ANALIA NUSYA DE M. GARCIA

POLIMORFISMOS DOS GENES CYP46 E APOE E DECLINIO
COGNITIVO EM IDOSOS RESIDENTES NO DISTRITO DE

FERNANDO DE NORONHA/PE

RECIFE

2011



Analia Nusya de M. Garcia

Polimorfismos dos genes CYP46 e APOE e
declinio cognitivo em idosos residentes no

Distrito de Fernando de Noronha/PE

Tese apresentada ao Programa de
Pbds-Graduacdo em Neuropsiquiatria
e Ciéncias do Comportamento da

Universidade Federal de
Pernambuco, para obtencdo do titulo
de Doutor.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Ataide
Junior

Recife

2011



Analia Nusya de M. Garcia

Polimorfismos dos genes CYP46 e APOE e
declinio cognitivo em idosos residentes no

Distrito de Fernando de Noronha/PE

Banca examinadora;:

Membros:

Profa. Dra. Maria Tereza Cartaxo Muniz
Profa. Dra. Ana Célia Oliveira dos Santos
Prof. Dr. Luiz Ataide Junior

Prof.. Dr. Alcidézio Luiz Sales Barros

Profa. Dra. Neide Santos

SUPLENTES:
Profa. Dra. Kéatia Petribu
Prof. Dr. Otavio Gomes Lins

Recife

2011



AGRADECIMENTOS

A Deus, fonte de toda sabedoria e Senhor de toda Ciéncia.
A0s meus pais, José Maria e Necita pelo amor e exemplo de vida.
Ao meu orientador, Prof. Luiz Ataide Junior, pela confianga no nosso trabalho.

Aos colegas professores do ICB-UPE, em especial as Profas Maria Tereza Cartaxo, Ana
Célia Oliveira e Elizabete Malaquias, pelo apoio, orientacdo e dedicacdo, sem 0s quais, ndo

seria possivel a concretizacao deste trabalho.

Aos amigos Lorena Rodrigues, Eliane Medeiros, Helker Silva, Hugo Rafael Souza e Renan
Silva pela colaboragédo e amizade compartilhadas durante todo o doutorado.

Aos colegas, professores e funcionarios do programa de doutorado em Neuropsiquiatria e

Ciéncias do Comportamento da UFPE, pela atencédo e parceria durante o curso.

A todos os idosos de Fernando de Noronha que possibilitaram, com sua participacio, a

realizacdo deste trabalho.



“O mais triste do envelhecimento € a perda do poder dos pensamentos;

“pois, na esséncia do bom pensar ¢ que conseguimos nos sentir eternamente jovens.”

Carlos Henrique Mascarenhas Pires



RESUMO

O Declinio Cognitivo Leve (DCL) é um estado mental considerado a zona de transi¢édo
entre o envelhecimento normal e a fase mais inicial de deméncia, sendo uma fase
importante para a precocidade diagnostica. Nos ultimos anos, pesquisas estdo sendo
desenvolvidas na busca de marcadores genéticos para esta zona de pré-deméncia, como
os polimorfismos dos genes da apolipoproteina E (APOE) representada por 3 alelos (E2,
E3, E4) e do colesterol 24S-hidroxilase (CYP46) com alelos T e C. Individuos
portadores do APOE E4 tem fator de risco quatro vezes maior de desenvolver a
Deméncia de Alzheimer e dez vezes mais probabilidade se tiver associado 0s
polimorfismos dos genes APOE e CYP46. O objetivo deste estudo foi investigar a
possivel associacdo entre o polimorfismo dos genes CYP46(T/C), APOE E4 e a
presenca de DCL na populacdo idosa do Distrito de Fernando de Noronha, totalizando
uma selecéo de 52 individuos. A avaliag&o clinica foi realizada atraves de exame fisico,
funcional e mental. Foram aplicados testes neuropsiquiatricos (Mini Exame do Estado
Mental, Teste de Fluéncia Verbal, Teste do Reldgio) e a identificacdo do gendtipo dos
polimorfismos do APOE e CYP46 pelo método de PCR-RFLP. Como resultados
observou-se que 87% da amostra apresentou declinio cognitivo leve. No Mini Exame do
Estado Mental, Teste de Fluéncia Verbal e Teste do Reldgio foi observado declinio
cognitivo em 42,8%, 31,9% e 53,2% respectivamente. Foi observada uma frequéncia
alélica de 10% para o alelo E4. N&o foi observada associacdo entre APOE E4 e declinio
cognitivo. Os alelos T (p = 0,628) e C (p = 0,2076) do gene Cyp46 ndo estdo associadas
ao DCL na populacdo estudada. Ndo foi observada associacao (p = 0,4286), quando
analisado o sinergismo entre o polimorfismo dos genes Cyp46(T/C) e APOE E4 no
desenvolvimento do DCL. Nesta populacdo, o0s resultados sugerem que 0S
polimorfismos dos genes Cyp46(T/C) e APOE E4 ndo estdo associados ao DCL.

Palavras-chaves: APOE. CYP46. Idoso. Declinio Cognitivo Leve. Polimorfismo.



ABSTRACT

Mild cognitive impairment (MCI) is considered to be the transition zone between
normal aging and the most initial stage of dementia. It is an important phase for early
diagnosis. Over the last few years, research has been developed to find genetic markers
for this pre-dementia zone, such as the apolipoprotein E (APOE) consists of three
alleles (E2, E3, E4) and cholesterol 24S-hydroxylase (CYP46) with alleles T and C.
Individuals carrying the APOE E4 risk factor is for times more likely to develop
Alzheimer's disease and ten times more likely to have associated the two polymorphism
of Cyp46 and APOE genes. The aim of this study was to investigate associations of
Cyp46 and APOE polymorphisms with the presence of MCI in elderly population of
Fernando de Noronha District with fifty-two participants. Neuropsychiatric tests were
used for clinical assessments (Mini Mental, Verbal Fluence Test, Clock Test). The
PCR-RFLP method was used for genotyping of Cyp46 and APOE. It was observed that
87% of the sample had mild cognitive impairment (MCI). The tests MMSE, Verbal
Fluency Test and the Clock Test were observed cognitive impairment in 42.8%, 31.9%
and 53.2% respectively. Was observed an allele frequency of 10% of E4 allele. No
association was observed between the APOE E4 polymorphism and mild cognitive
impairment. There was no association of alleles T (p = 0.628) and C (p = 0.2076) of the
CYP46 gene with MCI in the population. There was also no association (p = 0.4286)
when analyzed for synergism between polymorphisms of CYP46 and APOE4 genes in
the development of MCI. The results of this study suggest that this population the
polymorphisms of APOE and CYP46 genes are not associated with MCI.

Key works: APOE. CYP46. Elderly. Mild cognitive impairment. Polymorphism



LISTA DE ABREVIATURAS

APOE- Apolipoproteina E

AVDs- Atividades de Vida Diaria

CDR- Clinical Dementia Rating

CYP 46- 24S hidroxilase

D A —Deméncia de Alzheimer

DCL- Déficit Cognitivo Leve

DMSO-Dimetilsulféxido

dNTPs-desoxirribonucleotideos trifosfatados

FV —Teste de Fluéncia Verbal

GDS- Escala de Depressédo Geriatrica

HDL- Lipoproteinas de alta densidade (High Density Lipoproteins)

IBGE- Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

LDL- Lipoproteinas de baixa densidade (Low Density Lipoproteins)

LOAD- Lower Alzheimer Disease (Doenca de Alzheimer Tardia)

MEEM- Mini Exame do Estado Mental

MgCL2- Cloreto de magnésio

Msp1- Proteina 1 da superficie de merozoito (merozoite surface protein)

NINCDS-ADRDA - Instituto Nacional de Doencas Neurologicas e Comunicativas e
Acidente Vascular Cerebral (NINCDS) e Associacdo da Doenca de Alzheimer e Doencas
Relacionadas (ADRDA)

OMS- Organizagdo Mundial da Saude

ONU - Organizacdo das Nacdes Unidas

PCR-RFLP- reacdo em cadeia da polimerase- polimorfismo de comprimento por fragmento
de restrigéo

SNP- Polimorfismo de base tnica (Single Nucleotide Polymorphisms)

TR- Teste do Rel6gio

Tris —HCL- Tris Hidrocloreto

VLDL- Lipoproteinas de muito baixa densidade (Very low density lipoprotein)
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1.INTRODUCAO

1.1 O PROCESSO DE ENVELHECIMENTO

Envelhecer é um processo progressivo de reducdo de atividade levada pelo
declinio fisico. A velhice é um processo irrevogével e inevitavel da vida. William
Shakespeare com muita aptiddo descreveu a ultima fase da vida de um ser humano
como sendo “Ultima de todas, que termina esta estranha historia repleta de eventos, é a
segunda infancia, sem dentes, sem olhos, sem nada.” (As Sete Idades do Homem

trecho da peca Como Gostais, de Shakespeare).

Vérias sdo as definicBes para tal processo, destacando-se dentre elas, a defini¢éo
classica de Confort (1960) de que “o envelhecimento ¢é caracterizado por um aumento da
susceptibilidade de morrer, ou uma perda de vigor, com aumento cronoldgico de idade
ou com a passagem do ciclo da vida”. Campedelli (1994) descreve que, envelhecer € um
processo sequencial, acumulativo, irreversivel, universal, ndo patolégico de
deteriorizacdo de um organismo maduro, proprio a todos os membros de uma espécie, de
maneira que este, com o tempo, torna-se incapaz frente ao estresse do meio ambiente e,

portanto, tem aumentada a possibilidade de morrer.

O envelhecimento da populacdo mundial € um fenémeno novo ao qual mesmo 0s
paises mais ricos e desenvolvidos ainda estdo tentando se adaptar. O que era no passado
privilégio de alguns passou a ser uma experiéncia de um nimero crescente de pessoas em
todo o mundo. Envelhecer no final deste século ndo é proeza reservada a uma pequena
parcela da populacdo. No entanto, no que se refere ao envelhecimento populacional, o0s
paises desenvolvidos diferem substancialmente dos subdesenvolvidos, uma vez que 0s
mecanismos que levam a tal envelhecimento sdo distintos (VERAS, RAMOS e
KALACHE, 1987).

O processo de envelhecimento € de natureza multifatorial, fatores genéticos e
bioldgicos influenciam na longevidade, como também, fatores sociais e ecoldgicos, que
passam a ser determinantes de um estilo de vida, o qual repercutira ndo sé no tempo,
como também na qualidade do envelhecer (AMOSUN & REDDY, 1997).
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Assim, o envelhecimento fisiolégico compreende uma serie de alteracbes nas
funcbes orgénicas e mentais devido exclusivamente aos efeitos da idade avancgada sobre
0 organismo fazendo com que o mesmo perca a capacidade de manter o equilibrio
homeostatico e que todas as funcdes fisiologicas gradualmente comecem a declinar, com

a diminuicédo progressiva da reserva funcional (CANCELA, 2007).

Segundo critérios da Organizacdo das Nagdes Unidas (1985) considera-se, como
idosa, a populagdo de 60 anos ou mais. Em geral, para os paises desenvolvidos, onde a
expectativa média de vida € maior, costuma-se adotar os 65 anos como limite minimo.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), individuo idoso é
aquele que cronologicamente, tem 65 anos ou mais. ldade considerada como marco de
inicio da velhice, pois parece ser a idade a partir do qual aumentam as incidéncias de
problemas especificos do envelhecimento tais como diminuicdo da acuidade visual,
auditiva e olfativa, dificuldades de manutencdo do equilibrio postural, incontinéncias,
incidéncia de quedas, osteoporose, dificuldades de locomogéo, deméncia, depressao e
isolamento (PACHECO, 1997).
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1.2 O IDOSO E A TRANSICAO DEMOGRAFICA

Envelhecer deixou, hd muito, de ser um fendmeno caracteristico dos paises
desenvolvidos. Segundo as projecdes estatisticas entre 1950 e 2025, a populacdo de
idosos no Brasil crescerd 16 vezes e a populacdo total 5 vezes, o que o colocara, em
termos absolutos, como a sexta populacédo de idosos do mundo, isto é, com mais de 32
milhdes de pessoas com 60 anos ou mais (IBGE, 2000; CARVALHO E GARCIA,
2003).

A populacdo brasileira, assim como da Ameérica Latina e Caribe,vem sofrendo,
nas Ultimas cinco décadas, transi¢cdes decorrentes de mudancas nos niveis de mortalidade
e fecundidade. Essas mudancas fizeram com que a populacdo passasse de um regime
demografico de alta natalidade e mortalidade para outro, primeiramente com baixa
mortalidade e a seguir, baixa fecundidade, determinando-se um processo denominado
transicdo demografica e isso levou a um envelhecimento da populacdo (RAMOS et al.,
1993; LEBRAO, 2007).

Como destaca Carvalho e Garcia (2003), para muitas pessoas, é a queda da
mortalidade que faz com que a populacdo idosa aumente. No entanto, como bem
observado pelos autores, esse fendmeno apenas colabora para que o0 rejuvenescimento
das populagdbes ocorra, uma vez que a queda da mortalidade se concentra,
majoritariamente, nas populacdes mais jovens, proporcionando um aumento no nimero
de mulheres sobreviventes nas idades reprodutivas, elevando, assim, o numero de
nascimentos e produzindo uma maior proporcdo de jovens na populacdo. A gqueda da
mortalidade s6 produziria o envelhecimento populacional caso ela se concentrasse na
populacdo idosa, uma vez que, nesse caso, ndo ha influéncia na fecundidade da
populacdo e o resultado seria um aumento na propor¢do de idosos. Esse fenébmeno sé
mais recentemente tem se verificado no Brasil. Sendo assim pode-se dizer que o
envelhecimento da populacdo brasileira é reflexo direto da queda da fecundidade, que se

iniciou no fim dos anos 60.

Cabe ressaltar que entre as décadas de 1940 e 1960, houve uma significativa
reducdo das taxas de mortalidade, o que por sua vez acarretou um relativo aumento da
taxa de crescimento populacional. Porém, esse fato ndo provocou mudancas notaveis na

estrutura etaria da populacdo. S6 a partir dos anos 60, quando houve o declinio da
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fecundidade (proporcionando uma diminui¢do do ritmo de crescimento populacional), é
que se pode considerar uma real mudanca na distribuicdo etaria brasileira. No Brasil, 0
declinio da mortalidade que deu inicio a transicdo demografica foi determinado mais pela
acao médico-sanitario, politicas urbanas de saude publica como vacinagdo, melhorias nas
condicdes de saneamento basico, com consequente reducao das doencas transmissiveis e

pelo desenvolvimento tecnolégico da medicina (RAMOS et al.,1993).

O amplo crescimento da populacdo idosa brasileira, refletindo o seu passado de
taxas de crescimento populacional elevadas, implica em um crescimento maior dos
grupos etarios mais velhos. Entre 2000 e 2050 as pessoas acima de 70 anos aumentarao
6,8% no contingente de idosos, passando de 61,7% para 68,5%, crescimento este que €
menor do que aquele observado entre os acima de 80 anos que aumentardo a sua

participacdo em 7,9% incrementando em mais de 50% o seu peso entre 0s id0sos.

O processo de envelhecimento da populacdo brasileira acontece sob uma
conjuntura socio-demografica que, aléem das consequéncias imediatas e indiretas das
variagcBes nos niveis e padrBes das variaveis demogréficas e aqueles outros elementos
considerados até o momento, aponta por um enfraguecimento da base familiar como
suporte na velhice (FREITAS et al., 2006).

Neste sentido, as mudancgas nos arranjos familiares, envolvendo desde uma
reducdo no nimero de parentes até a constituicdo dos domicilios dos idosos, ao lado das
tensdes entre o suporte familiar e as fragilizadas formas institucionais de suporte a
velhice, por uma politica neoliberal que coloca em segundo plano as politicas sociais,
juntamente com os fendmenos apontados, tém que ser considerados no diagndéstico e na
formulacdo de politicas, projetos e acGes que visam o bem estar da populacdo idosa
brasileira e a sua futura qualidade de vida (MOREIRA, 1998).
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1.3 ENVELHECIMENTO CEREBRAL E FUNCOES COGNITIVAS

O envelhecimento ndo é apenas definido de forma cronoldgica, podendo ser,
definido como um processo dinamico onde ha modificacdes tanto morfolégicas como
funcionais, bioquimicas e psicologicas que determinam progressiva perda da capacidade
de adaptacdo do individuo ao meio ambiente, ocasionando maior vulnerabilidade e
maior incidéncia de processos patolégicos que determinam por leva-lo a morte
(PAPALEO NETTO et al., 2006).

Knorst et al; (2001) afirmam que o envelhecimento fisioldgico provoca declinio
nas reservas funcionais em todos os sistemas organicos, ocorrendo de forma distinta em
cada individuo. Zimerman (2000) destaca algumas alteracbes marcantes do
envelhecimento, classificadas sob trés aspectos: fisicos, sociais e psicoldgicos. Entre os
aspectos fisicos observa-se declinio da producdo de células novas, também como do

paladar e olfato, encurvamento postural, perda neuronal e atrofia cerebral, entre outras.

Quanto aos aspectos sociais o0 envelhecimento populacional provoca
modificacdes no status do velho e no relacionamento com os que lhe cercam. Assim
como, o envelhecimento provoca alteracBes corporais, também o psicolégico do
individuo idoso apresenta alteracfes que podem provocar dificuldades de adaptacéo,
depressdo e baixa auto-estima. Estas alteracGes estdo com frequéncia associadas as
perdas organicas progressivas que ocorrem com o envelhecimento e as condi¢bes
morbidas e patoldgicas também associadas ao processo, favorecendo o surgimento de
novos padrdes de condicOes de salde e de doenca. Contudo, o envelhecimento ndo pode
ser considerado patoldgico ou incapacitante, pois uma significativa fracdo da populacéo
idosa apresenta disfungdes ou incapacidades e ainda assim ndo podem ser consideradas
doentes ( ZIMERMAN, 2000). Dentre as alteracdes vislumbradas durante o processo do
envelhecimento se destacam os transtornos cognitivos pela significativa alteragédo
funcional que compromete a qualidade de vida do idoso (GUERREIRO e CALDAS,
2001).
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Segundo Joynt (1994) estima-se que o cérebro tenha em média 10 bilhdes de
células, apresentando uma perda progressiva de 10.000 a 100.000 células diariamente,
principalmente a partir dos trinta anos de idade onde existe uma redugdo no nimero de
células nervosas variavel em diferentes partes do cérebro. Por exemplo, o tronco
cerebral, apresenta maior resisténcia a perda celular, entretanto o hipocampo apresenta

uma répida reducdo no nimero de células.

Alguns fatores determinam a intensidade e a velocidade dos declinios cerebrais,
predisposicdo genética, potencial dos mecanismos de defesa e de restauracdo e acumulo
de danos celulares gerados pela agressdo dos radicais livres. Anatomicamente o cérebro
envelhecido apresenta-se atrofico, ocorre perda neuronal, presenca de placas senis e
degeneracdo neurofibrilar, afetando diretamente a cognicdo (PAPALEO NETTO et al.,
2006).

O declinio cerebral nos idosos pode ocorrer devido a alguns fatores, como
caréncias nutricionais, perda das células nervosas, diminui¢cdo do contato entre uma
célula nervosa e outra pela reducao de seus dendritos, modificacdo na parede da célula
nervosa, declinio da producdo de substancias e aumento da degradacdo das mesmas,
diminuicdo do metabolismo da glicose no cérebro e ainda por alteracdo nas
mitocondrias (CANSADO e HORTA, 2002)

Segundo Rayfer (2002), dentre os primeiros sintomas decorrentes do
envelhecimento cerebral estdo os declinios cognitivos que ocorrem com instalacdo
rapida e progressiva e com possibilidades de adaptacdo. Os declinios cognitivos sdo
percebidos com a diminuicdo da memoria, percepcdo, lembranca e concentracao;
resultantes do declinio da funcdo cerebral que ocorrem geralmente entre os 50 e 60 anos

de vida.

Carvalho Filho e Papaleo Netto (2006) descrevem que ao envelhecer ocorre uma
diminuigdo na liberagcdo de neurotransmissores e na velocidade da transmissédo da
informacao cerebral, resultando nas frequentes queixas relacionadas a disturbios de
memoria. Segundo Okamoto e Bertolucci (2004) as memarias recente e de evocagdo sdo
as mais comprometidas com o processo do envelhecimento e acrescenta que
independentemente de qualquer doenga, em geral, a memoria para fatos imediatos € a

principal fungéo cognitiva afetada.
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Sendo entdo, a memdria uma das funcgdes cognitivas mais comprometidas pelo
envelhecimento cerebral, existem fortes evidencias que uma variedade de diferentes
estruturas e sistemas, mediados por diferentes neurotransmissores, que respondam pela
funcdo de atencdo. A atencdo funciona como filtro, selecionando informacdes
consideradas importantes e coordenando a realizacdo de trabalhos simultaneos. Vale
ressaltar que a aceleracéo do declinio funcional ocorre de acordo com a idade, isto &, as
perdas funcionais aumentam com o avancar da idade, havendo um efeito cumulativo de
alteracdes funcionais, com degeneracdo progressiva dos mecanismos que regulam as
respostas celulares e organicas, conduzindo a um desequilibrio do organismo como um
todo (GUERREIRO e CALDAS, 2001).
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1.4 DECLINIO COGNITIVO LEVE

O declinio cognitivo no idoso pode ser observado segundo dois paradigmas: o
fisiologico e o patoldgico. Foram descritas as alteracbes morfofuncionais esperadas no
processo do envelhecimento, contudo além de todas as alteracdes citadas anteriormente,
a autonomia e independéncia, tdo necessarias para o desempenho funcional do idoso,
podem ser comprometidas quando a elas somam-se processos patoldgicos (SCAZUFCA
etal., 2002).

Com a instalacdo do mecanismo de envelhecimento pode ser estabelecido um
processo fisioldgico que caracteriza um declinio cognitivo sem deméncia, usualmente
chamado de declinio cognitivo leve (DCL), existindo uma recomendacgdo da Academia
Americana de Neurologia para a identificagdo precoce do DCL na tentativa de um
diagnostico igualmente precoce dos quadros demenciais (CHARCHAT-FICHMAN et
al., 2005).

O desenvolvimento de declinio cognitivo em idosos tem sido associado a fatores
intrinsecos e extrinsecos. A literatura destaca fatores como a baixa escolaridade, idade
avancada, hipertensao arterial, historia de acidente vascular encefalico, associagdo com
incapacidade funcional, comorbidades, pouco contato social, atividade intelectual pobre,
tabagismo, viver sozinho, sedentarismo e salde percebida negativamente. A depresséo,
pode preceder o desenvolvimento da deméncia ou coexistir com a doenga
(CARTHERY-GOULART et al.,2007). As areas mais afetadas no DCL é a
aprendizagem e a memorizacdo de novas informacdes, embora possam notar-se
problemas de linguagem, das capacidades visuo-espaciais ou do raciocinio. Muitas
vezes pode haver uma dificuldade sutil nas atividades instrumentais de vida diaria
(PETERSEN et al., 2001).

O DCL pode ser entendido como um estagio de transicdo entre as alteracGes
cognitivas do envelhecimento eugérico e a fase inicial das deméncias (CHARCHAT-
FICHMAN et al., 2005; APOSTOLOVA et al., 2006).

18



O DCL pode apresentar taxas de conversdo para DA de aproximadamente 10 a
15% ao ano e se adicionado aos fatores genéticos observa-se uma maior predisposigao.
A maioria dos pacientes desenvolvem DA depois dos 70 anos. Porém, 2% a 5% dos
pacientes desenvolvem a doenca na quarta ou quinta década de vida e metade dos
pacientes, de inicio precoce, herdaram mutacGes genéticas e seus descendentes tem 50%
risco de desenvolver doenca de Alzheimer (PETERSEN et al., 2001).

Individuos com DCL podem permanecer estaveis ou voltar a normalidade ao
longo do tempo, porém mais da metade progride para uma deméncia dentro de cinco
anos. Sendo esta condicdo um estado de risco para deméncia, sua identificacdo pode
levar a uma prevencdo secundaria pelo controle dos fatores de risco associados
(GAUTHIER et al., 2006). Neste contexto questiona-se quais sdo esses fatores que
estdo associados ao declinio cognitivo e quais seriam aqueles que poderiam atuar até
mesmo como protetores. Além disso, como avaliar individuos nestas condic¢des e de que
maneira intervir sdo questionamentos que podem beneficiar os mais velhos e seus
familiares (BOTTINO e MORENO, 2006).

Para uma avaliacdo neuropsicoldgica adequada, além das funcdes cognitivas,
outros dominios sdo considerados. Avalia-se o desempenho do idoso em suas atividades
de vida diéria, uma vez que existe uma correlacdo positiva entre deméncia e
incapacidade funcional, isto é, as caracteristicas do declinio cognitivo interferem de
forma significativa na capacidade funcional do idoso (LITVOC, 2006). Leva-se em
conta a presenca de sintomas depressivos pois 0 quadro clinico da depressdo assemelha-
se ao de deméncia (pseudodeméncia), podendo causar confusdo no diagnostico. Além
disso, os sintomas depressivos sdo parte integrante da deméncia, sendo um distarbio
neuropsiquiatrico frequentemente associado. O estilo de vida também é investigado,
tendo em vista que comportamentos, habitos e condi¢des sociais, educacionais e de
salde constituem fatores de risco para o desenvolvimento de declinio cognitivo
(SCALCO, 2006).
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A trajetoria clinica do DCL pode ser dividida em trés categorias: 1) DCL
amnésico, aquele com maior chance de desenvolvimento de deméncia tipo Alzheimer
(DA); 2) DCL com comprometimento leve de multiplos dominios cognitivos, podendo
desenvolver um grupo de sindromes demenciais, sendo a doenca de Alzheimer (DA) um
caminho possivel; 3) DCL com declinio de uma anica funcdo cognitiva diferente da
memdria com maior chance de estabelecimento de uma deméncia fronto-temporal.
Todas as trés categorias podem permanecer estaveis e ndo evoluir para as sindromes
demenciais (PETERSEN et al., 2001; WINBLAD et al., 2004).

Tendo em vista os fatores de risco para a progressao de uma deméncia, deve-se
considerar que os profissionais de salide possam monitorar de perto os individuos que se
encontram nessas condi¢cBes com ou sem declinio cognitivo leve. Existem evidéncias
indicando que intervencgdes planejadas sdo benéficas na prevencédo da instalacdo precoce
do declinio cognitivo (CHERTKOW et al., 2008).
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1.5 DEMENCIA DE ALZHEIMER (DA)

Quando se fala em doencgas mais prevalentes na velhice, € importante enfatizar a
parcela que cabe aos transtornos mentais e uma das formas mais comuns de alteragdes
psiquiatricas nesse grupo etario é a deméncia (REYS et al., 2006). A doenca se torna
cada vez mais prevalente na populacdo e pode ser entendida como sindrome
caracterizada por declinio de memoria associado ao declinio de pelo menos uma outra
fungdo cognitiva (linguagem, gnosias, praxias ou fungbes executivas) tendo
repercussdes no desempenho das atividades cotidianas do individuo (CARAMELLI e
BARBOSA, 2002; MACHADO et al., 2007).

Os achados neuropatoldgicos evidenciam que idosos com DCL, principalmente
na forma amnésica, formam placas senis e emaranhados neurofibrilares, muito
semelhante ao padrdo neuropatologico observado na Doenca de Alzheimer (DA), mas
em um estagio insuficiente para predizer um diagnéstico de DA provavel, sendo
portanto o DCL considerado por muitos uma entidade de transicdo ou pré-demencial da
DA (CHARCHAT-FICHMAN et al., 2005).

A ocorréncia dos transtornos demenciais aumenta exponencialmente com a
idade, dobrando, aproximadamente, a cada 5,1 anos, a partir dos 60 anos de idade. Apos
0s 64 anos de idade a prevaléncia € de cerca de 5 a 10%, e a incidéncia anual é de cerca
de 1 a 2 %, passando, ap6s os 75 anos de idade, para 15 a 20% e 2 a 4%,
respectivamente. De acordo com a literatura, a prevaléncia das deméncias muda de
1,4% dos individuos entre 65 e 69 anos para 20,8% daqueles entre 85 e 89 anos,
chegando a alcancar aproximadamente 38,6% daqueles entre 90 e 95 anos
(FORLENZA e CARAMELLLI, 2000; MACHADO, 2002).

Em um estudo epidemioldgico para identificacdo de deméncia em idosos em
Sdo Paulo foi verificado que a DA figurava com 54,1% dos casos (HERRERA et al.,
1998). A prevaléncia desta entidade clinica aumenta com a idade afetando cerca de
1,5% da populagdo com idade entre 65-69 anos, 21% entre 85-86 anos e 39% acima dos
90 anos, correspondendo a cerca de 60% de todas as deméncias (ENGELHARDT et al.,
2001; GALLUCCI et al., 2005).
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A DA foi descrita em 1907, pelo neurologista alemao Alois Alzheimer que a
definiu como um tipo de deméncia de carater primario, progressivo e degenerativo, de
inicio lento e gradual. A deméncia é uma sindrome, ou seja, um grupo de sinais e
sintomas que formam um conjunto e que podem ser causados por uma série de doencas
subjacentes, relacionadas a perdas neuronais e danos a estrutura cerebral. O padréo
central da deméncia é o prejuizo da memoria. Além disso, a sindrome demencial inclui
pelo menos um dos seguintes prejuizos cognitivos: afasia (prejuizo na linguagem
secundario a ruptura da funcao cerebral), apraxia (incapacidade de realizar atividades
motoras complexas, apesar da capacidade motora intacta); agnosia (falha em reconhecer
ou identificar objetos, apesar de funcfes sensoriais intactas) e perturbacdo nas funcoes
de execucdo como planejamento, organizacdo, sequéncia e abstracdo. Cada um desses
prejuizos cognitivos gera prejuizo significativo também no funcionamento das
capacidades funcionais e sociais, 0 que representa um declinio significativo em relacédo
a um nivel anteriormente superior de funcionamento (BUSSE e BLAZER, 1999;
FORLENZA e CARAMELLLI, 2000).

A DA pode ser dividia em trés estagios, com sintomas que se sobrepdem e
variam de acordo com cada paciente (VIEIRA, 1996; SAVONITTI,2000). A fase inicial
da DA é caracterizada, especialmente, por comprometimento da memdria recente,
atencdo, capacidade associativa e orientacdo espacial, disturbios de movimentos e
posturas, além de descuido com a aparéncia e higiene. Labilidade humoral também é
percebida, assim como, anomia que € a perda da faculdade de nomear objetos. Na fase
intermediéria ocorre primordialmente o agravamento dos sintomas ja presentes,
podendo surgir descontrole psicomotor, vagancia, hostilidade, agressividade, e
distdrbios na linguagem como afasia (desordem de linguagem com origem cerebral),
ecolalia (repeticdo de frases), palilalia (repeticdo da ultima palavra), além de
embotamento afetivo e apatia. Essa fase € marcada pelo quadro afasico-agnésico-
apraxico, caracterizado por alteragdes de linguagem, reconhecimento perceptivo-
sensorial e execucdes de movimentos dirigidos. Na fase terminal observa-se severo
comprometimento intelectual que conduz a total dependéncia, incapacidade e
imobilidade (SAVONITTI, 2000; NITRINI et al., 2005).
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As manifestacdes clinicas ainda compreendem alteracbes cognitivas, de
comportamento, na consolidacdo da memoria, apresentando gradativamente
dificuldades em desempenhar as atividades de vida didria (ENGELHARDT et al., 2001;
GALLUCCI et al., 2005; DE ABREU et al., 2005). O diagnostico leva em consideragédo
a historia clinica, exames laboratoriais e de neuroimagem, permitindo desta forma, em
vida, o diagnostico, classificando a doenca em possivel e provavel (ENGELHARDT et
al., 2001; TRUZZI e LAKS, 2005). O diagndstico definitivo € feito post mortem e
requer a presenca de novelos neurofibrilares e depdsitos amil6ides no hipocampo e no
neocortex (BOBINSKI et al., 2000).

Para o rastreio dos casos de deméncia tém sido utilizados testes
neuropsicoldgicos (CARAMELLI e BARBOSA, 2002; JACOBSON et al., 2002;
CHARCHAT-FICHMAN et al., 2005). Em cerca de 30% dos estudos tém sido utilizado
0 Mini Exame do Estado Mental e avaliacdo cognitiva € complementada por outros
testes que investigam diferentes componentes do funcionamento cognitivo (testes de
fluéncia verbal, desenho do reldgio, evocacgdo tardia de listas de palavras ou figuras,
entre outros) (CARAMELLI e BARBOSA, 2002).

Os critérios diagnésticos do Instituto Nacional de Doencas Neuroldgicas e
Comunicativas e Acidente Vascular Cerebral (NINCDS) e Associacdo da Doenca de
Alzheimer e Doengas Relacionadas (ADRDA), elaborados por McKhann e col. (1984),

permite a classificacdo da deméncia do tipo Alzheimer (DA) em trés niveis diferentes:

o DA definitiva - requer a presenca de DA provavel ou

possivel com confirmacdo neuropatoldgica;

o DA provavel - é o diagnostico de escolha quando a
sindrome demencial tem instalacdo lenta e progressiva e outros fatores

etiologicos foram excluidos;

. DA possivel - € a alternativa disponivel para classificacdo
da doenca quando o quadro clinico é atipico ou existe doenca fisica

concomitante que pode causar deméncia.
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A escala clinica de estadiamento da deméncia Clinical Demential Rate (CDR)
foi desenvolvida como um instrumento de avaliacdo global, para estudar
prospectivamente a deméncia do tipo Alzheimer leve. Os autores destacaram no estudo
de validacdo deste instrumento a importancia de associar medidas psicométricas e
comportamentais para permitir a avaliagdo de varias caracteristicas do paciente
examinado. A CDR contém cinco graus de comprometimento do desempenho do
individuo, em cada uma das seguintes categorias: memoria, orientagdo, juizo e solugao
de problemas, assuntos comunitarios, casa e hobbies e cuidado pessoal. A classificacdo
da DA de acordo com CDR é: saudavel (CDR=0), questionavel (CDR=0,5), leve
(CDR=1), moderado (CDR=2) e grave (CDR=3) (HUGHES et al.,1982).

Controvérsias e criticas sobre a aplicacdo destes critérios a populagdo idosa, ndo
pertencente as clinicas especializadas para a qual esta entidade diagnostica foi proposta,
foram evidenciadas na literatura internacional. As principais limitacbes foram
instabilidade diagnostica ao longo do tempo, indefinicdo de testes neuropsicoldgicos
para avaliar fungdes cognitivas e atividades da vida diaria, e énfase no
comprometimento baseado em um grupo controle emparelhado por idade e escolaridade
e ndo em declinio cognitivo (HANNINEN et al., 2002).

Do ponto de vista neuropatoldgico observa-se no cérebro de individuos com
doenca de Alzheimer atrofia cerebral difusa, placas senis, novelos neurofibrilares,
degeneracdes granulo-vacuolares e perda neuronal, porém verifica-se ainda um acimulo
de proteina b-amildide nas placas senis e microtubulina tau nos novelos neurofibrilares
(GALLUCCI et al., 2005; BARNES et al., 2005; ENGELHARDT et al., 2005; JACK
et al., 2005; AZEVEDO JUNIOR et al., 2005; GOLBY et al., 2005; JACK et al., 2007;
BARNES et al., 2007). Outras caracteristicas patologicas da doenca incluem ativacao
microglial, diminui¢cdo no nimero de células e das sinapses e uma densa atrofia cerebral
(JACK etal., 2007).

Entre os recursos diagnosticos frequentemente utilizados para reforcar o
diagnostico de DA estdo os exames de neuroimagem estrutural e os de neuroimagem
funcional. Os exames de neuroimagem estrutural tem como objetivo analisar aspectos
volumétricos de estruturas como amigdala, hipocampo, giro para-hipocampal e lobo
temporal, pois estudos tém apontado estas regiGes como principais indicadores de

alteracdes, enquanto que os de neuroimagem funcional baseia-se na avaliagdo do
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metabolismo cerebral (ENGELHARDT et al., 2001; DIXON et al., 2002;
MARCHETTI et al., 2002; ENGELHARDT et al., 2005).

Considerando a significativa prevaléncia desta doenca e as consequéncias que
ela pode acarretar na vida dos envolvidos, € de suma importancia que os profissionais
de saude saibam identificar individuos com risco potencial de desenvolver deméncia,
bem como que estejam preparados para lidar com as demandas destes pacientes. Além
disso, precisam saber distinguir entre o envelhecimento normal e o patoldgico para que

as intervencgdes sejam adequadas e mais eficazes (AZAMBUJA, 2007).

1.6 Fatores de Riscos Genéticos no Desenvolvimento da D.A.

O idoso com declinio cognitivo leve com potencial risco para o desenvolvimento
de deméncia pode perder gradativamente sua capacidade de realizar suas atividades
cotidianas e ter seus relacionamentos sociais afetados devido a longa extensdo e
complexidade que envolve uma doenga crbnica e degenerativa. Nesse sentido, uma
avaliacdo das funcgdes cognitivas pode detectar precocemente individuos nesta situacao,
0 que possibilita ao idoso e seus familiares providéncias que possam evitar ou retardar a
manifestacdo dos prejuizos sociais e emocionais que o0 desenvolvimento de uma
deméncia pode acarretar (MACHADO et al., 2007).

A DA é uma doenga com uma etiologia bastante heterogénea, envolvendo
mecanismos diversos e interligados, ainda ndo totalmente esclarecidos, o que pode estar
dificultando um diagndstico preciso e um tratamento eficaz. Além do que se sugere que
haja uma associacdo entre fatores genéticos, metabdlicos, neuroquimicos e ambientais
(FRIDMAN et al.,2004).

Entre todos os fatores envolvidos na instalacdo da DA, destacam-se os fatores
genéticos, como um marcador bioldgico importante. Este marcador vem sendo buscado
por inumeros grupos de pesquisadores espalhados no mundo (OJOPI et al., 2004;
CACCAMO et al., 2011;YAFFE et al., 2011; REDDY et al., 2011).
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MutacOes nos genes que codificam a proteina precursora B-amildide (APP),
APO-E, PSEN1 (Presenilina 1) e PSEN2 (Presenilina 2), sdo relacionados ao
estabelecimento da doenca, sendo estes importantes marcadores genéticos para a DA
(FRIDMAN et al., 2004). Os genes PSEN1 e PSEN2 estdo associados a 40% dos casos
de DA com inicio precoce (TANZI e BETRAN, 2001). Porém, a DA de inicio precoce
foge ao comportamento usual da doenga, em que 95% dos casos séo de inicio tardio e,
neste caso observa-se uma estreita relagdo com o alelo E4 do gene APOE que foi uma
das primeiras alteragdes moleculares associadas a patogenética da DA (LAWS et al.,
2003).

1.6.1 Apolipoproteina E (APOE)

A APOE é uma das muitas classes diferentes de apolipoproteinas ( Figura 1),
que incluem APO A, APO B, APO C, APO D e APO J, que exercem suas funcbes no
transporte dos lipideos do plasma e em outros fluidos corpéreos (OJOPI et al., 2004).A
APOE ¢ sintetizada principalmente no figado, sendo o cérebro o segundo local de maior
producdo de APOE com grande participacdo de astrdcitos e células da microglia
(NAIDU et al., 2002).

A APOE foi primeiramente descrita como um fator de risco para doencas
cardiovasculares, uma vez que alteracbes na producdo desta proteina podem causar
diversas doencas envolvidas com a elevacdo do nivel de colesterol e triglicerideos na
circulacdo (OJOPI et al., 2004; NASSIF et al., 2005).

Fig.1 Apolipoproteina E (APOE) (Hatters et al., 2005)
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O gene APOE humano esta localizado no brago longo do cromossomo 19
(19913.2). Sendo composto por 4 exons, divididos ao longo de 6.740 nucleotideos no
genoma. A regido transcrita do gene APOE apresenta uma grande quantidade de
guanina e citosina que, por formarem trés pontes de hidrogénio na dupla fita de DNA,
confere a regido uma maior estabilidade, dificultando o processo de amplificacdo e
andlise laboratorial deste gene pelo método PCR (Polymerase Chain Reaction) (OJOPI
etal., 2004).

Os humanos possuem trés alelos principais do gene APO E, decorrentes de
apenas duas alteracbes no DNA, denominados de E2, E3 e E4 e seus seis gendtipos
possiveis: E2/E2, E2/E3, E2/E4, E3/E3, E3/E4 e E4/E4. As outras variantes do gene
APOE sdo chamadas de E;, Es e E7, sendo extremamente raras (OJOPI et al., 2004). A
frequéncia dos alelos E2, E3 e E4 na populacdo caucasiana em geral é de 8%, 78% e
14% respectivamente (MARTINS et al.,1995). Corbo e Scacchi (1999) analisaram as
freqiéncias alélicas e o gene APOE em diferentes popula¢des encontrando uma maior

prevaléncia do alelo E3 em todas as populagdes analisadas, variando entre 48% a 89%.

O alelo E4 é solidamente associado com o risco de desenvolvimento de DA, a
heranca de um ou dois desses alelos eleva até em cinco vezes a probabilidade da doenca
(FRIDMAN et al., 2004). O alelo E2 parece estar envolvido com efeito protetor para a
DA (TANZI e BETRAN, 2001) conforme estudos realizados em diversas populagdes
incluindo a brasileira (MAYEUX e SCHUPF, 1995; SOUZA et al., 2003).

Na DA, o alelo APOE E4 atua na formacdo das placas amil6ides e emaranhados
neurofibrilares (OJOPI et al., 2004). Tanzi e Bertran (2001) relatam que o aumento do
colesterol plasmatico esta associado ao aumento da deposicao da proteina beta-amildide
no cérebro, sugerindo que este alelo E4 confere um risco aumentado para o
desenvolvimento para a DA, através de um mecanismo comum as doencas

cardiovasculares que tém seu risco elevado pela hipercolesterolemia.

Puglielli et al.,(2004) procuraram elucidar, em cobaias, as fun¢des das isoformas
E 3 e E 4 no metabolismo do colesterol, sugerindo que o E 4 se relacionaria com niveis
elevados de LDL no plasma sanguineo e uma pequena, mas significativa diminuicdo no
nivel do HDL.
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A associacgdo entre a presenca do alelo E 4 e o aparecimento de DA parece variar
com a idade. A presenca de dois alelos E4 é responsavel pelo inicio precoce da doenca,
enquanto que somente apenas um alelo E4 seria responsavel pelo desenvolvimento mais
tardio da doenca (WOLOZIN et al., 2000; OJOPI et al., 2004).

Além do desenvolvimento mais precoce da doenca, a presenca do alelo E4
também estdo sendo constantemente associados com a reducdo do volume das estruturas
cerebrais do lobo temporal medial, incluindo os hipocampos, em individuos com DA e
DCL. Estudos tém relacionado a diminuicdo do metabolismo da formacdo hipocampal
em pacientes com DCL e DA na presenca de homozigose ou heterozigose para o alelo
APOE-E (SMALL,2000;VALENZUELA e SACHDEV,2001). Individuos que possuem
o0 alelo E4 tém o cingulo posterior também significativamente afetado tanto no DCL
guanto na DA, sendo o hipometabolismo encontrado precocemente na DA
(KANTARCI et al., 2002).

Estudos tém sugerido que o alelo E4 é capaz de acelerar a reducdo dos volumes
hipocampais, um dos achados comuns na neuroimagem estrutural da DA (SOUZA et
al., 2003; LI et al., 2005). Por outro lado, Doody et al. (2000) descreveram que ndo
existe correlacdo entre os gendétipos da APOE e o grau da atrofia dos hipocampos.
Small et al. (2000) demonstraram hipometabolismo no cingulo posterior dos pacientes

sem comprometimento da memoria, portadores de uma Unica cdpia do alelo E4.

Contudo, o alelo E4 unicamente néo é suficiente para o desenvolvimento da DA,
apenas aumenta o risco do individuo desenvolver a doenga. Isto evidencia a existéncia
de outros determinantes genéticos e ambientais para o estabelecimento da doenca
(MAYEUX e SCHUPF, 1995; OJOPI et al., 2004; LLORCA et al., 2008).
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1.6.2 CYP 46 ( 24S hidroxilase)

Evidéncias cientificas revelam o envolvimento do metabolismo do colesterol
cerebral com a doenga de Alzheimer de inicio tardio (LOAD). Proteinas como a APOE
e a CYP46 estdo envolvidas com a rota de eliminacdo do colesterol cerebral e seus
polimorfismos estdo sendo estudados como marcadores genéticos da LOAD
(FERNANDEZ DEL POZO et al., 2006).

O mecanismo de eliminacdo do colesterol cerebral APOE dependente é
conhecido como sendo responsavel por apenas 1-2 mg de colesterol lancado
diariamente no fluido cérebro-espinhal enquanto adicionalmente 6-7 mg de colesterol
cerebral sdo eliminados diariamente através de uma via alternativa dependente da
enzima CYP46 atravessando a barreira hematoencefalica, chegando ao plasma e depois
ao figado onde sera eliminado sob forma de acidos biliares (BJORKHEM et al., 2007)

conforme mostra a Figura 2.
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Fig. 2 — Metabolismo do Colesterol Cerebral (RAFFAI et al.,2003)

A hipercolesterolemia entdo, é reconhecida como fator de risco para DA, tendo
em vista que niveis altos de colesterol no cérebro aumentam o deposito da APP
(proteina precursora da f-amiléide), e por isso, 0 emprego de drogas que combatem as
dislipidemias, em pacientes portadores de DA, estd produzindo uma avaliagdo positiva
(SAMBAMURTI et al., 2004).
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O colesterol cerebral é sintetizado localmente e independe da ingestédo alimentar.
O excesso de colesterol no cérebro resultante da sintese aumentada ou a morte neuronal.
A enzima 24S-hidroxilase (CYP46) da familia do citocromo P450 é expressa no cérebro
principalmente nos neurénios, células piramidais, cortex entorrinal, hipocampos, giro
denteado e células de Purkinje participando na regulacdo da eliminacdo do colesterol
cerebral convertendo seu excesso em 24S-hidroxicolesterol (FERNANDEZ DEL POZO
et al., 2006; BJORKHEM et al., 2007).

O aumento da atividade da enzima CYP46 produz um acumulo de 24S-
hidroxicolesterol cuja acdo neurotoxica no fluido cérebro-espinhal favorece a formacao
de radicais livres, promovendo morte neuronal favorecendo a DA
(PAPASSOTIROPOULOS et al., 2003; VEGA et al.,, 2007). Por outro lado a
diminuicdo da atividade da CYP46 levaria ao acimulo de colesterol cerebral trazendo
como consequéncia maior formacdo de placas amildides. Foi identificado que um
polimorfismo de uma Unica base no gene CYP46 T/C, estava significativamente
associado com o risco do desenvolvimento da DA tardia (WOLOZIN, 2003).

Estudos evidenciam a associacdo entre o polimorfismo do intron 2 do gene
CYP46 com o risco aumentado para o0 desenvolvimento da DA
(PAPASSOTIROPOULOS et al., 2003; BORRONI et al., 2004; COMBARROS et al.,
2004; MA et al., 2006).

A influéncia do polimorfismo da CYP46 sobre o risco de desenvolvimento da
DA, esta focada principalmente sobre SNP (Single Nucleotide Polymorphisms)
rs754203, localizado no intron entre os exons 2 e 3 no qual ocorre uma transicao T/C,
sendo o alelo C o mais frequente nas populagdes estudadas. Também foi demonstrado
que o genotipo CYP46 TT esté associado com o risco de desenvolvimento da DA tardia
(LOAD) nas populacdes estudadas e foi observado que individuos heterozigotos ou
CYP46 C homozigotos tinham risco para DA diminuido, além de ser registrado um
sinergismo genético entre a APOE E4 e o CYP46 TT no desenvolvimento da DA
(PAPASSOTIROPOULOS et al., 2003).

Existe, entdo, a controvérsia sobre qual alelo estaria associado com a LOAD. No
estudo de Papassotiropoulos et al.,(2003) na Grécia e Itdlia, a associacao existe entre o
alelo T e DA, enquanto os trabalhos de Borroni et al.,(2004) na Italia e Combarros et
al.,(2004) na Espanha, sugerem a associa¢cdo com o alelo C.
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Entretanto, estudos de Kolsch et al.,(2002) na Alemanha, Desai et al.,(2002) nos
Estados Unidos, Kabbara et al., (2004) na Franca, Juhasz et al.,(2005) na Hungria, ndo
identificaram nenhuma associacdo entre o referido polimorfismo e a LOAD. Borroni et
al.,(2004) demonstraram na populacdo espanhola, o efeito sinergistico do APOE E4
juntamente com o CYP46 C relacionados com a elevacdo do declinio cognitivo e

desenvolvimento da DA.

Desta forma, em vista de resultados ainda contraditorios, ¢ de fundamental
importancia que outros estudos sejam realizados com o objetivo de avaliar o
possivel papel deste polimorfismo em diferentes populacfes de risco ou portadoras
de DCL.
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1.7 O DISTRITO DE FERNANDO DE NORONHA E SUA POPULACAO IDOSA

O Estado de Pernambuco esta localizado na regido Nordeste do Brasil, formado
por 185 municipios, distribuidos em 5 meso-regiGes: Metropolitana do Recife, Mata
Pernambucana, Agreste Pernambucano, Sertdo Pernambucano e Sertdo do Sao Francisco,
além do Distrito Estadual de Fernando de Noronha. O Arquipélago de Fernando de
Noronha, descoberto oficialmente no ano de 1503, por Américo Vespulcio, numa
expedicdo patrocinada pelo fidalgo Fernan de Loronha, s6 foi ocupado pelos portugueses
a partir de 1737, ao ser incorporado a Capitania de Pernambuco, quando foi fundada a
Vila dos Remédios (SILVA, 2000).

No contexto da Revolucdo Pernambucana (1817), os revoltosos enviaram o
Capitdo José de Barros Falcdo de Lacerda a ilha, com a missdo de destruir os fortes que
a defendiam, e de trazer a guarnizacdo que a ocupava, e 0 arquivo militar, de volta a
Pernambuco. Com a missdo cumprida, ao retornar foi detido como rebelde na baia da
Traicdo, e desde entdo desconhece-se o paradeiro do arquivo militar da ilha
(CARNEIRO, 1922). Posteriormente, terminada a Guerra da Independéncia do Brasil, a
administracdo da ilha passou a ser subordinada ao Ministério da Guerra (1824), que a
utilizou como Presidio Militar (BARRETTO, 1958).

Com a criacdo do Territorio de Fernando de Noronha (Decreto-lei de 9 de julho de
1942) o presidio foi transferido para a llha Grande, no litoral do estado do Rio de
Janeiro. Em 1988, ap6s aprovacdo da nova Constituicdo Brasileira, o Arquipélago de
Fernando de Noronha volta a ser administrado pelo Estado de Pernambuco, na condicéo
de Distrito Estadual (SILVA, 2000).

Em Fernando de Noronha, segundo o censo do IBGE (2000), residiam 2. 051
habitantes, sendo 1.059 homens e 992 mulheres. Dos 467 domicilios particulares
permanentes, 398 contavam com abastecimento de dgua na forma de rede geral; 64 com
pOGOos ou nascentes e 5 com outras formas de abastecimento. A coleta do lixo abrange a
totalidade dos domicilios. Eram 453 domicilios com banheiro ou sanitario, entre os quais,
274 com esgotamento sanitario ligado a rede geral e 14 domicilios sem banheiro ou
sanitario. O esgotamento sanitario foi apontado como uma das principais caréncias, em

termos de infraestrutura, por ndo atender a demanda total do distrito (PAIVA,2004).
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Paiva (2004) relatou que da populagéo de idosos de Fernando de Noronha, 45,7%
relata prejuizo a capacidade funcional. Observou niveis satisfatorios de autonomia e
independéncia na populacdo estudada para desenvolver as atividades de vida diaria
(AVDs). Desta populacéo de idosos, 18,8% desenvolviam atividades domesticas; 8,8% se

dedicaram a agropecuaria; 7,5% a carreira militar; 63% as areas de pesca e construcao.

A populagdo idosa do distrito é especial, no sentido de manter um estado de
alegria e satisfacdo com a vida, em geral. Para 75% dos idosos as expectativas para o
futuro eram positivas; 17,5% ndo mencionaram expectativa, mas, também néo referiram
afirmacdo negativa e 7,5% descreveram o futuro negativamente. 95,5% do grupo
afirmaram estar felizes, 2,5% n&o se sentirem felizes e 2,5 ndo souberam informar.Os
indicadores socioecondmicos, analisados isoladamente, revelaram o perfil de uma
populacdo diferenciada, quando comparada a outras do Continente. No entanto, apesar da
boa qualidade de vida, o elevado custo de vida na llha chega a superar os padrdes
observados na capital Recife (PAIVA, 2004).

E uma populacio carente de assisténcia médica e social, e por estarem residindo
em localidade relativamente distante do continente, os problemas de salde muitas vezes
vao se acumulando ndo apenas devido a distancia dos centros de referéncia, como
também pela dificuldade de se instituir acbes preventivas que contribuam para o bem
estar e melhoria da qualidade de vida dos idosos seja na esfera fisica, social ou mental.
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2 JUSTIFICATIVA

O envelhecimento populacional é um fendmeno do século XXI, atingindo tanto
paises desenvolvidos como em desenvolvimento. Nesta perspectiva a prevaléncia de
doencas cronicas degenerativas também € crescente acometendo os individuos cada vez
mais cedo com comprometimento na sua funcdo cognitiva e funcional. Estudos estdo
sendo dirigidos para investigacdo de fatores genéticos como fatores de pré disposi¢do ou
de risco para a Doenga de Alzheimer (DA). Neste contexto, observa-se a inexisténcia de
estudos sobre a populacao de idosos de Fernando de Noronha; a inexisténcia de estudos
no Brasil com os polimorfismos dos genes APOE e CYP46 associados a declinios
cognitivos, resultados inconclusivos em relagéo ao gene CYP46 como um fator de risco
para a aceleracdo do declinio cognitivo e possivel desenvolvimento de DA e qual dos

alelos estaria envolvido na patogénese.

O avanco da biologia molecular associado a fisiopatologia nos permite buscar
de forma segura meios de diagndstico precoce da DA, com a finalidade de retardar o
desenvolvimento da doenga, favorecendo a preservagdo da autonomia e independéncia
do individuo idoso e garantindo-lhe melhoria na qualidade de vida. Neste sentido, novas
abordagens de estudo tém um futuro promissor, podendo indicar populacdes de genes
ou alteracbes moleculares que possam explicar o surgimento da doenca, podendo
fornecer as bases para a compreensdo e delineamento de novas e mais eficazes

abordagens de tratamento ou prevencdo da DA.

Considerando a importancia do tema abordado e a necessidade de investimento
em pesquisa sobre a populacdo idosa brasileira que apresenta caracteristicas especificas,
devido a diversos fatores socioecondmicos, politicos, culturais, inclusive relacionados ao
espaco geografico de um pais com dimensdes continentais, onde historicamente a
iniquidade social vem sendo revelada no cenario de uma sociedade marcada pelos
contrastes, de representar, no contexto internacional, uma das dez maiores economias do
mundo e a0 mesmo tempo ocupar a escala dos sexagésimos paises em indice de
desenvolvimento humano, este trabalho investigou uma populagéo idosa, cuja situacéo

de isolamento geografico é uma de suas caracteristicas mais peculiares.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Determinar a frequéncia dos polimorfismos dos genes APOE e CYP46 e
relacionar com declinio cognitivo em idosos residentes no Distrito de Fernando de
Noronha/PE .

3.2 Especificos

1- Avaliar as funcgdes cognitivas dos idosos através de testes neuropsicolégicos:

2- Determinar a frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos APOE (E2, E3 , E4)
e CYP46 rs754203 (T/C);

3- Verificar se existe associacdo entre declinio cognitivo com os polimorfismos dos
genes APOE E4 e CYP46 rs754203 T/C.
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4 - MATERIAIS E METODOS

Esta tese esta sendo apresentada por:

-INTRODUCAO,

-UM ARTIGO DE REVISAO:

“Cyp46 Polymorphisms in Alzheimer’s Disease: A Review

- DOIS ARTIGOS ORIGINAIS:

“APOE E4 polymorphism and cognitive deficit among the elderly population of
Fernando de Noronha”

“APOE E4, Cyp46 polymorphisms and cognitive deficit in elderly population from

Fernando de Noronha- Brazil .”

4.1 Tipo de Estudo- analitico (transversal com comparacao de grupos)

Estudos analiticos sdo aqueles delineados para examinar a existéncia de
associacdo entre uma exposicdo e uma doenca ou condicdo relacionada a saude. Os
principais delineamentos de estudos analiticos sdo: a) ecoldgico; b) seccional
(transversal); c¢) caso-controle (caso-referéncia); e d) coorte (prospectivo) (LIMA-
COSTA e BARRETO, 2003)

4.2 Local de Estudo- Distrito Estadual de Fernando de Noronha/PE

O arquipélago de Fernando de Noronha, paraiso ecoldgico e turistico brasileiro,
localiza-se no Oceano Atlantico a leste do litoral do estado do Rio Grande do Norte. E
um distrito estadual, pertencente ao Estado de Pernambuco. A extensdo total do
arquipélago é de 26 km2, sendo que a ilha principal possui 17 km2. Em 1988, cerca de 8
km2 da ilha foram transformados em Parque Nacional. Desta forma, garantiu-se a
preservacdo das espécies animais e vegetais da regido (PAIVA, 2004). Em Fernando de
Noronha, segundo o censo do IBGE (2000), residiam 2051 habitantes, sendo 1059
homens e 992 mulheres. A populacédo idosa era de 88 individuos.
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4.3 Periodo do Estudo- Foi firmado um Convénio de Cooperacdo Tecnica
(087.11.2005) entre a Universidade de Pernambuco (UPE) e a Administracdo Geral de
Fernando de Noronha e o periodo do estudo foi estabelecido em 4 anos (2006-2010).

4.4 Populacao do Estudo- Foram incluidos no estudo individuos com 60 anos e mais, de

ambos 0s géneros, com independéncia e autonomia, totalizando 52 idosos.

4.5 Instrumentos

4.5.1 Protocolo (Apéndice 1)

» Dados pessoais (nome, género, idade, raca, escolaridade, renda, habitos, doencas
pré-existentes, medicamentos em uso);
+ Exame fisico- avaliacdo clinica geriatrica contemplando exame fisico e

avaliacdo funcional ( atividades de vida diéria) e cognitiva

4.5.2 Avaliacdo cognitiva

Testes neuropsicolégicos

Foi aplicado o Mini Exame do Estado Mental (FOLSTEIN,et al.,1975) um teste
de rastreamento que permite uma avaliacdo global do funcionamento cognitivo. E
composto por uma avaliacdo objetiva da orientagdo, memoria, célculo e linguagem.
Funciona como indicador de déficit cognitivo. O escore minimo esperado por
escolaridade: para analfabetos, 19; para escolaridade de 1 a 4 anos, 23; de 5 a 8 anos,
26,5; de 9 a 11 anos, 28; para individuos com escolaridade superior a 11 anos, 29. Esta é
a escala mais amplamente utilizada na avaliacdo de declinio cognitivo em idosos.

Para avaliacdo das fungdes executivas foram utilizados;

-Teste de Fluéncia Verbal (FV) categoria semantica (animais/minuto). Avalia
linguagem, atencdo, organizacdo, estratégia.. Consiste em solicitar a pessoa que fale o
maior namero possivel de animais em um minuto (CHARCHAT-FICHMAN, 2005).
Foi utilizado ponto de corte 13 para alfabetizados e 9 para analfabetos ( FREITAS et
al.,2006).
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-Clinical Dementia Rating (CDR) (HOWIESON et al., 1997) escore de O para
normal, 0,5 para questiondvel, 1 deméncia leve, 2 deméncia moderada, 3
deméncia grave ;

-NINCDS-ADRDA (MCKHANN et al., 1984) que classifica a deméncia em
possivel e provavel ;

-Teste do Reldgio (TR) com ponto de corte=7 (SUNDERLAND et al., 1989).

4.5.3 Critérios de excluséo .
No protocolo também contemplava :

e Escala Isquémica de Hachinski com ponto de corte < 4 para D.A (CHOPRA e
HACHINSKI,1990)

e Critérios para o diagnostico de Deméncia por Corpusculos de Lewy (MCKEITH
et al.,1985)

e Escala de Depressao Geriatrica (GDS), para verificar a presenca de transtorno
depressivo. Questionario com 15 perguntas objetivas (sim ou ndo) com
pontuacéo entre 0 e 5 se considera normal, 6 a 10 indica depressdo leve e 11 a 15
depressao severa (YESAVAGE,1988).

Ainda como critérios de exclusdo foram observados quadros ou diagnosticos de
confus@o mental, hidrocefalia de presséo intermitente, hipotireoidismo descompensado,

perda auditiva severa.

4.6 Extracdo do DNA genémico
Frequéncia genotipica e alélica do gene APOE
Coleta do material bioldgico através de extracdo de sangue periférico.
O DNA genbmico foi isolado dos leucdcitos presentes no sangue periférico pelo método
de salting out (MILLER et al, 1988).

Inicialmente, foi feita a lise de membrana utilizando o tampé&o cuja formulagéo
“foi triton 1%, sacarose 0,32M, Tris-HCI 10mM (pH — 7,5) com MgCI2 5mM, um
microtubo de 2mL, 300 uL de sangue total ¢ 1mL de tampdo de lise celular, deixando
10 minutos reagindo a temperatura ambiente. Em seguida foi realizada a centrifugacdo a
13.000rpm por 1 minuto. Esta etapa foi repetida até promover a liberagdo do nucleo e
principalmente a lavagem da amostra utilizando o tampéo tris 10mM (pH 8,2), com
NaCl 400mM e EDTA 2mM.
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A etapa seguinte foi a lise de nucleo, utilizando-se 200 uL da solucdo de lise
nuclear que contém dodecil sulfato de sédio (SDC) a 10% deixando a amostra por 10
minutos a temperatura ambiente com posterior agitacdo vigorosa.Posteriormente foi
feita a remocao de proteinas celulares, através da adicao de 175 pL de solugao de NaCl
a 5,3M, e centrifugacdo a 13.000rpm por 15 minutos. O DNA presente no sobrenadante
foi transferido para outro tubo, no qual foi adicionado 1mL de etanol a 100%, para
precipitar o DNA, foi entdo centrifugado a 13.000rpm por 10 minutos, para a formacao
do pellet de DNA. Em seguida, o sobrenadante foi descartado, e adicionado 1mL de

etanol a 70%.

Antes da Ultima centrifugacdo a 13.000 rpm por 2 minutos, foi realizado um
vortex rapido. O sobrenadante foi novamente descartado er adicionado 150 pL de
solucdo de reidratacdo (Tris EDTA, pH 8).

4.7 ldentificacdo do Polimorfismo
4.7.1 Identificagdo do Polimorfismo do APOE
Para a identificacdo do polimorfismo do APOE foram utilizados os seguintes primers:

e 5-TCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGCA-3’ (direto)
e 5-ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACACTGCCA-3’ (reverso)

A preparacdo para a amplificacdo do gene APOE, consistiu de 10 puL de &gua,
2,5ul do tampdo de PCR 10X concentrado, 50 mM CI, 10 mM Tris-HCI ( pH 8.3),
2,5uL de DMSO, 0,8mL MgCl, (50mM), 2,0 uL dNTPs (200mmol), 2,5 uLL (5pmol) de
primers (direto e reverso) e 1,25 unidades (5U/uL) de enzima DNA Taq Polimerase
(Invitrogen) totalizando um volume final de 24,2 uL. em cada microtubo de 0,2 mL.

O programa de amplificacdo consistiu em um ciclo de 96°C por 5 minutos e 35
ciclos de 96°C por 1 minuto, 62°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e um ciclo de 72°C
por 10 minutos. Ap0s o0 término do primeiro programa, retira-se 2ul. do material
amplificado e reamplifica-se seguindo os mesmos passos.Todo material foi amplificado

em termociclador da marca Eppendorf.
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O produto amplificado foi digerido pela enzima de restricdo Hhal numa
proporcdo 0,5mL da enzima e 2mL de seu respectivo tampédo na concentragéo de 10X,
apos permanecer em banho-maria a 37°C por 48 horas.

4.7.2 ldentificacdo dos polimorfismos do CYP 46:

A identificacdo do polimorfismos do gene CYP46 foi realizada pelo método
PCR-RFLP de acordo com o método de Borrone et al. (2004). As sequéncias dos

primers foram:
Direto: 5'- TGAAAACGAGTTTCCCGTCC - 3°
Reverso: 5'- GTGTGACCAGGTAACAGTCA - 3

Este polimorfismo foi identificado utilizando digestdo enzimatica pela Mspl. O
alelo T corresponde a um fragmento ndo cortado de 285pb, enquanto o alelo C é
caracterizado por dois fragmentos, um com 209 e outro com 76pb. Em ambas as
genotipagens, os fragmentos resultantes da amplificacdo e digestdo foram observados

em gel de agarose 3% e revelado com brometo de etidio.
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5 Consideragdes Eticas

O presente estudo faz parte de um projeto maior denominado PROJETO ALOIS
desenvolvido pela Universidade de Pernambuco em parceria com o Distrito de
Fernando de Noronha, com o objetivo de realizar-se periodicamente avaliagcdes geronto-
geriatricas na populacdo idosa residente no referido distrito.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade de
Pernambuco - Protocolo 032/06 - CAAE-0017.0.097.000-06 (Anexo 1).

Todos os idosos ou responsaveis assinaram o0 Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Apéndice 2).
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Abstract Increasing research findings argue for a link
between brain cholesterol turnover and Alzheimer’s disease
(AD). High cerebral levels of this lipid increase AR load.
The elimination of cerebral cholesterol involves two
mechanisms, dependent of apolipoprotein E and cholesterol
24-hydroxylase (CYP46). CYP46 is a gene associated with
AD; the most studied single nucleotide polymorphism is the
15754203, which changes T—C. Some studies describe that
this polymorphism is possibly associated with loss of
function of CYP46; others describe that it is possibly
associated with cerebral cholesterol accumulation or an
increase of CYP46 activity leading to an accumulation of
the 24S-hydroxycholesterol in cerebrospinal fluid. Publica-
tions about this subject around the world are controversial.
Some studies associate the T allele with AD and others the
C allele. The aim of this review is to describe and
summarize the findings of the researches about the
relationship between CYP46 and AD that have been
published in the past 9 years.
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Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative
disorder affecting memory and cognition in elderly. Both
genetic and environmental factors have been involved in the
pathogenesis of AD. Apolipoprotein E (APOE) gene is
accepted worldwide as a genetic factor for sporadic AD.
However, the APOE gene only accounts for about 65% of all
sporadic AD cases, indicating that other genes are involved in
the etiology of sporadic AD (Richard and Amoyuel 2001).

Recent studies have shown evidence that cholesterol
metabolism has an important role in the pathogenesis of
AD. High serum cholesterol concentration increases the
risk of AD (Notkola et al. 1998; Kivipelto et al. 2001).

Brain cholesterol is synthesized locally and is indepen-
dent from nutritional intake (Jurevics and Morell 1995).
Excess brain cholesterol derives either from increased
synthesis or is due to neuronal cell death and needs to be
eliminated from the brain (Goodrum 1991). Furthermore, it
has been demonstrated that cholesterol affects the patho-
genic mechanisms of the disease by modulating the
amyloid precursor protein processing; high serum choles-
terol is a factor that increases AB biogenesis and AR
toxicity (Borroni et al. 2004).

Brain cholesterol is very stable compared to the
cholesterol of the periphery, and it is mainly synthesized
locally, as its transfer is restricted by the blood-brain barrier
(Ma et al. 2006).

The turnover of cholesterol in the brain occurs via
conversion of excess cholesterol into 24S-hydroxcholesterol,
which is then secreted from the central nervous system into the
plasma across the blood-brain barrier (Tedde et al. 2006).

24S-Hydroxycholesterol is the major cholesterol elimi-
nation product of the brain. More than 90% of plasma 24S-
hydroxycholesterol originates from the brain; however, the
exact transport mechanism for the elimination of 24S.

% Humana Pres:
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Table 1 A summarized analysis of the association between AD and CYP46

References SNP Allele/genotype  Polymorphism Cyp46/AD  p value Sample size population
Desai et al. 2002; (whites) 1s754203 B Absent 0.72 USA

Desai et al. 2002; (blacks) 13754203 - Absent 0.94 USA

Kolsch et al. 2002 15754203 (& Absent 0.815 Germany
Papassotiropoulos et al. 2003" 15754203 TT Present <0.001 Switzerland/Greece/Italy
Borroni et al. 2004 18754203 C Present <0.0001 Ttaly

Chalmers et al. 2004 18754203 - Absent 0.650 UK

Combarros et al. 2004* 15754203 cc Present - Spain

Ingelsson et al. 2004 15754203 - Absent 0.11 USA

Johansson et al. 2004 15754203 T Absent 0.250/0.140/0.59  Sweden and Scotland
Kabbara et al. 2004 13754203 % Absent >0.05 France

Wang et al. 2004 1754203 T Present 0.001 China

Golanska et al. 2005 15754203 C Present 0.024 Poland

Juhasz et al. 2005 13754203 - Absent 0.421/0.466 Hungary

Fernandez del Poso et al. 2005 15754203 T Present — Spain

Helisalmi et al. 2006* 18754203 ce Present 0.015 Finland

LI et al. 2006 18754203 (8 Present 0.047 China

Ma et al. 2006 18754203 T Absent 0.687 China

Ma et al. 2006 183742376 C Present 0.047 China

Tedde et al. 2006 15754203 - Absent 0.342 Italy

Wang and Jia 2007 1s754203 - Absent 0.558 China

Golanska et al. 2009 15754203 6 Present <0.05 Poland

Fu et al. 2009° 754203 T Present 0.011 China*

Kolsch et al. 2009 1s7157609 G Present 0.016 Germany

Kolsch et al. 2009 154900442 C Present 0.019 Germany

“ Genotype association

® Association between CYP46 and mild cognitive impairment (MCI)

hydroxycholesterol from brain into blood is unknown
(Bjorkhem et al. 1998). Compared to controls, serum 24S-
hydroxycholesterol/cholesterol ratios had decreased and
were lower during the progress of AD. High levels of
neurotoxic 24S-hydroxycholesterol, especially during early

Table 2 A summarized descrip-
tion of the risk for AD related to
CYP46 C/T polymorphism in

case—control studies

M
¢ Humana Press

stages of AD, might have lead to advanced neurodegenera-
tion, and thus, 24S-hydroxycholesterol is suggested to be
an additional risk factor (K&lsch et al. 2002).

In addition, it is believed that the cerebrospinal fluid
(CSF) concentration of 24S-hydroxycholesterol is altered in

References OR (95%) CI p value
CYP46 T
Papassotiropoulos et al. 2003; 2.16 1.41-3.32 <0.001
Wang et al. 2004; 298 1.64-5.44 <0.001
Fernandez del Poso et al. 2005 2.262 1.337-4.202 ~
CYP 46 C
Kolsch et al. 2002 2.159 1.112-4.192 0.023
Combarros et al. 2004 291 1.36-6.25 0.004
Borroni et al. 2004 2.56 1.58-4.08 -
Li et al. 2006 2.01 1.05-3.87 0.036
Ma et al. 2006 0.66 0.42-1.02 0.047
Helisalmi et al. 2006 213 1.25-3.62 0.005
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AD-related neurodegeneration, and thus, CSF 24S hydrox-
cholesterol may be a marker for monitoring the onset and
progression of the disease (Papassotiropoulos et al. 2002).

The Cyp46 enzyme is a member of the cytocrome P-450
family proteins and converts cholesterol to 24S-
hydroxycholesterol. Cyp46 is expressed exclusively in the
brain, where it regulates the elimination of excess choles-
terol by adding a hydroxyl group to cholesterol producing a
product that is more soluble than cholesterol and able to be
exported from the brain (Bjorkhem et al. 1998; Lund et al.
1999; Tedde et al. 2006).

Interestingly, polymorphisms in the CYP46 gene (which
encodes for cholesterol 24S-hydroxylase) influence both
AB peptide load in the brain and the genetic risk for late-
onset sporadic AD (LOAD) (Kolsch et al. 2003; Wolozin
2003). It is suggested that increases in the membrane
distribution of cholesterol (in contrast to total cholesterol
content) may provide an enriched environment for AB
production and release in the brain (Gibson et al. 2003;
Kolsch et al. 2003). In addition, AB peptide induction of
membrane-associated oxidative stress may contribute to
altered ceramide and cholesterol metabolism that in turn
trigger AD-type neurodegeneration and brain disease
(Cutler et al. 2004)

A single nucleotide polymorphism (T/C) (rs754203) in
intron 2 of CYP46 gene has been identified and reported to
be significantly associated with increased risk for LOAD.
According to the report, the frequency of CYP46 T allele
and TT genotype was significantly higher in AD patients
from Switzerland, Greece, and Italy than in controls
(Papassotiropoulos et al. 2003). In contrast, Borroni et al.
(2004) reported that CYP46C allele might act as a risk
factor for LOAD in Italian patients, meaning that the
susceptibility polymorphism might differ in different ethnic
groups (Wang et al. 2004).

Recently, Kolsch et al. (2009) identified two single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in CYP46A1 influenced
AD risk and suggest that CYP46A1 gene variations might
act as risk factors for AD via influence on brain cholesterol
metabolism. .

This was a key initiative, considering the importance of
studies about this issue. The aim of this paper is to report
the results of studies about AD genetics and the CYP46
gene that have been published in the last 9 years.

Case—Controls Studies

The first publication about the relationship between CYP46
and AD was published by Bogdanovic et al. (2001). Since
this publication, a lot of research has been done to elucidate
the importance of the CYP46 gene in the pathogenesis of
AD.

The studies that analyzed the association of CYP46 in
development of LOAD, between 2001 and 2009 years, are
summarized in Table 1.

With respect to the alleles (T/C) in the region rs754203
that be considered risk factors for LOAD, it is observed that
60% from the studies revealed the allele C association
(Table 2)

In view of the contradictory results previously reported
about the connection between CYP46 polymorphisms and
AD, it is possible that the reasons for these controversial
results would be caused by ethnical variability in different
populations, methodological differences, or both. To con-
firm a connection between CYP46 as well as genetic
control of cholesterol homeostasis in general and the
pathogenesis of AD, further research is needed, including
analysis of other genes influencing CNS cholesterol and
amyloid metabolism and/or neighboring CYP46.
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APOE-c4 POLYMORPHISM AND COGNITIVE
DEFICIT AMONG THE ELDERLY POPULATION
OF FERNANDO DE NORONHA

Andlia Nusya Garcia', Helker Albuquerque da Silva’, Renan Carlos Silva’,
Eliane Maria Medeiros Leal’, Lorena Rodrigues', Vanessa Cavalcante da Silva’,

Edileine Dellalibera®, Elizabete Malaquias Freitas', Luiz Ataide Jr’, Maria Tereza Cartaxo Muniz'"?

Abstract — Background: Polymorphism of the gene for apolipoprotein E (APOE) is an important risk factor for
the development of Alzheimer’s disease. The €4 allele of the APOE gene has been linked with a number of
neuropsychiatric illnesses, and also with stress and depression among geriatric populations.  Objective: To
identify APOE-e4 polymorphism and correlate this with cognitive deficit among the elderly population of
the island of Fernando de Noronha. Method: Neuropsychiatric tests (mini-mental state examination, verbal
fluency test and clock drawing test) were applied to 52 elderly people without Alzheimer’s disease. DNA was
isolated from peripheral blood and genotyping of APOE was done by the PCR-RFLP method.  Results: 87% of
the elderly population (mean age 69.617.0) had cognitive deficit. ~Conclusion: The observed frequency of the
€4 allele was 10%, but the correlation between the presence of €4 and cognitive deficit in this population was
not statistically significant.

KEY WORDS: APOE, polymorphism, elderly people, cognitive deficit.

Polimorfismo de APOE-¢4 e déficit cognitivo na populagio idosa de Fernando de Noronha

Resumo — Introdugdo: Polimorfismos no gene da apoliproteina E (APOE) sao importantes fatores de risco para o
desenvolvimento da doenga de Alzheimer (DA). O alelo €4 do gene APOE tem sido relacionado com declinio
cognitivo e algumas doencas neuropsiquiatricas, primariamente a doenca de Alzheimer.  Objetivo: Identificar
os polimorfismos de APOE-¢4 e relacionar com deficit cognitivo na populacao idosa da ilha de Fernando de
Noronha. Método: Foram aplicados testes neuropsiquiatricos (mini exame do estado mental, teste de fluéncia
verbal e teste do relégio) em 52 idosos sem DA. O DNA foi isolado do sangue periférico e a genotipagem de
APOE foi realizada por PCR-RFLP.  Resultados: 87% da populacao idosa com idade média de 69.617.0 apresentou
déficit cognitivo. Foi observada uma frequéncia de 10% do alelo €4.  Concluséo: Nao foi encontrada significancia
estatistica quando relacionada a presenca deste alelo e déficit cognitivo nos idosos avaliados.

PALAVRAS-CHAVE: APOE, polimorfismos, idosos, déficit cognitivo.

Changes in the shape of the world’s population pyra-
mid over the past century have demonstrated increases
in the numbers of elderly people. Neurodegenerative ill-
nesses most commonly appear at such ages. Alzheimer’s
disease (AD) is the most frequent of these, and this indi-
cates that there is a need to use diagnostic techniques to
identify risk factors for cognitive decline among elderly
populations. Individuals who ultimately develop degener-
ative dementia such as AD are likely to transition through

a period of mild impairment. Mild cognitive impairment
(MCI) is a term used to describe this transitional zone be:
tween normal aging and very early dementia. It represent:
a condition in which individuals present memory impair-
ment that is greater than expected for their age'. Ovel
the last decade, many studies have been conducted to in-
vestigate the relationship between family history, genet:
ic markers and cognitive profile among elderly popula:
tions. Apolipoprotein E was identified as a risk factor foi
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AD’. The APOE gene is inherited as one of three alleles,
termed €2 (Arg148->Cys), €3 (Cys112) and €4 (Cys112->Arg),
with mean frequencies in the general population of about
8%, 78% and 14%, respectively’. The degree of AD risk con-
ferred by €4 rises in a “gene dose” manner, increasing with
the number of €4 alleles inherited, from zero (noncarriers)
to one (heterozygote) and two (homozygote)*. Because
AD usually appears late in life and progresses slowly, the
e4 allele may exert its effects prior to the clinical diagno-
sis of AD. Consistent with this view, studies have shown
that older carriers of the €4 allele who do not have de-
mentia nevertheless do show cognitive deficits’. New re-
search has indicated that the €4 allele is a weak predictor
of Alzheimer dementia among elderly individuals®.

AD patients carrying the €4 allele have also shown
pronounced medial temporal lobe atrophy’. Further-
more, the APOE gene has been linked with several cog-
nitive processes, such as spatial attention’ and working
memory?®, for which €4 carriers have shown deficits in rela-
tion to €4 non-carriers. Cognitive deficits associated with
£4 are not confined to older adults. They may also occur
as early as midlife, a decade or more before the likely on-
set of symptoms of AD in those destined to acquire the
disease. Such findings suggest that a cognitive phenotype
of APOE could exist independently of the possible devel-
opment of AD. Possession of the €4 allele is far from be-
ing a guarantee of subsequent dementia, given that only
about 50% of €4 homozygotes have developed AD by age
80" or 90 years".

The purpose of the present study was to investigate
the relationship between the APOE gene and neuropsy-
chological characters of the elderly residents of the island
of Fernando de Noronha, State of Pernambuco, a popu-
lation without previous records, in order to obtain data
that might contribute towards promoting actions to im-
prove the lives of this elderly population.

METHOD

Participants

In April 2006, we evaluated 52 elderly individuals, represent-
ing 59% of this population segment on the island of Fernando de
Noronha. This island is a Maritime National Park located in the
Atlantic Ocean, around 220 miles east of the Brazilian coast. It
has just over 2,800 inhabitants, who are descendents of prison-
ers, military personnel or people who have come in to develop
services. The elderly people in our sample had lived there for
at least thirty years.

Ethics

The research protocol was approved by the Scientific and
Ethics Committee of the University of Pernambuco (UPE). All
subjects signed the informed consent statement.
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Laboratory methods

Genomic DNA was extracted by means of the salting-out
method?, from peripheral blood, anticoagulated with ethylene-
diaminetetracetic acid (EDTA). The APOE genotyping was done
by the PCR method (polymerase chain reaction). The forward
primer sequence was 5-TCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGCA-3’
and the reverse sequence was 5-ACAGAATTCGCCCCGGCCT
GGTACACTGCCA-3'. The polymorphism was investigated using
enzymatic cleavage using the restriction enzyme Hhal (RFLP)",
Fragments of 72 bp, 48 bp and 33 bp were produced from APOE-
€4, fragments of 91 bp and 81 bp from APOE-€2 and fragments of
91 bp, 48 bp and 33 bp from APOE-€3.

Cognitive tests

The elderly people were examined using the clinical demen-
tia rating (CDR) scale" and the NINCDS-ADRDA (National Insti-
tute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke
and Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association) cri-
teria”. They also underwent the following neuropsychological
tests to assess their memory, executive functions, orientation
and language: mini-mental state examination (MMSE)'* , verbal
fluency test (VFT)” and clock drawing test (CDT)". The data are
presented as means, standard deviations and quartiles. They
were also tested using the Hachinski ischaemia score”, Yesav-
age’s geriatric depression scale’ and the Lewy body dementia
test”. For the tests in which cognitive function was considered
in terms of education level, this was taken to be the number of
years of schooling that the individual had had. The sample was
stratified into three groups: illiterates, individuals with one to
eight years of schooling and individuals with more than eight
years. The cutoff scores for MMSE cognitive deficit were 13 for
illiterates, 18 for individuals with 1-8 years of schooling and 26
for individuals with more than 8 years. The cutoffs for VFT were
9 and 13 for below and above eight years of schooling, respec-
tively. For CDT, the cutoff point was 7 for all groups.

Data analysis

The descriptive analysis of the sample is presented as means
and standard deviations (SD) for quantitative variables, and as rel-
ative frequencies (%) for qualitative variables. The APOE allele fre-
quencies were estimated by a gene-counting method and genotype
distributions were compared with those expected according to
the Hardy-Weinberg hypothesis of genetic equilibrium, by means
of a chi-square test for goodness of fit. The mean scores from the
MMSE and VFT according to gender, age and education level were
compared by means of the analysis of variance test (ANOVA),
Associations between qualitative variables and comparisons be-
tween proportions were estimated using chi-square tests, correct-
ed by the Yates factor as appropriate and using Fisher’s exact test.

RESULTS
We evaluated 52 individuals (26 men and 26 women)
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Table 1. Cognitive performances of elderly people on Fernando de Noronha according to gender, age and schooling level.

Cognitive test MeantSD Ql Median Q3 Q4
MMSE 194141 17 19 22 29
Gender Male 19.5+5.0 16.5 19 23 29
Female 19.513.0 17.2 19 21 26
Age group 60-74 19.8439 7 19 2 29
75-95 171441 16.5 18.5 19.25 21
Schooling Illiterate 15.54£3.0 15 16 17 21
1-8 194134 18 19 212 26
>8 237435 21.2 245 26 29
APOE €4 1728141
Non-g4 18.90+3.9
FVT 12.04+3.30 9 12 145 19
Gender Male 12.81+3.21 10.25 13 15 18
Female 11.36+3.29 9 12 3 19
Age group 60-74 12424333 10 13 15 19
75-95 9.861+2.19 85 9 ns 13
Schooling Illiterate 9.0+0.75 875 9 9.25 10
1-8 12.0613.26 10.5 12 14 18
>8 15.0+2.20 12.75 15 155 19
APOE €4 17.28%41
Non-¢4 189139

between 60 and 95 years old, with a mean age of 69.6
years (SD 7.0). They were subdivided into two age groups:
60 to 74 years (78.5%) and over 74 years (21.5%). Accord-
ing to schooling level, this sample was stratified as illiter-
ate (17.3%), 1-8 years of formal education (67.3%) and over
eight years of formal education (15.4%). No statistical dif-
ference in age and education level was observed between
the genders. The older group of elderly people was to-
tally (99%) functionally illiterate (i.e. not more than 0 to
3 years of schooling), whereas only 61% of the younger
group were functionally illiterate (p=0.030).

The APOE genotype frequencies in our sample were:
€3/3 = 71.7%; €4/4 — 6.10%; €2/2 - 0%; €3/4 — 41%, €2/4
- 41%; and €2/3 = 14.3%. The allele frequencies were €2
- 0.09; €3 — 0.81; and €4 — 0.10. The proportion of carri-
ers of €4 allele (homozygous and heterozygous) was 14.3%
and the frequencies were as expected according to Har-
dy-Weinberg genetic equilibrium (p=0.25). The APOE gen-
otype distributions were homogeneous in both genders.

Three male individuals presented clinical dementia
(5.7%). One of these cases was diagnosed as probable AD
(aged 77; schooling <4 years; genotype £2/3) and the other
two as possible AD (one aged 82; schooling 4-8 years; gen-
otype £€2/3; and the other aged 77; schooling <4 years; gen-
otype £3/3). None of these elderly men with dementia had
the €4 allele, since they had the £3/3 and £2/3 genotypes.

Table 1 shows the mean scores and quartile values from

Table 2. Proportions of whole sample and APOE-g4 carriers who
were positive for cognitive deficit, among dementia-free subjects
from Fernando de Noronha, Pernambuco, according to cognitive test.

Positive for cognitive deficit
Whole sample APOE-€4 carriers
n % n %
MMSE 21 428 5 238
FVT 15 319 2 133
coT 25 53.2 6 24.0

the MMSE and VFT cognitive tests, according to gender,
age and schooling. For MMSE, the mean was 194 (SD 4.1)
and the quartiles were 17, 19. 22 and 29; and for VFT, the
mean was 12.04 (SD 3.30) and the quartiles were 9,12,14.5
and 19. Neither test indicated any statistical differences re-
garding gender or age, after adjustment for schooling and
€4 presence. However, when stratified for educational lev-
el, the subjects differed such that performance increased
with increasing number of years of schooling (p=0.0002).

The sample was also stratified to analyze cognitive
deficits, into groups with and without deficit. These data
are in Table 2 and indicate that 42.8%, 31.9% and 53.2% of
the whole dementia-free sample of elderly people pre-
sented cognitive deficit, as revealed by the MMES, VFT
and CDT cognitive tests, respectively. The frequencies of
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individuals positive for cognitive deficit who were €4 car-
riers were 23.8%, 13,3% and 24.0% from the MMSE, VFT and
CDT tests, respectively.

DISCUSSION

The prevalence of cognitive deficit on the island of
Fernando de Noronha (5.7%) was lower than what was
observed by Herrera et al. (2002)” in Catanduva, State
of Sao Paulo (71%), among which 55.1% was AD; 14.4% was
AD with vascular cerebral disease and 9.3% was vascular
dementia. They observed that the prevalence increased
with age and female gender and had an inverse associa-
tion with education level.

Among the few researchers taking a community focus
have been Corréa and Veras. Corréa® reported prevalence
of dementia of 21.4 %. On the other hand, Veras* detected
mean prevalence of cognitive impairment of 15.04%, with
a range from 5.95% to 29.75%, probably as a function of ed-
ucation and socioeconomic levels in stratified subsamples.

Few studies have compared normal elderly Brazilians
with those presenting pathological conditions of cognitive
nature. Different criteria have been used in order to obtain
data that can standardize the rules for applying and evaluat-
ing cognitive tests adjusted for large and culturally diverse
populations. Thus, data have been expressed as means, me-
dians or quartiles and different cutoff points have been
suggested for separating normal and anomalous perfor-
mances in the tests, as a function of schooling and age.

There are significant differences in cognition between
elderly individuals. Their cognition is characterized by de-
clines in higher functions, affecting mainly the capacity to
learn declarative content and executive functions®. Many
studies have shown an inverse relation between cognitive
performance in answering cognitive tests and the subjects’
ages and schooling levels, among Brazilian populations™™.
Our results confirm that cognitive performance correlates
with education level, but not with age after adjustment
for schooling level.

Comparing our mean scores from the cognitive tests
with others in the literature, the cognitive performance
from the MMSE in our data was lower than in other stud-
ies?*, both for the whole sample and according to age
and education level. The differences between our study
and others cannot be attributed to greater proportions of
illiterates and few years of schooling in our sample. From
the VFT, the mean score obtained was not the same as in
other studies™, but the results seem compatible with the
mean number of years of schooling.

The differences between data from different studies
may reflect the heterogeneity of elementary-level teach-

APOE-£4 polymorphism: cognitive aencit
Garcia et al.

ing in different regions of Brazil. They may constitute a
warning that the appropriateness of the test application
parameters needs to be reviewed in order to determine
what the normal variations are and to facilitate the diag-
nosis of cognitive impairment.

Although correction factors need to be used in cogni-
tive tests because of motor-sensory dysfunctions and age,
differentiation of the cutoff points for education levels
may lead to profiles for cognitive impairment cases that
express our reality better than do standard cutoff points®.
Taking the criteria of scores of 13,18 and 23 as the cutoff
points for MMSE, 9 and 13 for VFT** and 7 for CDT made
it possible to create subgroups of elderly individuals and
to consider that subjects with values below these cutoffs
might present cognitive deficit. In this way, we obtained
cognitive deficits of 42.8% to MMSE, 31.9% to VFT and
53.2% to CDT.

Individuals presenting marked cognitive deficits pro-
vide a large field of study for evaluating and investigating
genetic variants that influence cognitive function, since
there is the possibility that neuropsychological impair-
ment can partially be attributed to genotype manifesta-
tions. Modern large-scale techniques can now be applied
to vast populations of genes, and such techniques may
explain the contributions of genetic factors towards the
development of illnesses. This provides the basis for un-
derstanding their pathogenesis and makes it possible to
design new and more efficient approaches for early diag-
nosis and treatment.

One of the loci that has been studied most is the
APOE locus, which has three alleles (€2, €3 and €4). The
influence of the apoe4 allele on the acceleration of cog-
nitive deficit and development of AD seems to vary with
ethnicity, age and gender. The frequency of the apoe4 al-
lele among our elderly sample from Fernando de Noronha
was 10%. This was lower than values obtained among in-
dividuals without dementia of Caucasian (11.5%) and Af-
rican descent (22.5%) in the State of Rio Grande do Sul*®
and Caucasians (12%) in Sao Paulo, but was greater than in
another study in Sao Paulo (8.9%)”. All of these were case-
control studies and they showed an association between
€4 and AD in Brazilian populations. We did not make in-
ferences regarding dementia because of our small sample,
but a brief analysis among the non-demented elderly indi-
viduals showed us that the frequency of cognitive deficit
among carriers in relation to other genotypes was not
statistically significant.

It is important to put the island of Fernando de No-
ronha into its particular historical context. Its small and
special population results from a historical process that
started with its status as the first Hereditary Administra-
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tive Division (Capitania) of Brazil, in the sixteenth century,
with subsequent invasions by many European peoples, un-
til its definitive occupation by Portugal. The first perma-
nent settlement was founded around 1770, but the island
became uninhabited and completely abandoned again
several times. It was a Federal Territory during World War
II; it has been a prison for political and ordinary prisoners;
and today it is a district within the State of Pernambuco.
Thus, the allele frequencies in this elderly people may
represent more a sample coming from different parts of
Brazil, especially the Northeast of Brazil, than a genera-
tion coming from a local past generation.

In conclusion, this study showed a significant relation-
ship between cognitive performance and schooling among
this elderly sample on the island of Fernando de Noronha,
but not in relation to age and gender. The MMSE, VFT
and CDT cogpnitive tests revealed different proportions
of cognitive deficit, but only CDT presented a significant
difference according to education among this sample. We
did not find any association between the ¢4 allele and
cognitive deficit.
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i; cholesterol 24S-hydroxylase (Cyp46) gene. The aim of this study was to investigate the
19 association between Cyp46, APOE and the presence of MCI. The 52 elderly participants
gg were recruited from Fernando de Noronha District/Brazil. The clinical assessment was
2 made by neuropsyquiatric tests and the genotype by PCR-RFLP method. The T
23 (p=0.628) and C (p=0.2076) alleles of Cyp46 gene are not associated with MCI. When
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51
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UEIIELIC, MEWDOLIC ana environmental 1actors play a role in Alzheimer's disease.
The APOE &4 allele is the strongest genetic risk factor for sporadic forms of AD.
However, the APOE gene explains only a fraction of the genetic risk associated with
AD, and it is possible that other genes or metabolic factors may modify the APOE &4
effect to initiate the pathogenesis of AD (Shield et al., 2004).

Several studies have shown evidences that cholesterol metabolism plays to
an important role in the pathogenesis of AD. High serum cholesterol concentration
increases the risk of AD (Kivipelto et al., 2001; Vega and Weiner, 2007).

The turnover of cholesterol in the brain occurs via conversion of excess
cholesterol into 24S-hydroxcholesterol, which is secreted from the central nervous
system into the plasma across the blood-brain barrier (Tedde et al., 2006).

Serum 248S- hydroxycholesterol/cholesterol ratios had decreased and were lower
during the progress of AD. The key event leading to AD appears to be the formation and
aggregation in the brain of amyloid beta (Ap) peptide, a proteolytically derived product
of amyloid precursor protein (APP). Cholesterol has been demonstrated to modulate
processing of APP to Abeta. High levels of cholesterol are associated with increased
risk of AD. High levels of neurotoxic 24S-hydroxycholesterol, especially during early
stages of AD, might have lead to advanced neurodegeneration and thus 24S-
hydroxycholesterol is suggested to be an additional risk factor (Kolsch et al., 2002:
Reiss, 2005).

Cholesterol leaves the brain by two different mechanisms: one is ApoE-
dependent, &4 allele being less effective in this process, while the second involves a
gene cholesterol 24S-hydroxylase (Cyp46) (Raffai et al., 2003). Cyp46 is an enzyme

almost exclusively located in the brain and catalyses the conversion of excess
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cholesterol into 248-hydroxycholesterol, which 1s readily secreted across the blood-
brain barrier into the circulation (Lund et al., 1999).

Interestingly, polymorphisms in the Cyp46 gene (which encodes cholesterol
24S-hydroxylase) influence both AB peptide load in the brain and the genetic risk for
late-onset sporadic AD (Kolsch et al., 2003; Wolozin, 2003). It has been suggested that
increases in the membrane distribution of cholesterol (in contrast to total cholesterol
content) may provide an enriched environment for A production and release in the
brain (Gibson et al., 2003; Kolsch et al., 2003).

The single nucleotide polymorphism (T/C) in intron 2 (rs754203) of Cyp46 gene
has been found to confer the risk for AD. The water soluble 24(S)-hydroxysterol is the
product of the Cyp46, and elevated plasma and cerebrospinal fluid hydroxysterol
concentrations have been found in AD, reflecting increased brain cholesterol turnover or
cellular degradation, due to the neurodegenerative process (Juhasz et al., 2005).

Genetic association of Cyp46 polymorphisms with AD had been under extensive
investigations; however, observations on intron 2 T=>C generated inconclusive results
(Papassotiropoulos et al., 2003; Juhasz et al., 2005; Helisalmi et al., 2006; Li et al.,
2006) and faster cognitive deterioration (Fu, et al., 2009)

APOE &4 and Cyp46 polymorphisms have both been described as predictors of
MCI in elderly people. In the current study, we aimed to identify APOE &4 and Cyp46
polymorphisms and the association with cognitive deficit among the elderly population

from Fernando de Noronha District (Pernambuco/Brazil).
Methods

Subjects
We evaluated 52 elderly individuals (26 male, 26 female), with mean age 69.6 +

7.0, representing 59% of this population segment on the Fernando de Noronha
3
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archipelago. This archipelago 1s a Maritime National Park located in the Atlantic Ocean,
around 220 miles east of the Brazilian coast. It has just over 2,800 inhabitants, who are
descendents of prisoners, military personnel or people who have come in to develop
services. The elderly people in our sample had lived there for at least thirty years and
there are not studies about this population.

The elderly were selected by opportunity, excluded elderly living home care.
The study was performed in accordance with both the international -ethical
recommendations regarding research and human clinical trials as set out in the Helsinki
Declaration (1964) and the guidelines for good clinical research practice as dictated by
the World Health Organization (1995). The procedure of the research project was
explained to the subjects participating in the study and informed consent was obtained
from each subject and this work was accepted by ethical committee from UPE.
Clinical assessment

The elderly people were examined using the National Institute of Neurological
and Communicative Disorders and Stroke and Alzheimer's Disease and Related
Disorders Association (NINCDS-ADRDA) criteria (McKhann et al., 1984) and using
the Clinical Dementia Rating (CDR) (Morris, 1993). Cognitive assessment MCI was
suported by: Mini-Mental State Examination (MMSE) (Folstein et al., 1975), Verbal
Fluency Test (VFT) (Butters et al., (1987) and Clock Drawing Test (CDT) (Wolf-Klein,
et al., 1989). They were also tested using the Hachinski Ischaemia Score (Hachinski, et
al.,, 1975), Yesavage's Geriatric Depression Scale (Yesavage, 1988) and the Lewy Body
Dementia Test (McKeith, et al., 1996).

The sample was stratified into three groups: illiterates, individuals with one to
eight years of schooling and individuals with more than eight years. The cut off scores

for MMSE cognitive deficit were 13 for illiterates, 18 for individuals with 1-8 years of

4
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schooling and 26 for individuals with more than 8 years. The cut offs for VFT were 9
and 13 for below and above eight years of schooling, respectively. For CDT, the cut off
point was 7 for all groups.

The elderly were considered to have a deficit when presented a deficit in at least
two cognitive tests among the tests: MMSE, VFT and CDT.

Genetic study

To genomic DNA extracting we used 51 samples, by salting-out method (Miller
et al., 1988) from peripheral blood, anticoagulated with ethylenediaminetetracetic acid
(EDTA). The APOE genotyping was adapted from Hixon and Vernier (1990) method,
and was published in Garcia, et al., (2008).

The Cyp46 genotyping was done by PCR-RFLP according with Borrone et al.
(2004) method. The forward primer sequence was 5'- TGAAAACGAGTTTCCCGTCC
— 37 and the reverse primer was 5- GTGTGACCAGGTAACAGTCA - 3". The
polimorphisms was investigated using enzimatic cleavage by Mspl. Cyp46 T allele
corresponded to the uncut 285 bp fragment, while Cyp46 C allele was characterized by
two fragments of 209 and 76 bp.

In both genotyping, the results of amplification and the digestion fragments were
revealed by 2 and 3% agarose gels with ethidium bromide, respectively.

Statistical analysis

The descriptive analyses of the samples are presented as absolute and relative
frequencies. The Cyp46 alleles frequencies were estimated by a gene-counting method
and genotype distributions were compared with those expected distribution according to
the Hardy-Weinberg hypothesis of genetic equilibrium, by means of chi-square test for

goodness of fit. Associations between qualitative variables and comparisons between
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proportions were estimated using chi-square tests, corrected by the Yates factor as

appropriate, Fisher's exact test and G Williams test.

Results

The allelic and genotypic frequencies are summarized on Table 1. The 4APOE
and Cyp46 genotypic distributions showed off according to expected by Hardy-
Weinberg equilibrium. Analyses between APOE gene and MCI, was done and
published by our group in a previous study, which was showed a general prevalence of
28.41% of cognitive deficit, and the frequencies to MMSE, VFT and CDT were
respectively 42.8%, 31.9% and 53.2% without association between APOE and MCI
(Garcia, et al., 2008).

We analyzed the alleles individually, whereas both could be considered risk
factors. The analyze of association between T allele or C allele of Cyp46 gene and the
presence of cognitive deficit not shown statistical significance for T allele (32=0.649 /
pYates= 0.628) and C allele (Fisher p= 0.2076) (Table 2).

We analyzed if there was a synergy between the presence of the &4 allele and the
alleles of the Cyp46 gene and an increased incidence of MCI. When analyzed the
simultaneous presence of &4 allele, C allele and the presence of cognitive deficit, was
not observed association (Fisher p=0.4286), and when analyzed the simultaneous
presence of ¢4 allele and T alléle, nor was an association (Fisher p=0,4286) (Table 2).

Means and standard deviation were performed for analysis of cognitive
performance for MMES, VFT and CDT and the association of alleles of the Cyp46 gene

was not found.
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Discussion

One of the most important challenges of investigation in MCI is to identify
genes that could be used to predict which subjects will progress to dementia. In
addition, genetic studies of MCI considering their evolution could furthermore explain
the diagnostic heterogeneity of this entity (Barabash et al., 2009).

The prevalence of cognitive deficit on Fernando de Noronha District (5.7%) was
lower than what was observed by Herrera et al. (2002) in Catanduva, State of Sdo Paulc
(7.1%), among which 55.1% was AD; 14.4% was AD with vascular cerebral disease
and 9.3% was vascular dementia. They observed that the prevalence increased with age
and female gender and had an inverse association with education level. As has already
been noted by some authors, the heterogeneity of MCI has inferred one of the
difficulties in the genetic investigation (van Dujin, 2004; Winblad et al., 2004).

Probably each one of the diseases that underlie the diagnosis of MCI may have in
part a genetic origin, thus it may be different genes for different etiology of MCI. On the
other hand, most of these pathologies are common diseases with complex genetic
inheritance that are a result of the interaction of multiple genes and the environment.
This diseases are characterized for presenting genotypes with incomplete penetrance
and a low magnitude associated risk (Yang et al., 2003).

Although APOE &4 allele is a well-established risk factor for dementia, the
impact of APOE &4 on the development of MCI is unclear. Population-based
longitudinal study shows that elderly individuals with incipient MCI are not more likely
to be APOE &4 carriers than individuals who remain cognitively healtly (Heun et al.,

2010).
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The results about analyses ot &4 allele of AFUE gene and the association witn
MCI not presented statistical significance in this population (Garcia et. al., 2008).

In the literature, the results are controversial in determining which allele of the
Cyp46 gene is associated with cognitive deficits. From this view, we described in a
review that several studies showed any association or not of the Cyp46 polymorphism
with AD (Garcia et al., 2009). The present study has not shown association between
MCI, APOE &4 and Cyp46 polymorphisms. Chalmers et al. (2004) studied the
relationship of these polymorphisms and the presence of AD in 86 neuropathologically
confirmed cases of AD and 58 controls, which was reported that polymorphisms within
APOE and Cyp46 genes were not risk factors for AD.

Juhasz et al (2005) in a case—control study performed on 125 AD and 102 age-
and gender-matched control subjects (CNT) from Hungary, to test the association of
Cyp46 T/C and APOE polymorphisms in AD. The results indicated that the intron 2 T/C
polymorphism of Cyp46 gene (neither alone, nor together with the &4 allele) does not
increase the susceptibility to late-onset sporadic AD (LOAD) in the Hungarian
population.

In contrast, studies showed possible involvement of Cyp46 gene and APOE gene
polymorphisms with the risk for LOAD.

Wang et al, (2004) analyzed 99 sporadic LOAD patients and 113 healthy
controls from China. They found an association between Cyp46 TT genotype and
LOAD (OR=2.98, 95% CI 1.64-5.44, P<0.001). This data reveal that the polymorphism
of Cyp46 intron 2 is implicated in the susceptibility to LOAD and a strong synergistic
interaction between Cyp46 TT homozoygots and APOE &4 carriers status on LOAD

risk.
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Kabbara et al. (2004) tested in French population, the potential association of the
Cyp46, APOM and APOF genes with the risk of developing AD. APOF and APOM
encode apolipoproteins belonging to the large lipocalin family, which also includes
ApoE. No association between Cyp46 gene and AD was observed in this study.

Golanska et al (2009), studied eight polymorphisms within APOE, PRNP,
PRND, and Cyp46 genes in 213 Polish late-onset patients with Alzheimer's disease
(AD) and 171 non-demented elderly controls. The results showed a gradient of onset
age depending on membership in the risk sets was also observed. Logistic regression
analysis showed that the highest risk for AD was found for individuals who co-inherited
APOE &4 allele, PRNP codon 129 homozygosity, PRND codon 174 Thr allele, and
Cyp46 15754203 G allele.

We analyses if was any synergy between &4 and Cyp46 with the presence of
MCI, and it was not observed statistical significance to this association to C with &4

alleles (Fisher p=0.4286) and T with &4 alleles (Fisher p=0.4286). In studies of other

groups, was not showed synergy between the &4 allele and Cyp46 gene and the AD (del
Pozo et al., 2005; Li et al., 2006; Tedde et al., 2006).

Others studies showed a synergism between Cyp46 C allele (Borroni et al,
2004) and TT genotyping (Papassotiropoulos e al., 2003; Wang ) with &4 allele and the
prevalence of DA.

There are not studies to test the association between APOE and Cyp46 and
cognitive deficit in Brazilian population. It was the first study about this theme in our
population.

Future researches need to consider both genetic and epigenetic factors and their

interaction in order to describe the effects on the development and course of
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AIZNEIMET S aISease. Large prospective Iongituainal studies are needea Tor gene
identification in the general population.
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Tables

Table 1: Distribution of allelic and genotypic frequencies of APOE and Cyp46 genes of

elderly from Fernando de Noronha

APOE Cyp46
Genotype Frequence (%) Genotype Frequence (%)
€33 71.7 TT 55.32
c4/4 6.1 TE 38.29
€22 0.0 (¢ 6.39
23 143
£2/4 4.1
£3/4 4.1
Allele Frequence (%) Allele Frequence (%)
£3 81 T 74.47
g4 10 C 25.53
£2 9

Table 2: Association between APOE and Cyp46 genes and cognitive deficit

APOE With Defcit Without Defcit p value
With € 4 (3)21.4% 4)12.1% 0.4452°
Without &4 (11) 78.6% (29) 87.9% '
Cyp46
With T (13) 86.6% (35)97.2% 02107
Without T (2) 13.4% (1)2.8% ’
With C (5)33.3% (18) 50%
Without C (10) 66.7% (18) 50% O34T
APOE + Cyp46
e4+C (3) 100% (2) 50% 0.4286
£4-C (0) 0% (2) 50%
g4-T (1)33.4% (0) 0%

a- G de Williams Test (0,5827); b- G de Williams Test (1,5666): c- xz Test; d- Fisher Test;
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8 CONCLUSOES

1-Na populacéo idosa de Fernando de Noronha foi encontrado alto percentual

de declinio cognitivo leve (87%).

2-O Teste do Reldgio foi o que identificou maior percentual de declinio

cognitivo.

3-Foi observada uma frequéncia de 10% do alelo E4 do gene APOE.

4-Ndo foi encontrada significancia estatistica quando relacionada a presenca do

alelo E4 e declinio cognitivo leve nos idosos avaliados.

5-Né&o foi observada associacdo dos alelos T e C do gene CYP46 e declinio

cognitivo leve.

6-Nao foi observada associacdo quando analisado o0 sinergismo entre 0S

polimorfismos dos genes Cyp46 T/C e APOE E4 com declinio cognitivo leve.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

A populacdo idosa € a que mais cresce hoje no Brasil. Esse fendmeno traz
repercussdes importantes, ocasionando uma intensificacdo do interesse pela promocao
do envelhecimento saudavel e da preocupagdo com a prestacdo de servigos aos idosos
nas &reas médica, social, educacional e psicologica. Dentre as consequéncias do
envelhecimento populacional, ocorre a modificacdo do perfil de saide, tornando-se mais
frequente as complicacGes associadas as doencas cronico-degenerativas como as

deméncias.

No campo da saide mental tem havido um aumento da procura por atendimento,
mas ainda faltam profissionais qualificados e preparados para lidar com as
particularidades do idoso, e 0s servicos especializados para atendimento de pacientes
geriatricos sdo escassos. H& necessidade de se investir nos servicos hospitalares, na
implantacdo de atendimento domiciliar com enfoque gerontoldgico e principalmente em

projetos de prevencdo e reabilitacdo na comunidade.

Tendo em vista os fatores de risco para a progressdo de uma deméncia, devemos
considerar que os profissionais de saude devem monitorar de perto os individuos que se
encontram com quadros demenciais e aqueles com declinio cognitivo leve. Infelizmente
por motivos superiores, 0 presente estudo, ndo teve seu segmento longitudinal como
previsto inicialmente, mas foi importante para o diagndstico cognitivo de uma

populacgéo, ainda sem dados na literatura.

Ressalta-se ainda que existem evidéncias suficientes indicando que intervencoes
planejadas levando-se em conta mudancas de habitos de vida e atividades ocupacionais
sdo benéficas na reducdo da aceleracdo do declinio cognitivo. No entanto, esses fatores
de risco podem apresentar diferencas regionais e culturais, além de existirem poucos no
Brasil. Dados dessa natureza podem ser Uteis aos profissionais de salde e aos
planejadores de salde publica no sentido de implementarem acBes preventivas que

visem o0 bem estar e a melhoria da qualidade de vida dos nossos idosos.
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NOME

UNIVERSIDADE, DE PERNAMBUCO
INSTITUTO DE C1ENCIAS BIOLOGICAS

PROJETO ALOIS- NUCLEO NORONHA

Protocolo :

Idade

Sexo

Escolaridade

Renda

Habitos

Doengas Pre-existentes

Medicamentos em uso

Cirurgias anteriores

Doengas venereas

1
INSTRUMENTOS DE AVALIACAO GERIATRICA:

MEEM:--------/30

AVD’s (Kats): ==eenemes /6

Mini Escala de Depressdo Geriatrica;-r------ /15

EXAME FiSICO:

Peso: Altura: IMC:

PA

71



Dosagens: Data
Colesterol total
HDL

LDL

VLDL

APOE alelo

CYP46

DATAS

MEEM

CDR

NINCS

T.Reldgio

Fluéncia verbal




MINI - EXAME DO ESTADO MENTAL (MINIMENTAL)

Nome: . SEx0:
Data de nascimento:; / / Idade ____ Escolaridade(anos)
Data e hora / / - : Avaliador
Escore Escore S6 devem ser preenchidos nos espagos abaixo
Miximo | do Paciente as respostas do paciente
Orientagio |5 Hora aproximada:
Temporal Dia da semana:
Data:
Maés:
Ano:
Orientagio |5 Local Especifico:
Espacial Instituicfio:
Bairro (ou rua préxima):
Cidade:
Estado:
Meméria 3 Gelo, ledo , planta
imediata - (1 PONTO PARA CADA RESPOSTA CERTA)
Atengfio e ) 100-7=93 - 7 =86 - 7=79 -7= T2 -7 =65
Célculo . €) €J) (3 (3 <)
Memoériade |3 Quais aquelas trés palavras ditas?
evocaco L (1 ponto para cada resposta certa)
Linguagem |8 ‘ . Nomear dois objetos: Relégio, Caneta.
(1 ponto para cada resposta certa)
. Repetir: “Nem aqui, nem ali, nem 14”. Ou paralelepidedo
Comando de trés estagios:
“Apanhe esta folha ¢/ a mio direita; dobre ac m2!-; -
coloque-a no chio”.
Ler e obedecer: FECHE OS OLHOS
Escreva uma frase: Eu...
Capacidade |1 Copiar um desenho
Construtiva ‘
visual
30

8
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AVALIACAO =ESCALA CLINICA DE AVALIACAO DE DEMENCIA

ESCALA CLINICA DE AVALIACAO DE DEMENCIA

(Clinical Dementia Rating Scale - CDR)

PONTO

Sem perda de memaria ou pequenos e ocasionais esquecimentos 0
Pequenos mas freqlientes esquecimentos; lembranga parcial de acontecimentos. 05
< Moderada perda de meméria principalmente para aconlecimentos recentes, interferindo
é nas alividades do dia a dia. 1
& Severa perda de meméria: lembra apenas de assunlos inleressantes vivenciados,
informagdes novas s3o rapidamente esquecidas. #
Severa perda de memoria, somente fragmentos permanecem. 3
Orientagao perfeita 0
Totalmente orientado, excelo por pequenas dificuldades relacionadas com o tempo
& (horério). 0
S Moderada dificuldade com orientagao lemporal; orientado com relagao 2o local do exame,
L% pode haver desorientagdo geografica para oulros locais. 1
. S Severa dificuldade relacionada com o tempo; frequentemente desorientado com relagdo a
lempo e espago. 2
Total desorientagdo lemporo-espacial; reconhece apenas as pessoas mais intimas. . 3
Resolve bem os problemas do colidiano; bom discemimento. 0
w O Alguma dificuldade na resolugao de problemas, semelhangas e diferengas. 0,5
= :% Moderada dificuldade em resolver problemas por si mesmo; dificuldades no
é % discernimento de semelhangas e diferengas. !
g § Importante dificuldade em resolver problemas com independéncia, discemir entre 5
= semelhangas e diferengas, crilica e julgamento comprometidos.
Incapaz de resolver problemas. 3
Independéncia no desempenho profissional, nas compras, finangas e nas alividades
o sociais. i
(é Algumas dificuldades nessas atividades 05
2 Apresenta dependéncia nessas alividades, apesar de poder participar de algumas;
t% aparenla nao apresentar anormalidades & primeira vista. 1
,% Sem interesse em mantler atividades fora de casa; aparenta estar bem para sair e manter
E atividades fora de casa. 2
Aparenla ndo ter condigdes de desempenhar atividades fora de casa 3
2 Vive em familia; passatempos e interesses intelectuais mantidos. 0
% P Vive em familia; passatempos e inleresse intelectual levemente afe@do. 0,5
g % Suave mas definitiva dificuldade com alividades domésticas, deixa de realizar atividades
§ 3 doméslicas e passalempos mais dificels. L
E E Apenas atividades simplificadas; interesses muito restritos. 2
< Alividade doméstica praticamente inexistente
Tolalmente capaz e independente. 0
3 2 Totalmente capaz e independente 0,5
g % Precisa ser incentivado / instruido 1
38 Necessita de assisténcia para veslir e assear-se 2
Requer muita ajuda para cuidados pessoais; frequentemente incontinente. 3
_TOTAL
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AVALIAGAO = ATIVIDADES BASICAS DE VIDA DIARIA

ATIVIDADES BASICAS DE VIDA DIARIA

Pontuar a informagdo obtida do cuidador principal

TEM SITUACAO DO PACIENTE PONTOS
Totalmente independente 10
COMER Necessita de ajuda para cortar carne, pao, efc. L
Dependente 0
LAVAR-SE Independente: entra e sai sozinho do banho 5
Dependente 0
Independente: capaz de por e tirar a roupa, abotoar-se, calgar 10
sapatos '
NESTI.5E Necessita ajuda 5
Dependente 0
Independente para lavar o rosto, as maos, pentear-se, barbear-se, 5
HIGIENIZAR-SE maquiar-se, efc.
Dependente 0
Fezes Continente 10
Ocasionalmente algum episodio de incontinéncia, ou necessita 5
& ajuda para administragdo de supositdrios ou laxantes.
3 Incontinente 0
u Continéncia normal, ou é capaz de )cuidar de a sonda (se tem uma 10
posta).
8 Um episodio didrio no maximo de incontinéncia, ou necessita ajuda
Urina para cuidar da sonda
Incontinente 0
Independente para ir ao banheiro para o asseio, tirar e por a roupa 10
USAR O BANHEIRO Necessita ajuda para ir a0 sanitario, mas se limpa sol 5
Dependente 0
’ Independente para ir do assento a cama 15
Minima ajuda fisica ou supervisdo para fazer-lo 10
LOCOMOGAO Necessita grande ajuda, mas & capaz de manter-se sentado s& 5
Dependente 0
Independente, caminha s6 50 metros. 15
N Necessita ajuda fisica ou supervisao para caminhar 50 metros 10
DEAMBULAGAS) Independente em cadeira de rodas sem ajuda 5
Dependente 0
Independente para baixar e subir escadas 10
ESCADAS Necessita ajuda fisica ou supervisdo para fazer-lo 5
Dependente 0

75




AVALIACAO . = ESCALA DE DEPRESSAO GERIATRICA

ESCALA DE DEPRESSAO GERIATRICA Padréo Ponto
Satisfeito(a) com a vida? Nao
Interrompeu muitas vezes suas atividades? Sim
Acha sua vida vazia? Sim
Aborrece-se com freqiiéncia? Sim
Sente-se de bem com a vida na maior parte do tempo? N&o
Sente-se alegre a maior parte do tempo? - Nao
Teme que algo ruim Ihe acontega? Sim
Sente-se desamparado(a) com freqiiéncia? Sim
Prefere ficar em casa a sair e fazer coisas novas? Sim
Acha que tem mais problemas de meméria que outras pessoas? Sim
Vale a pena viver como vive agora? - Néo
- Sente-se cheio(a) de energia? Néo
Acha que sua situagdo tem solugdo? Néo
Acha que tem muita gente em situag&o melhor? Sim
PONTUAGAQ TOTAL

ESCALA DE DEPRESSAQ - RESULTADO pontos

Resposta diferente do exemplo 0

Resposta igual ao exemplo 1

Total maior de 5pontos = Suspeita de depress3o-
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AVALIAGAO -ESCALA ISQUEMICA\DE HACHINSKI

ESCALA DE ISQUEMIA DE HACHINSKI

ACHADO

PONTOS

Inicio stbito

2

Curso flutuante

Confusdo noturna

Preservagdo relativa da personalidade

Depressao

Queixas / Sintomas somaticos

Labilidade emocional

Antecedentes de HAS

Antecedentes de AVC

Evidéncia de aterosclerose associada

Sinais neuroldgicos focais

Sintomas neurolégicos focais

Progressao em degraus

2 ININ =N AN

TOTAL

>/¥.— D‘-U.ASCOLHQ
A
fva 4 b Sdi

AVALIAGAO = CRITERIOS DIAGNOSTICOS DE DEMENCIA

POR CORPOSCULOS DE LEWY

CARACTERISTICAS DA DEMENCIA POR CORPUSCULOS DE LEWY

= Apresenta periodos de confusdo, alucinagdes (especialmente visuais)

= Quedas freqientes;

movimento (bradicinesia);

= Sinais extrapiramidais espontaneos, tais como rigidez ou lentiddo e pobreza de

= Maior sensibilidade aos neurolépticos;

= Progressao mais rapida. -

= Curso flutuante
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Anexo

Doenga de Alzheimer: critérios NINCDS-ADRDA

A - Criterios de Doenga de Alzheimer (DA) possivel:

1.

Demencia, com ausencia de outras alteraciones sistémicas, psiquiatricas y
neurolégicas que puedan causar €sa demencia,.

Presencia de una segunda alteracion, cerebral o sistémica, que podria producir

demencia pero que no €s considerada por el clinico como la causa de esta
demencia.

3- Quando se produce deterioro gradual e intenso de una nica funcion cognitiva, en
ausencia de otra causa identificable

B.- Criterios de DA provavel:

2

10.

Déficit cognitivo demostrado medant2 exame clinico y documentado com
testes y escalas validados.

Déficit em duas ou mais areas cognitivas (memoria, juizo, calculo, etc.).
Teterioramento PROGRESIVO da memoria e outras funciones cognitivas.
Ausencia de trastornos da consciencia (delirium).

Inicio entre 40 e 90 afios.

Sem evidencia de outras enfermidades cerebrais ou sistémicas que pudesssem
justificar o quadro.

Apoiam o diagnostico de DA provéve(":

Presencia de afasia, apraxia, agnosii.

Alteragiio de j-adroes de conduta e ncapacidade para realizar tarefas cotidiana
Historia familiar de DA.

Exames complementares: exame ds LCR normal, alteragdes inespecificas ou

normalidade no EEG, e sinais de atrofia cerebral progressiva em estudos
seriados de TC cerebral.

C - Criterios de DA definitiva:

1
2.

Criterios de DA provavel acompanhados de:

Confirmagcao histopatologica
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PROJETO ALOIS- niicleo NORONHA

Eu. ' . abaixo assinado, dou meu consentimento

livre e esclarecido para participar como voluntirio do projeto de pesquisa supracitado., sob a

responsabilidade das pesquisadoras Prof. Anilia Nusya de Medeiros Garcia , Profa. Maria Tereza

Cartaxo Muniz , Profa. Elizabete Malaquias e Prof Luis Ataide Junior, docentes da Universidade de

Pernambuco e Universidade Federal de Pernambuco

Assinado este Termo de Consentimento estou ciente de que:

1. O objetivo da pesquisa é caracterizar os fatores de susceptibilidade (fatores de risco) genética
para Doenca de Alzheimer em idosos: ‘

2. Obtive todas as informacdes necessarias para poder decidir conscientemente sobre a minha
participacdo na referida pesquisa;

Estou livre para interromper a qualquer momento minha participagdo na pesquisa;

4. Autorizo a pungdo venosa ¢ a coleta de meus dados pessoais que serdo mantidos em sigilo € os”
resultados gerais obtidos através da pesquisa serdo utilizados apenas para alcancar os objetivos do
trabalho, exposto acima, incluida sua publicacdo na literatura cientifica especializada;

5. Poderei contactar o Comité de Etica de UPE para apresentar recursos ou reclamagdes em relacio a
pesquisa ou ensaio através do telefone: (3416-4008), o qual encaminhari o procedimento

necessario.
| 6. Concordo que os resultados sejam analisados e sejam divulgados através de meios de
divulgacdo cientifica
Recife, de 2006.
RG:
(Voluntario ou responsavel)
pesquisador
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REITORIA DA UNIVERSIDADE DE PERNAMBUCO

UNIVERSIDADE

DE PERNAMBUCC

Recife, 18 de julho de 2006.

PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
GERENCIA DE PROJETOS DE PESQUISA

O COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UPE

O Comité em reunido do dia 10/07/06 considerou APROVADO, o Projeto de
pesquisa de N° 032/06, intitulado: ,

PROJETO ALOIS, que tem como pesquisadora principal:

Profe: ANALIA NUZYA DE MEDEIROS GARCIA.

RESUMO DO COMITE DE ETICA

O estudo ndo apresenta maiores riscos de agravos Eticos e esta em consonancia
com as Resolugdes do Conselho Nacional da Saude, referentes as pesquisas que
envolvem seres humanos, com a Declaragdo do Helsinque e com o Cddigo de
Nurenberg. Lembramos que o pesquisador principal tem por obrigacgao:

s

ook

Comunicar toda e qualquer alteracdo do projeto e/ou do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Nestas circunstancias a inclusao de
pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité,
ap6s a andlise das mudangas propostas.

Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorido
durante o desenvolvimento do estudo.

Manter por 5 anos, para possivel auditoria dos 6rgaos competentes, os
dados individuais de todas as etapas da pesquisa.

Apresentar relatorios parcial /janeiro/2007.

Apresentar relatérios final fjulho/2007.

Apresentar resultado final no local da coleta de dados.

Atenciosamente,

l//l/i/l

f. Dr. Aurélio Molina
ordenador do CEP/UPE

FUNDA_CAO UNIVERSIDADE DE PERNAMBUCO - UPI
Av. Agamenon Magalhdes. s/n. Santo Amaro - Recife - PI
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Pré-Reitoria para Assuntos de Pesquisa e Pés-Graduagao DE TESE
Centro de Ciéncias da Saude

Programa de P6s-Graduagcao em Neuropsiquiatria

e Ciéncias do Comportamento

RELATORIO DA BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE TESE DA
DOUTORANDA ANALIA NUSYA MEDEIROS GARCIA

No dia 15 de agosto de 2011, as 13:30h, no Auditério do 2° andar do
Programa de Po6s Graduagao em Neuropsiquiatria e Ciéncias do
Comportamento do Centro .de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal de Pernambuco, os Professores: Alcidezio Luiz Sales de Barros,
Doutor Professor do Centro de Ciéncias Biolégicas € da Saude da
Universidade Catolica de Pernambuco/UNICAP; Maria Tereza Cartaxo
Muniz, Doutora Professora do Departamento de Ciéncias Biologicas da
Universidade de Pernambuco/UPE; Neide Santos, Doutora Professora
do Departamento de Genética da Universidade Federal de Pernambuco;
Ana Célia Oliveira dos Santos, Doutora Professora do Departamento de
Ciéncias Biologicas da Universidade de Pernambuco/UPE e Luiz Ataide
Janior, Doutor Professor do Departamento de Neuropsiquiatria da
Universidade Federal de Pernambuco ,componentes da Banca
Examinadora, em sess&o publica, argliram a Doutoranda, ANALIA
NUSYA MEDEIROS GARCIA sobre a sua Tese intitulada
«pOLIFORMISMOS DOS GENES CYP 46 E APOE E DECLINIO
COGNITIVO EM IDOSOS RESIDENTES NO DISTRITO DE
FERNANDO DE NORONHA” orientada pelo professor Dr. LUIZ ATAIDE
JUNIOR. Ao final da arguiicdo de cada membro da Banca Examinadora e
resposta da Doutoranda, as seguintes mengdes foram publicamente
fornecidas:
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Prof. Dr. Luiz Ataide Junior
Presidente da Banca
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