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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca multifatorial e o diagnostico é
exclusivamente clinico, sendo crucial para o diagnostico precoce a descoberta de
um biomarcador especifico, sensivel e confiavel. Considerando as poucas
alternativas terapéuticas, a identificacdo de individuos com alto risco de evoluirem
para deméncia assume grande importancia. Estudos recentes indicam que a
avaliacdo do dano microvascular cerebral poderia fornecer um instrumento sensivel
para deteccao precoce da DA. Adicionalmente, a patologia microvascular pode ser
um alvo importante de intervencéo terapéutica especifica e, uma vez detectada por
biomarcadores, a avaliagdo desses seria de grande importancia para auxiliar no
diagnéstico e avaliar a progressdo da doenca, bem como a resposta terapéutica. O
presente estudo teve como objetivo avaliar potenciais biomarcadores, com enfoque
naqueles especificos para alteracées microvasculares, plaquetarias e dislipidémicas,
em idosos com Comprometimento Cognitivo Leve (CCL) ou com DA, e em idosos
sem alteracdes cognitivas (controles), visando contribuir para ampliar o
conhecimento atual sobre a DA. Além da avaliacdo de alguns biomarcadores, foram
incluidos neste estudo dados clinicos e epidemiolégicos dos participantes. Em
amostras de sangue de um total de 177 individuos, incluindo aqueles com DA
(n=59), CCL (n=59), e idosos sem alteragdes cognitivas (n=59), foram determinados
0S seguintes parametros: (1) molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1); (2)
homocisteina; (3) microparticulas plaquetarias (MPPs); (4) perfil lipidico
convencional e ndo convencional e (5) genotipagem da apolipoproteina E. A analise
conjunta dos dados obtidos no presente estudo permitiu concluir que a elevacéo dos
niveis plasmaticos de ICAM-1, um biomarcador de lesdo microvascular parece estar
associado ao desenvolvimento da DA. Além do mais, a frequéncia do alelo €4 se
mostrou desproporcionalmente elevada em pacientes com DA e CCL em
comparacdo ao grupo de idosos sem deméncia. E, em consonéncia com estudos
anteriores, a simples presenca do alelo ¢4 da Apo E ndo é suficiente para o
desenvolvimento da DA, o qual apenas aumenta o risco de DA, indicando que
existem outros fatores ambientais e genéticos importantes no desenvolvimento da
mesma. Os individuos do grupo controle, apresentaram o0s niveis de HDLc,
significativamente maiores quando comparado aos individuos dos grupos DA e CCL.
Com relacdo aos parametros apolipoproteicos dos trés grupos, os niveis de Apo B
foram significativamente mais elevados no grupo CCL em comparagao aos grupos
controle e DA. Finalmente, os niveis plasmaticos de homocisteina e de
microparticulas plaguetarias no grupo com DA ndo se mostraram significativamente
diferentes quando comparados aos niveis observados para 0s grupos controle e
CCL.

Palavras-chave: doenca de Alzheimer, comprometimento cognitivo leve,
microparticulas plaquetarias, homocisteina, ICAM-1, Apolipoproteina E.
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ABSTRACT

Alzheimer’s Disease (AD) is a multifactorial disease and its diagnosis is exclusively
clinical, which makes the discovery of a specific, sensitive and reliable biomarker
crucial for an early diagnosis. Considering the few therapeutic options, the finding of
people with high potential for developing dementia is fundamental. Recent studies
indicate that the assessment of microvascular brain damage may prove to be a
sensitive tool for detecting early stages of AD. Furthermore, the microvascular
pathology can be an important and specific therapeutic target, and once detected by
biomarkers, this evaluation could be a helpful tool for diagnosis and assessment of
the disease progression, as well as treatment efficacy. The objective of this study
was to evaluate potential biomarkers, focusing on those specific for microvascular
and platelet alterations in patients with Mild Cognitive Impairment (MCI) and AD,
seeking to contribute to broaden the current knowledge on AD. This study assessed
serum or plasma samples, looking for possible candidates biochemical markers for
AD. In a group of 177 subjects, including those with AD (n=59), MCI (n=59), and
elderly people without cognitive impairment (n=59), the following parameters were
determined: (1) intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1); (2) homocysteine; (3)
platelet microparticles; (4) conventional and non conventional lipid profile, and (5)
apolipoprotein E (apoE) genotyping. The pooled analysis of data obtained in this
study indicates that the elevation of SICAM-1 plasma levels, a biomarker of
microvascular injury appear to be associated with the development of AD. Moreover,
the frequency of allele ¢4 showed to be disproportionately elevated in patients with
AD and MCI compared to the group of elderly without dementia. In line with previous
studies, the mere presence of the allele ¢4 from Apo E is not sufficient for the AD
development, which only increases the risk of AD, indicating that there are other
important genetic and environmental factors in the development of the disease.
Individuals from the control group have presented significantly increased levels of
HDLc compared to those observed in DA and MCI patients. Concerning to the
apolipoprotein profile of the three groups, apo B levels were significantly increased in
the MCI group compared to the control and DA groups. Finally, plasma levels of
homocysteine and platelet microparticles in the group with AD were not significantly
different when compared to the levels observed for both control group and MCI.

Key-words: Alzheimer’s disease, mild cognitive impairment, platelet microparticles,
homocysteine, ICAM-1, apolipoprotein E.
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1. INTRODUCAO

O envelhecimento populacional € uma das mais importantes mudancas demografica
e social observadas em quase todo o mundo. Com o crescimento desta parcela da
populacédo, cresce também a prevaléncia das deméncias, em especial da Doenca de
Alzheimer (DA).

A DA é uma doenca multifatorial com um componente genético forte, e pode ser
subdividida em dois tipos distintos, as formas “familiar” e “esporadica”. A descoberta
de influéncias genéticas e a identificacdo de genes responsaveis pela DA aumentou
muito a compreensdo da doenca. Trés produtos de genes diferentes tém sido até
agora demonstrado que causam DA de inicio precoce familiar: a proteina precursora
beta-amiloide (APP), presenilina 1 (PSEN 1) e presenilina 2 (PSEN 2) (TANZI &
BERTRAM, 2001). No entanto a DA esporadica, que representa 85-90% dos casos
em todo o mundo é, geralmente, de inicio tardio, ocorrendo depois dos 65 anos de
idade. Embora varios fatores de risco genéticos tém sido associados com esta forma
da doenca, apenas o polimorfismo da apolipoproteina E do tipo 4 (Apo E €4) tem
sido repetidamente associado a DA esporadica (POIRIER et al., 1993;
STRITTMATTER et al., 1993; POIRIER 2003).

Do ponto de vista anatomopatoldgico, os achados na DA incluem perda neuronal
com atrofia cerebral, degeneracéo sinaptica, placas neuriticas (ou senis) contendo
depdsitos extracelulares de proteina beta-amildide (AB), originados da clivagem
anormal da proteina precursora beta-amildide (APP); emaranhados neurofibrilares
localizados normalmente no citoplasma perinuclear e composto de proteinas “tau”
anormalmente fosforiladas (MUNOZ & FELDMAN, 2000; WILTFANG et al., 2009).
Alteracdes microvasculares também podem ser observadas no cérebro de pacientes
com DA. Estas alteracbes tém sido associadas ao processo patoldgico e podem
preceder a neurodegeneracéo (SKOOG et al., 1999; KORNHUBER, 2005).

O sintoma inicial da doenca € geralmente a perda progressiva da memoria recente.
Com a evolugéo da doencga, outras alteragbes ocorrem na memoéria € na cognicao,
entre estas as deficiéncias de linguagem e nas funcdes visuoespaciais. Estes
sintomas sao frequentemente acompanhados por distarbios comportamentais,
incluindo agressividade, depresséao e alucinagdes (SERENIKI & VITAL, 2008).
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Considerando que a DA incide prioritariamente em pessoas mais idosas e sabendo
que o envelhecimento normal é frequentemente acompanhado por alteracdes
cognitivas, torna-se um grande desafio a discriminac&o entre alteracGes préprias da

idade e alteracfes leves iniciais, porém ja resultantes do processo inicial da DA.

O comprometimento cognitivo leve (CCL) é um estdgio intermediario entre o
individuo normal e com déficit cognitivo, que serve como um forte preditor de DA,
uma vez que em varios estudos a incidéncia foi significativamente maior nos
individuos com diagndstico de CCL do que na populacdo em geral (PERTERSEN et
al., 2001; TABERT et al., 2006).

Diante do exposto, esforcos devem ser envidados no sentido de se delinear novos
estudos, em nivel mundial, que permitam a melhor caracterizacdo dos mecanismos
envolvidos na DA, contemplando os fatores epidemiologicos regionais proprios. Um
maior entendimento desta doenca e de seus fatores de risco podera modificar a
histéria natural da mesma, mediante a adocdo de medidas profilaticas e/ou
esquemas terapéuticos adequados. De grande importancia também sédo os estudos
visando ampliar o leque de ferramentas diagnésticas, inclusive aquelas que

poderiam ser empregadas para o diagndstico precoce da DA.

No Brasil, estudos envolvendo DA estéo se intensificando, uma vez que a parcela
populacional na faixa etaria acima dos 65 anos de idade vem crescendo
significativamente. Desta forma, € cada vez mais frequente duvidas em torno do
diagnostico de condicBes incapacitantes como a deméncia. Os estudos
internacionais sdo de grande valia, no entanto, é fundamental que haja estudos
nacionais, uma vez que tais questionamentos tém estreita relacdo com a cultura de
cada povo. Dessa forma, ha necessidade de um maior conhecimento sobre o0s
mecanismos fisiopatolégicos e fatores epidemiolégicos envolvidos, melhoria nos
métodos de diagndstico precoce da doenga, bem como nos esquemas terapéuticos,
além de maior habilidade no manejo e controle destes pacientes para que se possa

garantir uma melhor qualidade de vida aos mesmos.
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E importante ressaltar que, no momento, as dificuldades no diagndstico sdo ainda
muito grandes, sendo este firmado quase que unicamente na exclusdo de outras
doencas/condicbes similares. A determinacdo de biomarcadores como proteina
beta-amildide (AB) e proteina tau, com potencial aplicacdo, oferecem resultados
mais fidedignos em liquido cefalorraquidiano, constituindo uma limitacdo por implicar
em método invasivo de coleta do material a ser analisado (JELLINGER et al., 2008).
Assim, a busca de novos biomarcadores, envolvendo testes simples e ndo invasivos
realizados em amostras de sangue, com valor diagnostico e prognostico para a
deteccdo precoce da doenca, deve ser incentivada considerando a possivel
aplicacdo na clinica (EWERS et al., 2009). A avaliacdo da doenca microvascular
constitui uma abordagem promissora para desenvolver marcadores bioldgicos Uteis

para a detec¢do precoce e caracterizacdo patolégica da DA.

Neste estudo pretende-se caracterizar o grau de doenca microvascular e sua
possivel associacdo com a gravidade do déficit cognitivo e fatores de risco para o
desenvolvimento da DA, buscando estabelecer diferencas entre os idosos com e
sem DA.

Fatores genéticos e/ou adquiridos podem interferir na expressdo da DA. Assim, 0
estabelecimento de um estudo fundamentado dentro da nossa realidade podera
trazer respostas mais fidedignas e adequadas, tendo em vista que a grande maioria
do conhecimento sobre a DA, acumulado ao longo do tempo, foi obtido através de

estudos conduzidos fora do nosso meio.

Diante do exposto, a principal hipétese que norteou o presente estudo admite que a
elevacdo dos niveis plasméticos de biomarcadores de lesdo microvascular esta
associada ao grau de deméncia, ou seja, uma maior expressdo dos niveis
plasmaticos de tais marcadores estaria, possivelmente, relacionada ao

desenvolvimento da DA.

Considerando as diferengcas geograficas e étnicas, acredita-se que este estudo
proporcionara uma melhor caracterizacdo da DA acerca das alteragdes
microvasculares e outras em nosso meio, 0 que podera impactar positivamente a
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adocdo de novas estratégias para a prevencdo e tratamento desta importante

doenca neurodegenerativa.

Uma analise minuciosa da literatura acerca da DA permite conjecturar que alguns

aspectos da doenca relatados em estudos realizados sob outras condi¢cdes de

experimentacdo podem n&o ser verdadeiros dentro da nossa realidade. Como

exposto acima, fatores ambientais, genéticos, étnicos podem interferir na expressao

da doenca. Dessa forma, com base na percepcao de possiveis diferencas, muitos

guestionamentos tém sido feitos, tais como:

Estariam os niveis dos marcadores de lesdo microvascular elevados de forma
gradativa segundo o agravamento da doenca?

Quais os fatores de risco e biomarcadores avaliados nos grupos de estudo
gue estariam associados ao agravamento do déficit cognitivo de forma
independente?

A frequéncia do alelo €4 seria desproporcionalmente elevada em pacientes
com DA em comparacao ao grupo de idosos sem deméncia?

Ha evidéncias de que a hiperhomocisteinemia possa ser um importante fator
de risco para o desenvolvimento da DA uma vez que pode potencializar o
dano endotelial e neuronal, levando a vasculopatia e neurotoxicidade
(GEBARA & MATIOLI 2006; HERRMANN & OBEID 2011). Dessa forma,
estariam o0s niveis de homocisteina significativamente mais elevados em
pacientes com DA?

A luz da evidéncia que plaquetas constituem a principal fonte da proteina
precursora amildide e, consequentemente, da proteina beta amiléide no
sangue de humanos, pode-se sugerir que a ativagdo plaquetaria em
pacientes com DA reflita ou contribua para a patogénese desta doenca (DI
LUCA et al., 2000). Dessa forma, pacientes com DA apresentariam uma maior
guantidade de microparticulas de origem plaquetéria, refletindo uma maior
ativacdo das plaquetas? E o grupo CCL, apresentaria um padrdo

intermediario no que se refere a ativacao plaquetéaria?
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2.1 Deméncia

Deméncia pode ser definida como uma sindrome caracterizada por declinio de
memoria associado a déficit de, pelo menos, uma outra funcéo cognitiva (linguagem,
gnosias, praxias ou funcdes executivas) com intensidade suficiente para interferir no
desempenho social ou profissional do individuo (APA 1994; DESAI et al., 2010). As
quatro causas mais frequentes de deméncia irreversivel na pratica clinica sdo DA,
deméncia vascular, deméncia com corpos de Lewy e deméncia frontotemporal
(CARAMELLI & BARBOSA, 2002), sendo a DA o tipo mais comum de deméncia,
responsavel por mais de 50% dos casos na faixa etaria igual ou superior a 65 anos
(HERRERA et al., 1998).

Depois dos 65 anos de idade, a prevaléncia de deméncia aumenta
exponencialmente, duplicando a cada cinco anos. Tal evolugdo é confirmada ao se
comparar o grupo etario dos 65 aos 69 anos quando a deméncia € 0,8% e passa
para 28,5% nas pessoas acima dos 90 anos de idade (BEARD et al., 1995; LOPES
& BOTTINO, 2002).

O Brasil tem vivenciado uma realidade importante no mundo representado pelas
mudancas demograficas. Com o aumento da expectativa de vida vem ocorrendo um
aumento do envelhecimento da populacdo (RIBEIRO et al., 2008). De acordo com o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2020 o Brasil tera uma
populacdo de 219,1 milhGes de pessoas e os idosos chegardo a 25 milhdes de
pessoas, representardo 11,4% da populacdo. Estudos mostram que é irreversivel o

envelhecimento da populagéo brasileira (IBGE, 2008).

Nos paises desenvolvidos, a prevaléncia de deméncia € aproximadamente 1,5% em
torno dos 65 anos até alcancar 30%, em média, ao redor dos 80 anos (LOPES &
BOTTINO, 2002; RITCHIE & LOVESTONE, 2002). No Brasil, a estatistica &€ muito
semelhante a mundial. Em estudo populacional realizado em Catanduva, municipio
com 100 mil habitantes, no Estado de S&o Paulo, 25% dos idosos foram avaliados,
encontrando prevaléncia de deméncia semelhante a literatura, de 1,6%, entre 0s
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individuos com idade de 65 a 69 anos, a 38,9%, entre aqueles com idade superior a
84 anos (HERRERA et al., 1998).

2.2 Comprometimento Cognitivo Leve

O comprometimento cognitivo leve (CCL) € uma entidade clinica caracterizada pela
presenca de declinio cognitivo mais acentuado do que o esperado para a idade e
nivel educacional do paciente, mas insuficiente para limitar a execucdo das
Atividades de Vida Diéria (AVDs), portanto, ndo h& subsidios para o diagnéstico de
um quadro demencial (WINBLAD et al., 2004).

Estudos demonstraram também que o CCL é uma entidade heterogénea no seu
curso clinico. Os subtipos de CCL tém sido caracterizados: no CCL amnéstico, o
individuo apresenta somente déficit de memoria episddica; no CCL de mudltiplas
funcdes acometidas, o paciente apresenta déficit em mais de um dominio cognitivo
além da memoria; e no CCL ndo-amneéstico, observa-se déficit em outra habilidade

cognitiva diferente da memoéria (Petersen et al., 2004).

Todos 0s grupos podem permanecer estaveis e nao evoluir para quadro demencial.
A historia natural do CCL €& extremamente variavel, com alta instabilidade
diagnéstica (WINBLAD et al., 2004).

Assim, o CCL parece constituir uma condicdo de risco para deméncia, tendo sido
determinada, em varios estudos, uma taxa de conversdo anual que oscilou entre os
6 e 25%. Mais concretamente, o CCL amnéstico apresenta um elevado risco de
progressao para DA (10-15% ao ano), podendo, desta forma, constituir uma fase
prodrdmica da doenca. A recomendacgdo atual € que o CCL seja diagnosticado e
acompanhado devido ao risco aumentado de desenvolvimento de deméncia
(PETERSEN et al., 2001; WINBLAD et al., 2004; GAUTHIER et al., 2006).

Segundo Petersen e colaboradores (2001), os critérios de diagnostico para o CCL
(amnéstico) séo:
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e Comprometimento subjetivo da memoria, confirmado por um informador;

e Deterioracdo da memoéria superior ao que seria esperado para a idade e nivel
educacional;

e Funcionamento cognitivo global normal;

e Sem interferéncia na execucéo das AVDs;

e Auséncia de deméncia.

Contudo, outros dominios cognitivos podem ser afetados, isolada ou
simultaneamente, determinando o CCL com comprometimento de uma Unica funcao
cognitiva diferente de memaéria ou o0 CCL com comprometimento leve de mdultiplos

dominios cognitivos, respectivamente (PETERSEN et al., 2001).

2.3 Doenca de Alzheimer

Descrita inicialmente por Alzheimer (1907, apud SMITH, 1999) em uma mulher com
qguadro compativel com deméncia, caracterizada por idéias delirantes, seguido de
declinio cognitivo e morte apés quatro anos do surgimento dos sintomas, essa

enfermidade ficou conhecida como doenca de Alzheimer (DA).

A DA altera trés grandes parametros incluindo a cognicdo (memodria, linguagem,
raciocinio e atencdo), a funcionalidade (afetando atividades da vida diaria como
vestir-se, tomar banho, escovar os dentes, alimentar-se, fazer calculos) e o
comportamento (alteracbes de humor como a depressao, agitacéo, agressividade).
Estas alteracfes interferem diretamente na vida social do individuo (SERENIKI &
VITAL, 2008).

De acordo com a hipotese da cascata amiloidal, a neurodegeneracéo na DA inicia-
se com a clivagem proteolitica da proteina precursora beta-amiléide (APP) e resulta
na produgdo, agregacdo e deposicdo da proteina B-amildide (AB) formando as
placas senis (MUNOZ & FELDMAN, 2000; SERENIKI & VITAL, 2008). A presenca
de depositos de AB (placas senis) e emaranhados extracelulares (Figura 1) parecem

agir como irritantes, causando a ativacdo do complemento, marcando o inicio de
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mudancas nas células do sistema nervoso central, bem como a liberacdo de
produtos neurotdxicos (MCGEER & MCGEER, 1998).
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Figura 1 - Patologia da doencga de Alzheimer

Caracteristicas da DA, placas senis (cabeca de seta) e emaranhados neurofibrilares (seta), no cérebro (coloracéo pela prata).
Fonte: NIXON et al., 2005

As manifestacdes clinicas irdo aparecer quando um nuamero determinado destas
lesbes € atingido. Na DA este nivel pode variar entre individuos e dependera de
fatores de risco genéticos e ambientais, bem como outras doencas cerebrais
(MUNOZ & FELDMAN, 2000).

De acordo com Fassbender e colaboradores (2000), os mediadores inflamatoérios
podem indiretamente, promover a DA por interferéncia no metabolismo da APP. As
citocinas inflamatérias como a Interleucina 1 beta (IL-1B), Interleucina 6 (IL-6) e
Fator de Necrose Tumoral (TNF-a), ou Fator de Transformacgédo do Crescimento beta
(TGF-B) podem aumentar a expressao da APP e a liberagdo da AB. Na verdade, a
expressdo da APP é regulada pelos mesmos fatores que estdo envolvidos na
expressdo da maioria das proteinas de fase aguda. Portanto, uma relacdo de
reciprocidade entre AB e mediadores inflamatorios pode existir, porque ndo sé a
presenca da AP pode induzir a liberacéo de citocinas, mas uma vez liberadas, essas

também podem aumentar a secrecéao de Ap.
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2.3.1 Mecanismos patogénicos da doenca de Alzheimer - APP e Tau

A APP é uma proteina transmembrana que desempenha papel importante na
regulacéo de varias funcdes celulares, especialmente no sistema nervoso. E descrita
a importancia da APP na formacao das sinapses funcionais e também na maturagao
dos subtipos especificos de neurbnios assim como também em mecanismos
fisiologicos (transporte e sinalizacdo neurotrofica, adesdo e sinalizagdo celular)
(GRALLE & FERREIRA, 2007; NIXON, 2007; WILTFANG et al., 2009). Além disso,
apresenta um envolvimento nas interacdes celulares e entre as células e a matriz
extracelular, o que sugere que esta proteina pode agir como um receptor (GRALLE
& FERREIRA, 2007).

A APP é codificada na espécie humana por um gene localizado no cromossomo 21
(MUNOZ & FELDMAN, 2000; GRALLE & FERREIRA, 2007; WILTFANG et al.,
2009). As placas de AB sdo compostas principalmente de peptideos originados a
partir da clivagem enzimatica da APP. A APP é processada enzimaticamente pelas
a, B e y secretases para liberar varias isoformas de peptideos B-amiloide (APP695,
APP751 e APP770) (Figura 2). A isoforma conhecida como APP695 expressa-se
predominantemente no cérebro (ANDREASEN & BLENNOW, 2002; WILTFANG et
al., 2009).
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Figura 2 - Desenho esquematico da APP e suas trés principais isoformas
Fonte: ANDREASEN & BLENNOW, 2002
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Perifericamente, a APP também ocorre em outros tecidos, como células musculares,
epiteliais e sanguineas. Dentre estas, as plaquetas sdo uma importante fonte, pois
contém mais de 95% da APP circulante (DI LUCA et al., 2000; EVIN et al., 2003;
KAR et al., 2004; ZAINAGHI et al.,, 2007). As plaquetas também apresentam
concentragbes das isoformas da APP equivalentes as encontradas no tecido
cerebral, com excecédo da isoforma 695, que é abundante no cérebro e praticamente
indetectavel em plaquetas, onde a mais abundante € a isoforma 770 (PADOVANI et
al., 2001; WILTFANG et al., 2009).

As anormalidades bioquimicas do metabolismo da APP que levam a formacdo de
agregados de Ap levam também a desregulagdo de sinais intracelulares que
contribuem adicionalmente para a hiperfosforilagdo da proteina tau (LOVESTONE et
al., 2002; KAR et al., 2004).

A proteina tau pertence a familia de proteinas associadas aos microtubulos,
encontradas nas células neuronais (predominantemente expressa em ax6nios) e
nao neuronais. O gene humano da tau esta localizado no braco longo do
cromossomo 17 (WILTFANG et al., 2009). Estudos sobre o papel das proteinas tau
tém revelado que sua principal funcdo é promover a estabilidade da estrutura dos
microtubulos neuronais (BALLATORE et al., 2007; WILTFANG et al., 2009).

O grau de fosforilacdo da proteina tau € um fator determinante da sua capacidade
de interagir com os microtubulos. A hiperfosforilagcdo da tau resulta na perda de
funcdo desta proteina nos microtubulos, contribuindo para a vulnerabilidade dos
neurénios e induzindo a degeneragdo celular (MUNOZ & FELDMAN, 2000;
BALLATORE et al., 2007). O estado de hiperfosforilacdo da proteina tau na DA pode
causar a dissociacdo desta nos microtubulos. De acordo com a densidade e
tamanho destes filamentos, estes podem distorcer o corpo da célula e também
distorcer seu nuacleo alterando sua atividade, podendo levar o neurbnio a morte
(KAR et al., 2004).
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Alguns grupos de neurdnios sdo preferencialmente afetados pelos emaranhados
neurofibrilares na DA, como, por exemplo, 0os neurdnios da area do hipocampo que
estdo envolvidos no processamento de experiéncias antes do armazenamento como
memaoria permanente. Isto se correlaciona com déficits observados nas fases iniciais
da DA, na aprendizagem e na criacdo de novas memdrias, bem como com a
preservacdo de memorias estabelecidas (MUNOZ & FELDMAN, 2000).

A relacéo entre as placas amiloides e os emaranhados neurofibrilares é incerta, mas
sabe-se que o acumulo da AR predispbe a hiperfosforilacdo da proteina tau. Outro
ponto importante a considerar é a disfuncdo do sistema colinérgico produzindo uma
deficiéncia de memoria. Cérebros de pacientes portadores da DA mostraram
degeneracdo dos neurdnios colinérgicos, ocorrendo também uma reducédo dos
marcadores colinérgicos, sendo que a colina acetiltransferase e a acetilcolinesterase
tiveram sua atividade reduzida no cortex cerebral de pacientes portadores da DA
(SERENIKI & VITAL, 2008).

2.3.2 Quadro clinico e fatores de risco

O quadro clinico da DA é extremamente varidvel. Os primeiros sintomas da DA
aparecem usualmente apos os 65 anos. Cada paciente apresenta sinais e sintomas
da DA de forma Unica, mas existem pontos em comum. Nos estagios iniciais da
doenca a perda da memoéria pode ndo ser percebida ou ser atribuida a
esquecimento ocasional. Todavia, os problemas cognitivos comecam lentamente a
interferir nas atividades diarias, tais como manter as financas sob controle, seguir
instruc6es no emprego, conducgdo inadequada do veiculo e descontrole nas compras
domésticas. Algumas pessoas nao tém consciéncia dessas dificuldades, conhecida
coOmo agnosognosia, e outras tém uma percepcao consideravel, o que gera
frustracdo e ansiedade (HUEB, 2009).

Observa-se tendéncia ao esquecimento de fatos recentes e dificuldade para registrar
novas informagdes. Esses sintomas se instalam de forma insidiosa, com piora

lentamente progressiva, embora periodos de relativa estabilidade clinica possam
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ocorrer. Alteragcbes de linguagem (principalmente anomia), distirbios de
planejamento (funcbes executivas) e de habilidades visuoespaciais surgem com a
evolucdo do quadro. Na faixa pré-senil (antes dos 65 anos), os disturbios de
linguagem podem ser a manifestacdo predominante do processo demencial,
enquanto sintomatologia psicotica (como ideias delirantes, sobretudo de carater
persecutorio, e alucinacbes) é habitualmente mais comum nos pacientes mais
idosos. Estas alteracbes mantém paralelo com a evolugcdo neuropatoldgica da
doenca (VALE, 2006).

Nas fases intermediarias da enfermidade a pessoa € incapaz de trabalhar e se
confunde com facilidade, exigindo supervisdo diaria. A linguagem pode ficar
comprometida, especialmente na sua compreensado. Em algumas pessoas a afasia é
um aspecto precoce e proeminente. Varias apraxias também sdo comuns, ou seja,
déficits na execucdo de tarefas motoras sequenciais, como vestir e comer. Os
padrbes de sono e vigilia ficam perturbados e o habito de vagar pela casa durante a
noite € frequente. Alguns deles desenvolvem marcha arrastada, com rigidez
muscular generalizada com inadequacdo dos movimentos. O O6bito, em geral,
decorre de desnutricdo, infeccbes secundarias ou cardiopatia. A duracdo mais
frequente da DA é de 8 a 10 anos (HUEB, 2009).

Além das dificuldades de atencdo e fluéncia verbal, outras funcdes cognitivas
deterioram a medida que a patologia evolui, entre elas a capacidade de fazer
calculos, as habilidades visuoespaciais e a capacidade de usar objetos comuns e
ferramentas. Sintomas depressivos sdo observados em até 40-50% dos pacientes,
enquanto transtornos depressivos acometem em torno de 10-20% dos casos
(WRAGG & JESTE, 1989; FORLENZA, 2000). Outros sintomas, como a apatia, a
lentificacdo da marcha ou do discurso, a dificuldade de concentracéo, a perda de
peso, a insbnia e a agitacdo podem ocorrer como parte da sindrome demencial

(SERENIKI & VITAL, 2008).

Diversos e complexos séo os fatores que, combinados, podem aumentar ou diminuir
0 risco de uma pessoa desenvolver DA. Dentre os fen6menos reconhecidos se
encontram idade avancada, historico familiar de deméncia e aspectos genéticos.
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Outros fendbmenos ainda estdo sendo estudados como, por exemplo, ser do sexo
feminino, ter baixa escolaridade, histérico de depressao e ser portador de doencas
vasculares (MUNOZ & FELDMAN, 2000; VALE, 2006).

O sexo feminino pode ser um fator de risco independente da longevidade das
mulheres. As mulheres frequentemente queixam de distirbios da memodria no
periodo perimenopausal, chegando a cifras de 60%. Entretanto, a queixa pode
envolver uma série de sintomas rotulados como sendo “memoria fraca”, tais como
falta de concentracdo, dificuldade de lembrar nomes, esquecimento da razéo pela
qual entrou num comodo da casa ou 0 esquecimento de compromissos e fatos.
Apenas a ultima queixa poderia refletir uma dificuldade na memoria, dependente do
hipocampo e de outras estruturas do lobo temporal. As pesquisas experimentais
sugerem que o estrogeno desempenharia um papel no aprendizado e na memoria
(BIRGE, 1997; MUNOZ & FELDMAN, 2000; APRAHAMIAN et al., 2009).

Estudo conduzido por Snowdon e colaboradores, em 1997, mostrou que a presenca
de infarto cerebral, mesmo que pequeno, aumenta o risco de deméncia em até 20
vezes em individuos com lesdes caracteristicas da DA. Este pode ser o mecanismo
mais comum de lesdes vasculares que contribui para a deméncia, uma vez que 0
infarto cerebral em individuos sem les6es da DA apresentaram poucas alteracées
cognitivas (MUNOZ et al., 1997). Assim, o tratamento da hipertensdo e outros
fatores de risco vascular e da promocao da alimentacdo saudavel e atividade fisica
poderiam potencialmente reduzir a incidéncia de deméncia (SNOWDON et al., 1997;
MUNOZ et al., 1997; POIRIER, 2003).

Embora os fatores ambientais possam aumentar o risco de DA esporadica, a doenca
parece ter uma base genética significativa. A influéncia dos fatores genéticos é
inversamente proporcional a idade de inicio da DA. As formas precoces, cujo inicio
se da antes dos 65 anos, estdo associadas a mutacdes nos genes descritos como
determinantes da DA: gene da APP, gene precursor da presenilina 1 (PSEN 1) e
gene precursor da presenilina 2 (PSEN 2) (MUNOZ & FELDMAN, 2000; KAR et al.,
2004).
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Entretanto, mutacdes nos genes da APP, PSEN 1 e PSEN 2 sdo responsaveis
apenas por 5% do total de casos de DA. Os 95% restantes sdao, na maioria, casos
esporadicos de inicio tardio, com etiologia complexa devido a interacdes entre

componentes ambientais e genéticos (FRIDMAN et al., 2004).

A primeira mutacao identificada foi no gene da APP localizado no cromossomo 21,
explicando alguns casos familiares. Adultos com trissomia do 21 sistematicamente
desenvolvem caracteristicas neuropatoldgicas tipicas de DA apos os 40 anos de
idade. Podem desenvolver deméncia progressiva superposta ao seu retardamento
mental subjacente (SERENIKI & VITAL, 2008; HUEB, 2009).

Mutacdes no gene das presenilinas 1 e 2 causam respectivamente 30% a 70% dos
casos de DA de inicio precoce (SAMAIA & VALLADA FILHO 2000; VALE, 2006). As
presenilinas sdo proteinas cujas funcbes ainda ndo estdo bem estabelecidas, que
foram assim denominadas pela associacdo dos genes correspondentes (PSEN1 e
PSEN2) com a DA. Sabe-se que mutacbes nesses genes, identificados nos
cromossomos 14 e 1, estdo relacionadas com alteracbes na clivagem da APP,
aumentando a producdo da AB. A PSEN 1 esta relacionada com o processo
inflamatério e pode interferir no processo de apoptose, e mutacdes no gene da
PSEN2 podem acelerar o processo de neurodegeneracao (LUCATELLI et al., 2009;
HUEB, 2009).

Na forma usual da doenca, cujo inicio se da apés os 60 anos, a importancia dos
fatores genéticos € menor e esta relacionado ao gene codificador da apolipoproteina
E (Apo E — proteina plasmética envolvida no metabolismo do colesterol), localizada
no cromossomo 19. Esse gene € composto de trés alelos comuns (€2, €3 e €4). A
presenca do alelo do tipo 4 demonstrou uma maior associacdo ao humero de placas
senis e placas vasculares, além de uma redugéo da fungéo colinérgica em cérebros
de pacientes portadores de DA (SAMAIA & VALLADA FILHO 2000; OJOPI et al.,
2004).
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Em populacdes caucasianas, o alelo mais frequente € o €3, ocorrendo em cerca de
75% dos cromossomos, enquanto as frequéncias dos alelos €2 e ¢4 sao de 8% e
15%, respectivamente. Estudos epidemioldgicos demonstraram que, em individuos
com DA, a frequéncia do alelo ¢4 € desproporcionalmente elevada, com valores
geralmente situados entre 25% e 40%. Além disso, os portadores do alelo €4 tendem
a desenvolver os sintomas de DA mais precocemente, efeito ainda mais evidente
nos homozigotos. Em contraste, o alelo €2 pode conferir um discreto efeito protetor
porque sua frequéncia tem sido referida como um pouco menor entre individuos com
DA que na populacdo geral, mas este resultado ndo tem se reproduzido
sistematicamente. Quando individuos com alelos €2/e3 apresentam DA, a idade de
inicio € mais avangada que nos portadores de €4 (OJOPI et al., 2004; VALE, 2006;
SERENIKI & VITAL, 2008; HUEB, 2009).

Assim como ha fatores de risco para a doencga, existem também fatores protetores.
A escolaridade é identificada em inUmeros estudos, como protetora, provavelmente
pelo consequente aumento da densidade sinaptica de regides corticais e pela maior
capacidade de compensacado de deficiéncias intelectuais dos individuos com maior
escolaridade (CUMMINGS et al., 1998). Os sujeitos com alta escolaridade
apresentam melhor rendimento em testes neuropsicométricos mais simples como o
Mini-Exame do Estado Mental (BUTLER et al.,, 1996). No estudo realizado em
Catanduva (HERRERA et al., 1998), observou-se relacao inversamente proporcional
entre a prevaléncia de deméncia e a escolaridade. Nos individuos com oito anos ou
mais de escolaridade a prevaléncia foi de 3,5%, enquanto que nos analfabetos foi de
12,2%.

2.3.3 Diagnéstico

O diagnostico clinico da DA é complexo e deve ser realizado de forma segura e
confidvel. Este se baseia primeiramente em definir a presenca de deméncia e, apos,
em exclusdo de outras doencas por meio das caracteristicas clinicas, sendo
auxiliado por exames laboratoriais e de imagem (SAMAIA & VALLADA FILHO 2000;
VALE, 2006; HUEB, 2009). Existe um atraso médio de cerca de 3 anos a partir de
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guando os sintomas iniciais aparecem, para quando a DA é diagnosticada (JORST &
GROSSBERG, 1995).

Vérios instrumentos clinicos sdo usados para se chegar ao diagnostico incluindo
uma histéria médica completa do paciente e de sua familia; exame neuroldgico e
testes neuropsicolégicos, que avaliam a memoria e o estado mental, o grau de
atencdo e concentragdo e das habilidades de resolver problemas e nivel de
comunicacao; revisdo do uso de farmacos; exame fisico; avaliagcdo psiquiatrica; e
testes laboratoriais como exames de sangue e urina, exames de imagem s&o
usados para determinar o tipo de deméncia e/ou avaliar sua gravidade (NITRINI et
al., 2005). Os testes de rastreio cognitivo como o Mini-Exame do Estado Mental
(MEEM), o teste do Desenho do Reldgio, o teste de Fluéncia Verbal e a Escala de
Deméncia de Blessed sdo exemplos de testes utilizados para a avaliacao inicial de

pacientes com suspeita de comprometimento cognitivo (APRAHAMIAN et al., 2009).

Segundo Nitrini e colaboradores (2005) devido as caracteristicas de
heterogeneidade educacional de nossa populacdo, testes neuropsicolégicos
elaborados para avaliar individuos de escolaridade alta e de cultura distinta podem
nao ser indicados para uso em nosso meio. Este fato tende a dar origem a
adaptacdes que podem produzir formas diferentes de aplicacdo do mesmo teste,

situacdo a ser evitada.

Todos esses exames podem melhorar a exatidao do diagnéstico, embora ainda néo
sejam especificos para DA e nem tenham validade absoluta. O exame do liquido
cefalorraquiano esta indicado em situacdes particulares (NITRINI et al., 2005). Esses
exames permitem a identificacdo de diversas causas potencialmente reversiveis de
deméncia, além de possibilitarem deteccdo de eventuais doencas associadas
(CARAMELLI & BARBOSA, 2002).

O Mini Exame do Estado Mental (MEEM) tornou-se um importante instrumento de
rastreio de comprometimento cognitivo. Provavelmente € o teste de rastreio mais
utilizado no mundo (BERTOLUCCI, 2000). De acordo com Brucki et al., (2003), o
MEEM foi desenvolvido com o objetivo de diferenciar pacientes psiquiatricos com
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quadros organicos funcionais. Com o passar do tempo, a escala passou a ser
utilizada como um instrumento para orientar a avaliagcdo de pacientes com
deméncia, sendo seu uso recomendado para a realizacdo tanto do diagndstico de
deméncia como da doenca de Alzheimer. Entre os testes podemos destacar a
bateria do CERAD (HEYMAN et al., 1996), na qual a recordacéo tardia de uma lista
de 10 palavras € solicitada cerca de cinco minutos apos o registro.

Segundo Almeida (1998), os escores do MEEM sofrem influéncia significativa da
idade e da escolaridade do individuo, sugerindo a necessidade de se utilizar pontos
de corte diferenciados de acordo com a escolaridade. Em um estudo realizado em
Sé&o Paulo com duzentos e onze pacientes com mais de 60 anos de idade, a escala
apresentou sensibilidade de 84% e especificidade de 60% quando o tradicional
ponto de corte 23/24 foi utilizado. Contudo, o estudo mostrou que levando a idade
em consideracgdo, o ponto de corte 19/20 era 0 mais adequado para o diagnéstico de
deméncia no caso de idosos sem escolaridade. Os indices de sensibilidade e
especificidade foram respectivamente 80% e 71%. Para idosos com alguma
instrucdo escolar o ponto de corte deve ser 23/24, e esta associado a sensibilidade
de 78% e especificidade de 75% (ALMEIDA, 1998).

A investigacdo das caracteristicas neuropsicologicas nos estagios iniciais da DA é
fundamental para uma melhor compreenséo da doenca e o estabelecimento do seu
diagnostico precoce. Estudo realizado por Charchat e colaboradores (2001) ao
comparar o desempenho nos diferentes testes da bateria de testes
neuropsicolégicos computadorizados (BTNC) intragrupos e intergrupos, identificou
alteracdes neuropsicologicas presentes nos estagios iniciais da DA. As principais
caracteristicas neuropsicolégicas dos estagios iniciais da DA foram: i) tempo de
reagdo aumentado indicando uma lentiddo no processamento das informagdes pelo
sistema nervoso central; ii) comprometimento da memdria episddica observado em
todos os testes, porém, mais acentuado para o teste de memoaria verbal, indicando
um acometimento bilateral dos lobos temporais, com predominio do hemisfério
dominante (esquerdo); iii) comprometimento da memdria de curto prazo que tem

sido correlacionada com disfuncéo no lobo frontal.
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Embora a sensibilidade do diagndstico clinico seja relativamente alta (93%), a
especificidade pode ser mais baixa — 55%, conforme relatado por um estudo clinico-
patolégico multicéntrico (MAYEUX, 1998). Em maos experientes, o diagndstico
clinico de DA pode ser preditivo da confirmacéo neuropatolégica em 80% a 90% dos
casos; contudo, o diagnostico da DA em fases iniciais assim como o diagnostico
diferencial das apresenta¢des demenciais incomuns continuam sendo tarefas dificeis

em bases puramente clinicas (WILTFANG et al., 2009).

Para Daffner (2000), a exatiddo do diagndstico tornou-se um grande desafio. A
exatiddo do diagnostico pode promover importantes informacdes progndsticas para
as familias, permitindo gerar expectativas apropriadas e planejar as necessidades
futuras dos pacientes. Talvez de forma mais significativa, tais esforcos em si obter
um diagndstico mais exato podem ajudar a identificar condicbes potencialmente
reversiveis ou trataveis que tenham contribuido para o declinio cognitivo e

deméncia.

Os médicos podem realizar o diagndstico como “possivel” ou “provavel” para a DA.
Segundo o National Institute of Neurological and Communicative Disorders and
stroke — Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA)
(MCKHANN et al., 2011), os critérios para o diagnoéstico clinico de DA “possivel”,
“provavel” e “definitiva”, sdo: i) DA possivel - presenca de sindrome demencial, na
auséncia de outras anormalidades neuroldgicas, psiquiatricas ou sistémicas,
suficientes para causar deméncia, podendo haver a presenca de doencas
secundarias sistémicas ou cerebrais que poderiam ser a causa do quadro, mas ndo
sdo consideradas como tal; ii) DA provavel - deméncia estabelecida por exame
clinico e documentada por MEEM ou escala de deméncia de Blessed ou outro
exame similar, confirmada por testes neuropsicoldgicos; déficit em duas ou mais
areas da cognicao; progressiva piora da memoria e de outras fun¢des, sem distarbio
de consciéncia; inicio entre idades de 40 e 90 anos, mais frequentemente acima de
65 anos; e auséncia de outros disturbios sistémicos ou cerebrais, que poderiam ser
causas do déficit de memodria e cognicdo progressivos. O diagndstico de DA
provavel pode ser corroborado por deterioracdo progressiva de fun¢des cognitivas
especificas, tais como afasia, apraxia e agnosia; comprometimento de AVDs e
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alteracbes de comportamento; historia familiar de distarbios similares,
particularmente se confirmadas por exame neuropatoldgico; e outros exames
incluindo puncdo lombar normal, eletroencefalograma normal ou com alteracdes
inespecificas (como aumento de atividade de onda lenta) e evidéncia na tomografia
computadorizada de atrofia; iii) DA definitiva - somente evidéncias histopatoldgicas,

obtidas por biépsia ou autdpsia, permitem o diagnéstico de certeza.

O diagnostico definitivo da DA é estabelecido apos identificagdo dos achados
histopatoldgicos tipicos através do exame anatomopatoldgico do tecido cerebral.
Consequentemente, o diagndéstico da sindrome demencial é, habitualmente, clinico,
tendo sido convencionados, ao nivel internacional, critérios para determinar o
diagnéstico provavel (ou possivel) de cada uma das principais deméncias
degenerativas. Os critérios mais utilizados sdo propostos pelo Manual Diagndstico e
Estatistica de Transtornos Mentais da Associagdo Psiquiatrica Americana (DSM-1V)
e Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos - Associacdo de Doenca de
Alzheimer e Doencas Relacionadas (NINCDS-ADRDA) (NITRINI et al., 2005).
Entretanto, nos ultimos anos ocorreram importantes avancos no entendimento da
DA, tais como a observacao de diversos espectros clinicos além do amnéstico e a
maior capacidade de detectar in vivo 0s processos fisiopatolégicos da doenca,

tornando necessaria a revisado desses critérios (FROTA et al., 2011).

Nos critérios anteriores, a DA somente era diagnosticada quando havia deméncia
enquanto na nova proposta a DA pode ser diagnosticada em trés fases ou estagios:
DA pré-clinica, comprometimento cognitivo leve (CCL) devido a DA e deméncia,
sendo que o diagndstico da fase pré-clinica deve ser restrito a pesquisa (FROTA et
al., 2011).

Segundo Frota e colaboradores (2011) a nova proposta para o diagnéstico de
deméncia no Brasil exige o comprometimento funcional e cognitivo, atingindo este
altimo pelo menos dois dos seguintes cinco dominios a seguir: memdria, fungéo
executiva, linguagem, habilidade visual-espacial e alteracdo de personalidade. O

diagnoéstico do comprometimento cognitivo leve € clinico, podendo, em situagdes de
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pesquisas, serem utilizados marcadores biolégicos buscando maior probabilidade de

evolucao para DA.

A inclusdo de biomarcadores, no diagnéstico, foi recomendada por enquanto
somente em pesquisa clinica. Novos estudos precisam ser realizados para validar os
critérios de CCL associado a biomarcadores, assim como os critérios da fase pré-
sintomética da DA. Entretanto, podem ser utilizados como instrumentos opcionais,
guando considerados apropriados pelo clinico (FROTA et al.,, 2011; MCKHANN et
al., 2011).

Segundo Frota e colaboradores (2011) estas novas recomendacdes para O
diagnéstico de DA representam um avanco em relacdo as de 2005. Em primeiro
lugar, o que era designado como DA nos critérios de 2005 passou a ser denominado
deméncia da DA, enquanto a designacao geral admite a fase pré-clinica e o CCL
devido a DA. Para o diagnostico de deméncia ndo existe mais a obrigatoriedade do
comprometimento da memdéria que € exigido pelo DSM IV(American Psychiatric
Association, 1994), DSM-IIIR (American Psychiatric Association, 1987) e pelo CID-10
(WHO 1993) e que eram recomendados em 2005 (NITRINI et al., 2005).

Diferentemente dos critérios anteriores, o diagnostico de deméncia ou de DA
somente necessita de confirmacéo por meio de avaliacdo neuropsicolégica quando a
anamnese e a avaliacdo cognitiva realizada pelo médico forem insuficientes para o
diagndstico. A limitacdo da idade de inicio entre 40 e 90 anos também foi excluida
dos critérios atuais (FROTA et al., 2011). Assim, a principal diferenca entre as novas
recomendag¢fes para o0 diagnostico de deméncia da DA foi a inclusdo da
necessidade de exame de imagem, tomografia de cranio ou preferencialmente
ressonancia magnética do cranio para excluir outras etiologias ou co-morbidades
(MCKHANN et al., 2011: FROTA et al., 2011).
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2.4 Doenca de Alzheimer e biomarcadores

A apresentacdo clinica da DA pode variar enormemente dificultando o seu
diagnéstico, o qual envolve histéria clinica, exames fisico e neuroldgico, avaliacdo
neuropsicoldgica, exames de imagem do cérebro, além de um ndmero de outros
possiveis procedimentos incluindo testes de urina, sangue, liquido cefalorraquidiano,
testes genéticos, eletroencefalograma, angiografia e, raramente, biopsia cerebral.
Lamentavelmente o diagndstico € frequentemente demorado devido a fatores como
avaliagbes prolongadas por multiplos profissionais e dificuldade de diagndstico
precoce, principalmente devido a sintomatologia sutil apresentada. A avaliacao inicial
dos pacientes com dificuldades cognitivas e possivel deméncia constitui ainda um

grande desafio principalmente para médicos nao especialistas (GOODMAN, 2008).

A introducéo das drogas antideméncia, tais como os inibidores da acetilcolinesterase
para o tratamento da DA, representou um potencial beneficio terapéutico
consideravel (WILTFANG et al., 2009). O diagndstico precoce constitui ainda um
grande problema na pratica clinica. Portanto, o desenvolvimento e introducao de um
biomarcador para diagnostico precoce e avaliacdo da terapéutica, utilizando sangue
ou urina, € extremamente desejavel (DIAZ, 2001). Os biomarcadores tém o papel de
auxiliar em varias etapas tais como no diagnéstico precoce, avaliacdo do estagio da
doenca, eficacia terapéutica dos medicamentos, bem como diferenciar de outras
formas de deméncia. Até o momento, a pesquisa de biomarcadores tem se
concentrado no plasma e no liquido cefalorraquidiano (LCR) (ALUISE et al., 2008;
WILTFANG et al., 2009).

Os requisitos para que um determinado teste seja aceito como parametro de
diagnéstico para a DA foram propostos recentemente. De maneira ideal, tal teste
deve ser capaz de detectar uma caracteristica fundamental da patologia da DA,
validado em casos neuropatologicamente confirmados, preciso e confiavel, néo
invasivo, simples de realizar e barato. Além disso, a sensibilidade deve ser de
aproximadamente 85% ou mais, e a especificidade deve ser igual ou superior a 75%
— 85% (WILTFANG et al., 2009).
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Todavia, a identificacdo de biomarcadores no sangue é uma alternativa desejavel,
por ser menos invasiva e mais toleravel para os pacientes, favorecendo a realizacao

de determinacdes prospectivas, com multiplas determinacgdes.

2.4.1 Homocisteina

A homocisteina (Hcy) € um metabdlito intermediario da via biossintética que converte
a metionina em cisteina e € rapidamente oxidada no plasma a dissulfito
homocisteina e cisteina-homocisteina (Figura 3). A metionina é um amino&cido
abundante em proteinas de plantas e animais, e € a principal fonte de atomos
sulfurosos de proteinas. O processo de desmetilacdo é uma importante via
metabdlica que resulta em reacdes de metilacdo vitais no corpo (SACHDEV, 2004;
GEBARA & MATIOLI, 2006).

Metionina

Remetilacdo l T

Homocisteina

Transulfuracao

Cisteina

Figura 3 — Metabolismo da homocisteina

Niveis elevados de Hcy plasmatica sdo denominados de hiperhomocisteina, sendo
classificada em trés niveis de severidade: leve (15-30 pymol/L), intermediario (30-100
pmol/L) e acentuado (acima de 100 umol/L) (KORENZYN, 2002; SACHDEV, 2004;

GEBARA & MATIOLI, 2006).
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A elevagao da Hcy no sangue possui causas multifatoriais, entre estas a ingestéo
elevada de metionina, reducdo do metabolismo, alteracdes genéticas ou deficiéncia
de enzimas (cistationina B sintetase ou metilenotetrahidrofolato redutase - MTHFR)
ou de vitaminas (B12, B € acido folico) importantes no processo de metabolizacdo da
Hcy, as quais podem promover o acumulo desta e a injuria do endotélio vascular
(SACHDEV, 2004).

A Hcy é reconhecida como pré-aterogénica e pro-trombotica. Niveis elevados de
homocisteina possuem uma acgdo toxica ao endotélio vascular, assim a
hiperhomocisteinemia tem sido considerada como um fator de risco independente
para o desenvolvimento da aterosclerose (SACHDEV, 2004). A Hcy plasmatica
elevada, por estar associada a um aumento no risco de sequela aterosclerética,
incluindo morte por causas cardiovasculares, doenga coronariana, aterosclerose da
carétida e acidente vascular cerebral (AVC), sugere a hipétese de ser um fator de
risco para deméncia. Estudos epidemiolégicos e experimentais tém associado a
deficiéncia de folato ao consequente aumento dos niveis de homocisteina, com
varias condicbes degenerativas, incluindo AVC, DA e doenca de Parkinson
(GEBARA & MATIOLI, 2006).

Um evento chave na patogenia da DA é a formacao de agregados insollveis de AR
e este processo é favorecido por uma condicao de hiperhomocisteina (GENEDANI et
al., 2010).

A Hcy exerce efeitos neurotoxicos em altas concentracdes sendo demonstrado ser
um fator de risco para o desenvolvimento da DA (CLARKE et al., 1998). Assim Hcy
elevada é um forte fator de risco para um declinio cognitivo rapido em pacientes com
DA, relativamente jovem, mas torna-se progressivamente menos importante com o
aumento da idade (OULHAJ et al., 2010).

A Hcy passa a ser associada a doenca cardiovascular e a DA quando esta presente
em niveis moderadamente elevados no plasma, que pode ser ocasionado por

diversos fatores, como o genético, o ambiental e o nutricional. Ha evidéncias de que
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a Hcy atue potencializando o dano endotelial e neuronal, levando a vasculopatia e
neurotoxicidade, respectivamente (GEBARA & MATIOLI, 2006).

Miller, em 2000, demonstrou altos niveis séricos de homocisteina em individuos com
DA e os comparou com individuos controle sem doenca neurodegenerativa. Aqueles
gue apresentaram concentragcdes acima de 14 pmol/L tiveram riscos maiores de ter

DA do que aqueles com homocisteina plasmatica abaixo de 11 pumol/L.

Clarke e colaboradores (1998) examinaram 164 pacientes com DA, com confirmacao
histologica em 76 deles, e encontraram naqueles com Hcy na linha de base nos dois
tercis superiores significativamente mais atrofia do lobo temporal apds trés anos que
os do tercil mais baixo. Tais resultados sugerem que niveis elevados de Hcy possam

determinar o indice de progressao da doenca.

Alguns pesquisadores (ELLINSON et al., 2004; KAGEYAMA et al., 2008) dosaram a
Hcy plasmatica em pacientes com DA, constatando que a concentracdo desta era
significativamente mais elevada que a encontrada em individuos higidos, passando

a considerar a hiperhomocisteinemia como fator de risco para DA.

Ainda segundo Miller (2000) é possivel associar quatro motivos que relacionam a
doenca cardiovascular com a DA. O primeiro € que ndo é incomum encontrar
individuos que apresentam DA e doenca vascular. Em segundo lugar, DA esta
geralmente associada a aterosclerose, anormalidade microvascular cerebral e
hipertensdo sanguinea. O terceiro lugar, a presenca do alelo ¢4 da Apo E é um
provavel fator de risco independente para DA e doencga vascular, e a presenca da
Apo E em combinacdo com aterosclerose, doenca vascular periférica e diabetes
mellitus aumenta substancialmente o risco de declinio cognitivo. O ultimo motivo,
individuos postmortem, com neuropatologia definitiva que evidencia DA e infarto
cerebral, possuiam prejuizo cognitivo mais grave e uma maior prevaléncia de
deméncia que aqueles com evidéncia de DA que ndo apresentavam infartos

cerebrais.
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Uma interessante ligacdo entre Hcy e DA vém de estudos recentes de uma proteina
conhecida como homocisteina-inducible endoplasmic reticulum stress protein
(HERP). H& evidéncias que essa proteina leva ao aumento da producao de peptidio
beta-amildide em cultura de células. A HERP esta presente na regido hipocampal e
em neurdnios corticais, onde sua expressdo € induzida por estresse do reticulo
endoplasmatico. Esta provavelmente possui uma funcdo neuroprotetora, pois seu
nivel esta elevado em individuos com DA e, também, porque sua superexpressao
protege culturas neuronais de células contra a morte induzida pelo estresse do
reticulo endoplasmatico e do peptidio beta-amildide. Esta promove a homeostasia
da liberacao de caélcio pelo reticulo endoplasmatico, o que € um fator que garante a
acao neuroprotetora (HO et al., 2001; KAGEYAMA et al., 2008).

2.4.2 Microparticulas plaquetarias

As plaquetas desempenham importante papel no processo da hemostasia pela sua
interacdo com o endotélio e formacédo do tampéao plaquetario. Segundo Ciabattoni e
colaboradores (2007) a ativacdo plaquetaria persistente estd aumentada na DA,
estando relacionada ao aumento da peroxidacdo lipidica associada com niveis
inadequados de vitamina E.

A hiperatividade plaquetaria resulta na liberacéo in vivo do conteddo dos granulos
alfa, especialmente as proteinas especificas das plaquetas como beta
tromboglobulina (BTG) e fator plaquetario 4 (PF4). Esta ativacdo plaquetaria pode
resultar das interacbes com as estruturas subendoteliais, placas ateroscleroticas,
superficies artificiais e trombina (geralmente no estado de hipercoagulabilidade). A
existéncia de nivel patolégico de PF4 no plasma livre de plaquetas geralmente é

indicativo de ativacao plaquetéaria (SEVUSH et al., 1998).

As microparticulas (MPs) sdo pequenos fragmentos de membrana que sao liberados
durante a ativacdo celular e apoptose. Muitos tipos celulares, como células

endoteliais, plaquetas e leucdcitos, liberam estas MPs in vitro, mas varios estudos
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tém demonstrado a presenca destes fragmentos in vivo (HORSTMAN & AHN, 1999;
NIEUWLAND et al., 2000; JOOP et al., 2001).

Sabe-se que as caracteristicas das MPs dependem da origem das células ativadas e
do mecanismo de estimulacédo. No entanto, a importancia fisioloégica das MPs néo foi
ainda completamente elucidada. O aumento do numero de MPs plaquetérias tem
sido observado em pacientes que possuem um risco aumentado para doencas
tromboembdlicas, como aumento da ativacdo da coagulacdo, trombocitopenia
idiopatica, acidente vascular cerebral isquémico, além de esclerose multipla
(HORSTMAN & AHN,1999) e sepse (NIEUWLAND et al., 2000; JOOP et al., 2001).

As MPs originadas de plaquetas induzem a expresséao de ciclooxigenase-2 (COX-2),
de prostaglandinas e producdo de citocinas em células endoteliais, aumentando a
adesdo de moléculas e de mondcitos na superficie do endotélio, amplificando a
ativacdo plaquetaria (BARRY et al.,1998; NOMURA et al., 2001). J& as MPs
originadas de leucdcitos também induzem o aumento de moléculas de adesao nas
células endoteliais e desencadeiam a producédo de interleucinas 6 e 8 (MESRI &
ALTIERI, 1998). As MPs de células endoteliais podem desencadear ativacdo de
neutréfilo e estimular a coagulagdo (WEBER et al., 2000), atuando como potentes
indutores pré-inflamatérios que afetam a funcdo do endotélio. Desta forma, estes
fragmentos in vivo podem estar envolvidos na regulacdo da coagulacdo e funcéo

vascular.

De acordo com Sevush e colaboradores (1998) as plaquetas de pacientes com DA
exibem uma maior ativacdo espontdnea quando comparado a pacientes controles.
As causas em potencial para esta maior estimulacdo plaquetéaria incluem danos nas
células endoteliais do cérebro, bem como anormalidades da membrana da plaqueta.
A luz de evidéncia que plaquetas constituem a principal fonte da proteina precursora
amilodide e da proteina beta amiléide no sangue de humanos, pode-se admitir que a
ativacdo plaquetaria em pacientes com DA pode refletir ou contribuir para a

patogénese desta doenca.
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As plaguetas sdao uma fonte importante de AP no sistema circulatorio e
desempenham um importante papel pré-inflamatério. Ativadas aderem a leucdcitos e
células endoteliais por meio de proteinas de adesdo celular como a P-selectina,
platelet-endothelial cell adhesion molecule (PECAM) e molécula de adeséo
intercelular-1 e -2 (ICAM-1 e -2) e secretam mediadores inflamatorios. Além disso,
as plaguetas contém enzimas importantes envolvidas na sintese de intermediarios
inflamatoérios, como fosfolipase A2 (PLA2) e ciclooxigenase-2 (COX-2). Relatos
recentes demonstraram significativas mudancas nos niveis e atividade das plaquetas
na DA. Assim, as plaquetas representam um elo importante entre a AB e reacdes
inflamatdrias especialmente em nivel endotelial podendo ser consideradas um
modelo celular valioso para avaliar potenciais biomarcadores inflamatérios
periféricos na DA (CASOLI et al., 2010).

2.4.3 Lipideos e apolipoproteinas

Os lipideos sé@o substancias insolGveis em agua, que sao transportados na forma de
lipoproteinas, que podem ser divididos, de acordo com sua densidade, em cinco
classes: quilomicrons (Qm), lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL),
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), lipoproteinas de densidade intermediaria
(IDL) e lipoproteinas de alta densidade (HDL). A funcgéo principal das lipoproteinas
plasmaticas é o transporte dos triglicérides e do colesterol dos locais de origem para

os locais de armazenamento e utilizagdo (SCHIAVO et al., 2003).

Estudos sugerem uma ligacdo entre o colesterol e a patogénese da DA (SPARKS et
al., 2000; PAPPOLLA et al., 2002). Em contraste, outros trabalhos de coortes que
avaliaram pacientes mais velhos e por curto periodo de acompanhamento
concluiram que ndo houve associacdo entre o declinio cognitivo e altos niveis de
colesterol (KIVIPELTO & SOLOMON, 2006; ARVANITAKIS et al., 2008). Estudos
realizados por Kivipelto e colaboradores, em 2002, sugerem que a

hipercolesterolemia é apenas um dos primeiros fatores de risco para a DA.
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Vérios estudos tém demonstrado que a expressao do alelo ¢4 da Apo E é um forte
fator de risco para a DA de inicio tardio (CORDER et al., 1993; NALBANTOGU et al.,
1994). A Apo E esté presente em diferentes classes de lipoproteinas tais como Qm,
VLDL, LDL e HDL, apresentando um papel importante na regulacdo do metabolismo
lipidico (MAHLEY 1988). O alelo €4 esta associado com um aumento nos niveis de
colesterol e tem sido mostrado como um fator de risco para doenca arterial
coronariana (VAN & MAMOTTE 1992). Assim, a associagdo da Apo E4 com a DA
pode sugerir uma possivel contribuicdo para os mecanismos de aterosclerose na
patogénese da doenca. Uma associacdo entre a presenca do alelo €4 com

aterosclerose em pacientes com DA foi encontrado (KOSUNE et al., 1995).

A hipétese de que a hipercolesterolemia representa um fator de risco precoce da DA,
foi recentemente comprovado por um estudo neuropatolégico. Sendo a
hipercolesterolemia fortemente correlacionada com a presenca da proteina 3
amiléide no cérebro, mas apenas em individuos com idade entre 40 e 55 anos. As
diferengas na colesterolemia desapareceram entre os individuos com idade acima
de 55 anos com ou sem o depdsito da proteina  amildide no cerébro (PAPPOLLA et
al., 2003).

De acordo com o estudo realizado por Zambén e colaboradores, em 2010, pacientes
com historia familiar de hipercolesterolemia mostraram maior incidéncia de
comprometimento cognitivo leve quando comparado com aqueles sem histéria
familar de hipercolesterolemia (21,3% vs 2,9%). Foi possivel observar diferencas
significativas, independente do polimorfismo da Apo E, entre aqueles individuos com
e sem hipercolesterolemia familiar em diversos testes de avaliacdo cognitiva, todos
com um pior desempenho para aqueles que apresentavam a hipercolesterolemia

familiar.

As apolipoproteinas sédo proteinas que estdo em associacdo com lipides nas
particulas de lipoproteinas e desempenham fungdes importantes no metabolismo
lipoprotéico, como transporte destas moléculas hidrofébicas no meio aquoso

plasmatico, ligacdo aos receptores especificos na superficie celular para direcionar
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corretamente os lipides para os orgaos-alvo e tecidos do organismo, e ativacao ou

inibicdo de enzimas envolvidas no metabolismo lipidico (BEISIEGEL, 1998).

A apolipoproteina A-l (Apo A-l) € o maior componente da particula de lipoproteina de
alta densidade (HDL) representando cerca de 45% de sua massa molecular. Atua
como co-fator para a enzima lecitina colesterol acil transferase, e também como
mediador na transferéncia do colesterol das células para as particulas de HDL,
processos importantes para o transporte reverso do colesterol para o figado. O HDL
colesterol, ou lipoproteinas de alta densidade sdo moléculas com propriedades
antiaterogénicas (FRANK & MARCEL, 2000).

A concentracdo plasméatica de Apo A-l é fortemente associada com o HDL-colesterol
(HDLc), e a expressdo de Apo A-l pode ser responsavel pela determinacdo dos
niveis plasmaticos de HDLc (WALLDIUS, 2004).

Em um estudo caso-controle, de 44 pacientes de inicio tardio da doenca de
Alzheimer e 43 pacientes com deméncia vascular, quando comparados com 0S
controles, apresentaram niveis reduzidos de Apo A-l especialmente nos pacientes
com deméncia vascular (KURIYAMA et al., 1994). Em outro estudo caso-controle de
45 pacientes com doenca de Alzheimer e 79 controles, os niveis de Apo A-l foram

menores em pacientes com doenca de Alzheimer (KAWANO et al., 1995).

Evidéncias estdo aumentando na literatura em relacdo a associacao entre DA e
lipides, uma vez que esses podem influenciar a neurodegeneracdo através de
efeitos diretos sobre os neurbnios e vasos, pela aterosclerose, ou pela inflamacéo
cronica do ceérebro. Investigacbes sobre o papel da Apo A-lI e HDLc nas doencas
arteriais coronarias, quando examinadas num modelo multivariado mostram que
ambos Apo A-l e HDLc estdo significativamente e inversamente associados com

doencas cardiacas e neurodegenerativas (SHARP et al., 2000).

A apolipoproteina B (Apo B) € a principal proteina presente nas moléculas de LDL,
IDL, VLDL e quilomicrons. A Apo B € a principal proteina funcional para o transporte
de colesterol para as células periféricas (RIFAI et al., 1999). Cerca de 90% da
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proteina na LDL é constituida de Apo B. Os niveis plasmaticos de Apo B estimam
bem o total de massa de particulas aterogénicas. Altos niveis de Apo B sao
comumente encontrados em individuos normocolesterolémicos, sugerindo que nem
todos os riscos cardiovasculares relacionados aos lipides possam ser estimados
pela determinacéo convencional do perfil lipidico (WALLDIUS & JUNGNER, 2007).

A Apo B apresenta-se sob duas formas, a B-48 e a B-100, diferenciadas pelo seu
peso molecular. A Apo B-48, sintetizada no intestino, é constituinte dos quilomicrons
e seus remanescentes (com potencial aterogénico) e metabolizada na circulacdo e
no figado. A Apo B-100 é sintetizada no figado, faz parte das principais fracdes
lipoprotéicas consideradas aterogénicas (LDL e IDL), cujo contetdo de colesterol é
variavel. Somente uma molécula de Apo B-100 esta presente em cada uma dessas
fracOes. A Apo B-100 é essencial para ligacdo das particulas de LDL aos receptores
celulares, permitindo a entrada de LDL nas células; logo um excesso de Apo B
representa um fator desencadeante para o processo aterogénico. A maioria da Apo
B-100 circulante encontra-se na particula LDL sendo um fator de risco para doenca
coronariana. Estudos sugerem que a determinacdo da Apo A-l e Apo B tem maior
poder discriminatério, por apresentarem menores variacdes analiticas, que HDL e
LDL, respectivamente, na definicAo do risco cardiovascular (WALLDIUS 2004;
WALLDIUS & JUNGNER 2007).

A Apo B esta presente nos quilomicrons como Apo B-48 e nas lipoproteinas de
densidade muito baixa, lipoproteina de densidade intermediaria, e lipoproteinas de
baixa densidade e como Apo B-100, que é responsavel pela ligacédo da lipoproteina
ao seu receptor tecidual especifico (PACKARD & SHEPHERD, 1997).

Varios estudos mostraram a superioridade das determinagdes dos niveis
plasmaticos das apolipoproteinas A-1 e B, como melhores preditores de doencas
ateroscleroticas do que as concentragcfes de lipides e lipoproteinas. Por isso, tem
sido proposto que o indice Apo B/Apo A-l represente um parametro superior para
predicdo de risco cardiovascular do que outros indices lipidicos, como colesterol
total/HDL, LDL/HDL e colesterol ndo HDL/HDL (SNIDERMAN et al., 2003).
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Outra vantagem do uso do indice Apo B/Apo A-l € de carater metodolégico. Apo A-I
e Apo B sdo mensuradas diretamente no soro, enquanto que o LDLc, principal
marcador utilizado para nortear o tratamento para dislipidemia, € um parametro
calculado pela dosagem de colesterol total, triglicérides e HDLc usando a férmula de
Friedewald, valida somente para triglicérides abaixo de 400mg/dL. Os niveis de
triglicérides sofrem grande influéncia pelo tempo de jejum realizado antes da coleta
de sangue e o coeficiente de variacdo oscila entre 5 a 10%. J& os erros nas
dosagens das apolipoproteinas sao inferiores a 5% (WALLDIUS & JUNGNER,
2007).

Desde a sua descoberta em 1963, a lipoproteina(a) [Lp(a)] tem sido alvo de
numerosas pesquisas. O interesse sobre esta lipoproteina decorre de diversos
estudos clinicos, que estabeleceram uma correlacdo significativa entre seus niveis
elevados e desenvolvimento de doencas coronariana e cerebrovascular (BACH-
NGOHOU et al., 2001; SBC, 2001).

A lipoproteina(a) é semelhante a LDL, mas contém uma glicoproteina adicional,
denominada apolipoproteina(a), acoplada a apolipoproteina B por pontes de
dissulfeto (BOFFA et al., 2004). A Lp(a) € uma glicoproteina polimérfica, tem variado
namero de repeticdes de sequéncia de aminoacidos, homadlogos a regido do Kringle
4 do plasminogénio (CAIN et al., 2005). Tal glicoproteina pertence a familia do
plasminogénio e atua como um inibidor competitivo do ativador tecidual do
plasminogénio (t-PA) inibindo a geracdo de plasmina e a fibrindlise, caracteristicas
qgue conferem a Lp(a) propriedades pré-aterogénicas (SBC, 2001). Além disso, a
Lp(a) é fagocitada por macréfagos, que precede a formacgéo das células espumosas
seguindo um caminho semelhante ao LDLc na formacao da placa ateromatosa, mas
seu deposito subendotelial € maior por ter maior afinidade pela fibrina (HOLANDA et
al., 2004).

A Lp(a) é sintetizada no figado e a ligagdo com a Apo B pode ocorrer tanto no
espaco intracelular ou extracelular, dependendo do estado metabdlico do individuo.
A Lp(a) ndo é produto metabdlico de outras lipoproteinas contendo Apo B, como a
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), sendo, portanto, sintetizada

50



2. REVISAO DA LITERATURA

independentemente das lipoproteinas ricas em triglicérides (KREMPLER et al.,
1979). Tal fato justificaria a observacdo de que a concentracdo plasmética da
mesma nao é influenciada pela dieta (BROWN et al., 1991). O metabolismo da Lp(a)
nao esta completamente esclarecido, e os estudos demonstram que as variacdes de
suas concentracfes plasmaticas dependem mais da sintese do que do catabolismo
desta lipoproteina (KOSCHINSKY et al., 2004). Os niveis plasmaticos de Lp(a) e a
sua massa molecular sdo determinados geneticamente, portanto sdo muito variaveis
entre as pessoas (MARCOVINA et al., 2003). Contudo, certas anormalidades
metabdlicas podem influenciar nas concentracdes circulantes de Lp(a). Estes valores
podem ser aumentados como parte de uma resposta de fase aguda, no diabetes
mellitus, insuficiéncia renal crbénica, sindrome nefrética, cancer, menopausa e
hipotireoidismo (MILIONIS et al., 2000).

A lipoproteina(a) intacta, assim como lipoproteina(a) livre e os fragmentos
proteoliticos de lipoproteina(a) foram identificados em lesdes ateroscleroticas (HOFF
et al ., 1993). Além disso, a Lp(a) pode competir com o plasminogénio e,
consequentemente, inibir a quebra da fibrina, gerando um estado de
hipercoagulabilidade, contribuindo para a trombogénese (SCHACHTER , 2000). A
lipoproteina(a) esta presente em altas concentrac6es em artérias com aterosclerose
guando comparadas com artérias normais, o que contribui para a reducdo da

atividade fibrinolitica na placa aterosclerética (DURIEZ et al., 1996).

Em relacdo a Lp(a) e DA existem estudos na literatura que associam um risco
aumentado de desenvolvimento de DA com niveis elevados de Lp(a) (SOLFRIZZI et
al., 2002).

Esta bem estabelecido a associacdo de lesdes aterotromboticas com niveis
elevados de Lp(a). Contudo, estudos que revelam uma associacdo entre a DA e
Lp(a) ainda tem que ser mais consistentes. Por ser uma lipoproteina que acelera
prematuramente o processo aterosclerotico, alguns estudos observaram que talvez a
Lp(a) constituisse um alvo contra disturbios cardiovasculares e neurodegenerativos
(MOOSER, 2000; BOWMAN et al., 2012).
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2.4.4 Polimorfismo da apolipoproteina E

O gene humano Apo E, localizado no brago longo do cromossomo 19 (19g13.2),
codifica uma glicoproteina de 317 aminoacidos, que constitui uma das muitas
classes de apolipoproteinas que transportam lipidios no plasma e em outros fluidos
corporeos. Seu papel é fundamental na redistribuicdo de trigliceridios e de colesterol
em diferentes tecidos (OJOPI et al, 2004). Esse gene é composto de trés alelos
comuns (€2, €3 e €4). Esses alelos séo definidos por 2 polimorfismos de nucleotideo
anico (SNPs) nos residuos 7412 e 429358 (BARBER, 2010; BEKRIS et al, 2010).

As isoformas protéicas produzidas por esses alelos diferem na composicdo de
aminodacidos nas posicfes 112 e/ou 158. O alelo €2 possui 0 aminoacido cisteina em
ambas as posi¢cdes da proteina; o €3, cisteina na posigao 112 e arginina na 158 e o
alelo €4 possui arginina nas duas posi¢cées (OJOPI et al., 2004). Essa substituicdo
cisteina-arginina afeta a estrutura tridimensional e as propriedades de ligacao aos
lipidios entre as isoformas (BERKIS et al., 2010).

A Apo E é também a principal apolipoproteina encontrada no cérebro (OJOPI et al,
2004). Esta coordena a mobilizacdo e a redistribuicdo do colesterol da mielina e das
membranas neuronais (LEDUC et al., 2010). Além disso, esta envolvida no reparo
sinaptico em resposta a injdria tecidual, na manutencao da estrutura neuronal e na
funcao colinérgica (MUNOZ & FELDMAN, 2000).

As combinacdes dos trés alelos dao origem a seis gendétipos diferentes e sua
frequéncia varia entre diferentes grupos étnicos. O alelo mais comumente
encontrado na populagdo caucasiana € €3, correspondendo a aproximadamente
78% dos individuos. A frequéncia dos alelos €2 e €4 é aproximadamente de 8% e de
14%, respectivamente na mesma populacdo (MUNOZ & FELDMAN, 2000).

Um estudo feito na regido sudeste do Brasil identificou uma forte associagao entre
Apo E €4 e DA, tendo sido o alelo €4 encontrado com uma frequéncia de 39% em
portadores da DA, valor cerca de quatro vezes maior que 0 encontrado nos

individuos saudaveis da mesma localidade (DE-ANDRADE et al.,, 2000). Outro
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estudo com 126 individuos brasileiros (SOUZA et al.,, 2003) mostrou que a
frequéncia do alelo €2 foi consideravelmente menor no grupo de pacientes com DA
(1%; n=68); as frequéncias do alelo Apo E €3 e do gendtipo Apo E €3/e3 foram
maiores nos controles (84% e 72%, respectivamente; n=58), enquanto as
frequéncias do alelo Apo E €4 e do gendtipo Apo E €3/e4 foram maiores nos

individuos com DA (25% e 41%, respectivamente).

Independentemente da etnia, o alelo €4 é mais frequentemente encontrado em
pacientes com DA, quando comparado ao grupo controle, tendo sido associado a
um maior risco do desenvolvimento da doenca, com idade menor para inicio dos
sintomas em ambas as formas familiar e esporadica e com maior déficit cognitivo
(DURON & HANON, 2008; BEKRIS et al., 2010).

A presencga do alelo ¢4 demonstrou uma maior associagdo com o numero de placas
senis e placas vasculares, além de uma reducéo da fungéo colinérgica em cérebros
de pacientes portadores de DA (SAMAIA & VALLADA FILHO, 2000; OJOPI et al.,
2004). Além disso, os portadores do alelo €4, conforme dito anteriormente, tendem a
desenvolver os sintomas de DA mais precocemente, efeito ainda mais evidente nos
homozigotos. Em contraste, o alelo €2 pode conferir um discreto efeito protetor
porque sua frequéncia € menor entre individuos com DA quando comparado a
populacdo geral, mas este resultado ndo tem se reproduzido sistematicamente.
Quando individuos com alelos €2/e3 apresentam DA, a idade de inicio € mais
avancada que nos carreadores de €4 (TSAI et al., 1994; OJOPI et al., 2004; VALE,
2006; HUEB, 2009).

Estudos epidemiolégicos demonstraram que, em individuos com DA, a frequéncia do
alelo €4 é desproporcionalmente elevada, com valores geralmente situados entre
25% e 40%. Pessoas com um alelo ¢4 tém entre 2,2 e 4,4 mais chance de
desenvolver DA que pessoas com alelos €3/e3, enquanto os homozigotos para o
alelo €4 tém de 5,1 a 34,3 maior chance (FARRER et al, 1997; OJOPI et al., 2004;
VALE, 2006; HUEB, 2009).
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Schachter e colaboradores (1994) demonstraram que pessoas que possuem o alelo
€2 tém maior probabilidade de se tornarem centenarias que aquelas com o alelo €3,

que, por sua vez, parecem ter maior sobrevida que pessoas com o alelo €4.

Os mecanismos pelos quais o alelo €4 poderia influenciar na patologia da DA sao
incertos. No entanto, tém sido sugeridos atuacdo no metabolismo da APP e no
acumulo do peptideo AB em placas senis e vasculares, aumento da hiperfosforilagdo
da proteina tau e formacéo de novelos neurofibrilares, reducéo da funcéo colinérgica
cerebral, aumento de processos oxidativos, inflamatérios ou de apoptose neuronal e
alteracdo do metabolismo e do transporte lipidico, assim como da biossintese de
membranas neuronais (CORDER et al., 1998; CZYZEWSKI et al, 1998;
CACABELOS, 2007; DURON & HANON, 2008).

Além da influéncia exercida na DA, essas isoformas tém sido relacionadas com os
niveis plasméticos de lipidios e com o risco de doenca cardiovascular, sendo que 0s
alelos €2 e €4 frequentemente tém exercido efeitos opostos (DE-ANDRADE et al,
2000). O alelo €4 tem sido associado com altos niveis plasmaticos de colesterol total
e de LDL, ambos considerados fatores de risco para o desenvolvimento da
aterosclerose. E também provavel que esse polimorfismo influencie o
desenvolvimento de deméncia por meio de processos neurodegenerativos e de
aterogénese (JASINSKA-MYGA et al., 2007).

Um estudo realizado por De-Andrade e colaboradores (2000) no sul do Brasil
demonstrou a associagao do alelo €2 com baixos niveis de triglicérides e de
colesterol total e ndo-HDL em homens e mulheres. Inversamente, o alelo €4 foi
associado com altos niveis desse lipidio, mas a relacdo sO foi observada em

mulheres.

A contribuigao da presenca do alelo €4 no desenvolvimento da DA esta presente em
ambos 0s sexos, etnias e em todas as idades, embora a for¢a de associacdo pode
variar dependendo destes fatores (MUNOZ & FELDMAN, 2000). A idade possui um
papel particularmente importante no desenvolvimento de DA, uma vez que o risco de
desenvolver a doenca parece aumentar com a idade até certo ponto, a partir do qual
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cai vertiginosamente. A presenca de dois alelos €4 é responsavel por uma grande
diminuicdo na idade de inicio da doenca, enquanto que a presenca de apenas um
alelo €4 é responsavel por uma diminuicdo menos acentuada (PANZA et al., 2002).
Um estudo recente avaliou o grau de risco conferido pelos diferentes gendtipos de
apo E entre individuos da mesma faixa etaria. Os resultados mostram que individuos
com idade de 80 anos que apresentam €3/e4 possuem uma taxa de incidéncia de
DA aumentada em 3,4 vezes em relacdo a individuos €3/€3. Individuos que sao
€4/e4 possuem taxa de incidéncia aumentada 9,4, enquanto os que possuem a
isoforma €2 apresentam reducéo de 43% no risco apresentado por um individuo
€3/€3, sugerindo um papel protetor do alelo €2 (EWBANK, 2002).

Diversos estudos confirmam que a simples presenca da isoforma €4 de Apo E néo é
suficiente para o desenvolvimento da DA. No entanto, os alelos da Apo E sao fatores
importantes que, de acordo com sua variacdo, tém o efeito de induzir ou proteger
contra a doenca no processo de instauracdo da doenca. Neste sentido, alguns
grupos vém estudando o papel dos polimorfismos da regido promotora do gene Apo
E e sua influéncia no desenvolvimento da DA. Polimorfismos na regido promotora
dos genes podem alterar a sua transcri¢cdo, gerando diferentes quantidades do RNA
mensageiro e da respectiva proteina. Na regido promotora do gene da Apo E, ja
foram identificados polimorfismos nas regides -219 G/T, -427 C/T e -491 A/T (OJOPI
et al., 2004).

Embora o estudo da genética da DA ja esteja avancado, muitas lacunas ainda
existem sobre os seus mecanismos de instauracdo, desenvolvimento e fatores de
risco associados, quer sejam eles genéticos ou ambientais. Os futuros avangos e
achados da genética poderéo ser utilizados no diagndéstico precoce da doenga, no
seu tratamento ou mesmo na elaboracdo de estratégias de prevencado. Deve-se
ressaltar que hd um consenso na comunidade cientifica: a determinagcdo das

isoformas de Apo E ainda é insuficiente como método diagnaostico.
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2.5 AlteragOes vasculares

Estudos epidemioldgicos tém mostrado que as condicbes associadas com
mudancas patologicas vasculares como a aterosclerose, diabetes ou presséo arterial
elevada constituem fatores de risco para a DA de inicio tardio (ZULIANI et al., 2008).
Em particular, as alteracdes microvasculares dentro do cérebro tém sido associadas
com biomarcadores de DA e pode preceder a neurodegeneracao. Esta analise pode
ser feita no sangue estabelecendo biomarcadores da alteracdo microvascular no
Alzheimer. Estes biomarcadores incluem a concentracédo plasmatica da molécula de
adesdo celular vascular -1 (VCAM-1) e a molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1)
gue estdo aumentadas na DA (BRETELER, 2000; ZULIANI et al., 2008; EWERS et
al., 2009).

Os neutrofilos assumem um papel importante e complexo, envolvendo a ligacdo as
células endoteliais, ativacao e liberacdo de mediadores inflamatorios. Esse processo
€ iniciado e mantido por meio de moléculas de adesédo especificas, como a molécula
de adesao intercelular-1 (ICAM-1) e a molécula de adesdo celular vascular-1
(VCAM-1) (EWERS et al., 2009).

A ICAM-1 é expressa na superficie de varios tipos celulares, incluindo leucdcitos e
células endoteliais. No endotélio vascular, a ICAM-1 esta presente em niveis baixos
sob condi¢cdes normais e a sua expressdo é dramaticamente estimulada apés
ativacdo das células endoteliais por TNF-a, IL-1, interferon y e endotoxina. No
endotélio, ICAM-1 tem um importante papel na migracao dos leucdcitos aos sitios de
inflamacgéo, permitindo a adeséo firme e a diapedese dos leucécitos via interagdo
com seus ligantes (EWERS et al., 2009).

Células endoteliais ndo estimuladas n&do expressam VCAM-1 de superficie celular.
Durante exposi¢cdo aos agentes pro-inflamatorios, no entanto, essa molécula de
adesdo torna-se proeminentemente expressa pelas células endoteliais. Os agonistas
que induzem a expressdo do VCAM-1 na superficie endotelial sdo IL 1, IL 4, TNF-a
e endotoxina (EWERS et al., 2009).
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Zuliani e colaboradores, em 2008, estudaram um total de 210 pacientes divididos em
4 grupos (“provavel” DA [n=60], deméncia vascular [n=80], doenga vascular cerebral
[n=40] e controle [n=30]). Estes autores encontraram niveis plasmaticos de VCAM-1
aumentado em todos os pacientes com DA e com deméncia vascular, em

comparagao com os pacientes idosos normais do grupo controle.

Niveis séricos de ICAM-1 foram avaliados em 25 pacientes com DA, 54 pacientes
com doencas neuroldgicas nado-inflamatérias, e 15 controles. Pacientes com DA
apresentaram maior nivel sérico de ICAM-1 em comparagdo com 0S outros
pacientes. A presenca de altos valores de ICAM-1 pode estar relacionada a

processos imunolégicos envolvidos na patogenia da DA (RENTZOS et al., 2004).

Segundo Breteler (2000), o que esta claro é que a DA é uma doenca multifatorial. A
idade mais avancada e a patologia vascular em especial, causam ou contribuem
para a sindrome demencial em pelo menos 50% de todos os pacientes dementes.
Portanto, a identificacdo de mecanismos especificos é muito importante para

elucidar o possivel papel da patologia vascular na deméncia.
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3.1 Objetivo geral

Avaliar parametros sanguineos, com enfoque para biomarcadores de alteracdes
microvasculares, dislipidémicas e plaquetarias, em pacientes com deméncia de
Alzheimer (DA) ou com comprometimento cognitivo leve (CCL) e em idosos sem
déficit cognitivo, visando contribuir para uma melhor caracterizacdo da doenca em

Nosso meio.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar os niveis plasmaticos da molécula de ades&o intercelular-1 solavel
(sICAM-1) em individuos sem déficit cognitivo e em pacientes com CCL e DA,

e Determinar os niveis plasméaticos de homocisteina total utilizando a técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em individuos sem déficit
cognitivo e em pacientes com CCL e DA,

e Investigar a ocorréncia de ativacdo plaquetaria por meio da determinacgéo de
microparticulas de origem plaquetaria em individuos sem déficit cognitivo e
em pacientes com CCL e DA,

e Auvaliar o perfil lipidico convencional (colesterol total, HDLc, LDLc, triglicérides)
e ndo convencional [apolipoproteinas A-l, B, e Lp(a)] em individuos sem
déficit cognitivo e em pacientes com CCL e DA;

¢ Realizar a genotipagem da Apo E e correlacionar com as caracteristicas dos
grupos estudados;

e Investigar se h4 associacdo entre alteracBes das variaveis estudadas e DA.
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4.1 Casuistica

4.1.1 Populacéo em estudo

A populacéo recrutada para este estudo foi composta por um conjunto de 177 idosos
distribuidos em trés grupos, com faixa etaria compreendida entre 60 a 90 anos e de
ambos os sexos, conforme mostrado abaixo:
* Grupo controle (n=59): individuos que ndo apresentaram qualquer déficit
cognitivo.
* Grupo CCL (n=59): pacientes com comprometimento cognitivo leve.
« Grupo DA (n=59): pacientes com “provavel’ diagnostico de doenca de

Alzheimer leve e moderado.

Os pacientes com CCL e DA foram selecionados no Ambulatério de Idosos do
Instituto Jenny de Andrade Faria do Hospital das Clinicas da UFMG (HC-UFMG), em
Belo Horizonte, sob a supervisdo do Dr. Edgar Nunes de Moraes, coordenador do
Centro de Referéncia do ldoso do HC-UFMG. O diagnéstico foi realizado pela
equipe de geriatras e neuropsicologos do referido Instituto.

Os individuos sem déficit cognitivo (controles) foram selecionados dentre os idosos
participantes do “Grupo Reencontro” da unidade Tupinambas do Servico Social do
Comércio no Estado de Minas Gerais (SESC), em Belo Horizonte, cujo diagndstico
foi realizado pela mesma equipe de neuropsicélogos do ambulatério do Instituto

Jenny Faria de Andrade, do Hospital das Clinicas/UFMG.

O diagnostico dos trés grupos supracitados foi definido por meio da aplicagcdo do
“Protocolo de avaliagdo multidimensional do idoso”, elaborado pelo Centro de
Referéncia do Idoso Prof. Caio Benjamin Dias do Hospital das Clinicas da UFMG
(MORAES, 2008). Este protocolo inclui a identificacdo do paciente, queixa principal
detalhada, revisdo dos sistemas fisiolégicos principais, avaliacdo da funcionalidade
global (AVDs bésicas, cognicao, humor, nutricdo), historia pessoal atual e pregressa,

avaliagéo socio-familiar e avaliagéo do cuidador.
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A avaliacdo do estado mental foi realizada usando-se Mini Exame do Estado Mental
(MEEM) (FOLSTEIN, 1975; BERTOLUCCI et al., 1994); Teste do relégio (AGRELL &
DEHLIN, 1998); Teste de Fluéncia Verbal (BRUCKI et al., 1997) e a bateria do
CERAD - uma lista de 10 objetos apresentados como desenhos simples (MORRIS
et al., 1989; BERTOLUCCI et al., 2001). A avaliacdo neuropsicologica detalhada foi
feita especialmente nos estagios iniciais de deméncia em que os testes breves

podem ser normais ou apresentar resultado limitrofe.

Os dados demograficos, histéria clinica e varidveis objetivas dos individuos que
participaram do estudo foram obtidos retrospectivamente por meio da revisdo dos
prontuarios destes pacientes ou coletados pelo proprio pesquisador no momento da

coleta de sangue.

4.1.2 Selecdo da amostra

4.1.2.1 Critérios de incluséao

Foram incluidos no estudo individuos que preencheram os critérios no diagnoéstico
clinico realizado por uma equipe multidisciplinar, incluindo médicos (psiquiatras,
neurologista e geriatra) e neuropsicélogos. Os pacientes foram divididos em trés
grupos de acordo com o diagnéstico: (1) idosos cognitivamente saudaveis
(controles); (2) portadores de comprometimento cognitivo leve (CCL); e de (3)

doenca de Alzheimer (DA).

e Grupo controle: idosos com escores de MEEM acima de 27 (BERTOLUCCI
et al., 2003) e Fluéncia Verbal acima de 13 para aqueles com escolaridade
acima de 8 anos (BRUCKI et al.,, 1997), e acima de 9 para aqueles com
escolaridade menor que 8 anos, e Teste do Reldgio com resultados entre 4 e
5 (AGRELL & DEHLIN, 1998).

e Grupo CCL: os critérios diagnosticos para CCL foram aqueles definidos por

Petersen et al. (2001): queixa subjetiva de memoria, preferencialmente
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confirmada por um informante; declinio objetivo da memodria; funcdes
cognitivas gerais normais; AVDs intactas e ndo demente.

Grupo DA: os pacientes elegiveis foram aqueles com DA “provavel’ ou
“possivel” segundo o manual Diagndstico e Estatistica de Transtornos
Mentais da Associacdo Psiquiatrica Americana (DSM-IV-TR) (APA, 1994) e
Critérios desenvolvidos pelo Instituto Nacional das Doencas Neuroldgicas dos
Estados Unidos (NINCDS-ADRDA) (NITRINI et al., 2005; MCKHANN et al,
2011; FROTA et al., 2011). Os pontos de corte utilizados no MEEM foram 13
para analfabetos, 18 para escolaridade baixa/média e 26 para alta

escolaridade.

4.1.2.2 Critérios de exclusdo

Foram excluidos do estudo os individuos que apresentaram qualquer uma das

seguintes caracteristicas:

a)
b)
c)

d)

Idade inferior a 60 anos ou superior a 90 anos.

Analfabetos.

Condicdo de saude gravemente alterada que inviabilizasse a execucgdo de
testes neuropsicolégicos e exames subsidiarios.

Outras deméncias que ndo a DA (deméncia por multiplos infartos, deméncia
frontotemporal, deméncia por corpusculos de Lewy e deméncia vascular
pura).

Evidéncia clinica de forte componente vascular na etiologia dos déficits
cognitivos foi excluido pela aplicacdo da Escala Isquémica de Hachinski
(HACHINSKI et al., 1975; HACHINSKI et al., 2012).

4.2 Consideracdes éticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de ética em pesquisa (COEP) da Universidade
Federal de Minas Gerais (ETIC 0118.0.203.000-10) (ANEXO 1), e pela Comisséo de

Avaliacdo econémico financeira, pela Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensdo do

Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais.
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Aos individuos e/ou seus responsaveis, no caso dos pacientes com DA,
selecionados para participar do projeto foi feito o esclarecimento dos objetivos da
pesquisa e aqueles que concordaram em participar assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE, antes de se proceder a coleta do
material biolégico (ANEXO 2).

4.3 Amostra

A coleta das amostras de sangue venoso dos 177 idosos foi realizada no HC-UFMG,
entre agosto de 2010 a fevereiro de 2012, no periodo de 7 as 9 horas da manha,
apos jejum de 12 a 14 horas, utilizando tubos do sistema Vacuteiner®. De cada
idoso foi coletada uma amostra de 14,5mL de sangue venoso, sendo 5mL em tubo
sem anticoagulante (para as dosagens bioquimicas e imunoldgicas), 5mL em tubo
com EDTA (para extracdo do DNA e avaliacdo da homocisteina) e 4,5mL em tubo

com citrato de sodio 3,2% (para avaliacao das microparticulas plaquetérias).

Apés a coleta as amostras foram transportadas para o Laboratério de Hematologia
da Faculdade de Farméacia da UFMG em caixa de isopor. Num prazo maximo de
duas horas pés-coleta as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos.
O soro e o plasma foram transferidos e aliquotados em tubos eppendorf
devidamente identificados e estocados a —80°C até o momento da realizacdo dos

testes.

Para o calculo do tamanho amostral para este projeto foi utilizado como referéncia o
estudo “Serum Levels of Soluble Intercellular Adhesion Molecule-1 and Soluble
Endothelial Leukocyte Adhesion Molecule-1 in Alzheimer’s Disease” (RENTZOS et
al., 2004). Foi considerado para o calculo do tamanho amostral, um desvio-padréao
de 335 para sICAM-1, conforme avaliado no estudo. Para detectar uma diferenca
meédia de 0,80 entre os grupos foi considerado o valor de alfa=0,05 (intervalo de
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confianca de 95%) e beta=80%, sendo assim, foi estimada uma amostragem minima

de 59 individuos em cada grupo.

4.4 Métodos

4.4.1 Quantificacdo da molécula de adesao soluvel (sICAM-1)

A dosagem plasmatica da molécula de adeséo foi realizada através do método de
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Foram adquiridos conjuntos de
reagentes produzidos para uso em pesquisa e comercializados pela R&D Systems
(Minneapolis, MN, EUA).

O método de Elisa consiste de uma reagdo imunoenzimatica que envolve uma
reacao simultanea entre uma substancia ou mediador presente na amostra (no caso,
sSICAM-1) ou solucdo padrdo com anticorpos monoclonais especificos fixados a
superficie da placa (anticorpos anti-ICAM-1), formando uma ligacdo entre as duas
substancias (conjugado). Em, seguida, anticorpos monoclonais marcados com
peroxidase se ligam a outros determinantes antigénicos. O material que néo se liga
na reacao é retirado por aspiracdo e por sucessivas lavagens apos 90 minutos de
incubacdo. Na proxima etapa, o substrato cromoégeno (tetrametilbenzidina) é
adicionado e reage com a enzima produzindo um produto corado (azul). A reacéo é
interrompida com uma solucao acida e a intensidade de cor produzida é diretamente

proporcional a concentracdo do antigeno na amostra.

A concentracdo presente em cada amostra foi obtida pela interpolacdo dos
resultados em uma equacdo gerada a partir da curva padrdo, realizada com
diferentes concentracdes conhecidas da molécula de adesdo sICAM-1. As curvas

standard revelaram sensibilidade e repetitividade das duplicatas (Figura 4).
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Figura 4 - Curva de Calibracdo para a determinagdo da molécula de adeséo solavel
(sICAM-1) utilizando a técnica de ELISA

O valor de referéncia segundo o “kit” (R&D Systems):
e SICAM -1 solavel: 211ng/mL (115 a 306 ng/mL; 2 desvios-padrao)

4.4.2 Determinacao de homocisteina

Os niveis plasméticos de Hcy foram avaliados por meio de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) com detector fluorimétrico, no Laboratério de Toxicologia da
Faculdade de Farmacia/UFMG. O método utilizado foi descrito por PFEIFFER et al.,
1999 com pequenas modificacbes e consiste inicialmente na reducdo dos grupos
tidis, seguido da precipitacdo de proteinas e, posteriormente, na derivatizacdo da

homocisteina pelo 7-fluorobenzo-2,1,3- oxadiazole-4-acido sulfénico (SBD-F).

Para a primeira etapa de reducdo dos grupos tidis, foram utilizados 50,0uL das
amostras de plasma dos individuos do estudo, das solu¢cdes padrdo de Hcy e
amostras de referéncia (Bio-Rad ®) certificadas para o controle de qualidade interno
do processo. Em seguida,foram adicionados 40,0uL da solucéo de padrao interno de
cistamina (10,0umol/L) e depois acrescentado 25,0uL de Tampéo fosfato (PBS pH =
7,4). Por ultimo, foram adicionados 40,0uL Tris-carboxyethyl-phosphine (TCEP 25,0
g/L) aos eppendorfs e deixados em repouso por 30 minutos, a temperatura ambiente
(25°C).
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Na segunda etapa, de precipitacdo das proteinas, apdés 30 minutos de repouso
foram adicionados 90,0 pL da solucdo de Acido Tricloro Acético (TCA-EDTA) e
agitado por 30 segundos. Depois, os eppendorfs foram centrifugados por 10 minutos
(13000g9), sobre refrigeracao de 24°C.

Na ultima etapa, de derivatizacdo, foram utilizados 50,0uL do sobrenadante do
produto obtido apds a centrifugacdo. O sobrenadante foi acrescentado em tubos
escuros contendo 40,0uL de NaOH (0,39 mol/L), 125,0uL de tampéo borato - EDTA
(pH=9,5) e 50,0uL SBD-F 1,0 g/L. Em seguida os tubos foram incubados em banho
maria a 60°C por 60 minutos.

Apoés derivatizacdo, 50uL do produto foi injetado no cromatografo. Foi utilizado o
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia Hewllet Packard 1100 HP/Agilent,
constituido de detector fluorimétrico com amostrador automatico. Para obtencédo dos
perfis cromatograficos, utilizou-se coluna Techsphere 5 ODS (4,6x150mm, de 5um),
deteccdo no comprimento de onda de excitacdo de 385nm e emissdo de 515nm,

fluxo de 1,2mL/min e ganho de 15,0.

Utilizou como fase moével solucdo de tampédo acetato pH 5,5. Em todas as etapas,
foram empregados solvente grau CLAE e agua destilada, filtrada em sistema Milli-Q.
O tempo médio de retencdo apresentado pela Hcy foi de 3,5 minutos e do padréo

interno (cistamina) de aproximadamente 8 minutos.

A cada dia de analise foi utilizada uma curva de calibragdo construida com solugdes
padrao de homocisteina aquosas de concentracdes conhecidas (5, 20, 35, 50, 65 e
80umol/L) na abscissa e na ordenada a area relativa (area da homocisteina/area do
padrdo interno). As amostras de plasma dos pacientes e controles envolvidos no
estudo foram quantificadas pela equacdo de regressao linear obtida da curva de

calibragéo, conforme exemplo apresentado na Figura 5.
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Figura 5 - Curva de Calibracdo para a determinacdo da Homocisteina total plasmética
utilizando a técnica de CLAE com deteccéo fluorimétrica

Os valores de referéncia esperados segundo REFSUM (1998) sdo: 5,0 a 15,0
pmol/L.

4.4.3 Determinacado das microparticulas plaguetarias (MPPs)

As amostras de plasma foram centrifugadas a 13.000g por 3 minutos a temperatura
ambiente para obtencdo das MPPs (microparticulas de plaquetas) no sobrenadante.
Cuidadosamente, 100 yuL do sobrenadante foi aspirado e colocado em outro tubo
contendo 300 pL de solugéo de PBS contendo heparina e citrato (diluigdo 1:3). Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 15.000g por 90 minutos a 15°C para
formacéao do pellet de MPPs.

O pellet de MPPs foi ressuspendido em 100 pL de anexina V(BD Biosciences,
Califérnia, EUA). Em seguida, foi adicionado 5 pL do anticorpo monoclonal CD41a
marcado com PE e 2,5uL de FITC Annexin V. A mistura foi incubada por 30 minutos,
a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apds a incubacéo, foi adicionado 300 pL
de anexina V e posteriormente as amostras foram lidas no citbmetro de fluxo
(FACScalibur- BD, EUA).
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Para confirmar se os numeros absolutos de MPPs do plasma foram diferentes entre
0os pacientes com CCL, DA e idosos sem déficit cognitivo, bem como para
determinar os numeros de MPPs por microlitro (MP/uL), o citbmetro foi ajustado para
operar com uma taxa de fluxo de alta definicAo durante 60 segundos para cada
amostra. O numero de MP/uL de plaquetas foi calculado como descrito por
CAMPOS e colaboradores (2010): MP/puL = (Nx400) / (60x100), em que N é o
namero de eventos, 400 é o volume total de amostra no tubo antes da analise, 60 é

o volume da amostra analisada, e 100 é o volume original de suspensao das MP.

4.4.4 Avaliacdo do perfil lipidico e das apolipoproteinas A-1, B e
Lp(a)

Para a determinacédo do perfil lipidico foram realizadas as dosagens de triglicérides,
colesterol total e fracdes, em amostras de soro, utilizando métodos enzimaticos
convencionais no Laboratorio de Bioquimica Clinica da Faculdade de Farmécia da
UFMG. As determinacdes das apolipoproteinas A-1, B e Lp(a) foram realizadas no
Laboratorio Humberto Abréo utilizando o aparelho Cobas Mira Plus® em sistema
automatizado. O controle interno de qualidade (LABTEST®) foi realizado em todas

as dosagens.

A interpretacdo clinica dos resultados foi estabelecida de acordo com os valores de
referéncia preconizados pelas IV Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias e
Prevencdo da Aterosclerose do Departamento de Aterosclerose da Sociedade
Brasileira de Cardiologia (RESUMO, 2007).

4.4.4.1 Determinacao do colesterol total (CT)

A determinacdo do colesterol total foi realizada utilizando o conjunto de reagentes
COLESTEROL COD (BIOCLIN®), pelo método enzimatico colorimétrico de Trinder,
seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante. A leitura das absorvancias do
padrdo, das amostras e dos soros controles foi realizada em Espectrofotdmetro
BIOTRON BTR 811.
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Foram utilizados os seguintes valores de referéncia:
a) Desejavel < 200mg/dL

b) Aceitavel: 200 — 239mg/dL

c) Elevado > 240mg/dL

4.4.4.2 Determinacao de HDL colesterol (HDLc)

Para a determinacéo da fracdo HDLc foi utilizado o método de precipitacdo seletiva,
utilizando o conjunto de reagentes COLESTEROL HDL ENZIMATICO (BIOCLIN®),
seguindo as instrucbes do fabricante. As lipoproteinas VLDLc, a LDLc e os
quilomicrons foram precipitados com a mistura de acido fosfotungstico e cloreto de
magneésio. Apos centrifugacdo, o colesterol ligado as HDL foi determinado no
sobrenadante por método colorimétrico enzimatico de Trinder. A leitura das
absorvancias foi realizada em Espectrofotdmetro BIOTRON BTR 811.

Foram utilizados os seguintes valores de referéncia:
Mulheres (mg/dL): a) Desejavel>65 b) Médio Risco: 45-65 c¢) Alto Risco<45
Homens (mg/dL):  a) Desejavel>55 b) Médio Risco: 35-55 c¢) Alto Risco<35

4.4.4.3 Determinacao de Triglicérides (TG)

Para a determinacéo do triglicérides foi utilizado o método enzimatico colorimétrico
de Trinder, utilizando o conjunto de reagentes TRIGLICERIDES ENZIMATICO
(BIOCLIN®), seguindo as instru¢cdes do fabricante. A leitura das absorvéancias foi
realizada em Espectrofotdmetro BIOTRON BTR 811.

Foram utilizados os seguintes valores de referéncia:
a) Otimo <150mg/dL

b) Limitrofe 150 - 200mg/dL

c) Alto 200 - 499mg/dL

d) Muito alto > 500mg/dL
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4.4.4.4 Estimativa de LDL Colesterol (LDLc)

A concentracdo do LDL colesterol foi calculada através da formula de Friedewald
(FRIEDEWALD, 1972). Neste método, o VLDL € estimado com o valor de TG
plasmatico dividido por cinco. Os valores de LDLc ndo podem ser estimados através
desta equagdo com niveis de triglicérides > 400mg/dL, na presenga de quilomicrons
e hiperproteinemia tipo 3.

Equacédo de Friedewald: LDLc = CT — (HDLc + VLDLc)
VLDLc = TG/5 (para TG< 400 mg/dL)

Foram utilizados os seguintes valores de referéncia:
a) Otimo < 100mg/dL
b) Desejavel 100 - 129mg/dL
c) Limitrofe 130 — 159 mg/dL
d) Alto 160 — 189mg/dL
e) Muito Alto > 190mg/dL

4.4.4.5 Apolipoproteina A-I (Apo A-l)

A determinacdo da Apo A-l foi realizada por meio do uso de conjunto diagnéstico
APOLIPOPROTEINA A-l (APO A-l) (BIOSYS APO Al FS®), pelo método
turbidimétrico, seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante. O ensaio foi
realizado utilizando-se o aparelho Cobas Mira Plus® em sistema completamente

automatizado.
Foram utilizados os seguintes valores de referéncia:

Homens: 110-170 mg/dL
Mulheres: 120-190 mg/dL
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4.4.4.6 Apolipoproteina B (Apo B)

A determinagcdo da Apo B foi realizada por meio do uso de conjunto diagndstico
APOLIPOPROTEINA B (APO B) (BIOSYS APO B FS®), pelo método turbidimétrico,
seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante. O ensaio foi realizado utilizando-

se o0 aparelho Cobas Mira Plus® em sistema completamente automatizado.

Foram utilizados os seguintes valores de referéncia:
Homens: 80-155mg/dL
Mulheres: 75-150mg/dL

4.4.4.7 Lipoproteina a [Lp (a)]

A determinacdo da Lp(a) foi realizada por meio do uso de conjunto diagnéstico
LIPOPROTEINA (a) (BIOSYS Lp(a) FS ®), pelo método turbidimétrico, seguindo as
instrucdes fornecidas pelo fabricante. O ensaio foi realizado utilizando-se o aparelho

Cobas Mira Plus® em sistema completamente automatizado.

Valores normais Lp (a) devem ser inferiores a 30mg/dL.

4.4.5 Identificacdo dos alelos do gene da apolipoproteina E (Apo E)

As amostras de sangue (5mL) foram coletadas em frasco com EDTA, e o DNA
gendmico foi extraido das células sanguineas (leucécitos). Uma aliquota de 300uL
da amostra de sangue foi transferida para um tubo eppendorf de 1,5mL estéril e
incubada com uma solucéo de lise de hemacias durante 10 minutos, a temperatura
ambiente. Apés a lise das heméacias, a amostra foi centrifugada a 14.000g, durante 2
minutos em microcentrifuga FANEN. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
de leucécitos ressuspendido em solucdo de lise celular. Posteriormente, foi
adicionada a solucao de precipitacdo de proteinas, a amostra foi agitada em vortex
durante 30 segundos e, em seguida, centrifugada a 14.000g durante 3 minutos. O
sobrenadante contendo o DNA foi transferido para um tubo novo contendo

isopropanol. A amostra foi misturada por inversdo cerca de 30 vezes para que
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ocorresse a precipitacdo do DNA e, posteriormente, centrifugada a 14.000g durante
3 minutos. Apo6s o descarte do isopropanol, foi adicionado etanol a 70% para lavar o
sedimento de DNA. Em seguida, foi realizada outra centrifugacdo, descartado o
etanol e adicionados 50 pL de solugdo de hidratagdo. Apds este procedimento, as
amostras foram armazenadas no freezer a — 20° C para posterior pesquisa das

mutacoes.

A andlise do gene da Apo E foi feita por meio do procedimento de Polymerase Chain
Reaction (PCR-RFLP), utilizando-se os primers e a metodologia descrita por
Tsukamoto et al. (1992).

ApoOs a extracdo de DNA total, uma regido de 270 pares de bases do gene
codificador de ApoE foi amplificado, utilizando-se o primer senso 5
GCACGGCTGTCCAAGGAGCTGCAGGC 3 e o0 primer antisenso 5
GGCGCTCGCGGATGGCGCTGAG 3'. O produto de PCR foi entdo submetido a
digestdo no periodo da noite, utilizando-se a endonuclease de restricdo Hhal. Esta
enzima reconhece 8 sitios de clivagem no alelo €2, 9 sitios no alelo €3 e 10 sitios no

alelo €4, de acordo com o esquema abaixo (Figura 6).
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Figura 6 - Padrdoes de RFLP para apo E: as regifes hachuradas indicam os primers, as
setas indicam sitios de clivagem pela Hhal e as setas em negrito marcam

especificamente os sitios polimérficos de clivagem

O produto de PCR foi incubado com a enzima de restricdo a 37°C por, no minimo, 8
horas. Por fim, o produto da digestéo foi aplicado em gel de poliacrilamida a 12% e
submetido a eletroforese, sendo posteriormente revelado através de coloracdo com

solugéo de nitrato de prata.
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O resultado obtido desse gel permitiu determinar o genoétipo do paciente, a partir da
leitura dos fragmentos obtidos (Tabela 1). Cada individuo possui um alelo
proveniente do pai e outro da mae, que podem ser identificados de acordo com o

perfil das bandas.

Tabela 1 - Geno6tipos da Apo E e tamanho dos fragmentos gerados através do

processo de digestdo enzimética

Genotipos — Apo E Fragmentos gerados pela digestao
£2e2 91e83bp
Homozigotos €3¢e3 91 e48bp
eded 72,48,35€e 29 bp
€2e3 91, 83,48 e 29 bp
Heterozigotos e2¢e4 91,83 e 72 bp
€3e4 91,72,48 e 35 bp

Abreviatura: (bp) pares de bases

A Figura 7 ilustra todos os possiveis perfis encontrados empregando-se a técnica
PCR-RFLP, para o polimorfismo da Apo E.

100 pb »

50 pb —»

Figura 7 - Gel de poliacrilamida a 12% corado pela prata, obtido apés PCR, seguida de
digestdo com a endonuclease de restricdo Hhal e eletroforese, contendo os perfis
correspondentes aos 6 genoétipos da ApoE

Abreviatura: (pb) pares de base. Na primeira canaleta foi aplicado o padrédo de 100 pb que permite determinar o tamanho do
fragmento - cuja banda mais fortemente corada representa o fragmento de 100pb — e as demais constituem os gendtipos €22
(2), €2€3 (3), €3€3 (4), €34 (5), €2e4 (6) e e4¢e4 (7), respectivamente.
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4.5 Analise estatistica

Todas as informacdes foram armazenadas em um banco de dados elaborado para
este estudo com o auxilio do programa Excel e, posteriormente, convertido para
analises no programa “Statistical Package of the Social Sciences” (SPSS) verséo
13.0. Todos os dados foram analisados quanto a distribuicdo normal pelo teste
Shapiro Wilks. Os resultados foram apresentados como média e desvio padréo (DP)
guando apresentaram distribuicdo normal e, como mediana e intervalo interquartil,
guando a sua distribuicdo nao foi normal. Foram utilizados inicialmente os seguintes
testes para comparacdo entre grupos: ANOVA, Kruskal Wallis, Mann Whitney, Qui-
guadrado de Pearson assintotico (20% do valor esperado entre 1 e 5 e 80% do valor
esperado maior que 5) e Qui-quadrado de Pearson exato (menos de 80% do valor
esperado maior que 5). A analise dos residuos ajustados foi utilizada para localizar
a associacdo quando a tabela foi maior dimensdo que 2x2, ap0s o teste Qui-
guadrado de Pearson assintotico ou exato foram significativos ao nivel de 0,05. Para
o valor mais frequente o residuo ajustado foi maior que +1,96 e para o valor menos
frequente o residuo ajustado foi menor que -1,96. Para as andlises de comparacdes
multiplas 2 a 2 foram utilizados LSD (distribuicdo normal) e teste Mann Whitney
corrigindo-se o nivel de significancia pelo método de Bonferroni. Para investigar
quais variaveis estavam significativamente associadas ao desenvolvimento de DA,
empregou-se um modelo de regressdo logistica multipla em que a medida de
associacao foi a Odds ratio (OR). Todas as variaveis do estudo foram ajustadas por
meio de modelos bivariados e as varidveis que apresentaram valores de p<0,20
foram candidatas ao modelo multivariado. A qualidade do modelo foi avaliada pelo

teste de Hosmer & Lemeshow.
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5.1 Caracteristicas dos participantes do estudo

Os individuos selecionados para o estudo foram divididos em trés grupos, de acordo
com o diagnéstico. Foram estudados 59 pacientes com diagndéstico de DA provavel.
Todos os pacientes foram considerados CDR leve ou moderado (CDR:1 e 2) pelos
critérios do Clinical Dementia Rating (HUGHES et al., 1982). O CDR investiga a
gravidade da deméncia ao contemplar avaliacdo de atividades basicas,
instrumentais e cognitivas. Estes pacientes foram comparados aos grupos controle e
CCL, cada um com 59 idosos. Os individuos do grupo controle apresentavam
auséncia de doencas neurolégicas e psiquiatricas, sem queixa de declinio de
memoria e independentes para realizar as atividades da vida diaria (AVDs). A partir
das informacbes coletadas na ficha clinica preenchida pelos médicos, foram
levantadas as caracteristicas fisicas e clinicas dos participantes desse estudo. As
caracteristicas dos trés grupos sdo mostradas na Tabela 2 de acordo com a idade, o

género, escolaridade e o valor do MEEM.

Tabela 2 - Descri¢cdo da amostra e distribui¢c&do dos individuos envolvidos no estudo

Variavel C CCL DA P
Idade (anos) (n=59) (n=59) (n=59) 0,105 *
73,4415,61 75,03+7,34 75,9216,04
Género (n=59) (n=59) (n=59)
Feminino 48 (39,3 %) 41 (33,6 %) 33 (27 %) 0,012°3
Masculino 11(20%) 18 (32,7 %) 26 (47,3 %)
Escolaridade(anos) (n=25) (n=38) (n=22) <0,0001%*
11 (9) 4 (4) 2 (4)
MEEM (n=59) (n=41) (n=25) <0,0001 2**
29 (2) 25 (7) 19 (7)

Abreviaturas: (n) ndmero de individuos, (C) controle, (CCL) comprometimento cognitivo leve, (DA) doenca de Alzheimer,
(MEEM) miniexame do estado mental. 1. ANOVA (valores expressos como média e desvio padrdo). 2.Método Kruskal Wallis
(valores expressos como mediana e intervalo interquartil: Q3 — Q1). 3 - Teste Qui-quadrado de Pearson Assintotico. Os valores
do género estéo expressos como frequéncia absoluta e relativa.

* corre¢cdo Bonferroni no teste Mann Whitney, valores significativos p<0,017: Controle x DA, p <0,0001*; Controle x
CCL,p<0,0001*; CCL x DA, p = 0,042.

** corregdo Bonferroni no teste Mann Whitney, valores significativos p<0,017: Controle x DA, p <0,0001*; Controle x
CCL,p<0,0001*; CCL x DA, p<0,0001*.
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A idade média dos individuos envolvidos no estudo néo foi diferente entre os grupos.
Quanto ao sexo, todos 0s grupos apresentaram um maior nimero de mulheres. A
maioria dos estudos nédo relata qualquer diferenca nas taxas de declinio cognitivo
entre homens e mulheres. Em contrapartida, as mulheres apresentam maior
longevidade do que os homens. Assim, julgou-se que a diferenca no sexo néo tenha
interferido nos resultados e poderia representar a distribuicdo encontrada na
populacao idosa. A escolaridade foi avaliada quanto aos anos de estudo e 0s grupos
DA e CCL apresentaram medianas proximas e diferentes do grupo controle que
apresentou aproximadamente 11 anos de escolaridade. Para o MEEM foi observado
um melhor desempenho do grupo controle quando comparado com 0s grupos de
CCL e DA. Cabe ressaltar que nem todas as andlises foram realizadas com o
namero total de participantes para cada grupo, ou seja, 59 individuos, uma vez que
para alguns parametros nao foi possivel conseguir a informacdo como escolaridade
e MEEM para todos os participantes. Contudo, a avaliacdo do MEEM foi realizada
em todos os individuos pela equipe de geriatras e neuropsicélogos do HC-UFMG

para diagnostico e separacao dos individuos nos trés grupos.
Além dos dados apresentados anteriormente, foram registradas informacdes dos
idosos sobre outras co-morbidades como Hipertensdo Arterial, Diabetes Mellitus,

Dislipidemia e Hipotireoidismo (Tabela 3).

Tabela 3 - Relagdo de co-morbidades dos individuos envolvidos no estudo

Co-morbidades C (%) CCL (%) DA (%) p
Hipertensédo Arterial 40 (29,2) 48 (35) 49 (35,8) 0,095
Diabetes Mellitus 10 (29,4) 12 (35,3) 12 (35,3) 0,864
Dislipidemia 26 (42,6) 19 (31,1) 16 (26,2) 0,139
Hipotireoidismo 6 (33,3) 6 (33,3) 6 (33,3) 1,0

Abreviaturas: (C) controle, (CCL) comprometimento cognitivo leve, (DA) doenca de Alzheimer (DA). Teste Qui-quadrado de
Pearson Exato. Os valores estédo expressos como frequéncia absoluta e relativa.
Foi feito o levantamento dos medicamentos tendo em vista o objetivo de conhecer o
perfil de uso dos mesmos entre os individuos do estudo, para caso fosse necessario,
realizar uma analise posterior tendo o0 medicamento como uma covariavel dos
resultados laboratoriais (Tabela 4).
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Tabela 4 - Perfil de uso de medicamentos pelos participantes do estudo

Medicamento C (%) CCL (%) DA (%) P
Antihipertensivo 40 (29,2) 48 (35) 49 (35,8) 0,095 *
Hipoglicemiante 10 (28,6) 13 (37,1) 12 (34,3) 0,841°
Insulina 3 (50) 1(16,7) 2 (33,3) 0,872°7
Hipolipemiante 19 (39,6) 14 (29,2) 15 (31,3) 0,549 '
Antidepressivo 8 (14,3) 13 (23,2) 35 (62,5)* <0,0001*
AAS 9 (29) 8 (25,8) 14 (45,2) 0,298 *

Abreviaturas: (C) controle, (CCL) comprometimento cognitivo leve, (DA) doenca de Alzheimer (DA), (AAS) acido acetil salicilico.
1- Teste Qui-quadrado de Pearson Assintético. 2 - Teste Qui-quadrado de Pearson exato. Os valores estdo expressos como
frequéncia absoluta e relativa. * anélise de residuos ajustados (> + 1,96 *; < - 1,96).

5.2 Molécula de adeséo intercelular soluvel (sICAM-1)

Uma aliquota de 20uL de soro foi destinada a determinacdo da molécula de adeséo
sICAM-1. Em func&o do numero restrito de “kits” disponiveis s6 foi possivel realizar
as dosagens de 58 individuos do grupo controle, 53 com CCL e 48 com DA (Tabela
5).

Tabela 5 - Niveis plasmaticos da molécula de adesé@o sICAM-1, pelo método ELISA

Grupo SICAM -1 (ng/mL) P
Controle (n=58) 272,95 (102,69) 0,001*
CCL(n=53) 303,24 (146,49)
DA (n=48) 356,8 (174,23)

Abreviaturas: (n) nimero de individuos, (C) controle, (CCL) comprometimento cognitivo leve, (DA) doenga de Alzheimer (DA).
Método Kruskal Wallis (valores expressos como mediana e intervalo interquartil: Q3 — Q1). *corre¢cdo Bonferroni no teste Mann
Whitney, valores significativos p<0,017: Controle x DA, p <0,0001*; Controle x CCL,p=0,071; CCL x DA, p=0,052.

Dentre as amostras selecionadas, os individuos do grupo DA apresentaram valores
acima daquele considerado normal para pacientes adultos higidos (115 a 306

ng/mL).
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5.3 Niveis plasmaticos de homocisteina (Hcy)

A concentracdo plasmatica da Hcy foi determinada por CLAE com deteccéo
fluorimétrica. O perfil cromatogréafico obtido por CLAE para o plasma dos individuos

do estudo indicou quatro picos mais intensos apresentados na Figura 8.
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Figura 8 - Perfil cromatogréfico, obtido por CLAE, para analise de Homocisteina no
plasma. Pico 1: Hcy, Pico 2: Padré&o interno/Cistamina, com 0s respectivos tempo de

retencdo e area

Os limites aceitaveis dos niveis plasmaticos de Hcy variam de 5 a 15 pymol/L. A
hiperhomocisteinemia é comum e os niveis elevados de Hcy podem ser leve (16-30
pgmol/L), moderado (31-100 pmol/L) ou grave (>100 pmol/L) (REFSUM et al., 1998).
N&o houve diferenca significativa no valor da Hcy entre os trés grupos estudados,

conforme apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 - Niveis plasméticos de homocisteina nos trés grupos estudados, utilizando a

técnica de CLAE com deteccdao fluorimétrica

Grupo Hcy (umol/L) P
Controle 14,95 (4,81) 0,704
CCL 14,78 (10,30)
DA 13,75 (8,24)

Abreviaturas: (C) controle, (CCL) comprometimento cognitivo leve, (DA) doenca de Alzheimer (DA). Teste Kruskal Wallis
(valores expressos como mediana e intervalo interquartil: Q3-Q1).
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5.5 Microparticulas plaquetarias (MPPs)

Os resultados obtidos mostraram um percentual de MPPs (%) igual ao valor absoluto
(MPP/uL) obtido através do calculo MP/ul = (N x 400) / (60 x 100), conforme descrito
no item 4.4.3. A Figura 9 mostra uma correspondéncia entre os valores de MPPs
obtidos em % e aqueles obtidos /pL.
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Figura 9 — Apresentacdo dos valores de microparticulas plaguetarias em porcentagem
[MPP (%)] e valor absoluto (MPP/uL)

Observa-se pela Figura 10 que nao houve diferenca significativa nos valores de
MPPs (%) entre os grupos controle e DA. Contudo, foi possivel observar diferenca
para os valores encontrados para o grupo CCL em comparag¢ao com 0s outros dois

grupos.
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Figura 10 — Resultados das analises de microparticulas plaquetéarias nos trés grupos
estudados

Abreviaturas: (C) controle, (CCL) comprometimento cognitivo leve, (DA) doenca de Alzheimer.
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5.6 Perfil lipidico e das apolipoproteinas A-1, B e Lp(a)

Os parametros analisados para a determinacédo do perfil lipidico foram CT, HDLc,
LDLc, TG, Apo A-l, Apo B e Lp(a). Os resultados encontrados estdo apresentados
na Tabela 7. Foi possivel verificar diferencas significativas entre os grupos para os
parametros de CT, HDLc, TG e Apo B.

Tabela 7 - Perfis lipidicos convencional e ndo convencional dos individuos do estudo

Variaveis Controle CCL DA P
(mg/dL)
n 59 59 59
CT 175,29 + 35,68 164,28+35,83 155,92 +28,39 0,008 *
HDLc 48,61 (16,61) 42,46 (18,80) 44,56 (18,5) 0,003 2
LDLc 93,15 + 38,3 98,13+45,5 94,44 27,9 0,825 1
TG 126,9 (67,5) 119,4 (87,4) 68,82 (37,2) <0,0001 #™
Apo A-1 152 (54) 159 (44) 151 (51) 0,889 2
Apo B 101 (26) 113 (42) 101 (27) 0,007 Zwx*
Lp (a) 22,8 (60,6) 22,1 (44.7) 31,4 (57,9) 0,526 2

Abreviaturas: (n) nimero de individuos, (C) controle, (CCL) comprometimento cognitivo leve, (DA) doenca de Alzheimer (DA),
(CT) colesterol total, (HDLc) Lipoproteina de alta densidade; (LDLc) Lipoproteina de baixa densidade, (TG) triglicérides; (Apo A-
1) apolipoproteina A-1; (Apo B) apolipoproteina B; [Lp(a)] lipoproteina(a). 1- ANOVA (valores expressos como média e desvio
padrdo). 2- Método Kruskal Wallis (valores expressos como mediana e intervalo interquartil: Q3-Q1).

* teste LSD, valores significativos p<0,017: Controle x DA, p=0,002*; Controle x CCL,p=0,077; CCL x DA, p=0,177.

** corre¢cdo Bonferroni no teste Mann Whitney, valores significativos p<0,017: Controle x DA, p=0,072; Controle x CCL,
p=0,001*; CCL x DA, p=0,108.

*** corre¢do Bonferroni no teste Mann Whitney, valores significativos p<0,017: Controle x DA, p <0,001*; Controle x
CCL,p=0,645; CCL x DA, p=0,001*.

**+% corregdo Bonferroni no teste Mann Whitney, valores significativos p<0,017: Controle x DA, p= 0,743; Controle x
CCL,p=0,004*; CCL x DA, p=0,011*.

A Tabela 8 mostra os valores do perfil lipidico para os individuos em uso de
medicamento hipolipemiante. Com base nestes dados, foi possivel verificar
diferencas significativas entre todos os grupos para o parametro HDLc, sendo os
seus valores reduzidos em relacdo ao grupo controle. Para triglicérides, os
individuos com DA apresentaram niveis também significativamente menores em

relacdo aos individuos do grupo controle e aqueles com CCL.

82



5. RESULTADOS

Tabela 8 - Perfil lipidico dos individuos em uso de medicamentos hipolipemiantes

Variavel Controle CCL DA P
(mg/dL)
n 17 14 15
CT 165,36 + 33,88 158,36 + 36,14 152,99 + 26,91 0,545 1
HDLc 53,16 £12,81 37,59 £ 9,86 46,28 + 8,18 0,001 **
LDLc 86,64 £30,29 88,99 +31,87 93,67 +28,22 0,795!
TG 110,20 (72,3) 137,75 (130,7) 63,54 (9,8) < 0,001 %
Apo A-l 166,89 + 35,38 154,86 + 33,68 158,93 + 35,79 0,604 *
Apo B 97,00 (30,00) 115,00 (52,0) 96,00 (24,0) 0,066 2
Lp (a) 15,90 (26,10) 47,2 (57,0) 28,4 (94,00) 0,496

Abreviaturas: (n) nimero de individuos, (C) controle, (CCL) comprometimento cognitivo leve, (DA) doenga de Alzheimer (DA),
(CT) colesterol total, (HDLc) Lipoproteina de alta densidade; (LDLc) Lipoproteina de baixa densidade, (TG) triglicérides; (Apo A-
1) apolipoproteina A-1; (Apo B) apolipoproteina B; (Lp(a)) lipoproteina (a). 1- ANOVA (valores expressos como média e desvio
padrdo). 2- Método Kruskal Wallis (valores expressos como mediana e intervalo interquartil: Q3-Q1).

*Teste LSD: Controle x DA, p= 0,069; Controle x CCL, p<0,0001*; CCL x DA, p=0,034*.

** correcdo Bonferroni no teste Mann Whitney, valores significativos p<0,017: Controle x DA, p<0,0001*; Controle x
CCL,p=0,466; CCL x DA, p=0,001*.

5.7 Polimorfismo da Apo E

Apbés a determinacdo genotipica da Apo E, os individuos do estudo foram
distribuidos de acordo com o genotipo, nos seguintes subgrupos: €3/€3, €3/e4, €2/e4,
€2/€3, €d/ed e €2/2. A Tabela 9 apresenta os resultados do perfil genético da Apo E
das amostras dos participantes deste estudo analisadas de acordo com 0s grupos
controle, CCL e DA.

Tabela 9 - Diferentes gendétipos (em numeros absolutos) e frequéncia genotipica para

a Apo E calculada para o estudo

Grupo €3/e3 €3/e4 €2/e4 €2/€3 €2/e2 €d/e4 p
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Controle 40(67,8)* 12(20,3)" 1(1,7)" 4(6,8) 1(1,7) 1(1,7) <0,0001*
CCL  19(32,2)" 21(35,6) 11(18,6)* 3(5,1) 4(6,8)* 1(1,7)
DA 22(37,3) 25(42,4) 2(3,4) 46,8 0(0) 6(10,2)*

Observacao: Teste Qui-quadrado de Pearson Exato. Os valores estdo expressos como frequéncia absoluta e relativa. * andlise
de residuos ajustados (> + 1,96 *;<-1,96 7)
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Foi possivel observar um aumento significativo do alelo ¢4 em homozigose nos
individuos do grupo DA. O alelo €3 foi o mais presente nos trés grupos conforme

descrito na literatura.

Posteriormente, foi realizada a comparacdo da frequéncia do alelo €4 entre os
individuos do grupo controle e de DA (Tabela 10). N&o foi observada diferenca entre

0s grupos CCL e DA com relagéo ao alelo €4.

Tabela 10 - Numeros absolutos referentes aos alelos €4, €3 e €2 da apolipoproteina E
(Apo E)

Variavel Controle (%) CCL (%) DA (%) P

el 14 (17,5) 7 33 (41,3) 33 (41,3) <0,0001*
€2 6 (20,0) 18 (60,0)* 6 (20,0) 0,003**
€3 57 (37,7) 43 (28,5) 51 (33,8) 0,156

Teste Qui-quadrado de Pearson Exato. Os valores estéo expressos como frequéncia absoluta e relativa.
* andlise de residuos ajustados (> + 1,96; < - 1,96 7). * * andlise de residuos ajustados (> + 1,96 *; < - 1,96).

5.8 Possiveis diferencas intragrupos em individuos carreadores do

alelo €4 da Apo E (genotipos €3/e4 e g4/g4)

Com o objetivo de investigar quais variaveis nao genéticas estariam associadas ao
desenvolvimento da DA, buscou-se comparar as diferentes variaveis, entre 0s trés
grupos estudados, porém considerando como integrantes dos grupos apenas 0S
participantes (ou pacientes) carreadores do alelo ¢4 na forma homozigota ou
heterozigota (Tabela 11), uma vez que este alelo j& se encontra descrito como o
fator genético mais importante para o desenvolvimento da DA esporadica. Dessa

forma, buscou-se eliminar a influéncia do fator genético.
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Tabela 11 - Comparagcdo das diferentes varidveis entre os 3 grupos em apenas

individuos portadores do alelo €4 da ApoE (gen6tipos £3/e4 ou g4/g4)

Variavel Controle CCL DA P
e3/ed e3/ed e3/ed
gd/ed edled gdled
n 13 33 31
Idade (anos) 75,79 £ 6,03 74,33 £ 8,11 75,52 £ 6,23 0,728*
Escolaridade o 8 (9) 4 (4) 3(9) 0,045%
CT (mg/dL) 173,45+ 30,74 159,00 + 28,66 154,95 + 31,39 0,178
HDLc (mg/dL) 42,97 (14,61) 42,46 (18,53) 44,22 (19,95) 0,673
ICAM-1 (hg/mL)  259,38+138,59 297,49+ 101,49 365,60 + 144,58 0,029+
Hcy (umol/L) 16,72 (9,39) 13,89 (7,45) 13,60 (7,06) 0,4622
Sexo F 10 (18,9%) F 19 (35,8%) F 24 (45,3%) 0,387°
M 4 (14,8%) M 14 (51,9%) M 9 (33,3%)

Hipertens&o 13 (19,1%) 27 (39,7%) 28 (41,2%) 0,661
Diabetes 3 (18,8%) 7 (43,8%) 6 (37,5%) 0,043°
Dislipidemia 5 (20,8%) 10 (41,7%) 9 (37,5%) 0,845°

Abreviaturas: (n) nimero de individuos, (C) controle, (CCL) comprometimento cognitivo leve, (DA) doenga de Alzheimer (DA),
(CT) colesterol total, (HDLc) Lipoproteina de alta densidade; (Hcy) homacisteina; (ICAM-1) Molécula de ades&o intercelular. 1-
ANOVA (valores expressos como média e desvio padrdo). 2- Método Kruskal Wallis (valores expressos como mediana e
intervalo interquartil: Q3-Q1). 3-Teste Qui-quadrado de Pearson Assintético (valores estdo expressos como frequéncia absoluta
e relativa). 4-Teste Qui-quadrado de Pearson Exato (valores estdo expressos como frequéncia absoluta e relativa).

® controle (n=10); CCL (n=18); DA (n=9)

* correcdo Bonferroni no teste Mann Whitney, valores significativos p<0,017: Controle x DA, p=0,096; Controle x CCL,
p=0,012*; CCL x DA, p=0,643.

** teste LSD, valores significativos p<0,017: Controle x DA, p<0,0015*; Controle x CCL,p=0,364; CCL x DA, p=0,044*.

Com base nos dados apresentados na Tabela 11, uma vez analisadas as variaveis
nos trés grupos com igual gendtipo para a Apo E, observou-se que apenas as
variaveis escolaridade e niveis plasmaticos de ICAM-1 apresentaram diferenca
significativa. O nivel de escolaridade foi significativamente menor nos pacientes com
DA, enquanto o0s niveis plasmaticos de ICAM-1 foram significativamente mais

elevados nestes pacientes, ambos em relacdo ao controle.

Ainda com o objetivo de investigar quais variaveis analisadas estariam associadas
ao desenvolvimento da DA além da presenca do alelo €4, buscou-se comparar as
diferentes variaveis entre os participantes do grupo controle portadores do genotipo

€3/ed ou e4/e4 e os participantes do grupo com DA com o alelo €4 (gendtipo €3/e4 ou
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e4led) e sem o alelo €4 (gendtipo £3/e3 ou €3/¢2). Os dados com a respectiva analise

estatistica estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Comparacdo entre o grupo Controle e grupo com DA na presenca e

auséncia do alelo €4

Controle DA
Variavel £3/e4 €3/ed £3/e3 P
edled gdled €3/e2
n 13 31 26
Idade (anos) 75,54 + 6,20 75,71+ 6,16 76,42 + 5,88 0,875"
Escolaridade ¢ 8 (9) 3 (9) 0,5 (4,0) 0,008%
CT (mg/dL) 175,93 + 31,62 157,60 £ 29,52 157,14 £ 24,62 0,154*
HDLc (mg/dL) 42,98 (14,76) 44,56 (20,42) 46,53 (16,47) 0,537°
ICAM-1 (ng/mL) 245,89+ 13555 371,14+ 144,49 393,55+ 155,81 0,020+
Hcy (umol/L) 16,78 (8,38) 13,60 (7,90) 14,16 (8,87) 0,383
Sexo F 9 (18,4%) F 23 (46,9%) F 17 (34,7%) 0,768°
M 4 (19,0%) M 8 (38,1%) M 9 (42,9%)

Hipertensao 12 (20,0%) 27 (45,0%) 21 (35,0%) 0,737*
Diabetes 2 (14,3%) 6 (42,9%) 6 (42,9%) 0,846°
Dislipidemia 5 (23,8%) 9 (42,9%) 7 (33,3%) 0,750°

Abreviaturas: (n) nimero de individuos, (C) controle, (DA) doenca de Alzheimer (DA), (CT) colesterol total, (HDLc) Lipoproteina
de alta densidade; (Hcy) homocisteina; (ICAM-1) Molécula de adesao intercelular. 1- ANOVA (valores expressos como média
e desvio padrdo). 2- Método Kruskal Wallis (valores expressos como mediana e intervalo interquartil: Q3-Q1). 3- Teste Qui-
guadrado de Pearson Assintético (valores estdo expressos como frequéncia absoluta e relativa). 4- Teste Qui-quadrado de
Pearson Exato (valores estao expressos como frequéncia absoluta e relativa).

@ controle (n=10); DA (e3/e4, e4/e4) (n=9); DA(e3/e3, €3/e2) (n=10)

* corregdo Bonferroni no teste Mann Whitney, valores significativos p<0,017: Controle x DA (E4), p=0,096; Controle x DA (E3),
p=0,003*; DA (E4) x DA (E3), p=0,114.

**Teste LSD, valores significativos p<0,017: Controle x DA (E4), p=0,018*; Controle x DA (E3), p=0,007*; DA (E3) x DA (E4),
p=0,605.

Uma vez analisados os dados contidos na Tabela 12, observou-se que os resultados
obtidos foram muito similares aqueles apresentados na Tabela 11, ou seja, apenas
as variaveis escolaridade e niveis plasmaticos de ICAM-1 continuaram apresentando

diferenca significativa entre individuos controles portadores do alelo €4 e pacientes

com DA portadores ou ndo do alelo €4, nas formas heterozigota ou homozigota.
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Analisando as variaveis estudadas em um modelo de regressao logistica multipla,
observou-se que apenas a idade, o uso de antidepressivo e presenca do alelo €4 da
Apo E estariam associados ao déficit cognitivo de forma independente (Tabela 13).
Cumpre ressaltar que a variavel escolaridade nédo pode ser inserida nesta anélise,

uma vez que nao foi possivel a obtencdo deste dado de todos os participantes do
estudo.
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Tabela 13 - Modelo de regressao logistica multipla para a presenca de DA em

funcéo das variaveis selecionadas

Variavel Controle DA OR IC 95% OR P
Idade(anos) <75 39 (59,1) 27 (40,9) 1,00
=76 20 (38,5) 32(61,5) 2,31 1,10; 4,86 0,027
HAS Sim 40 (44,9) 49 (55,1) 2,33 0,97; 5,57 0,058
Nao 19 (65,5) 10(34,5) 1,00
DM Sim 10 (45,5) 12 (54,5) 1,25 0,49; 3,17 0,637
Nao 49 (51,0) 47 (49,0) 1,00
Dislipidemia Sim 26 (61,9) 16(38,1) 0,472 0,22;1,02 0,056
Nao 33(43,4) 43(56,6) 1,00
Hipolipemiantes Sim 19 (55,9) 15(44,1) 0,720 0,32;1,60 0,417
Nao 40 (47,6) 44 (52,4) 1,00
Antidepressivos Sim 8 (18,6) 35(81,4) 9,30 3,75; 23,06 <0,0001
Nao 51(68,0) 24 (32,00 1,00
Hcy (umol/L) <15 30 (45,5) 36 (54,5) 1,00
216 29 (55,8) 23 (44,2) 0,66 0,32; 1,37 0,267
ICAM-1(ng/mL) <211 14 (70,0) 6(30,00 1,00
>211 44 (51,2) 4(48,8) 2,23 0,78; 6,34 0,133
MPPs (uL) <2,70 43 (48,3) 46 (51,7) 1,00
>2,70 16 (55,2) 13 (44,8) 0,76 0,33; 1,76 0,522
CT(mg/dL) <200 46 (45,1) 56 (54,9) 1,00
>200 12 (80,0) 3(20,00 0,21 0,06; 0,77 0,019
HDL(mg/dL) <55 53 (50,5) 52 (49,5) 0,84 0,27; 2,67 0,769
>55 6 (46,2) 7(53,8) 1,00
LDL(mg/dL) <100 34 (49,3) 35(50,7) 1,00
>100 25(51,0) 24 (49,0) 0,93 0,45; 1,94 0,852
TG(mg/dL) <150 39 (40,6) 57 (59,4) 1,00
> 150 20(90,9) 2(9,1) 0,068 0,02;0,31 <0,0001
Lp (a) (mg/dL) <30 45 (63,4) 26(36,6) 1,00
>30 14 (29,8) 33(70,2) 4,08 0,56; 2,63 0,521
Apo E (g4) Auséncia 45 (63,4) 26(36,6) 1,00
Presenca 14 (29,8) 33(70,2) 4,08 1,85; 8,99 <0,0001

Abreviaturas: (DM) diabetes mellitus, (DA) doenca de Alzheimer (DA), (CT) colesterol total, (HDLc) Lipoproteina de alta
densidade; (Hcy) homocisteina, (LDLc) Lipoproteina de baixa densidade, (TG) triglicérides, (MPPs) microparticulas
plaquetérias, [Lp(a)] lipoproteina (a), (OR) odds ratio, (IC) intervalo de confianga de 95% da OR, (ICAM-1) Molécula de adeséo
intercelular. A variavel MPPs foi categorizada pelo valor de Q3.
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Com base no resultado da analise de regressdo multivariada, Tabela 13, a idade
avancada, o uso de medicamentos antidepressivos e a presenca do alelo €4 foram
fatores de risco significativos para o desenvolvimento da doenca. A idade revelou um
fator de risco importante, de tal forma que a frequéncia da doenca cresceu
exponencialmente com a idade. A presenca do alelo ¢4 aumenta o risco em 3,37
vezes e 0 uso de antidepressivos foi 0 mais importante fator de risco com OR de
9,21. Ha fortes indicios de interacdo entre DA e os fatores de risco de doenca
cardiovascular, particularmente na doenca de DA tardia. Contudo no presente
estudo, nao foi possivel observar associacao significativa nos marcadores de lesdo
vascular estudados em relacdo a DA. Este modelo é util para se avaliar a
probabilidade de se ter a doenca em funcdo das co-varidveis analisadas neste
modelo. A Tabela 14 mostra as variaveis significativamente associadas a DA, ap0s
ajuste de Hosmer & Lemeshow, com valor de p=0,821, o que significa que o modelo

se encontra bem ajustado aos dados.

Tabela 14 - Fatores de risco/variaveis para DA encontrados no presente estudo

Variavel Controle DA OR IC 95% OR P
Idade (anos)
<75 39 (59,1) 27 (40,9) 1,00
276 20 (38,5) 32 (61,5) 2,31 1,05; 6,19 0,039
Antidepressivos
Sim 8 (18,6) 35 (81,4) 9,21 3,49; 24,35 <0,0001
Nao 51 (68,0) 24 (32,0) 1,00
Apo E (¢4)
Auséncia 45 (63,4) 26 (36,6) 1,00
Presenca 14 (29,8) 33 (70,2) 3,37 1,37; 8,27 0,008

Abreviaturas: (DA) doenga de Alzheimer (DA), (OR) odds ratio, (IC) intervalo de confianca de 95% da OR. Hosmer &
Lemeshow p=0,821.
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6.1 Caracteristicas dos grupos incluidos no estudo

A partir das informacdes coletadas na ficha preenchida pelos médicos, foram

levantadas as caracteristicas clinicas dos individuos desse estudo (Tabela 2).

Houve predominancia do sexo feminino com 122 pacientes (68,9%) em relacdo aos
55 (31,1%) do sexo masculino. Entretanto, um dos aspectos do envelhecimento
populacional é a “feminilizacdo da velhice” que se deve a sua maior taxa de
crescimento em relagdo ao segmento masculino. Em 1996, dos 12,5 milhdes de
idosos, 54,4% eram do sexo feminino. Como consequéncia, quanto “mais velha” for
a populacdo estudada, maior a proporcdo de mulheres (CAMARANO , 2002). Assim,
julgou-se que a diferenca no sexo ndo tenha interferido nos resultados e poderia

representar a distribuicdo encontrada na populagéo idosa.

No entanto, ndo se pode deixar de questionar o papel dos horménios femininos no
desenvolvimento da DA predominantemente neste sexo. O estrogénio pode ter
efeito neurotréfico e aumentar a sintese de acetilcolina através do aumento da
colinoacetiltransferase (CUMMINGS et al., 1998). Apesar de estudos retrospectivos
demonstrarem beneficio sintomatico ou reducao de risco de DA em mulheres apds a
menopausa, em uso de estrogenos, trabalhos prospectivos e aleatérios nao
comprovaram alteracdo cognitiva ou quaisquer outros beneficios (HENDERSON et
al.,, 2000; MULNARD et al.,, 2000; THAL et al., 2003). Cabe ressaltar que as
mulheres durante o climatério apresentam inUmeras queixas de memaria coincidindo
com a faléncia ovariana, fato que parece impactar desfavoravelmente a memoria
(MUNOZ & FELDMAN, 2000). Uma metanalise concluiu que o uso de estrogénios
nao é indicado para melhora cognitiva em mulheres com DA (HOGERVORST et al.,
2002).

Assim como existem os fatores de risco para a DA existem fatores protetores. A
escolaridade é identificada como um fator protetor em inumeros estudos,

provavelmente pelo consequente aumento da densidade sinaptica de regifes
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corticais e pela maior capacidade de compensacéo de deficiéncias intelectuais dos
individuos com maior escolaridade (CUMMINGS et al., 1998).

De acordo com a hipétese da reserva cognitiva na DA, o cérebro de individuos com
maior escolaridade e maior demanda ocupacional lidaria melhor com os danos
provocados pela doenca, devido a maior complexidade do seu circuito cerebral
(STERN, 1994). No entanto, um importante viés dos estudos que apoiam essa
hipétese é que individuos mais instruidos tém melhor desempenho quando realizam
os testes utilizados para o diagndstico de deméncia (ALMEIDA, 1998; MUNOZ &
FELDMAN, 2000).

No estudo realizado em Catanduva (HERRERA et al., 1998), observou-se relacéo
inversamente proporcional entre a prevaléncia de deméncia e a escolaridade. Nos
individuos com oito anos ou mais de escolaridade a prevaléncia foi de 3,5%,
enguanto que nos analfabetos foi de 12,2%.

Assim, devido as caracteristicas de heterogeneidade educacional de nossa
populacdo, no presente estudo, os testes neuropsicoldgicos aplicados para avaliar
os individuos de escolaridade alta tiveram um nivel de corte diferente, de acordo
com o estudo desenvolvido por Brucki e colaboradores em 2003. Dessa forma,
buscou-se minimizar a ocorréncia de possivel viés relacionado ao grau de instrucao,

tornando os nossos dados mais confiaveis com relagdo ao diagnostico de deméncia.

Neste estudo, a escolaridade foi avaliada quanto aos anos de estudo dos individuos
e 0s grupos DA e CCL apresentaram medianas proximas e diferentes do grupo
controle que apresentou aproximadamente 11 anos de escolaridade (Tabela 2).
Diante deste achado preliminar, pode-se admitir que realmente a escolaridade possa
funcionar como um fator de protecdo. Em concordéncia com esta afirmativa, os
dados da Tabela 11 vem corroborar com esta ideia, uma vez que a comparacao de
diferentes variaveis analisadas entre os trés grupos contendo apenas participantes
portadores do alelo €4, fator genético predisponente a DA, revelou que o nivel de
escolaridade daqueles que ndo desenvolveram a doenga é significativamente mais
elevado do que aqueles que desenvolveram a doenca. Os participantes do grupo
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CCL, também portadores do alelo €4, a exemplo dos pacientes com DA, também
apresentaram nivel de escolaridade significativamente inferior aos participantes do
grupo controle que também apresentavam o fator genético predisponente.

De forma similar, os dados apresentados na Tabela 12, sugerem fortemente a
importancia do nivel de escolaridade sobre o desenvolvimento da DA, uma vez que
o nivel de escolaridade continuou sendo um fator diferencial entre o grupo controle e
pacientes com DA, com ou sem fator genético predisponente (presenca ou ndo do

alelo €4).

Guardadas as devidas limitagOes inerentes ao tamanho amostral deste estudo, os
achados atuais permitem confirmar prévios estudos acerca da importancia do nivel
educacional sobre o desenvolvimento da DA. Por outro lado, uma andlise reflexiva
dos dados contidos nas Tabelas 11 e 12, considerando que foram incluidos apenas
individuos controles portadores do alelo €4 (ou seja, aqueles que envelheceram de
forma saudavel apesar da presenca do fator genético predisponente), em
comparagao com pacientes com ou sem o alelo €4, permite inferir sobre a possivel
importancia do nivel de escolaridade sobre o fator genético mais importante, até o
momento, para a DA esporadica.

Foram observadas, entre os individuos do estudo, caracteristicas clinicas tais como
hipertensdo arterial, dislipidemia e diabetes mellitus, sendo estas consideradas
fatores de risco para DA. Entre os idosos na faixa etaria do estudo (60 a 90 anos) é
comum a incidéncia de, pelo menos, uma dessas doencas o0 que dificultou a selecéo
de individuos que nao apresentassem as mesmas. Assim, devido a dificuldade de
encontrar idosos que ndo possuissem qualquer fator de risco para lesdo endotelial,
foram incluidos no estudo idosos que apresentavam alguns destes fatores, como
relacionados na Tabela 3. No entanto, ndo houve diferenca significativa para as
caracteristicas  clinicas  (hipertensdo, diabetes mellitus, dislipidemia e
hipotireoidismo) entre os trés grupos, 0 que vem minimizar possivel viés em

decorréncia destas condigdes.
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Véarios estudos tém sugerido que a hipertensdo predispbe os individuos para o
desenvolvimento do CCL seguido de deméncia, depois de um periodo que pode
variar de alguns anos para varias décadas. A presenca do alelo ¢4 da Apo E
aumenta consideravelmente o risco de hipertenséo. Por outro lado, tratamentos com
farmacos anti-hipertensivos tém mostrado reduzir o risco de desenvolvimento de
deficiéncia cognitiva (KIVIPELTO et al., 2001; NAGAI et al., 2010) e, em alguns
estudos, de desenvolver DA (PEILA et al., 2001). No entanto, devido a dificuldade
de se obter informacgbes confiaveis, tais como dados sobre a data de inicio da
hipertensdo nos pacientes e nos controles, foi impossivel fazer qualquer alusédo ao

efeito da hipertenséo sobre o desenvolvimento da DA.

Uma analise do perfil de uso de medicamentos pelos participantes dos trés grupos
revelou que os participantes do grupo com DA usavam significativamente mais
antidepressivos do que os outros grupos. No entanto, este dado foi obtido no
momento de coleta e pode nao refletir o uso deste medicamento durante parte
significativa da vida destes individuos. Também néo foi possivel saber quando os
pacientes iniciaram o uso deste medicamento que, em teoria, sinalizaria para a

presenca de processo depressivo durante a vida util destes individuos.

Neste contexto, estudos realizados em ambientes clinicos confirmaram a elevada
prevaléncia de sintomas neuropsiquiatricos na DA. Dentre estes, destaca-se o
estudo realizado por Lyketsos e colaboradores, em 2002, que avaliaram 362
pacientes com deméncia, em 4 estados americanos, encontrando sintomas
neuropsiquiatricos em 75% dos casos. As sindromes mais frequentes foram apatia
(36%), depressao (32%) e agitacdo/agressividade (30%). Mais recentemente, em
estudo populacional realizado em S&o Paulo, no qual foram avaliados 41 pacientes
com DA, a apatia foi a alteracdo neuropsiquiatrica mais prevalente, sendo
identificada em 56,1% dos pacientes, seguida de sintomas depressivos em 48,8%
(TATSCH 2005).
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6.2 Niveis plasméticos da molécula de adesao soluvel
(sICAM-1)

As lesbes vasculares e a DA sdo achados comuns, em especial entre idosos.
Portanto, pode-se esperar que a ocorréncia conjunta desses dois disturbios ndo seja
um fenébmeno raro. Estudos epidemiolégicos sugerem que fatores de risco para
doenca vascular em geral estdo associados com CCL e DA, e que a presenca de
doenca cerebrovascular intensifica a presenca e a gravidade dos sintomas clinicos
da DA (BRETELER, 2000).

As moléculas de adesdo sollveis apresentam um papel estabelecido como
mediadores importantes da resposta inflamatoria. No entanto, poucos estudos
analisando o perfil plasmatico da molécula de adesao soluvel sICAM-1, incluindo
pacientes com DA, existem na literatura. Assim, neste estudo buscou-se estabelecer
os niveis plasméticos da molécula de adesdo soluvel (sICAM-1) e seu perfil nos

individuos do estudo.

Com relacdo aos niveis plasmaticos de sICAM-1 neste estudo, um marcador de
lesdo microvascular, estes se mostraram gradativamente aumentados nos pacientes
com DA quando comparados aos niveis do grupo controle (P < 0,0001), o que vem
reforcar a ideia que a lesdo microvascular esta associada ao desenvolvimento desta
doenca. Todavia, com estes dados ndo foi possivel inferir como as alteracdes
microvasculares sistémicas se relacionam com as doencas cerebrovasculares e

neuronal, no caso deste estudo, doencga de Alzheimer.

Rentzos e colaboradores, em 2004, estudando 25 pacientes com DA, 54 sem
doenca inflamatéria neuroldgica e 15 controles, encontraram niveis mais elevados
de sICAM-1 em pacientes com DA em comparagdo com 0S outros dois grupos.
Estes autores atribuiram a presenca de valores elevados para sICAM-1 a processos

imunoldgicos envolvidos na fisiopatologia da DA.
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O aumento de substancia beta-amildide (AB) e os emaranhados neurofibrilares nos
pacientes com DA parecem agir como irritantes, causando a ativacdo do
complemento, marcando o inicio de mudancas nas células microgliais, bem como a
liberacdo de produtos potencialmente neurotoxicos. Provas de imunohistoquimica e
moleculares indicam que o cérebro apresenta um sistema imunoldgico enddgeno
ativo e que a inflamacéo crénica pode desempenhar um papel importante na morte
neuronal (MCGEER & MCGEER, 1998).

Estudos realizados por Magaki e colaboradores, em 2007, colocam a hipétese de
que a inflamacdo € um evento inicial, em vez de uma consequéncia tardia da DA.
Crescente evidéncia sugere que as modificacdes periféricas em funcédo de fatores
inflamatorios podem ocorrer durante os primeiros anos no desenvolvimento da DA.
Contudo, no presente estudo, ndo foi possivel observar qualquer diferenca nos

niveis de sICAM-1 para os pacientes do grupo CCL em relagdo ao controle.

6.3 Homocisteina (Hcy)

Ha evidéncias crescentes de que um nivel elevado de Hcy no sangue € um fator de
risco para doencas cardiovasculares bem como para as doencas cerebrovasculares
e acidente vascular cerebral (SACHDEV, 2004). Um evento chave na patogénese da
DA é a formagdao da AB e este processo € favorecido por uma condicdo de
hiperhomocisteinemia (GENEDANI et al., 2010).

Diversos estudos vém sendo realizados visando avaliar a relagdo da
hiperhomocisteinemia e o déficit cognitivo caracteristico das sindromes demenciais.

No entanto, os resultados obtidos sdo conflitantes.

Clarke et al (1998) examinaram 164 pacientes com doencga de Alzheimer (DA), 76
deles com confirmacédo histologica, e encontraram niveis plasmaticos de
homocisteina significativamente mais elevados, enquanto os niveis de acido folico e
de vitamina B12 foram menores nos pacientes com confirmacéo histologica de DA
em relacdo aos individuos controles. Também foi observado que niveis plasmaticos
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de homocisteina acima de 11.1umol/L se mostraram associados com a progressao

mais rapida da DA, avaliada pela diminui¢cdo do tamanho do lobo temporal.

Smith (2008) avaliou setenta e sete estudos transversais com mais de 34.000
individuos e 33 estudos prospectivos com mais de 12.000 individuos e todos
demonstraram uma associagao entre o déficit cognitivo e concentragdes elevadas de

homocisteina, ou deficiéncias de vitaminas do complexo B.

Cunha et al (1995) investigaram os possiveis efeitos da reposicdo de vitamina B12
sobre a funcao cognitiva de pacientes com deméncia leve manifestada a menos de
dois anos. Foi avaliado um total de 181 pacientes, sendo que apenas 46
apresentavam deficiéncia de vitamina B12. O tratamento com B12 resultou na

melhora da funcao cognitiva de apenas trés pacientes.

Contrariamente, Locascio et al., (2008) em um estudo coorte envolvendo 122
pacientes com diagndéstico de DA nao encontraram relacdo entre niveis elevados de
Hcy e declinio cognitivo. Tal relacdo também n&do foi observada nos estudos
realizados por Regan et al. (2006), bem como em estudo recente, realizado nos
Estados Unidos, considerando o ponto de corte de homocisteina plasmatica de 11.5
pumol/L, ndo tendo sido observada associacdo do declinio cognitivo e elevacao de
Hcy (TANGNEY et al., 2009).

Recentemente, Oulhaj et al. (2010) concluiram um estudo no qual foi analisado o
declinio cognitivo global de 97 pacientes com DA, a cada seis meses, hum periodo
de 1,5 a 9,5 anos. Estes autores concluiram que guanto mais alto os niveis de
homocisteina, mais rapido foi o declinio cognitivo, especialmente para os pacientes

com idade menor que 75 anos e que nao apresentavam historia de doenca vascular.

Porém, varios fatores devem ser levados em conta ao comparar 0s estudos
encontrados na literatura que buscam a associacdo de déficit cognitivo e
hiperhomocisteinemia, como a faixa etaria dos pacientes avaliados e o ponto de

corte da homocisteina, bem como o grau de deméncia dos pacientes, o tempo de
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manifestacdo dos sintomas e a histéria de doenca vascular. Tais fatores podem

justificar a auséncia de consisténcias entre os varios estudos.

Quanto aos niveis de Hcy encontrados nos trés grupos do presente estudo, estes
foram similares, contrariamente ao esperado. Todavia, como muitos dos pacientes
com DA e CCL faziam uso de vitaminas no momento da coleta de sangue, atribuiu-
se a auséncia de diferenca entre os grupos para os niveis de Hcy, parametro
potencialmente indutor de lesédo microvascular, a ingesta de vitamina B12, que reduz
os niveis deste aminoéacido. E importante ressaltar, todavia, que niveis elevados de
homocisteina, em algum momento, na fase produtiva da vida destes pacientes
poderao ter contribuido para o desenvolvimento de lesdo microvascular facilitando a

instalacdo da DA.

Assim, varios pesquisadores relataram uma melhor recuperacao da funcéo cognitiva
nos casos em que a suplementacdo de vitamina Bi, foi feita em pacientes com o
diagnéstico inicial da DA (CUNHA et al.,, 1995). No entanto, ndo ha ainda dados
suficientes para comprovar a correlacdo entre suplementacdo de vitamina B, e a
melhora da fungdo cognitiva em pessoas com deméncia e niveis plasmaticos
reduzidos dessa vitamina. Estudos clinicos aleatérios bem definidos com relagdo a
faixa etaria dos pacientes, o grau de deméncia, o tempo de manifestacdo dos
sintomas, a histéria de doenca vascular, bem como o ponto de corte da
homocisteina s&@o necessarios para elucidar a relacdo causal/efeito entre

hiperhomocisteinemia e sindromes demenciais.

6.5 Microparticulas plaquetarias (MPPs)

O aumento do numero de MPPs tem sido observado em pacientes que possuem
uma maior ativacao plaguetaria como na doenca de Alzheimer. Como as plaquetas
sdo uma importante fonte da APP, pois contém mais de 95% da APP circulante (DI
LUCA et al, 2000), justifica-se a inclusdo do estudo deste parametro no presente
estudo.
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Em um estudo realizado por Di Luca e colaboradores, em 1998, observou-se que as
isoformas da APP de plaquetas estdo alteradas em pacientes com DA. Esta
alteracdo correlacionou positivamente com a progressdo dos sintomas clinicos,
apoiando a possibilidade de considerar este parametro periférico como um marcador

de progresséao da DA.

No presente estudo, as MPPs isoladamente nao foram diferentes para os grupos
controle e DA, havendo consideravel sobreposicdo entre os valores de MPPs dos
grupos controle e DA. Este estudo mostrou apenas evidéncia de diferenca
significativa nos valores de MPPs dos pacientes com CCL quando comparados ao
grupo controle. Todavia, nenhuma explicagcédo para tal fato pode ser aventada.

Os nossos resultados estdo de acordo com a constatacdo anterior de Sevush e
colaboradores (1998) que também nao observaram diferenca significativa na
frequéncia de MPPs entre os pacientes com DA e idosos controles (p = 0,77).

6.6 Perfil lipidico

Estudos epidemioldgicos examinando a associacdo entre lipides e deméncia tém
reportado resultados conflitantes. A elevacdo dos niveis plasméaticos de colesterol
total tem sido associado com ambos, aumento e diminuicdo no risco de DA e/ou
deméncia vascular (DV) (LEPARA et al.,, 2009) enquanto outros estudos nao
encontram qualquer associagao (KIVIPELTO & SOLOMON, 2006; ARVANITAKIS et
al., 2008).

Segundo alguns investigadores (NOTKOLA et al., 1998; KIVIPELTO et al., 2002;
DUFOUIL et al., 2005), a elevacédo dos niveis séricos de colesterol na meia-idade
podem aumentar o risco de desenvolvimento da DA décadas depois. Além disso, a
regulacdo da homeostase do colesterol parece também ser perturbada pela
presenca do alelo ¢4 da Apo E, identificado como importante fator de risco para a DA
(SELKOE et al., 2001).
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Para avaliacdo do perfil lipidico dos participantes envolvidos neste estudo, foram
dosados os parametros colesterol total, HDL, LDL, TG, Apo A-l, Apo B e Lp(a). O
perfil lipidico dos idosos em uso de hipolipemiantes foi similar para todos os
parametros avaliados, exceto para niveis plasmaticos de HDLc e TG. No caso do
HDLc, esse parametro apresentou uma tendéncia a reducdo nos grupos CCL e DA
em comparacao ao grupo controle, fato que atribui importancia a redug¢do do HDL no
desenvolvimento da DA. Cabe ressaltar neste contexto que o uso de
hipolipemiantes, em geral, ndo contribui para o aumento do HDLc, mas sim para
uma notavel reducado do LDLc, ndo tendo sido observada diferenca significativa para
os niveis de LDLc entre os trés grupos. No entanto, os niveis de TG se mostraram
significativamente reduzidos no grupo com DA em relagdo ao grupo com CCL e
controles, o que pode ser atribuido a dieta balanceada e restritiva oferecida aos

pacientes com DA por familiares e/ou cuidadores.

O Estudo Honolulu teve como objetivo comparar a historia natural das mudancas do
colesterol total no decorrer de 26 anos: Participaram do estudo 1027 homens
americanos — japoneses que tiveram o nivel de colesterol medido 5 vezes entre
1965 e 1993 e testes para deméncia realizados em duas ocasibes entre 1991 e
1996. A alteracdo observada ao longo de 26 anos na mudanca nos niveis séricos de
CT foi estimada por uma analise de medidas repetidas, cujos resultados foram
comparados entre os homens com deméncia incidente (n=56) e naqueles sem
deméncia (n=971) ao final do periodo de avaliagdo. O estudo teve como concluséo
que niveis de colesterol nos homens que desenvolveram deméncia e, em particular,
naqueles com DA, haviam reduzido pelo menos 15 anos antes do diagndstico e
permaneceram abaixo dos niveis, quando comparados aos niveis apresentados nos
homens sem deméncia durante todo esse periodo. Este estudo concluiu que um
declinio nos niveis séricos de colesterol total pode estar associado a estagios iniciais
do desenvolvimento de deméncia (STEWART et al., 2007). Por outro lado, Zambon
e colaboradores, em 2010, concluiram que individuos com hipercolesterolemia
familiar eram mais susceptiveis do que pessoas saudaveis, de desenvolver déficit

cognitivo leve, a forma amnéstica sinalizando comumente para um prenuncio de DA.
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AplOs o0s resultados destes estudos diversos consensos surgiram, 0S quais
correlacionam a presenca de altos niveis de colesterol com risco aumentado de
desenvolver DA. Porém, alguns resultados relatados ndo se enquadram nessa
conclusao. Por exemplo, Reitz e colaboradores (2004), constataram que altos niveis
de CT em pessoas com mais de 77 anos diminuiu o risco de DA. Um estudo
posterior também desenvolvido por Reitz et al., (2008) demonstrou que altos niveis
de CT ou LDLc foram associados com uma diminuicdo do risco de desenvolver
déficit cognitivo leve em pessoas com 65 anos ou mais. Da mesma forma, Mielke et
al (2005) descobriu que um alto nivel de CT entre 70 e 79 anos reduziu o risco de

desenvolver deméncia entre a idade de 79 e 88 anos.

Duas ressalvas importantes devem ser consideradas ao avaliar os estudos
epidemioldgicos do nivel de colesterol e o risco de DA. Primeiro, muitos desses
estudos medem apenas o CT e ndo conseguem detectar os efeitos distintos de
HDLc e LDLc. Segundo, quando os participantes ja tém DA no inicio do estudo,
pode ser dificil determinar se uma mudanca no nivel de colesterol esta levando a um
efeito sobre a progressdo da doenca ou, inversamente, se as alteracdes

fisiopatologicas que acompanham a DA estéo alterando o nivel de colesterol.

Apesar de algumas diferencas significativas entre grupos observadas no presente
estudo (TABELAS 7 e 8), uma andlise do perfil lipidico como um todo, ndo permite
inferir sobre a contribuicdo dos parametros lipidicos analisados sobre o
desenvolvimento da DA. O uso de estatinas por parte de muitos participantes do
estudo e, eventualmente, de outros hipolipemiantes, a auséncia de informacdes
sobre aspectos dislipidémicos durante a vida pregressa dos participantes, o impacto
da mudanga nos habitos de vida em decorréncia da doenga e o limitado namero de
amostras analisadas em cada grupo, sdo alguns dos fatores que dificultam a
obtencdo de dados que possam suportar neste estudo o estabelecimento de

associagao convincente entre alteracdes do perfil lipidico e desenvolvimento da DA.
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6.7 Polimorfismo da Apo E

No presente estudo e, em consonancia com a literatura (FUZIKAWA et al., 2007), o
alelo mais frequente observado no grupo DA foi o €3 (56,7%), seguido pelo €4
(36,7%). Também em concordancia com os dados obtidos em outros estudos, o

alelo €2 foi o de menor frequéncia, com apenas 6,6%.

A frequéncia do alelo €4 foi significativamente maior no grupo de pacientes com DA
(36%) do que no grupo de controle (15%), o que confirma a presenca deste alelo
como um fator de risco para a DA, conforme demonstrado em outras populacdes. No
entanto, a protecdo atribuida ao alelo €2 ndo foi observada na amostra analisada,

possivelmente porque é um alelo raro na populacgéo.

O estudo do polimorfismo da Apo E revelou que os pacientes com CCL e DA
apresentaram uma frequéncia significativamente maior do alelo ¢4 em comparacéo
aos idosos que envelheceram de forma saudavel (P<0,0001), o que vem reforcar a
ideia de que este alelo predispde ao desenvolvimento de DA, embora ndo seja

patognomonico desta.

No entanto, foi possivel observar neste estudo uma maior frequéncia do alelo €4,
gquando comparado a outros estudos. Nos outros estudos a grande maioria das
populacdes apresentava frequéncia menor do que 15% para este alelo (FUZIKAWA
et al, 2008). Embora haja variacbes genéticas significativas entre populacdes de
diferentes origens e etnias, a maior frequéncia do alelo €4 encontrada nos individuos
desse estudo sugere concordancia com os relatos da literatura que indicam

associagao deste alelo com o desenvolvimento da DA e CCL (OJOPI et al., 2004).
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6.8 Possiveis diferencas intragrupos em individuos

portadores do mesmo genoétipo da Apo E (€3/e4 e g4/¢4)

Foram identificados varios fatores que predispdem o desenvolvimento da DA como a
idade, a historia familiar, fatores genéticos, ocorréncia anterior de traumatismo
craniano, individuos com sindrome de Down, hipertensao arterial, niveis elevados de
homocisteina, diabetes mellitus, baixo nivel de escolaridade e o consumo de alcool e
tabagismo em demasia. As patologias caracteristicas da idade avancada (como
arterioesclerose) sdo também fatores de risco para o desenvolvimento da DA
(BRETELER, 2000; TORRE 2004).

A luz do conhecimento de que a DA constitui uma doenca resultante de mdltiplos
fatores, buscou-se no presente estudo conhecer as variaveis que se mostraram
associadas ao desenvolvimento da DA. Dessa forma, para investigar inicialmente
quais variaveis ndo genéticas estariam associadas ao desenvolvimento da DA,
buscou-se comparar as diferentes variaveis entre os trés grupos estudados, porém
considerando como integrantes dos grupos apenas 0s participantes (ou pacientes)
carreadores do alelo ¢4 na forma homozigota (e4/e4) ou heterozigota (e3/e4)
(Tabela 11), uma vez que este alelo ja se encontra descrito como o fator genético
mais importante para o desenvolvimento da DA esporadica. Dessa forma, buscou-se

eliminar a influéncia do fator genético.

Os resultados desta analise revelaram que apenas o nivel de escolaridade e os
niveis plasmaticos de ICAM-1 foram significativamente diferentes do grupo controle.
Considerando que o0s componentes do grupo controle possuiam a mesma
predisposicdo genética para o desenvolvimento da doenca que 0s pacientes com
DA, em termos do alelo €4 (e3/e4) e (ed/ed), pode-se sugerir que outros fatores
podem ter maior contribuicdo no desenvolvimento da DA. Particularmente neste
estudo, dois fatores investigados, o baixo nivel educacional e o aumento da leséao
microvascular, atestada por altos niveis de ICAM-1 (nos pacientes com DA
comparados ao grupo controle) (Tabela 11) parecem contribuir de forma

preponderante sobre a presenca do fator genético. Uma andlise dos dados da
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Tabela 12, onde as diversas variaveis foram analisadas nos pacientes com DA
portadores de genotipos que favorecem o desenvolvimento da DA (e3/e4 e €4/e4) ou
néo (e3/e3 e €3/e2), vem corroborar com a ideia acima no que se refere a presenca
de outros fatores potencialmente importantes para o desenvolvimento da DA, no
caso o nivel educacional e o grau de lesdo microvascular. Ressalta-se que o grupo
controle apesar de portador do polimorfismo predisponente a DA, envelheceu de
forma saudavel (idade comparavel a dos pacientes), porém apresentou 0 mais alto
nivel de escolaridade com mediana de 8 anos. Contrariamente, 0s pacientes com
DA nao portadores do fator genético (e alguns até com o fator genético teoricamente
de protecdo, como os casos de €3/e2), apresentaram o0 mais baixo nivel de
escolaridade com uma mediana menor que 1 ano. Ja os pacientes com DA
portadores do fator genético predisponente (e3/e4 e e4/e4) se tornaram dementes
com uma média de escolaridade superior quando comparada aquela apresentada

pelos pacientes com DA sem o fator genético predisponente.

ApOs 0 exposto acima, pode-se inferir que para um universo de pessoas igualmente
portadoras do polimorfismo da Apo E, na forma do alelo ¢4 em homozigose ou
heterozigose, o nivel de escolaridade e o grau de lesdo microvascular assumem
grande importancia no desenvolvimento da doenca. Por outro lado, quando se
comparam dois universos de pessoas com DA, com e sem o fator genético
predisponente, aqueles sem o fator genético também podem se tornar dementes,
cuja doenca parece ser dependente do baixo nivel educacional, dentre outros
possiveis fatores. Ja para aqueles pacientes com DA portadores do fator genético
predisponente, a manifestacdo da doenca parece ser menos dependente do nivel
educacional (Tabela 12), uma vez que um nivel de escolaridade um pouco mais
avancado ndo impediu a manifestacdo da doenca. Em outras palavras, nos
individuos com 0 mesmo nivel de escolaridade a doenca é mais prevalente naqueles
portadores do fator genético alelo €é4. Em suma, os dados mostrados nesse estudo
(Tabela 12) reforcam a ideia de que o grau de escolaridade pode ser inversamente
proporcional ao desenvolvimento da DA. Todavia, naqueles portadores de fator
genético predisponente a doencga, comparados aos nao portadores, a DA pode-se
instalar a despeito de certo grau educacional, indicando que a presenca do fator
genético constitui um fator facilitador, mas nao decisivo.
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A escolaridade mostrou correlagdo positiva para o grupo controle como um fator
protetor contra a DA. No entanto, quando se toma em conta os relatérios do IBGE
para o ano de 2008 (IBGE, 2008), o nivel médio de educacao para a populacédo de
60 anos ou mais foi de 4,1 anos para todo o pais e 4,9 anos para a regido Sudeste.
O menor nivel de escolaridade (2 anos) do nosso grupo com DA estéa provavelmente

relacionado com o local de selecéo dos pacientes.

Os niveis aumentados de ICAM-1 no plasma do grupo DA sugere a existéncia de
disfuncdo endotelial. A disfuncdo endotelial esta estritamente associada com a
expressdo aumentada no plasma de moléculas de adesdo e citocinas e,
recentemente, foi relatada a presenca de um "baixo grau" de inflamacédo sistémica
em idosos afetados por deméncia (ZULIANI et al.,, 2007). Em consequéncia,
elevados niveis ICAM-1 poderia refletir a presenca de doenca aterosclerdtica
avancada. No presente estudo verificou-se que os niveis de ICAM-1 foram mais
elevados no grupo com DA. Estes resultados sugerem que o0s niveis plasmaticos de
ICAM-1 podem ser igualmente aumentados nos individuos mais velhos com DA e,

por conseguinte, independente da presenca do alelo €4.

Com base no resultado da analise de regressdo multivariada (Tabela 14), a idade
avancada, o uso de medicamentos antidepressivos e a presenca do alelo €4 foram
fatores de risco independentes para o desenvolvimento da DA. A idade revelou um
fator de risco importante, de tal forma que a frequéncia da doenca cresceu
exponencialmente com a idade. A presenca do alelo ¢4 aumenta o risco em 3,37
vezes e 0 uso de antidepressivos foi 0 mais importante fator de risco com OR de
9,21. Ha fortes indicios de interacdo entre DA e os fatores de risco de doenca
cardiovascular, particularmente na doenca de DA tardia. Contudo no presente
estudo, nado foi possivel observar associagéo significativa nos marcadores de leséo
vascular estudados em relacdo a DA. Cabe ressaltar que nao foi possivel fazer a
analise de regressao multivariada com a escolaridade, uma vez que nao foi possivel

obter este dado de todos os individuos do estudo.
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6.9 LimitacOes do estudo e perspectivas

Este estudo pretende ter respondido os objetivos propostos, mesmo apresentando
algumas limitacdes. Admite-se que o pequeno numero amostral, bem como o carater
multifatorial da doenca de Alzheimer, o uso de medicamentos e a presenca de
doencas intercorrentes tenham ocasionado o achado de resultados inesperados,
dificultando a devida interpretacdo para alguns biomarcadores avaliados. Todavia,
cabe ressaltar que apesar da selecao criteriosa dos individuos do grupo controle, 0s
mesmos foram recrutados no SESC, o que pode ter contribuido para a ocorréncia de
viés relacionado a dieta e a realizacdo de exercicios fisicos regulares, constituindo
fatores que podem modificar positivamente a histéria natural da DA. Outra limitacdo
importante esta relacionada a heterogeneidade dos participantes do estudo,
principalmente no que tange ao nivel educacional, uma vez que 0s outros dois
grupos, DA e CCL, foram selecionados no HC-UFMG. Como mostra a Tabela 1, a
média de escolaridade dos individuos do grupo controle foi significativamente maior
do que a média observada nos grupos DA e CCL. Para minimizar as discrepancias
entre 0s trés grupos, ja que a procedéncia do grupo controle foi diferente, foi
realizado um levantamento de todos os medicamentos em uso pelos individuos,

além de doencas intercorrentes.

Outra limitacdo apresentada pelo estudo foi a ndo realizacdo da dosagem de
creatinina sérica como um dos critérios de exclusdo na selecao dos individuos para
a avaliacdo dos niveis de homocisteina, considerando que os niveis plasmaticos de
homocisteina podem ser influénciados por insuficiéncia renal, ingestdo inadequada
de vitamina B12 e/ou acido folico. A realizacdo da dosagem de creatinina sérica
seria um parametro importante de avaliacdo para a selecéo dos individuos, visto que
aproximadamente dois tercos dos idosos apresentam declinio do clearence de
creatinina. Isso ocorre devido as alteragdes do envelhecimento e presenca de

afeccdes, tais como nefroesclerose e diabetes (REFSUM et al., 2004).

Cumpre ainda ressaltar que os resultados obtidos neste estudo sinalizam para a

existéncia de fatores de risco fortemente associados ao desenvolvimento da DA,
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notadamente a ocorréncia de lesdo microvascular, nivel de escolaridade baixo e o
componente genético predisponnete representado pela presenca do alelo €¢4. Os
dois primeiros fatores mencionados sdo passiveis de modificacdo mediante
orientacdo adequada. Assim, as intervencdes possiveis no estilo de vida e no
controle rigoroso dos fatores de risco associados a lesdo microvascular, tais como
os fatores que favorecem processos ateroscleroticos, devem ser estimulados e
efetivamente incorporados ao cotidiano dos individuos, bem como uma melhor
conscientizacdo dos riscos inerentes a tais fatores para toda a populacéo. Estimulo a
educacdo, orientacdo da dieta, realizacdo de exercicios fisicos, uso de
antiagregantes plaquetarios e de hipolipemiantes, tratamento adequado das
comorbidades associadas e acompanhamento rigoroso dos pacientes por equipe
multidisciplinar, sdo algumas das medidas estratégicas que contribuirdo
decisivamente para a melhoria da qualidade de vida dos individuos de forma global
0 que poderéa repercutir favoravelmente no desenvolvimento de doencas crénico-

degenerativas de modo geral.

A adocéo das medidas citadas anteriormente, possibilitando a correcéo de diferentes
variaveis clinicas e laboratoriais talvez traga importantes insights na epidemiologia
da DA, doenca essa de carater multifatorial. Tais medidas parecem promissoras e

devem ser incentivadas em nosso meio.

Ao longo da execucdo deste estudo, outros aspectos relevantes foram vislumbrados
motivando interessantes discussdes, novas ideias para pesquisas e melhoramentos
na conducéo experimental. O grupo de estudos pretende, em breve, avaliar os perfis
hemostéatico e inflamatorio, além de outros aspectos moleculares diferentes do
polimorfismo da apolipoproteina E, nas amostras obtidas dos integrantes do

presente estudo.
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7. CONCLUSOES

A analise conjunta dos dados obtidos no presente estudo permite concluir que:
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7. CONCLUSOES

a elevacao gradativa dos niveis plasmaticos de ICAM-1, um biomarcador de

lesdo microvascular, parece estar associada a DA;

a frequéncia do alelo €4 se mostrou desproporcionalmente elevada em

pacientes com DA e CCL em comparacédo ao grupo de idosos sem deméncia;

em consonancia com estudos anteriores, a simples presencga do alelo €4 da
Apo E ndo é suficiente para o desenvolvimento da DA, o qual apenas
aumenta o risco de DA, indicando que existem outros fatores ambientais e

genéticos importantes no desenvolvimento da mesma;

Individuos do grupo controle apresentaram niveis plasmaticos de HDLc
significativamente mais altos quando comparados aos individuos dos grupos
DA e CCL, enquanto os niveis de Apo B foram significativamente mais

elevados no grupo CCL em comparacgao aos grupos controle e DA;
0s niveis plasmaticos de homocisteina e de microparticulas plaquetarias no

grupo com DA ndo se mostraram significativamente diferentes quando

comparados aos niveis obervados para os grupos controle e CCL.
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Anexo 1 - Aprovacao do COEP

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

Parecer n°. ETIC 0118.0.203.000-10

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

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 22 de junho de 2010, apds atendidas as solicitagdes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Avaliagdo de potenciais
biomarcadores da Doenca de Alzheimer” bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

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

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coepi@prpg.ufing.br
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Anexo 2 - Termos de Consentimento Livre e Esclarecido

/ UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS /
% \ FACULDADE DE FARMACIA % \
S DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS N

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

Prezado Paciente,

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

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

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

Serdo armazenadas amostras de DNA extraidas do sangue coletado, por um periodo de cinco
anos, no Banco de Material Bioldgico do departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade
de Farmadcia. Essas amostras poderdo ser eventualmente utilizadas em futuras analises para avangos
cientificos no tratamento da doenca de Alzheimer.

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 podera
cessar sua participacao a qualqguer momento sem afetar seu acompanhamento médico em andamento.

Se no transcorrer da pesquisa vocé tiver alguma duvida, ou por qualquer outro motivo necessitar
de orientacbes, poderd procurar um dos pesquisadores: Professora Maria das Gracas Carvalho ou Gisele
Santos Goncalves no telefone (31) 3499-6881 da Faculdade de Farmacia da UFMG. Além disso, para
outros esclarecimentos, vocé poderd entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa -
COEP/UFMG, situado a Av. Antonio Carlos 6627, Unidade Administrativa Il, 22 andar, Belo Horizonte —
31270-901, telefone 3499-4592.

Ao assinar esse termo de consentimento vocé ndo esta abrindo mao de seus direitos legais.

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

Belo Horizonte, de de 20

Nome do paciente:
Assinatura do paciente:

Nome do pesquisador:
Assinatura do pesquisador:
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S UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS S
% \ FACULDADE DE FARMACIA % \
S DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS N

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Responsavel Legal
PROJETO DE PESQUISA: “AVALIAGAO DE POTENCIAIS BIOMARCADORES NA DOENGA DE ALZHEIMER”

Prezado Responsavel Legal,’

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

Se vocé concordar com a participacao do paciente, ele podera participar da pesquisa doando 15mL
de seu sangue e a primeira urina da manha. A coleta de sangue sera realizada por um profissional com
capacidade técnica e experiéncia para estancar eventual sangramento. Serd utilizado material
descartavel de boa qualidade, visando o éxito da coleta. Esses cuidados serdo tomados porque a coleta
de amostras de sangue venoso apresenta baixo risco de acidente de punc¢do, representado
principalmente por extravasamento sanguineo subcutaneo de pequena gravidade que pode resultar em
leve dor localizada e formag¢ao de pequeno hematoma.

Todos os dados gerados nessa pesquisa serdo mantidos em sigilo e apenas a equipe de
pesquisadores terd acesso a eles. Cada participante serd identificado por um cddigo. O nome do
paciente e os resultados dos exames serdao mantidos em segredo. Vocé podera ter acesso aos resultados
individuais do paciente.

Serdo armazenadas amostras de DNA extraidas do sangue coletado, por um periodo de cinco
anos, no Banco de Material Bioldgico do departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade
de Farmacia. Essas amostras poderdo ser eventualmente utilizadas em futuras andlises para avancos
cientificos no tratamento da doenca de Alzheimer.

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

Se no transcorrer da pesquisa vocé tiver alguma duvida, ou por qualquer outro motivo necessitar
de orientacbes, poderd procurar um dos pesquisadores: Professora Maria das Gracas Carvalho ou Gisele
Santos Gongalves no telefone (31) 3499-6881 da Faculdade de Farmacia da UFMG. Além disso, para
outros esclarecimentos, vocé poderd entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa -
COEP/UFMG, situado a Av. Antonio Carlos 6627, Unidade Administrativa Il, 22 andar, Belo Horizonte —
31270-901, telefone 3499-4592.

Ao assinar esse termo de consentimento vocé e o paciente ndo estardo abrindo mao de seus direitos legais.

Declaro que concordo que o paciente participe como voluntdrio do projeto de pesquisa “AVALIACAO DE
POTENCIAIS BIOMARCADORES NA DOENCA DE ALZHEIMER” e autorizo a doacdo de seu sangue, urina e
amostras de DNA que serdao armazenadas para eventuais futuras anadlises sobre a doenca de Alzheimer e
gue recebi copia do presente Termo de Consentimento.

Belo Horizonte, de de 20

Nome do paciente:
Nome do responsavel legal:
Assinatura do responsavel legal:

Nome do pesquisador:
Assinatura do pesquisador:
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S UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS S
% \ FACULDADE DE FARMACIA % \
S DEPARTAMENTO DE ANALISES CLINICAS E TOXICOLOGICAS N

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

Prezado Paciente,

Vocé estd sendo convidado para participar desta pesquisa como voluntario no grupo controle, sem
custo algum pelos exames realizados. O objetivo deste projeto é estudar potenciais marcadores em
pacientes com déficit cognitivo leve e doenca de Alzheimer. Este conhecimento contribuird para o
diagnéstico precoce e tratamento da doenca de Alzheimer.

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

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

Serdo armazenadas amostras de DNA extraidas do sangue coletado, por um periodo de cinco
anos, no Banco de Material Bioldgico do departamento de Andlises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade
de Farmadcia. Essas amostras poderao ser eventualmente utilizadas em futuras andlises para avangos
cientificos no tratamento da doenca de Alzheimer.

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

Se no transcorrer da pesquisa vocé tiver alguma duvida, ou por qualquer outro motivo necessitar
de orientagdes, poderd procurar um dos pesquisadores: Professora Maria das Gracgas Carvalho ou Gisele
Santos Goncgalves no telefone (31) 3499-6881 da Faculdade de Farmacia da UFMG. Além disso, para
outros esclarecimentos, vocé poderd entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa -
COEP/UFMG, situado a Av. Antonio Carlos 6627, Unidade Administrativa Il, 22 andar, Belo Horizonte —
31270-901, telefone 3499-4592.

Ao assinar esse termo de consentimento vocé ndo estd abrindo mao de seus direitos legais.

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

Belo Horizonte, de de 20

Nome do paciente:
Assinatura do paciente:

Nome do pesquisador:
Assinatura do pesquisador:
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Resumo: A doenca de Alzheimer (DA) é um problema de salde publica em
razdo do envelhecimento populacional, cujo desenvolvimento esta relacionado
a fatores genéticos e ambientais. Até o momento, uma das principais
alteracdes moleculares associadas com o estabelecimento da DA consiste no
polimorfismo da apolipoproteina E (ApoE). Existem trés alelos principais do
gene ApoE chamados de €2, ¢e3 e €4. O alelo da ApoE €4 é mais
frequentemente encontrado em pacientes com DA, quando comparado com a
individuos saudaveis, tendo sido associado com maior risco da doenca, com
idade menor para inicio dos sintomas em ambas as formas familiar e
esporadica e com maior déficit cognitivo. No entanto, cabe ressaltar que a
variante €4 do gene ApoE é um fator de risco e ndo uma causa determinante
de DA. Dessa forma, existem individuos que possuem os dois alelos de ApoE
na forma €4 e nao apresentam DA, como também individuos que apresentam

apenas alelos €2 ou €3, e encontram-se acometidos pela DA.

Palavras-chave: doenca de Alzheimer. apolipoproteina E. deméncia. genética.
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Introducéao

Nos Ultimos anos, o Brasil vem apresentando um novo padrédo
demografico que se caracteriza pela reducdo da taxa de crescimento
populacional e por transformacgdes profundas na composi¢cdo de sua estrutura
etaria, com um significativo aumento do contingente de idosos (IBGE).
Juntamente com o envelhecimento populacional, aumenta a prevaléncia de
doencas intimamente relacionadas a senescéncia, como as coronariopatias, as
neoplasias, a osteoporose e as deméncias (APRAHAMIAN et al., 2009).

A deméncia € uma sindrome caracterizada pela perda ou déficit das
habilidades cognitivas, como memodria e linguagem, por mudancas
comportamentais e por um declinio significativo na realizacdo de atividades
diarias (DESAI et al, 2010). Dentre as diversas causas de deméncia, a Doenca
de Alzheimer (DA) é a principal, sendo responsavel por, pelo menos, metade
dos casos.

A DA é considerada um distdrbio poligénico e multifatorial. Diversos
genes tém sido associados a doenca, como o gene da proteina precursora
amildide (APP) e das presenilinas 1 e 2 (PS1 e PS2), com grande importancia
nos casos de DA familiar. No entanto, é o gene da apolipoproteina E (ApoE),
que codifica uma glicoproteina envolvida no metabolismo e transporte de
lipidios no organismo, que tem sido relatado como o principal fator de risco
genético para a doenca de instalacdo tardia, particularmente nos individuos
que possuem o alelo €4 (OJOPI et al, 2004; CACABELOS, 2007a). O alelo €4
foi encontrado com uma frequéncia de 39% em portadores da DA, valor cerca
de quatro vezes maior que o encontrado nos individuos saudaveis no sul do
Brasil (DE-ANDRADE et al., 2000).

Outros fatores de risco para a DA, comumente citados na literatura, sdo
idade avancada, historia familiar de deméncia, sexo feminino, sindrome de
Down e os fatores de risco para a doencga cardiovascular, como hipertensao
arterial, diabetes mellitus, dislipidemia e tabagismo (MUNOZ & FELDMAN,
2000).

Diante desse contexto, torna-se fundamental o conhecimento de fatores
genéticos e ambientais potencialmente associados ao desenvolvimento da DA,
a fim de que sejam identificados precocemente os individuos sob risco de
desenvolvimento da doenca ou mesmo para a ado¢cdo de medidas profilaticas
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cabiveis visando retardar o aparecimento da mesma. Muita atencdo deve ser
prestada aos fatores de risco ambientais, uma vez que estes podem ser
modificados, o que revertera indubitavelmente em algum beneficio as pessoas

gue apresentam a predisposicao geneética.

A genética da Doenca de Alzheimer

A etiologia da DA é multifatorial, devido a uma complexa combinacao de
fatores genéticos, pessoais e ambientais. Na sua forma familiar, € transmitida
sob um padrdo de heranca autossémico dominante, mas a forma familiar
representa apenas 5% dos casos. Aproximadamente 50% das pessoas com
histéria familiar de DA acabam por desenvolver a doenca. Os casos
hereditarios tém tendéncia para se manifestarem particularmente cedo, na
meia-idade, e ndo na velhice. Contudo, a patologia € indistinguivel clinicamente
dos casos esporadicos. Apesar dos casos hereditarios e dos esporadicos terem
origem nos mesmos processos bioldgicos, a ocorréncia de mutacdes pode
provocar aceleracfes na patogénese (MONTE et al, 1997).

Do ponto de vista anatomopatoldgico, os achados na DA incluem perda
neuronal com atrofia cerebral; degeneracdo sinaptica; placas neuriticas (ou
senis) contendo depdsitos extracelulares de proteina beta-amildide (AB),
originados da clivagem anormal da proteina precursora beta-amildide (APP);
além de emaranhados neurofibrilares localizados normalmente no citoplasma
perinuclear e composto de proteinas “tau” anormalmente fosforiladas (SAMAIA
& VALLADA FILHO, 2000; BARROS et al., 2009).

Segundo a hipétese da cascata amiloidal, a APP é uma proteina
transmembrana que sofre clivagem por a-, B- e y-secretases, produzindo o
fragmento peptidico AB, cuja forma mais comum é um fragmento de 40
aminoacidos. A neurodegeneracao na DA é causada pela clivagem proteolitica
anormal da APP, determinada por (- e y-secretases, que favorecem a
producdo de um fragmento de 42 amino&cidos. Esse fragmento apresenta
maior capacidade de agregagdo e deposicdo na parte extracelular dos
neurénios, levando consequentemente a formacgao de fibras amiléides e placas
senis (LUCATELLI et al, 2009; BEKRIS et al, 2010). Além disso, ocorre a
formacao de novelos neurofibrilares, que consistem em filamentos helicoidais

da proteina tau hiperfosforilada que se acumulam no citoplasma neuronal
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(MUNOZ & FELDMAN, 2000). A funcdo normal dessa proteina € estabilizar os
microtubulos neurais, papel que, na DA, estaria prejudicado (PARIHAR &
TARUNA, 2004; RUDY et al, 2010).

Ja segundo a hipétese colinérgica, a DA ocorre devido a degeneracéo
dos neurbnios colinérgicos no prosencéfalo basal e déficit dos marcadores
colinérgicos devido a: inibicdo da liberacdo de acetilcolina, reducdo da
captacdo da colina, e diminuicdo da concentragao intracelular de acetilcolina e
da atividade da colina acetiltransferase. O declinio da neurotransmisséo
colinérgica resultante desses fatores causa deterioracdo da funcdo cognitiva e

manifestacdes neuropsiquiatricas da doenca (AULD et al, 2002).

O gene da Apolipoproteina E

O gene humano ApoE, localizado no bragco longo do cromossomo 19
(19913.2), codifica uma glicoproteina de 317 aminoacidos, que constitui uma
das muitas classes de apolipoproteinas que transportam lipidios no plasma e
em outros fluidos corporeos. Seu papel é fundamental na redistribuicdo de
trigliceridios e de colesterol em diferentes tecidos (OJOPI et al, 2004). Esse
gene é composto de trés alelos comuns (€2, €3 e €4). Esses alelos séo
definidos por 2 polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) nos residuos 7412 e
429358 (BARBER, 2010; BEKRIS et al, 2010).

As isoformas protéicas produzidas por esses alelos diferem na
composicao de aminoacidos nas posi¢coes 112 e/ou 158. O alelo €2 possui 0
aminoacido cisteina em ambas as posi¢coes da proteina; o €3, cisteina na
posicao 112 e arginina na 158 e o alelo €4 possui arginina nas duas posi¢coes
(OJOPI et al, 2004). Essa substituicdo cisteina-arginina afeta a estrutura
tridimensional e as propriedades de ligacdo aos lipidios entre as isoformas
(BERKIS et al, 2010).

A ApoE é também a principal apolipoproteina encontrada no cérebro
(OJOPI et al, 2004). Ela coordena a mobilizacao e a redistribuicdo do colesterol
da mielina e das membranas neuronais (LEDUC et al, 2010). Além disso, esta
envolvida no reparo sinaptico em resposta a injuria tecidual, na manutencao da

estrutura neuronal e na funcao colinérgica (MUNOZ & FELDMAN, 2000).
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As combinacdes dos trés alelos dédo origem a seis genotipos diferentes e
sua frequéncia varia entre diferentes grupos étnicos. O alelo mais comumente
encontrado na populagdo caucasiana € €3, correspondendo a
aproximadamente 78% dos individuos. A frequéncia dos alelos €2 e €4 é
aproximadamente de 8% e de 14%, respectivamente na mesma populacao
(MUNOZ & FELDMAN, 2000).

Um estudo feito na regido sul do Brasil identificou uma forte associagéo
entre ApoE €4 e DA, tendo sido o alelo €4 encontrado com uma frequéncia de
39% em portadores da DA, valor cerca de quatro vezes maior que O
encontrado nos individuos saudaveis da mesma localidade (DE-ANDRADE et
al., 2000). Outro estudo com 126 individuos brasileiros (SOUZA et al., 2003)
mostrou que a frequéncia do alelo €2 foi consideravelmente menor no grupo de
pacientes com DA (1%; n = 68); as frequéncias do alelo ApoE €3 e do gendtipo
ApoE €3/e3 foram maiores nos controles (84% e 72%, respectivamente; n =
58), enquanto as frequéncias do alelo ApoE ¢4 e do gendtipo ApoE €3/e4 foram
maiores nos individuos com DA (25% e 41%, respectivamente).

Independentemente da etnia, o alelo €4 é mais frequentemente
encontrado em pacientes com DA, quando comparado ao grupo controle, tendo
sido associado a um maior risco do desenvolvimento da doenca, com idade
menor para inicio dos sintomas em ambas as formas familiar e esporadica e
com maior déficit cognitivo (DURON & HANON, 2008; BEKRIS et al, 2010).

A presenga do alelo ¢4 demonstrou uma maior associagdo com o
namero de placas senis e placas vasculares, além de uma reducéo da funcdo
colinérgica em cérebros de pacientes portadores de DA (SAMAIA & VALLADA
FILHO 2000; OJOPI et al., 2004). Além disso, os portadores do alelo &4,
conforme dito anteriormente, tendem a desenvolver os sintomas de DA mais
precocemente, efeito ainda mais evidente nos homozigotos. Em contraste, o
alelo €2 pode conferir um discreto efeito protetor porque sua frequéncia é
menor entre individuos com DA quando comparado a populacdo geral, mas
este resultado ndo tem se reproduzido sistematicamente. Quando individuos
com alelos €2/e3 apresentam DA, a idade de inicio € mais avangada que nos
carreadores de €4 (TSAI et al.,, 1994; OJOPI et al.,, 2004; VALE, 2006;
SERENIKI & VITAL, 2008; HUEB, 2009).
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Estudos epidemioldgicos demonstraram que, em individuos com DA, a
frequéncia do alelo €4 €& desproporcionalmente elevada, com valores
geralmente situados entre 25% e 40%. Pessoas com um alelo €4 tém entre 2,2
e 4,4 mais chance de desenvolver DA que pessoas com alelos €3/€3, enquanto
os homozigotos para o alelo €4 tém de 5,1 a 34,3 maior chance (FARRER et
al, 1997; OJOPI et al., 2004; VALE, 2006; SERENIKI & VITAL, 2008; HUEB,
2009).

Schachter e colaboradores (1994) demonstraram que pessoas que
possuem o alelo €2 tém maior probabilidade de se tornarem centenarias que
aquelas com o alelo €3, que, por sua vez, parecem ter maior sobrevida que
pessoas com o alelo €4.

Os mecanismos pelos quais o alelo €4 poderia influenciar na patologia
da DA sdao incertos. No entanto, tém sido sugeridos: atuacdo no metabolismo
da APP e no acumulo do peptideo AB em placas senis e vasculares, aumento
da hiperfosforilacdo da proteina tau e formacdo de novelos neurofibrilares,
reducdo da funcdo colinérgica cerebral, aumento de processos oxidativos,
inflamatoérios ou de apoptose neuronal e alteracdo do metabolismo e do
transporte lipidicos, assim como da biossintese de membranas neuronais
(CORDER et al.,, 1998; CZYZEWSKI et al.,, 1998; CACABELOS, 2007b;
DURON & HANON, 2008).

Além da influéncia exercida na DA, essas isoformas tém sido
relacionadas com os niveis plasmaticos de lipidios e com o risco de doenca
cardiovascular, sendo que os alelos €2 e €4 frequentemente tém exercido
efeitos opostos (DE-ANDRADE et al, 2000). O alelo €4 tem sido associado com
altos niveis plasmaticos de colesterol total e de LDL, ambos considerados
fatores de risco para o desenvolvimento da aterosclerose. E também provavel
gue esse polimorfismo influencie o desenvolvimento de deméncia por meio de
processos neurodegenerativos e de aterogénese (JASINSKA-MYGA et al,
2007).

Um estudo realizado por de-Andrade e colaboradores (2000) no sul do
Brasil demonstrou a associacdo do alelo €2 com baixos niveis de triglicérides e
de colesterol total e ndo-HDL em homens e mulheres. Inversamente, o alelo €4
foi associado com altos niveis desse lipidio, mas a relacdo so foi observada em

mulheres.
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A contribuicdo da presenca do alelo €é4 no desenvolvimento da DA esta
presente em ambos 0s sexos, etnias e em todas as idades, embora a forga de
associacdo pode varia dependendo destes fatores (MUNOZ & FELDMAN
2000). A idade possui um papel particularmente importante no desenvolvimento
de DA, uma vez que o risco de desenvolver a doenca parece aumentar com a
idade até certo ponto, a partir do qual cai vertiginosamente. A presenca de dois
alelos €4 é responsavel por uma grande diminuicdo na idade de inicio da
doenca, enquanto que a presenca de apenas um alelo €4 é responsavel por
uma diminuicdo menos acentuada (PANZA et al., 2002). Um estudo recente
avaliou o grau de risco conferido pelos diferentes genétipos de apoE entre
individuos da mesma faixa etaria. Os resultados mostram que individuos com
idade de 80 anos que apresentam €3/e4 possuem uma taxa de incidéncia de
DA aumentada em 3,4 vezes em relacdo a individuos €3/€3. Individuos que
sao €4/e4 possuem taxa de incidéncia aumentada 9,4, enquanto os que
possuem a isoforma €2 apresentam redugao de 43% no risco apresentado por
um individuo €3/€3, sugerindo um papel protetor do alelo €2 (EWBANK, 2002).

Diversos estudos confirmam que a simples presenca da isoforma €4 de
ApoE néo é suficiente para o desenvolvimento da DA. No entanto, os alelos da
apoE sao fatores importantes que, de acordo com sua variagao, tém o efeito de
induzir ou proteger contra a doenca no processo de instauracdo da doenca.
Neste sentido, alguns grupos vém estudando o papel dos polimorfismos da
regido promotora do gene ApoE e sua influéncia no desenvolvimento da DA.
Polimorfismos na regido promotora dos genes podem alterar a sua transcrigcao,
gerando diferentes quantidades do RNA mensageiro e da respectiva proteina.
Na regido promotora do gene da apoE, ja foram identificados polimorfismos nas
regides -219 G/T, -427 C/T e -491 AIT (OJOPI et al., 2004).

Embora o estudo da genética da DA ja esteja avancado, muitas lacunas
ainda existem sobre os seus mecanismos de instauragcédo, desenvolvimento e
fatores de risco associados, quer sejam eles genéticos ou ambientais. Os
futuros avancos e achados da genética poderdo ser utilizados no diagnéstico
precoce da doenca, no seu tratamento ou mesmo na elaboracdo de estratégias
de prevencdo. Deve-se ressaltar que ha um consenso na comunidade
cientifica: a determinacdo das isoformas de ApoE ainda é insuficiente como
método diagndstico.
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Consideracdes finais

A Doenca de Alzheimer (DA) estd relacionada a alguns fatores
genéticos, sendo a associacdo com o0s polimorfismos da apolipoproteina E
(ApoE) bem caracterizada em varias populagdes. A presenga do alelo €4 é um
fator de risco para o desenvolvimento da doenca. Seja qual for o mecanismo
pelo qual a presenca de €4 leva ao desenvolvimento da DA, ao menos um
ponto ja esta claramente estabelecido: individuos carreadores do alelo €4
apresentam risco aumentado de desenvolvimento da doenca. Entretanto,
algumas questbes sobre seus efeitos neurotdéxicos ainda precisam ser
comprovadas, podendo-se destacar o papel especifico da ApoE na formacgéao
de placas amiloides e emaranhados neurofibrilares. Porém, deve-se enfatizar
que a variante €4 do gene ApoE € um fator de risco e ndo uma causa
determinante de DA. Existem individuos que possuem os dois alelos na forma
€4 e ndo apresentam DA, e também individuos que apresentam apenas alelos

€2 ou €3, mas encontram-se acometidos pela doenca.
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Abstract

Early diagnosis of dementia allows identification of treatable forms, as well as to
prevent and/or minimize the effects of the disease. An association between
neuropsychiatric disorders and vitamin B12 deficiency, which may result in
hyperhomocysteinemia, has been suggested in the literature. Several
investigators have reported a better recovery of cognitive function in cases that
vitamin B, suplementation was performed in patients with initial diagnosis of
dementia. However, some questions about neurotoxic effects of
hyperhomocysteinemia still have to be established. There are not yet enough
data to prove whether vitamin B, supplementation can improve cognitive
functions in subjects with dementia with reduced plasma levels of this vitamin.
Randomized clinical studies with well-defined relationship to patient age, degree
of dementia, onset time of symptoms, history of vascular disease, and the cutoff
of homocysteine are necessary to elucidate the cause/effect relationship

between hyperhomocysteinemia and dementia.

Key Words: Dementia; Alzheimer Disease; Hyperhomocysteinemia; B vitamins.
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Introduction

Aging of world population is a growing phenomenon with direct implications in
the public health systems. The first changes observed during the normal aging
process manifest as low deficits in immediate memory. Dementia syndromes
are morbidities generally degenerative and progressive, which implicate not
only in major mental but also in physical and physiological disorders. Symptoms
are characterized by memory reduction and other deficits in the cognitive
domains as language, and visuospatial or executive functions, sufficient to

interfere socially with the patient (Nitrini et al. 2005 ).

Dementia syndromes have achieved epidemic proportions, with an estimated
number of 4,6 millions of new cases in the world each year. Among these,
Alzheimer disease (AD) and ischemic cerebrovascular disease are the most
important. Those syndromes are related to atherosclerosis, cerebral
microvascular abnormalities and hypertension, conditions frequently associated

to patients with AD and vascular disease (Caramelli and Barbosa, 2002).

Although they are strongly associated to the age, dementia syndromes are not
an unavoidable part of aging, but are diseases caused by exposure to several
nongenetic factors, among them, age and high plasma concentration of
homocysteine (Smith 2008).

Early diagnosis of dementia is important, because it allows the identification of
treatable forms, as well as to prevent and/or minimize the effects of the disease
on patients and their families (Fridman et al. 2004). The obligatory laboratorial
exams in the etiologic investigation of a dementia syndrome include routine
blood tests, investigation of thyroid, liver and kidney functions, serological tests
to syphilis, HIV and dosage of vitamin Bi, (Caramelli and Barbosa 2002;
Aprahamian et al. 2009).
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Homocysteine and its metabolism

Homocysteine is synthesized from the metabolism of metionine, essential
amino acid found in meat and derived from animal products. Metionine is
converted to S-adenosil-metionine, which is demethylated to S-adenosil-
homocysteine and then hydrolyzed to adenosine and homocysteine (Scott and
Weir 1988).

It is believed that excess of homocysteine in the blood, which features the
hyperhomocysteinemia, may predict the formation of blood clots and fat
deposits on blood vessels, contributing to the atherosclerotic processes
(Gebara and Matioli 2006).

Hyperhomocysteinemia is associated to the activation and platelet aggregation,
elastase activation, increase of arterial calcium deposits, formation of highly
atherogenic hydroxycholesterol, degradation of polyunsaturated fatty acids,
formation of lysolecithin, aldehydic modification of lysine residues, alterations in
the receptors of low-density lipoproteins, increase of atheromatous plaque in
large arteries, proliferation of vascular smooth muscle cells, increase of LDL
oxidation and commitment of the nitric oxide bioavailability (Seshadri and Wolf
2003). Thus, hyperhomocysteinemia increases the risk of cerebral vascular
accident and may have a direct neurotoxic effect that may cause cerebral lesion
and neuropsychiatric disorders. Hyperhomocysteinemia also presents a
potentiating effect of cardiovascular risk when associated to hypertension,

smoking and diabetes mellitus (Gebara and Matioli 2006).

Complex B vitamins, including vitamin Bi,, Bg € Bg (folic acid), are essential to
the metabolism of homocysteine. This amino acid may be metabolized by the

remethylation cycle or by the trans-sulphuration via (Figure 1).

During the remethylation, homocisteine is converted to methionine by two
distinct reactions. The first occurs in the liver, where part of homocysteine is
remethylated by betaine homocysteine methyltransferase, which acts as a
donor of methyl group (Figure 1). The second remethylation reaction occurs in
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other tissues and involves the transfer of methyl from N5-N10-
methyltetrahydrofolate (5,10 MTHF) to vitamin Bj,, resulting in
methylcolabamin. The enzyme methionine synthase (MS) catalyzes the transfer
of a methyl group to homocysteine to form methionine or methyl-homocysteine.
After transfering the methyl group, methyltetrahydrofolate (MTHF) is called
tetrahydrofolate (THF), which is a major substract for synthesis of the
nitrogenated base thymine, which is essential for DNA replication that precedes

cell division (Figure 1) (Guerra-Shinohara et al. 2008).

Methionine is the precursor of S-adenosilmethionine (SAM), universal donor of
methyl groups and important during the synthesis of creatine, phospholipids,
neurotransmitters, as well as in methylation reactions of DNA and RNA (Figure
1) (Guerra-Shinohara et al. 2008; Selhub and D’Angelo 1997).

During vitamin B, deficiency, the transfer of the methyl group from MTHF does
not occur. Then, there is no formation of tetrahydrofolate, which may

compromise DNA synthesis (Guerra-Shinohara et al. 2008).

Vitamin Bj, is also active in the isomerization of L-methylmalonyl-coA to
succinyl-coA. L-methylmalonyl coenzyme A mutase converts methylmalonyl-
COA to succinyl-coA. This biochemical reaction possesses an important role for
energy production from fat and proteins and one of the products, the succinyl-
COA, is also important for the synthesis of hemoglobin (Guerra-Shinohara et al.
2008).

When the remethylation pathway is saturated or there is necessity of synthesis
of cysteine, homocysteine is metabolized for the trans-sulphurated pathway,
where occurs the irreversible condensation with a serine, by cystathionine
sintase (CBS), forming cystathionine. Vitamin Bg constitutes an essential
cofactor for this reaction. Subsequently, cystathionine is converted in cysteine,
which is metabolized to sulfate and excreted in urine (Figure 1) (Selhub and
D’Angelo 1997).
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Methionine metabolism is regulated by availability of SAM. CBS enzyme is
activated in the presence of SAM, which also inhibits the
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), which converts 5,10 MTHF to 5-
MTHF. SAM is dependent of glicine methylation that removes the excess of
methyl groups and is inhibited by methyltetrahydrofolate (Guerra-Shinohara et
al. 2008).

S-ADENOSYL-METHIONINE

( THF METHIONINE /—\4

Methionine Dimethyl glycine
5,10 MTHF Synthase
VIT. B12 NS Betaine
MTHFR
S-ADENOSYL-HOMOCYSTEINE
HOMOCYSTEINE
5-MTHF

FIGURE 1: Metabolic pathways of homocysteine. THF, tetrahydrofolate; MTHF,
methyltetrahydrofolate; MTHFR, methyl tetrahydrofolate reductase.

SAM is the most important donor of methyl groups in the brain and the
methylation of homocysteine is related to the integrity and maintenance of
mielin, synthesis and inactivation of neurotransmitters, synthesis and
methylation of DNA and RNA. The etiology of several psychiatric and neurologic
diseases is related to disturbances in the methylation and increased plasma
homocysteine levels constitute a risk factor to those diseases (Obeid et al.
2007). Vitamin Bi, deficiency is frequently accompanied by neurological or
psychiatric disorders, features which may precede megaloblastic anemia

development (Loikas et al. 2007).
Vitamin Bg, in the form of pyridoxal phosphate, acts as a cofactor in the

regeneration process of acid N5-methyltetrahydrofolate (Guerra-Shinohara et

al. 2008) while vitamin Bg (folic acid or folate) in the form of N5-methyl-
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tetrahydrofolate donates a methyl group for the formation of methylcobalamine.
Folic acid is an important vitamin for growing and cellular division, as well as for

the synthesis of DNA and RNA, mainly during childhood and pregnancy.

Deficiency of folic acid is associated to the impairment of growth, anemia, lost of
weight, besides to behavioral and digestive disorders. During pregnancy, this
deficiency is suggested as a cause of serious delay in the myelination of the

fetal nervous system (Lovblad et al. 1997).

Sources of vitamins B complex

Usual sources of vitamin B, are animal products, meat, milk, eggs, fish and
seafood, and fortified cereals. The bioavailability of vitamin B, in humans from
the intake of fish, mutton and chicken is, respectively, 42%, 56-89% and 61 to
66%. The absorption of this vitamin after eating eggs is reduced compared with
the absorption of other products of animal origin (Watabe 2007). Green leafy
vegetables, citrus fruits, liver meat and whole grains, chestnut, beans and peas,
and fortified cereals are the main sources of folic acid (Watabe 2007), while
vitamin Bg is present in non-citrus-fruits, poultry meat, beans, asparagus,
cabbage and artichoke, banana, chestnut, cabbage, spinach, sweet potato,
pumpkin, liver meat, whole grains, broccoli, besides other vegetables and
fortified cereals (McCully and McCully 2000).

Vitamin By, in the elderly

People aged over 50 often show impaired absorption of vitamin Bi,, which
requires mainly consumption of foods fortified with this vitamin. Intake of
riboflavin (vitamin B,) may function as a cofactor of the enzyme 5,10-
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), resulting in a slight reduction of
plasma homocysteine levels (McCully and McCully 2000). Vitamin Bi»
deficiency is particularly common in these people, but often undiagnosed
because of its subtle clinical presentation, although it may present serious
consequences, specially hematologic and neuropsychiatric manifestations
(Loikas et al. 2007).
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Boushey et al. (1995) suggested a diet with an increase of 350mg/day in folic
acid intake for men, and 280 mg/day for women, and calculated that it would
prevent 30,500 and 19,000 deaths annually caused by vascular disease in men

and women, respectively.

Reflection of plasma concentration on the intracellular concentration is a
complicating factor in the laboratory investigation of vitamin Bi,. Then,
determination of methylmalonic acid appears as a more sensitive marker to
detect deficiency of this vitamin. Methylmalonic acid is a dicarboxylic acid from
propionic acid, which is obtained after the catabolism of some amino acids and
fatty acids. As described before, vitamin Bi, participates in the metabolism of
methylmalonic acid to succinic acid. As vitamin Bj, deficiency occurs, even in
situations in which plasma levels are still within the reference range, there is
impairment in the methylmalonic acid metabolism. As a consequence, there is
increase of its plasma levels, which makes it a more sensitive marker to
determinate the vitamin B, deficiency. Other advantages include its stability
(more stable than vitamin B;,) and plasma concentration (about a thousand
times higher than vitamin Bj;;) (Erdogan et al. 2010). Thus, inclusion of

methylmalonic acid determination in the follow-up of elderly people is desirable.

HERP (homocysteine-inducible endoplasmic reticulum stress protein)

Recent studies related to a protein known as HERP revealed that this protein
leads to an increased amyloide-beta production AB in cell culture. HERP is
present in the hippocampal formation and cortical neurons, where its expression
is induced by endoplasmic reticulum stress. It is assumed that HERP has a
neuroprotective function, because it is elevated in patients with AD.
Furthermore, the overexpression of this protein protects neuronal cells culture
against induced death by endoplasmic reticulum stress. It's believed that the
HERP promotes homeostasis of calcium release by endoplasmic reticulum,

which guarantees the neuroprotective action (Ho Pl et al. 2001).
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Hyperhomocysteinemia and dementia syndromes

Hyperhomocysteinemia is associated to an increased risk of venous and arterial
thrombosis, which may be explained by the toxic effect of homocysteine on the
vascular endothelium. Homocysteine may also leads to arterial lesion by
promoting the oxidation of LDL cholesterol. Oxidized LDL is recognized by
receptors on the macrophage membrane, and when it occurs on artery walls,
there is development of foamy cells filled with lipid droplets, which corresponds
to the first step towards the formation of atheromatous lesions (Pancharuniti
1994).

Hyperhomocysteinemia is also associated to a higher risk of complications
during pregnancy, as pre-eclampsia, recurrent abortions and placenta previa,
besides fetal malformation (defect in neural tube, heart defect, cleft palate,
harelip, etc.) and low birth weight (Lovblad et al. 1997; Alperin et al. 1969;
Bower and Stanley 1989; Chanarin 1987; Kirke et al. 1998; Laurence 1992;
Lindenbaum et al. 1988; Ray and Laskin 1999).

Several studies have been conducted to evaluate the relation between the
hyperhomocysteinemia and the cognitive deficiency, characteristic of dementia
syndromes (Herrmann and Obeid 2011). However, the results are conflicting.
Cunha et al (1995) investigated possible effects of supplements of vitamin B,
on cognitive function of patients with mild dementia manifested less than two
years. They assessed a total of 181 patients, although only 46 patients
presented Bi, deficiency. Treatment with B;, supplement resulted in improved

cognitive function only in three patients.

Clarke et al (1998) examined 164 patients with Alzheimer disease (AD), with
histological confirmation in 76 of them, and found that plasma levels of
homocysteine were significantly higher, while folic acid and vitamin B;, levels
were lower in patients with histological confirmation of AD in relation to control
patients. Plasma homocysteine levels above 11.1mmol/L were associated with
more rapid progression of AD, as evaluated by decreasing of the temporal lobe

size.
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An study performed in United Kingdom, which considered the cutoff point of
homocysteine of 14.5mmol/L, also revealed an association between the
increase of plasma levels of homocysteine with vitamin Bj, reduction and

increased risk of cognitive decline (Clarke et al. 2007).

Smith (2008) evaluated seventy seven transversal studies with more than
34.000 patients and 33 prospective studies with more than 12.000 patients and
all of them have shown an association between cognitive impairment and
higher plasma levels of homocysteine, or B vitamins deficiencies. However,
other studies have not found this association. Locascio et al. (2008) performed
a cohort study with 122 patients with AD. No relationship between high levels of
homocysteine and cognitive decline was observed. Similar results were
obtained by Regan et al. (2006).

A recent study in United States, which considered the cutoff point of plasma
homocysteine of 11.5mmol/L, reported no association between cognitive

decline and increase of homocysteine levels (Tangney et al. 2009).

Recently, Oulhaj et al. (2010) conducted a study which examined the global
cognitive decline of 97 patients with AD, each six months during a period of 1.5
to 9.5 years. They concluded that higher levels of homocysteine was related to
a more rapid cognitive decline, specially for patients younger than 75 years and

who had no history of vascular disease.

As some studies in the literature that search the association between cognitive
impairment and hyperhomocysteinemia are compared, several factors must be
considered such as the age of patients and the cutoff point of homocysteine, as
well as the dementia level of patients, time onset of symptoms and history of

vascular disease.

The finding that in AD there is a significant reduction of hydrogen sulfide (H»S),
a neuromodulator that produces a response to neuronal excitation, has became

closer the relation between homocysteine and this disease. Synthesis of H,S in
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the brain depends on the enzyme cystathionine 3 synthase (CBS), involved also

in the metabolic pathways of homocysteine (Dwyer et al. 2004).

Conclusions

Several reports suggest vascular injury induced by hyperhomocysteinemia.
However, some questions about the neurotoxic effects of homocysteine remain
to be proven. Investigators have reported a better recovery of cognitive function
after supplementation with vitamin B1, in patients with initial diagnostic of AD.
However, there are not enough data to prove correlation between the intake of
supplements of vitamin Bi, and the improvement of cognitive function in
patients with dementia and reduced plasma levels of this vitamin. Randomized
clinical studies well-defined with relation to the age of patients, the degree of
dementia, onset time of symptoms, history of vascular disease, as well as the
cutoff point of homocysteine are necessary to elucidate the cause/effect relation

between hyperhomocysteinemia and dementia.
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