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RESUMO

A Doenca de Alzheimer € uma doenca neurodegenerativa com alteracdes
importantes da memoaria, cuja neuropatologia se caracteriza por placas senis que
contém depdsitos extracelulares de proteina B-amildide, emaranhados
neurofibrilares localizados no citoplasma perinuclear, compostos de proteinas Tau
hiperfosforiladas e uma extensa perda neuronal. O polimorfismo dos genes da ApoE
e das citocinas podem contribuir na fisiopatogenia e/ou progresséo da doenca. O
objetivo do estudo foi avaliar e comparar a frequéncia dos polimorfismos dos
genotipos de individuos acompanhados em dois servicos de atencdo a saude do
idoso no Distrito Federal, avaliados clinicamente por um periodo minimo de dois
anos. A casuistica foi constituida de 630 individuos portadores de deméncia e com
cognicdo normal. Investigamos os polimorfismos dos genes da ApoE, IL1-a
(rs1800587), IL1-B (rs1143627), IL6 (rs1800795), IL8 (rs4073), IL10 (rs1800896),
IL12-B (rs3212227), IL18 (rs1946518), TGF-B (rs1800469), TLR-4 (rs4986790) e
TNF-a (rs1800629), bem como os niveis de ancestralidade advindos das populacfes
parentais que constituiram o contingente brasileiro, a saber: européia, africana e
amerindia. Foram comparadas as frequéncias dos genotipos de citocinas entre os
pacientes com DA e o grupo controle de acordo com o genotipo de ApoE e do grau
de ascendéncia genética de populacdes parentais. Nossa pesquisa demonstrou que
a associacdo do SNP -1082 G>A de IL10 com a ocorréncia da deméncia de
Alzheimer se mostrou sensivel ao nivel de ancestralidade genética apresentada
pelos individuos da amostra, com a protecdo conferida pelo alelo A preservada

apenas entre aqueles com maior conteudo africano e menor contetdo europeu.



SUMMARY

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder with major changes
in memory whose neuropathology is characterized by senile plaques containing
deposits of extracellular B-amyloid protein, neurofibrillary tangles of the
hyperphosphorylated Tau protein in the perinuclear cytoplasm, and extensive
neuronal loss. The ApoE and cytokine gene polymorphisms may contribute to the
pathogenesis and / or progression of the disease. The aim of the study was to
evaluate and compare the frequency of genotypes among individuals from two health
care centers for older adults in the Brazilian Federal District, who were clinically
followed for a minimum time span of two years. The sample consisted of 630
individuals with dementia or normal cognition. We investigated the classic
polymorphisms of the ApoE gene along with on SNP in the IL1-a (rs1800587), IL1-
(rs1143627), IL6 (rs1800795), IL8 (rs4073), IL10 (rs1800896), IL12-B (rs3212227),
IL18 (rs1946518), TGF -B (rs1800469), TLR-4 (rs4986790) and TNF-a (rs1800629)
genes, and the levels of genetic ancestry from the parental populations that
constituted the Brazilian contingent, namely: European, African and Amerindian.
Having excluded other forms of dementia, frequencies of cytokine genotypes were
compared among AD patients and the control group segregated according to ApoE
genotypes and the mean degree of genetic parental ancestry. Our analyses showed
an association of the IL10 -1082 G>A SNP with the occurrence of Alzheimer's
dementia which was sensitive to the level of genetic ancestry presented by
individuals in the sample, with the protection confered by the A allele preserved only

among those with the highest African and lower European contents.
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1. INTRODUCAO

1.1. Sindrome demencial

Com o aumento da expectativa de vida e controle da natalidade, o
envelhecimento populacional tornou-se realidade, trazendo consigo uma maior
prevaléncia de doencas cronico-degenerativas, dentre elas as sindromes
demenciais. A definicho de deméncia, segundo a quarta edicdo do Manual de
Diagnostico e Estatistica das Perturbacbes Mentais (DSM-IV) da American
Psychiatric Association (APA), inclui a presenca de declinio de memoria associado
ao déficit de, pelo menos, outra funcdo cognitiva (linguagem, gnosias, praxias ou
funcdes executivas) com intensidade suficiente para interferir no desempenho social
ou profissional do individuo. Por ser uma condi¢cao adquirida, distingue-se do retardo
mental e, por sua persisténcia, distingue-se do delirium (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 1994).

O diagnostico sindromico de deméncia esta diretamente associado a
avaliacdo cognitiva e funcional do individuo. Para a analise cognitiva global, o Mini
Exame do Estado Mental - MEEM (Mini Mental State Examination) constitui o teste
recomendado, tendo importante papel quanto ao rastreamento (FOLSTEIN, M.;
FOLSTEIN, S.; MCHUGH, 1975). Avaliacbes mais especificas das funcdes
cognitivas podem ser obtidas mediante testes breves, de facil e rapida aplicacéo
pelo clinico, como os de memdria (evocacdo tardia de listas de palavras ou de
figuras, por exemplo), os de fluéncia verbal (nUmero de animais em um minuto) e
desenho do reldgio. Para a avaliacdo funcional, recomenda-se o Informant
Questionnaire on Cognitive Decline in the Elderly (IQCODE), o questionario de
Pfeiffer ou a escala Bayer de atividades da vida diaria. Um exame neurolégico
minucioso, aliado a exames laboratoriais e de neuro-imagem, complementam a

avaliacao clinica inicial (NITRINI et al., 2005).
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Na literatura, encontram-se inumeras classificagbes propostas para as
sindromes demenciais. Uma delas, comumente adotada, € a que distingue dois
grupos: i) o grupo das deméncias degenerativas (ou primarias), que inclui a doenca
de Alzheimer (DA), a deméncia por corpos de Lewy (DCL) e a deméncia
frontotemporal (DFT), dentre outras; e ii) o grupo das deméncias ndo-degenerativas
(ou secundarias), o qual abrange inUmeros subtipos, destacando-se a deméncia
vascular (DV), as deméncias pribnicas, as deméncias hidrocefalicas, as deméncias
por lesBes expansivas intracranianas e as deméncias toxicometabdlicas (VALE,
2005). As deméncias possuem diagnésticos baseados em variaveis
comportamentais e cognitivas, e ndo podem ser determinadas por tomografia
computadorizada do cranio, eletroencefalografia ou outros testes laboratoriais,
apesar de que os mesmos devam ser realizados com o intuito de excluirem outras
causas de deméncia (MCKHANN et al., 1984).

A prevaléncia média de deméncia em individuos acima dos 65 anos de idade
varia entre 2,2% na Africa, 5,5% na Asia, 6,4% na América do Norte, 7,1% na
América do Sul e 9,4% na Europa (LOPES; BOTTINO, 2002). Estima-se que existam
36 milhdes de pessoas com deméncia no mundo (WORLD ALZHEIMER REPORT,
2011). Recente estudo colaborativo na Ameérica Latina apresenta prevaléncia mais
elevada de deméncia entre individuos relativamente mais jovens (entre 65 e 69
anos) quando comparado as regioes desenvolvidas. Uma possivel explicacdo para
iISSO é a associacdo entre baixa reserva cognitiva e baixo nivel educacional nos
paises latino-americanos, causando, portanto, sinais clinicos de deméncia mais
precocemente nessa populacédo (NITRINI et al., 2009).

No Brasil, uma pesquisa realizada por Herrera e colaboradores (2002)
encontrou prevaléncia de deméncia de 7,1% em individuos acima de 65 anos de
idade. A doenca de Alzheimer foi responsavel por 55,1% dos casos; enquanto a
deméncia mista (doenca de Alzheimer associada a doenca cerebrovascular)
ocasionou 14,4% e a deméncia vascular (DV), 9,3% dos fenotipos demenciais. A
deméncia frontotemporal (DFT) e a deméncia com corpos de Lewy (DCL)
responderam, respectivamente, por 2,6 e 1,7% dos casos.

Almeida e colaboradores (2009), do Grupo de Pesquisa em Neurologia
Cognitiva e do Comportamento da Universidade Federal de Minas Gerais, ratificaram

a DA como a sindrome demencial mais prevalente, e estimaram em 12% a
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prevaléncia de epilepsia em pacientes com deméncia, considerando todas as

sindromes demenciais.

1.2. Doencade Alzheimer

A doenca de Alzheimer € uma doenca de etiologia complexa devido a
interacbes entre componentes ambientais e genéticos (HAROLD et al., 2009;
ROGAEVA, 2002). A DA é uma enfermidade progressiva com maior prevaléncia em
idosos, haja vista que a idade cronoldgica figura como principal fator de risco para
sua ocorréncia. O quadro neuropatolégico da DA caracteriza-se por reducao do
namero de neurdnios e sinapses acompanhadas por duas lesGes caracteristicas
principais: placas senis e emaranhados neurofibrilares.

Dentre os diversos elementos relacionados ao processo degenerativo
cerebral verificado na DA, destaca-se a participacéo da proteina precursora amiloide
(APP), cujo papel patogénico ocorre quando ha acumulo de seu produto, o peptideo
B-amiloide (BA), no cérebro de individuos afetados. O processamento da APP
resulta em fragmentos B-amiléide de 40 e 42 aminoacidos, respectivamente. O
fragmento de 42 residuos de aminoacidos possui propriedade neurotoxica porque
seu acumulo implica na formacdo de fibras amiléides e, por decorréncia, placas
senis.

Estudos sugerem que a reducdo no nivel ou atividade dos fragmentos de
APP, juntamente com o acumulo da variante de 42 aminoacidos de BA (BA42),
poderiam ter um papel critico na associacao da disfuncéo cognitiva associada a DA,
particularmente em estagios precoces da doenca (TURNER et al., 2003). O peptideo
fibrilar BA € depositado extracelularmente em forma de placas, nas amigdalas,
hipocampo e neocortex de individuos afetados pela doenca (HAASS; SELKOE,
2007). Fragmentos intracelulares de APP ligam-se a fatores de transcricdo e sao
transportados para o ndcleo, onde passam a influenciar a transcricdo (LAFERLA;
GREEN; ODDO, 2007). A regulacao da protedlise de APP é dependente da atividade
de um complexo protéico multimérico, cujos principais componentes sao as
presenilinas, a nicastrina, PEN-2 e APH-1 (GASSEN; ANNAERT, 2003).

A observacao de emaranhados neurofibrilares intracelulares e a identificacéo

da proteina tau, uma proteina da familia das MAPs (Microtubule Associated



13

Proteins), como unidade formadora destes emaranhados, deram suporte a hipotese
de que uma degeneracdo do citoesqueleto neuronal pudesse estar envolvida na
patogenia da DA (GOLDE, 2006).

A tau é uma proteina, cuja principal funcdo bioquimica consiste na
estabilizacdo dos microtubulos, estando envolvida na regulacdo da polimerizacédo e
despolimerizacdo dos mesmos durante o processo de extensdo axonal. Atua
ligando-se as unidades de tubulina, possibilitando, desta forma, a organizacdo em
hélice das fibras, e o consequente crescimento/alongamento dos microtibulos. Sua
atividade é regulada, a nivel pdés-traducional, por mecanismos de fosforilacdo e
desfosforilagdo (DRECHSEL et al., 1992). Sob a acdo de enzimas cinases diversas,
tais como a glicogénio sintetase kinase 3B (GSK-3B), a proteina tau pode ser
hiperfosforilada, processo que compromete a ligacdo desta proteina a tubulina e,
consequentemente, leva a uma desestabilizacao/desestruturacdo dos microtubulos,
bem como a fibrilacdo e deposicdo intracelular da proteina tau na forma de
emaranhados neurofibrilares (HERNANDEZ; AVILA, 2007; IQBAL et al., 2005; SUH;
CHECLER, 2002).

Presume-se que a fosforilacdo da proteina tau € um pré-requisito para a sua
agregacéao; porém, uma possibilidade alternativa é que a tau agrega-se antes de se
tornar fosforilada, levando a um estado conformacional alterado capaz de proteger o
depdsito tau da acédo de fosfatases (HANGER; ANDERTON; NOBLE, 2009). Além
disso, exibe conformacdes anormais e torna-se agregada, resultando em
neurofibrilas. O envolvimento da tau nos processos neurodegenerativos que levam a
DA e taupatias relacionadas encontra-se bem estabelecido; entretanto, o papel da
fosforilacdo em tais transtornos € incerto.

A partir desses dados, fica claro que fragmentos de APP, incluindo BA 42,
exercem uma poderosa regulacdo em funcdes neuronais béasicas, como
excitabilidade celular e transmissdo sinaptica, com repercussdes clinicas
importantes sobre a regulacdo de comportamentos e, também, com aprendizado e
memoria (TURNER et al., 2003).

Estudos de prevaléncia projetavam para o ano de 2000, nos Estados Unidos
da América (EUA), 4,5 milhdes de pessoas com DA. No entanto, no ano de 2010, o
namero de pessoas com DA atingiu 5,2 milhdes (BROOKMEYER et al., 2011). A
proporcdo de individuos com DA dobra aproximadamente a cada cinco anos entre

individuos com sessenta anos de idade ou mais, representando 1% aos sessenta
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anos e em torno de 30% aos 85 anos (JORM, 1991). Sem avang¢os no tratamento,
h& previsdo de que o nimero de casos sintométicos de DA, nos EUA, aumentari
para 13,2 milhdes até 2050 (BROOKMEYER et al., 2011), sendo estimado um alto
custo para o cuidado dos pacientes (WIMO; WINBLAD, 2001).

As taxas de incidéncia de DA nas populagdes mundiais tém mostrado grande
variabilidade, desde 3,2 casos por 1.000 pessoas-ano, na india, a 25,2 em
Indiandpolis, nos EUA (CHANDRA et al., 2001; HENDRIE et al., 2001). No Brasil,
trés estudos investigaram as prevaléncia e incidéncia desta doenca, utilizando
amostras de idosos de base comunitaria e critérios diagndsticos atuais (HERRERA
et al., 2002; NITRINI et al., 2004; CHAVES et al., 2009). A prevaléncia de deméncia
na populacdo com mais dos 65 anos foi de 7,1%, sendo que a DA foi responséavel
por 55% dos casos (HERRERA et al., 2002). A taxa de incidéncia foi 7,7 por 1.000
pessoas-ano no estudo de S&o Paulo (NITRINI et al., 2004) e 14,8 por 1.000
pessoas-ano no estudo do Rio Grande do Sul (CHAVES et al., 2009).

Considerando a prevaléncia de deméncia no Brasil e a populacdo de idosos
de aproximadamente 15 milhdes de pessoas, ha estimativa de que cerca de 1,1
milhdes de idosos sejam portadores sintomaticos da deméncia de Alzheimer no

presente momento.

1.3. Diagnéstico da doenca de Alzheimer

Em 1994, foi composto um comité pelo National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke (NINCDS) e pela Alzheimer’s Disease and
Related Disorders Association (ADRDA) com a intencado de estabelecer e descrever
critérios clinicos para o diagnéstico da doenca de Alzheimer, visando,
principalmente, os protocolos de pesquisas e a descricdo de procedimentos que
poderiam ser Uteis para avaliar e acompanhar a histéria natural da doenca
(MCKHANN et al., 1984). Esses parametros foram revistos em 1999, baseados em
evidéncias cientificas, com relacdo a sua sensibilidade e especificidade, por um
subcomité da Academia Americana de Neurologia (KNOPMAN et al., 2001).

Um critério diagnéstico amplamente difundido consiste no Manual Diagnéstico

e Estatistico de Doencas Mentais, quarta edi¢cdo, também denominado DSM-IV
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(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1994), que apresenta alta
fidedignidade e aplicabilidade, sendo preconizado como instrumento Gtil para a
rotina clinica. Com o uso dos critérios clinicos padronizados pelo NINCDS-ADRDA e
pelo DSM-1V, a consisténcia do diagndstico entre a primeira visita e ap6s um ano de
seguimento clinico é alta (FORETTE et al., 1989).

Estudos que avaliaram a acuréacia do diagnéstico clinico de DA, utilizando-se
conjuntamente dos critérios DSM-IV e NINCDS-ADRDA, atingiram um grau de
sensibilidade média de 81% (amplitude de 49 a 100%) e especificidade média de
70% (amplitude de 47 a 100%) (KNOPMAN et al., 2001). As utilizagbes combinadas
destes critérios podem aumentar a precisdo clinica do diagndstico da doenca de
Alzheimer.

O diagnostico de uma entidade clinica complexa como a DA certamente se
beneficia de um procedimento de investigacado clinica pautada, sobretudo, na
exclusdo de causas secundarias de transtornos demenciais. Neste sentido,
pacientes recém admitidos e com sinais e sintomas compativeis com a DA sao
normalmente diagnosticados como portadores de possivel DA. Mediante uma
investigacdo clinica para a exclusdo de causas secundarias, o diagnostico de
provavel DA pode ser feito se houver uma histéria tipica de inicio insidioso de
deméncia, e quando ndo houver outra doenca sistémica ou cerebral que possa
justificar o déficit cognitivo. Entre as doencas que devem ser excluidas estédo a
depressdo, doenca de Parkinson, deméncia vascular, intoxicacdo por drogas,
doenca tireoideana, lues cerebral, hematoma subdural, hidrocefalia, doenca de
Huntington, neoplasias cerebrais, doenca de Creutzfeldt-Jakob e outras doencas
cronicas. No entanto, cabe ressaltar que o diagnéstico definitivo de doenca de

Alzheimer necessita de confirmacéo histopatolégica do tecido cerebral (Quadro 1).
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Quadro 1: Critérios para o diagnéstico clinico da doenca de Alzheimer, segundo NINCDS-
ADRDA (MCKHANN et al., 1984).

I. Critérios para o diagndstico clinico de doenca de Alzheimer PROVAVEL:

1) Deméncia estabelecida por exame clinico e documentada pelo Mini Exame do Estado Mental,
escala de deméncia de Blessed, ou avaliacdo similar, e confirmada por testes
neuropsicoldgicos;

2) Déficits em duas ou mais areas da cognicao;

3) Piora progressiva da memoria e outras fungdes cognitivas;

4) Auséncia de disturbio da consciéncia;

5) Inicio entre os 40 e 90 anos, mais frequentemente apds os 65 anos; e

6) Auséncia de doencgas sistémicas ou outras doencas cerebrais que por si s6 possam provocar
declinio progressivo de memoéria e cognicao.

Il. O diagnostico de doencga de Alzheimer PROVAVEL ¢ auxiliado por:

1) Deterioracdo progressiva de funcdes cognitivas especificas como linguagem (afasia),
habilidade motora (apraxia) e percepcdo (agnosia);

2) Prejuizo nas atividades do dia-a-dia e padrdes anormais de comportamento;

3) Historia familiar de deméncia (particularmente se confirmada por exame neuropatoldgico);

4) Exames laboratoriais compativeis com o diagnostico:
a) Puncao lombar: normal, pelas técnicas usuais;
b) EEG: padrdo normal ou alteragdes inespecificas, como o0 aumento de ondas lentas;
¢) TC de cranio: atrofia cerebral, com progressdo documentada por exames seriados.

lll. Outras caracteristicas clinicas consistentes com o diagnéstico de doenca de Alzheimer
PROVAVEL, apds exclusfo de outras causas de deméncia, incluem:

1) “Platés” no curso progressivo da doenga;

2) Sintomas associados: depressao, insbnia, incontinéncia, delirios, ilusdes, alucinagdes,
incontinéncia verbal, explosdes emocionais, agitacdo, distlrbios sexuais, perda de peso;

3) Outras anormalidades neuroldgicas, observadas em alguns pacientes, especialmente com
doenca avancada e incluindo sinais motores, aumento de tdnus muscular, mioclonias ou
disturbio da marcha;

4) Convulsbes em doenca avancada;

5) TC de cranio normal para a idade.

IV. As caracteristicas que tornam o diagnéstico de doenca de Alzheimer PROVAVEL incerto ou
pouco provavel incluem:
1) Inicio abrupto;
2) Sinais neurolégicos focais (tais como hemiparesia, déficits sensitivos, déficits em campos
visuais, disturbio da coordenag&o motora) no inicio do curso da doenca;
3) Convulsdes ou disturbios da marcha nos estagios iniciais da doenca.

V. Diagnostico clinico de POSSIVEL doenca de Alzheimer:

1) Pode ser feito com base na sindrome demencial, na auséncia de outra alterag&do neuroldgica,
psiquiatrica ou sistémica suficiente para causar a deméncia, e na presenca de variacdo no
inicio, apresentacgdo ou curso clinico;

2) Pode ser feito na presen¢a de uma segunda doenca sistémica ou neurolégica suficiente para
produzir deméncia, a qual ndo é considerada como a causa da deméncia;

3) Deve ser usado em estudos de pesquisa quando um Unico e gradualmente progressivo déficit
cognitivo grave for determinado, na auséncia de outras causas identificadas.

VI. Critérios para diagnéstico DEFINITIVO da doenca de Alzheimer:
1) Critério clinico para provavel doenca de Alzheimer;
2) Evidéncia histopatoldgica obtida por bidpsia/autépsia.

Fonte: (MCKHANN et al., 1984).
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1.4. Testes de apoio ao diaghostico

Mini Exame do Estado Mental

O Mini Exame do Estado Mental (MEEM) é composto por diversas questdes
agrupadas em sete categorias: orientacdo temporal (cinco pontos), orientacéo
espacial (cinco pontos), registro de trés palavras (cinco pontos), atencdo e calculo
(cinco pontos), lembranca das trés palavras (trés pontos), linguagem (oito pontos) e
capacidade visuoconstrutiva (um ponto). A pontuacdo do MEEM pode variar de um
minimo de zero até um total maximo de trinta pontos. A escala é de uso simples e
pode ser facilmente administrada entre cinco e dez minutos, inclusive por
profissionais ndo-médicos (ALMEIDA et al., 1998). O MEEM é uma escala de
rastreamento cognitivo com boa correlacdo com a evolucdo do processo demencial,
desde que levado em conta o grau de instrucdo do individuo para o ajuste dos
pontos de corte (LAKS et al., 2003; ALMEIDA et al., 1998; BERTOLUCCI et al.,
1994).

Segundo Bertolucci e colaboradores (1994), os niveis de sensibilidade e
especificidade para as deméncias em geral foram os seguintes:

(a) Analfabetos: escore de corte de 13, com sensibilidade de 82,4% e
especificidade de 97,5%;

(b) Individuos com baixa (1 a 4 anos) e média escolaridade (4 a 8 anos
incompletos): escore de corte de 18 (sensibilidade de 75,6% e
especificidade de 96,6%);

(c) Individuos com alta escolaridade (acima de 8 anos): escore de corte de
26 (sensibilidade de 80% e especificidade de 95,6%).

Clinical Dementia Rating (CDR) — Escala de avaliacdo da gravidade da deméncia

A escala de avaliagdo da gravidade da deméncia, The Washington University

Clinical Dementia Rating (CDR) vem sendo amplamente usada em estudos
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longitudinais para estagiar a gravidade da doenca de Alzheimer (HUGHES et al.,
1982). A escala CDR é derivada de um questionario semiestruturado com o paciente
e um informante apropriado e quantifica a alteracdo em cada uma das seis
categorias cognitivas (memoria, orientacdo, julgamento, capacidade de resolver
problemas, tarefas comunitérias, domiciliares e cuidado pessoal), em uma escala de
cinco pontos. A memoria é considerada a categoria principal, e as outras,
secundarias. Se CDR=0, significa auséncia de deméncia; CDR=0,5, CDR=1, CDR=2
ou CDR=3 indicam, respectivamente, deméncia questionavel, leve, moderada ou
grave. A vantagem desta escala é que ela é baseada em dados clinicos e
relativamente independentes de testes psicométricos. As seis categorias usadas
para classificar a gravidade da deméncia estédo diretamente ligadas a validade dos
critérios diagnosticos clinicos para a DA (MORRIS, 1993). Ha grande
reprodutibilidade tanto entre o pessoal médico (BURKE et al.,, 1988) como néo-
médico da area da saude (MCCULLA et al., 1989).

Escala de Isquemia de Hachinski

O escore de isquemia de Hachinski (HACHINSKI et al.,, 1975) procura
guantificar a probabilidade da etiologia do quadro demencial ser de origem
degenerativa ou vascular, por meio da presenca de alguns sinais e sintomas
(confuséo noturna, sintomas e sinais neurolégicos focais, labilidade emocional, etc.),
bem como a presenca ou evolucdo de algumas entidades patologicas (hipertensao
arterial, arteriosclerose, deterioracdo em degraus etc.). Um escore de quatro ou
menos sugere que o quadro demencial € predominantemente degenerativo, sendo
pouco provavel a etiologia vascular. Quando igual ou superior a sete é de etiologia

vascular. Escore cinco e seis sugere deméncia mista.

1.5. Genética e doenca de Alzheimer

Para além do gene da apolipoproteina E (ApoE), recentes estudos de

genética molecular atribuem a novos genes uma participacéo na etiologia da DA de
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inicio tardio: clusterina (CLU), PICALM e receptor do complemento 1 (CR1)
(HAROLD et al., 2009; LAMBERT et al., 2009).

A partir de 2007, uma série de pesquisas no ramo de epidemiologia genética
teve o foco de suas investigagOes voltado para uma abordagem que envolve a
varredura em toda a extensdo do genoma, utilizando centenas de milhares de
polimorfismos de base Unica (Single Nucleotide Polimorphisms - SNPs) para
encontrar variacdes genéticas associadas a fenotipos especificos. Esse tipo de
pesquisa € hoje conhecido como estudos associativos de SNPs por varredura
gendmica (Genome-wide association studies — GWAS).

Estudos recentes resultaram em um notavel aumento dos locos genéticos
envolvidos com a doenga de Alzheimer e outras deméncias, tendo se destacado nos
ultimos anos como uma ferramenta promissora na investigagcdo de fendtipos
complexos. Esses estudos tém por objetivo buscar, em centenas ou milhares de
individuos, polimorfismos comuns com associagdes nunca antes descritas, em
genes ou regibes genbmicas que nunca foram candidatos na etiologia de uma
determinada doenca.

Com relacdo a DA, o catalogo publico do National Human Genome Research
Institute (NHGRI, ano) tem arquivado, desde 2008, dezesseis artigos utilizando essa
metodologia (FEULNER et al., 2010; KRAMER et al., 2010; NAJ et al., 2010;
SESHADRI et al.,, 2010; BEECHAM et al., 2009; CARRASQUILLO et al., 2009;
HAROLD et al., 2009; HEINZEN et al., 2009; LAMBERT et al., 2009; PODUSLO et
al., 2009; ABRAHAM et al., 2008; BERTRAM et al., 2008; LI et al., 2008; WEBSTER
et al.,, 2008; COON et al., 2007; REIMAN et al., 2007). Ao todo foram descritos 22

SNPs com fortes associacoes.

Apolipoproteina E

A apolipoproteina E (ApoE) € uma glicoproteina com 317 aminoacidos, peso
molecular de 34 kDa, e é uma das principais proteinas presentes no plasma
humano. Consiste em uma das varias classes diferentes de apolipoproteinas,
incluindo ApoA, ApoB, ApoC, ApoD e ApoJ (clusterina) que sdo moduladores das

interacdes entre lipoproteinas e células, enzimas e outras lipoproteinas.
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A sequéncia da regiao codificadora do gene ApoE, localizado no cromossomo
19q13.2, é polimérfica, sendo os principais alelos conhecidos como €2, €3 e €4. As
varias combinacfes possiveis de dois dos trés alelos principais podem dar origem a
seis possiveis genotipos: ApoE €2/e2, ApoE €3/e3, ApoE €4/e4, ApoE €2/e3, ApoE
€3/e4 e ApoE €2/¢4.

Pesquisas relacionadas a ApoE verificaram que seus alelos €2, €3 e €4 sdo
fatores de risco variaveis nas diferentes etnias (VENKETASUBRAMANIAN, 2010). O
alelo ¢4 é um conhecido fator de risco para o desenvolvimento da DA em
caucasianos e hispanicos, sendo o risco diminuido em afro-americanos e nulo em
nigerianos. Além disso, o alelo €2 parece ser minimamente protetor em caucasianos
e indiferente ou mais predisponente em afro-americanos
(VENKETASUBRAMANIAN, 2010; MURREL, 2006; OGUNNIYI, 2000; TANG, 1996).
No entanto, ainda ndo esta devidamente esclarecido se a diferenca encontrada é

decorrente de variacbes metodologicas ou ambientais.

Gene Clusterina

A clusterina (CLU), ou apolipoproteina J (ApoJ), € uma proteina cujo gene
encontra-se em 8p21—-pl2 e apresenta altos niveis transcricionais no figado, ovarios,
testiculos e cérebro (GUERREIRO et al., 2010). Conforme o referido autor, é
considerada uma glicoproteina enigmatica, pois apresenta uma distribuicdo tecidual
guase onipresente e um aparente envolvimento nos processos biolégicos que vao
desde a involucdo da glandula mamaria, ao transporte lipidico, a biossintese de
hormbnios e a fisiopatologia das doencas neurodegenerativas (HAROLD et al.,
2009). Guerreiro e colaboradores acrescentam que do ponto de vista bioldgico, a
proteina clusterina parece ter um papel importante na patogénese da doenca de
Alzheimer, pois quando sdo comparados tecidos cerebrais de sujeitos com e sem
DA, sdo encontrados niveis elevados de CLU nas areas afetadas por placas
amildides. A questdo do seu papel na regulacdo do ciclo celular € importante na
patogénese da DA, pois disfuncbes nesse processo tém sido associadas a DA
(ARENDT; BRUCKNER, 2007; YANG; HERRUP, 2007).
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As funcdes cerebrais superiores sdo baseadas em uma organizagdo dinamica
de redes neuronais. Para formar conexdes singpticas e continuamente reformula-las,
em um processo de adaptacdo estrutural, os neurdnios devem abster-se de exercer
seu ciclo celular, usando os mecanismos moleculares normalmente desenvolvidos
para controle do ciclo celular e possibilitar plasticidade sinaptica enquanto atribuicdo
alternativa desta via (ARENDT; BRUCKNER, 2007). Os referidos autores comentam,
ainda, que a existéncia desta via efetora alternativa pode colocar o neurdnio sob o
risco de, erroneamente, converter sinais derivados da estimulacdo sinaptica em

ativacao mitogénica que, por consequéncia, pode ocasionar a morte celular.

Gene PICALM/CALM

A proteina PICALM (Phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein),
também conhecida como CALM (clathrin assembly lymphoid myeloid leukemia), é
codificada em seres humanos no cromossomo 11ql14-21. A proteina PICALM é
expressa em todos os tecidos, com maior expressao detectavel nos neurénios onde
se encontra distribuida nas estruturas das fendas sinapticas (YAO et al., 2005).

Os cérebros de pacientes com DA mostram uma reducdo do numero de
sinapses, e analises bioquimicas mostram que esta reducdo da densidade sinaptica
correlaciona-se com alteragfes da cognicdo (MASLIAH et al., 2001). Uma analise
mais recente indica que sinapses nos cérebros de portadores de DA podem ser
disfuncionais, mesmo antes do estabelecimento do processo degenerativo
(FITZJOHN et al., 2001). PICALM pode estar envolvido com estas disfungdes, tendo
em vista a sugestdo de que sua expressdo aumentada foi implicada com o
aparecimento de DA de inicio tardio (BAIG et al., 2010). Portanto, podemos supor
gue mudancas nos niveis de expressado de PICALM podem resultar em perturbacfes
na transmissdo sinaptica mediada por acetilcolina, aumentando, assim, o risco de
DA. Alternativamente, PICALM poderia influenciar o risco da doenca através do
processamento da proteina precursora amildide (APP), por meio das vias
endociticas resultando em alteracées nos niveis de peptideos B amiléide (BA)
(CAREY et al., 2005).
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Embora significativamente associados, permanece por ser elucidada a
influéncia destas varia¢cdes na producdo da proteina PICALM e dos BA. Variacdes
sobre 0 gene PICALM foram associados com DA de inicio tardio em estudos
independentes (JUN et al., 2010; HAROLD et al., 2009; LAMBERT et al., 2009).
Esses estudos encontraram um efeito de protecdo do alelo A do SNP rs3851179
(A/G). Os portadores desse alelo apresentaram um risco ligeiramente diminuido para
a doenca de Alzheimer, verificado com posterior estudo de replicagdo de associacao
em populacdo de origem europeia (CARRASQUILLO et al.,, 2010), mas ndo em
populacdo Chinesa (YU et al., 2010).

Gene CR1/CD35

O gene do receptor do complemento 1 (CR1/CD35) estad localizado no
cromossomo 1g32. O CR1 é wuma (glicoproteina transmembrana de
aproximadamente 200 kDa, de cadeia U(nica, com uma pequena cauda
citoplasmatica (KLICKSTEIN et al., 1987). E multifuncional, polimérfica e expressada
na membrana plasmatica de eritrécitos, eosinofilos, mondcitos, macrofagos e
linfocitos B.

O CR1 funciona como um receptor para C3b e para C4b, e como um
regulador da ativacdo do sistema complemento, componente do sistema imunitario
inato (DYKMAN et al., 1983). Essa versatilidade é o resultado de varios dominios
funcionais presentes em CR1 (KRYCH et al., 1994). O figado € a principal fonte de
proteinas do sistema complemento, mas estas proteinas também séo produzidas em
outros tecidos e 6rgéaos, inclusive no sistema nervoso central (SNC), onde seus
elementos séo sintetizados por uma variedade de células que incluem neurénios,
microéglia, astrocitos, oligodendracitos e células endoteliais (BARNUM, 1995).

Recentes estudos demonstram associacdo entre o risco da doenca de
Alzheimer e marcadores polimérficos de CR1. Em estudos de GWAS, o SNP
rs3818361 (C/T) apresentou associacdo com DA (JUN et al., 2010; LAMBERT et al.,
2009), e os portadores do alelo T apresentaram risco 15% superior para o
aparecimento de DA de inicio tardio. Seu risco foi identificado como importante, tanto

em populacédo europeia (LAMBERT et al., 2009), como em asiéatica (ZHANG et al.,
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2011). Tanto CR1 como CLU e PICALM foram replicados em estudos com diferentes
populacfes e autopsias multiétnicas, podendo ser apresentados como candidatos a
modulacédo do fenétipo da DA, independente da etnia (JUN et al., 2010).

1.6. Neuroinflamacéao e Interleucinas

Algumas caracteristicas, fenotipicas e moleculares estdo presentes na
maioria das patologias conhecidas como doencas neurodegenerativas: déficit
cognitivo e/ou motor, morte neuronal acentuada, agregacao protéica, formacao de
corpos de inclusédo, estresse oxidativo, disfungdo mitocondrial, excitotoxicidade e
presenca de moléculas pro-inflamatorias nos locais da lesdo (HALLIWELL, 2006).
Apesar dos resultados experimentais ndo serem conclusivos, a deposi¢do anormal
de fragmentos insoluveis de B-amildide (BA) ndo parece ser responsavel por todo o
espectro de sintomas clinicos da doenca, principalmente aqueles observados antes
da neurodegeneracao tornar-se evidente. Embora o peptideo BA desempenhe papel
fundamental na fisiopatologia da DA, ainda ndo esta suficientemente comprovado
que os depdsitos de placas de BA e de emaranhados neurofibrilares sejam agentes
etiolégicos unicos para a doenca (CANDELARIO-JALIL, 2003; COMBS et al., 2001).
A formacao de neurofibrilas parece estar mais diretamente relacionada ao declinio
da habilidade cognitiva, mas sua ocorréncia aparentemente se da muito tardiamente
a acumulacdo de BA. Por outro lado, evidéncias experimentais apontam que
protofibrilas e oligbmeros BA1-40 e BA1-42 contribuiriam mais do que as placas de
BA para causar dano tecidual e, consequentemente, disfuncédo neuronal (WALSH et
al., 2002).

Na ultima década, além dos aspectos comportamentais tipicos da instalacéo
da DA, surgiram evidéncias da ocorréncia de um complexo processo inflamatorio no
tecido neuronal. A relevancia da neuroinflamacdo na instalacdo, progressao e
gravidade da DA, assim como dos mecanismos de ativacdo do sistema imunoldgico
e de células-chave ao disparo da cascata inflamatdria no SNC, como a micréglia e
astrécitos, tém sido demonstrada na literatura em varias pesquisas (GIUNTA et al.,
2008; HENEKA; O'BANION, 2007; AKIYAMA et al., 2000).
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A inflamacé&o é o resultado de um conjunto de rea¢des complexas em tecidos
vascularizados, em resposta a acdo de agentes nocivos responsaveis por dano
tecidual, manifestando-se por migracdo celular, ativacdo de leucécitos e reacdes
sistémicas diversas (DOOLEY; LAMB, 2000). Células do sistema neuronal podem
produzir substancias nocivas a integridade tecidual em condi¢cdes adversas, tais
como citocinas pro-inflamatérias e prostaglandinas. Citocinas sdo componentes
criticos do processo inflamatério implicadas na morte de oligodendrécitos,
degeneracdao axonal, disfuncdo neuronal e na patogénese da neuroinflamacao
(ASCHNER et al., 2007).

Alteracdes inflamatérias sdo observadas no cérebro, principalmente nas
regides com depdsito amildide, que séo ricas em células microgliais ativadas. Estas
células fagociticas constituem cerca de 10% de todas as células do sistema nervoso
e representam a primeira linha de defesa contra patdégenos invasores, servindo
também de sensores especiais para a ocorréncia de dano tecidual no cérebro
(HENEKA; O’'BANION, 2007; CONDE; STREIT, 2006; TAN et al., 1999; GRIFFIN et
al., 1998). Em uma situacao patogénica, como neurodegeneracao, acidente vascular
encefalico (AVE), tumores ou lesdes por traumas, estas células sao ativadas,
migram e fagocitam células mortas ou danificadas, promovendo a eliminacdo destes
fragmentos celulares da area afetada, de modo semelhante ao que ocorre nos
macrofagos do sistema imunologico periférico (FETLER; AMIGORENA, 2005).

Além destes efeitos toxicos, o BA pode promover a neurodegeneragao por
mecanismos paralelos, incluindo a ativacdo de células microgliais e de astrocitos.
Uma vez ativada, a microglia libera uma série de mediadores pro-inflamatorios,
incluindo citocinas, fatores complemento, varias espécies de radicais livres, produtos
secretorios téxicos e oxido nitrico (NO), todos capazes de contribuir para a disfuncéo
e morte neuronal (HENEKA; O'BANION, 2007; AKIYAMA et al., 2000; TAN et al.,
1999). Fragmentos de BA estimulam a via dependente do fator nuclear kappa B
(NFkB), que é necessario para a transcricdo de genes de citocinas, ativacdo da
micréglia e de astrécitos reativos. Os aminoacidos terminais do peptideo BA
acumulado nas placas senis podem induzir astrocitose e, assim, a morte neuronal
via ativacdo da via de proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) (HENEKA;
O’BANION, 2007). Tanto a ativacdo da microglia como o recrutamento de astrécitos,
pode ocorrer nos primeiros estagios de desregulacao fisiologica e instalacdo da DA,

antecipando mesmo a deposigao de BA.
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O caréater multifatorial da resposta inflamatoria é caracterizado pela ocorréncia
de uma grande diversidade de mediadores pré e anti-inflamatoérios, sendo muitos
destes responsaveis pela promocdo de mecanismos neurodegenerativos, enquanto
outros podem limitar o avanco da inflamacdo ou exercer efeitos neurotréficos
benéficos. Portanto, ndo sera um unico mediador, mas um conjunto de agentes
inflamatérios que determinardo a prevaléncia de efeitos deletérios ou benéficos
(GIUNTA et al., 2008; AKIYAMA et al., 2000). Nos astrécitos, a IL1 induz a producao
de IL6, fator estimulador de col6nias de macréfagos (M-CSF) e estimula a atividade
de NO sintase induzida (iINOS); além disso, a IL1 aumenta a atividade de
acetilcolinesterase (AChE) neuronal, a ativagdo microglial e a producéo adicional de
IL1, com incremento da ativacdo de astrOcitos e expressdo da citocina S1000,
levando a auto-propagacéao do ciclo inflamatério (MRAK; GRIFFIN, 2001; GRIFFIN et
al., 1998; ROSSI; BIANCHINI, 1996). A IL6 promove astrogliose, ativacdo de
microglia e estimula a producédo de proteinas de fase aguda, além de poder estar
envolvida em processos de memoria, 0 que foi sugerido a partir de experimentos
com camundongos knockout submetidos a ensaios de memodria e aprendizado
(BRAIDA et al., 2004). Ja o TNF-a, apresenta tanto efeitos pro-apoptoticos como
antiapoptoticos a depender do milieu de coexpressdo, sendo responsavel pela
maioria das atividades neurotéxicas secretadas pela microglia e monécitos (COMBS,
et al., 2001).

Dentre os principais mediadores inflamatoérios relacionados a DA, o sistema
complemento parece ser essencial a reducdo de acumulos ou a remocéao de placas
senis induzidas por A em camundongos. Estudos em modelos de DA com ratos
transgénicos, indicam que a auséncia do componente C1q do sistema complemento
leva a reducdo da doenca, com menor ativacdo da micréglia e aumento da
integridade neuronal. Estes dados sugerem que, em estagios da DA nos quais
placas fibrilares estdo presentes, Clq exerce um efeito deletério a integridade
neuronal, provavelmente pela ativacdo da via classica da cascata complemento e do
aumento da inflamacado (GIUNTA et al., 2008; AKIYAMA et al., 2000).

A producédo de quimiocinas no cérebro com DA esta relacionada a sua funcéo
regulatéria na migracdo microglial e no recrutamento de astrocitos para a area
inflamada e, portanto, na extenséo da inflamacéo local (GIUNTA et al., 2008; SMITS
et al., 2002; AKIYAMA et al., 2000). Muitas quimiocinas e receptores de quimiocinas

tém sido observados em maior expressao em cérebros com DA e parecem ter papel
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importante no recrutamento de microglia e astroglia aos sitios de deposi¢cao de BA.
Estudos in vitro evidenciaram que mondcitos humanos estimulados por BA foram
capazes de gerar interleucina-8 (IL8), proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1),
proteina inflamatéria de macrofagos tipo 1a (MIP-1a) e proteina inflamatéria de
macroéfagos tipo 1B (MIP-1B) (SMITS et al., 2002) e que culturas de micréglia de
pacientes com DA e sadios também foram capazes de aumentar a expressao de
IL8, MCP-1, MIP-1qa, apds exposigao ao BA (LUE et al., 2001).

A ativacdo da micréoglia também pode levar ao recrutamento de astrocitos,
que aumentam a resposta inflamatdria aos depdsitos de BA extracelulares. Este
componente neuroinflamatério da DA é adicionalmente caracterizado por uma fase
de resposta aguda local mediada por citocinas, ativacao da cascata complemento e
indugcdo de um sistema enzimatico inflamatorio, como iINOS e a ativagdo de
cicloxigenase-2 (COX-2) (JANN; SHIRLEY; SMALL, 2002; AKIYAMA et al., 2000).

Estudos in vitro demonstram que o mecanismo de regulacdo da COX-2 difere
dos sistemas celulares periféricos e no SNC, uma vez que nos primeiros ela pode
ser expressa em resposta as IL1 e IL6, o que ndo ocorre no SNC (AKIYAMA et al.,
2000). Culturas de microglias ativadas por lipopolissacarideo (LPS) e células
astrogliais estimuladas por IL1-B foram capazes de produzir COX-2. Outros estudos,
utilizando culturas de células microgliais de camundongos, revelaram que o produto
enzimatico principal da COX-2 consiste na prostaglandina E2 (PGEZ2), que pode, por
sua vez, induzir a producédo de COX-2 na microéglia, podendo explicar a amplificacédo
de COX-2 nestas e em outras células (HENEKA; O’'BANION, 2007). Interessante
notar que a COX-1 é proeminentemente expressa ha microglia de cérebros
humanos sadios, parecendo estar pouco elevada em cérebros com DA (SASTRE;
WALTER; GENTLEMAN, 2008). Apesar da contribuicdo desta isoforma a inflamacao
na DA ndo estar comprovada, ha varios relatos na literatura de sua relagdo com a
producdo de PGE2 em varios modelos experimentais de lesdo aguda cerebral
(HENEKA; O’'BANION, 2007; CANDELARIO-JALIL et al., 2003).

Estudos epidemioldgicos indicam que o uso continuado de anti-inflamatorios
nao esteroidais (AINESs) foi capaz de reduzir o risco de desenvolvimento da DA
(HOOZEMANS et al., 2003). Um possivel modo de acdo desta classe de farmacos
seria a inibicao seletiva da COX-2, isoforma induzida expressa de modo elevado no
cérebro de pacientes portadores da DA (TUPPO; ARIAS, 2005), o que é reforcado

por alguns estudos que demonstram que o RNA mensageiro (RNAm) da COX-2 esta
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presente em niveis elevados em areas cerebrais afetadas pela DA (HOL et al.,
1999). Em varias partes do mundo, estudos clinicos tém sido conduzidos para
avaliar o efeito de alguns AINEs como tratamento auxiliar da DA, mas os resultados

continuam controversos.

1.7 Polimorfismos de citocinas e doenca de Alzheimer

A literatura apresenta evidéncias de que variacdes alélicas em genes
inflamatdrios importantes podem contribuir para determinar niveis diferenciais dos
respectivos mediadores, tanto em circulagcéo sistémica quanto em microambientes
(como SNC), o que enseja uma investigacao acerca do papel de variantes alélicas
classicas para o desenvolvimento da DA (COMBARROS et al., 2009).

Polimorfismos localizados nas regides promotoras dos genes da IL1-a e IL8
tém sido amplamente estudados como fatores de risco para a DA. Por exemplo, o
polimorfismo -889 C>T da IL1-a foi associado com a DA em amostras de dois
centros distintos: Indianapolis nos EUA e Munique na Alemanha (DU et al., 2000).
No entanto, outros estudos realizados em diferentes popula¢cdes ndo mostraram esta
associacao (DURSUN et al., 2009; HU et al., 2009; ZHOU et al., 2006; TANG et al.,
2004; KUO et al., 2003). Além disso, Infante e colaboradores (2004) relataram que,
nem a presenca do alelo -889T da IL-1a, nem a presenca do gendtipo TT do
polimorfismo -251T>A da IL8 estava associado com DA em caucasianos
provenientes de uma populacdo do norte da Espanha. No entanto, individuos
portadores do alelo T da IL1-a e do gendtipo TT da IL8 apresentaram duas vezes
mais risco de desenvolverem DA em comparacdo com outros individuos sem esses
gendtipos.

Du e colaboradores (2000), Grimaldi e colaboradores (2000) e Nicoll e
colaboradores (2000) observaram que os polimorfismos da IL1-a aumentavam o
risco para DA em norte-americanos, italianos e escoceses, especialmente o
polimorfismo -889C>T da regido promotora. Murphy e colaboradores (2001)
observaram em uma amostra dos EUA que os individuos homozigotos para o alelo -
889C tiveram um declinio significativamente mais rapido nos resultados do Mini

Exame do Estado Mental (MEEM) do que os demais individuos, uma influéncia que
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foi independente da presenca do alelo ¢4 da ApoE. Esses resultados contribuiram
com a hipétese de McGeer e McGeer (2001), que sugeriram que a suscetibilidade a
DA est4 fortemente associada a polimorfismos em genes relacionados a agentes
inflamatorios, tais como IL1-a, IL1-B, IL6 e TNF-a.

Por outro lado, em pacientes alemdes com DA, Kolsch e colaboradores
(2001) observaram que homozigotos para o alelo -889T do gene promotor da IL1-a
tinham uma antecipagdo de dez anos no desenvolvimento da DA quando
comparados a portadores dos genétipos CT ou CC. Entretanto, nesse estudo foi
observado que o alelo -889T, por si s, ndo aumentava o risco de desenvolvimento
da DA, isto é, ndo poderia ser considerado um fator de risco individual, apesar de
ser um alelo modificador dessa doencga (alterando seu modo de evolugéo). Ainda
assim, outros autores (KI et al., 2002; MATTILA et al., 2002) ndo observaram
associacdo entre os polimorfismos C-889T do gene IL1-a e C-511T da regiéo
promotora do gene IL1-B e DA em populacdes da Coreia, Reino Unido e Finlandia.

Em linha com as evidéncias apresentadas para IL1, outras duas citocinas
multifuncionais, IL6 e IL10, podem ser relevantes para o processo inflamatorio. No
SNC, a IL6 comporta-se como potente fator pro-inflamatério (GRUOL; NELSON,
1997), pois induz as proteinas de fase aguda, atua como pird6geno, aumenta a
permeabilidade vascular, a ativacao linfocitaria e a sintese de anticorpos, enquanto a
IL10, conhecido agente anti-inflamatoério, atua para limitar a inflamacéo no cérebro
(STRLE et al., 2001). Ambas séo produzidas por ativacdo da micréglia e astrocitos
(STRLE et al.,, 2001; GRUOL; NELSON, 1997). He e colaboradores (2010)
examinaram o efeito de dois polimorfismos (-174G>C e -572C>G) do gene promotor
da IL6 sobre o risco de DA em 318 pacientes com a doenca. Diferencas
significativas nas frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo -572C>G foram
observadas nos pacientes com DA e controle. O gendtipo GG foi associado com a
diminuicdo do risco de desenvolvimento para a DA.

Em recente estudo de meta-analise, Zhang e colaboradores (2011)
investigaram individuos com DA de origem europeia, e observaram que o0s
portadores do alelo A (AA+AG) do polimorfismo -1082G>A da IL10 apresentaram um
risco 27% maior de DA quando comparados com os homozigotos GG. No entanto, o
mesmo trabalho n&o encontrou igual risco entre os individuos de origem asiatica.

Infante e colaboradores (2004) publicaram evidéncia para uma interacdo entre
0S SNPs rs1800795 (-174G>C) de IL6 e rs1800896 (-1082G>A) de IL10, no sentido
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de propor que uma sinergia entre 0s genotipos -174-CC de IL6 e -1082-AA de IL10
confere risco cerca de cinco vezes menor para o desenvolvimento de DA em uma
amostra de individuos caucasianos da peninsula espanhola, independentemente
dos gendtipos de ApoE. Combarros e colaboradores (2009), em estudo subsequente
ao de Infante e colaboradores (2004), examinaram cinco SNPs da IL6 (rs1800797,
rs1800795, rs2069837, rs2069840 e rs2069845) e quatro SNPs da IL10 (rs1800896,
rs1800871, rs3024498 e rs3024505), e de modo semelhante revelaram interagdes
entre SNPs de IL6 e IL10, mais precisamente entre o genodtipo AA do SNP
rs2069837 de IL6 e o0 gendtipo CC do SNP rs1800871 de IL10, e de um modo
controlado para idade, género e presenca do alelo ¢4 da apolipoproteina E. Portanto,
em face da elevada contribuicdo ibérica para a formagdo do contingente genético
brasileiro, € do nosso interesse avaliar o papel destes SNPs para o aparecimento de

DA em amostra da populacao idosa brasileira.



30

2. OBJETIVOS

2.1

2.2

Objetivo geral

L)

Investigar a associacdo entre gendtipos de mediadores da resposta
inflamatéria e a ocorréncia do quadro demencial da doenca de Alzheimer
em pacientes atendidos em servicos de atencdo a saude de idosos do

Distrito Federal, Brasil.

Objetivos especificos

7
A X4

*,

Estudar a distribuicdo alélica na populacdo idosa brasileira de genes dos
mediadores inflamatérios IL1-a, IL1-B, IL6, IL8, IL10, IL12- B, IL18, TGF-j3,
TLR-4 e TNF-q;

Investigar a contribuicdo alelo-especifica para o advento de
comprometimento cognitivo compativel com a deméncia de Alzheimer
provavel, considerada a ancestralidade étnica da populacdo estudada e a

presenca do alelo ¢4 de ApoE como co-variaveis do estudo.
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3. METODOLOGIA

3.1 Amostra estudada

A populacéo incluida no estudo consistiu em amostra de pacientes atendidos
em ambulatérios de dois servicos de geriatria de Brasilia-DF: Centro de Medicina do
ldoso (CMI) do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e Hospital da Universidade
Catolica de Brasilia (HUCB).

Participaram do estudo 630 individuos, com idade igual ou superior a 60 anos,
de ambos os géneros, recrutados no periodo de agosto de 2009 a marco de 2011.
Todas as avaliagdes clinicas foram executadas por dois geriatras experientes. A
avaliacao clinica de cada paciente consistiu de acompanhamento por um periodo de
tempo de, pelo menos, dois anos para confirmar ou descartar o diagnostico de
Alzheimer ou qualquer outra forma de deméncia. Todos o0s pacientes controles
foram acompanhados prospectivamente e caracterizados como cognitivamente
preservados, se nenhum declinio foi observado durante o acompanhamento clinico.
O diagnéstico ou confirmacdo de provavel DA foi feita de acordo com
NINCDS/ADRDA e determinada pelos médicos, com base em consulta com o
paciente, entrevista com um cuidador, revisdo de prontuarios médicos, avaliacdes
neuropsicoldgicas e/ou testes bioquimicos ou de imagem, quando indicados.

Foram coletados na admissdo o0s seguintes dados: idade (anos),
circunferéncia abdominal (CA; cm), pressdo arterial sistolica (PAS; mmHg) e
diastolica (PAD; mmHg) e nivel de escolaridade. Esta ultima variavel foi avaliada em
termos de ter ensino basico ou superior (= 4 anos); ensino fundamental incompleto
ou nenhuma educacao formal (<4 anos). Para os pacientes inscritos com diagnostico
prévio de DA ou ao longo das nossas analises, as caracteristicas de base
consistiram em dados recolhidos no ano do inicio da doenca.

Todos os individuos do grupo controle foram devidamente esclarecidos e
orientados sobre a natureza, objetivo e o carater estritamente voluntario e nao

invasivo do estudo, mediante leitura do termo de consentimento livre e esclarecido
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(Anexo 1). No caso de pacientes com doenca de Alzheimer, era solicitado que o
mesmo viesse acompanhado de seu representante legal, o qual, apés anuéncia,
autorizava a participacdo voluntaria do paciente com assinatura de um termo
apropriado de consentimento livre e esclarecido, dentro das disposi¢cBes éticas
estabelecidas universalmente para a experimentacdo humana em pacientes com
deficiéncia mental e pela resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

A seguir, os individuos eram convidados a coleta do material biolégico para
extracdo de DNA e posterior identificagdo de potenciais fatores de risco associados
a condicdo, com énfase sobre os gendtipos dos marcadores selecionados (ApoE,
IL1-a, IL1-B, IL6, IL8, IL10, IL12-B, IL18, TGF-B, TLR-4 e TNF-a), bem como a
ancestralidade das populagbes parentais que foram categorizadas em trés grupos:
européia, africana e amerindia.

O projeto de pesquisa e o termo de consentimento livre e esclarecido foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia-DF em 25 de Junho de 2009 sob o numero CEP-FM
016/2009. (Anexo 2).

Critérios de inclusao:

1 — Idade igual ou superior a 60 anos;

2 — Concordar em participar da pesquisa,

4 — Ser paciente do CMI ou do HUCB;

3 — Assinar o termo de consentimento livre e esclarecido. No caso de paciente com

deméncia o termo de consentimento foi assinado pelo responsavel legal.

Critérios de exclusao:

1 — Idade inferior a 60 anos de idade;

2 — Nao concordar em participar da pesquisa;

3 — Nao assinar o termo de consentimento livre e esclarecido;
4 — Apresentar delirium, esquizofrenia ou depressao maior;

5 — Estar restrito ao leito;

6 — Ser portador de outros tipos de deméncia.
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3.2 Anédlise Genética

Selecdo dos marcadores e genotipagem

Para os experimentos laboratoriais, amostras de sangue venoso periférico
foram coletadas em tubos contendo EDTA e a extracdo de DNA foi realizada usando
kit de extracdo padrao (QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen, Brasil). Para analise genética
dos dez mediadores inflamatérios importantes [IL1-a, IL1-B, IL6, IL8, IL10, IL12-8,
IL18, Fator transformador de crescimento (TGF-B1), receptores Toll-like (TLR-4) e
TNF-a], um sitio polimorfico de cada um foi selecionado baseado em evidencia
prévia do papel funcional para a expressdo do mediador (CARDELLINI et al., 2005;
TAGORE et al.,, 1999). As caracteristicas dos marcadores selecionados estdo na
Tabela 1. As frequéncias alélicas das populacdes parentais foram recuperadas de
um banco gendmico publico (HAPMAP, 2005).

Tabela 1: Descricdo dos marcadores inflamatérios estudados, posicdo cromossdmica,
numero de referéncia, alelo mais frequente e frequéncia em Africanos (AFR), Amerindios
(AMR) e Europeus (EUR) em popula¢des parenterais.

Frequéncias

Gene Posicédo SNP Alelos AFR AMR EUR Amostra
IL1-0 2q14 rs1800587 G 0540 0.750  0.748 0.704
IL1-B 2q14 rs1143627 T 0.354 0500  0.637 0.558
IL6 7pl5 rs1800795 G 1.000 0.840  0.465 0.776
IL8 4921 rs4073 A 0.825 n.d 0.400 0.542
IL10 1932 rs1800896 A 0.726  0.680  0.469 0.671
IL12-B 5033 rs3212227 A 0673 0630 0.810 0.715
IL18 11923 rs1946518 G 0.655 0540  0.608 0.552
TGEB1 19g13.1 rs1800469 C 0.792  0.630 0.712 0.624
TLR-4 9933 rs4986790 A 0960 0.969  0.967 0.901
TNE-a 6p21.3 rs1800629 G 0912  0.940  0.827 0.766

nd = nao disponivel.
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Com todos os marcadores polimérficos de nucleotideo Unico selecionado
(SNPs), a genotipagem foi conduzida por extensdo de base Unica, seguido por
eletroforese capilar. Fragmentos de DNA de 100-200 pb e compreendendo o sitio
polimérfico foram amplificados por reacdo padrdo de polimerase em cadeia (PCR),
utilizando o Kit de PCR multiplex Qiagen. As reagbes Multiplex foram otimizadas
com primers agrupadas em duas séries (série 1: rs1143627, rs4073, rs3212227,
rs1800469, rs1800629 / seérie 2: rs1800587, rs1800795, rs1800896, rs1946518,
rs4986790), de acordo com o tamanho do primer de base Unica de sequenciacao, e
co-amplificado na Veriti™ Dx Thermal Cycler (Applied Biosystems) usando o ciclo:
desnaturacdo em 95°C por 15 minutos, seguido por 39 ciclos de 30 seg a 94°C, 90
seg a 57°C e 60 seg a 72°C, com a etapa final de extensdo a 72°C por 10 min.
Depois da amplificacdo, os produtos foram purificados para eliminar dNTPs e
primers nao incorporados por adicdo de 1 Ude Exole 1 U de CIAP para cada 3uL
de produto de PCR corrigido para obter 1X de CIAP na solucdo tampao de reacao.
Essa mistura foi incubada por 60 min a 37°C seguido de desnaturagéo a 75°C por 15
min.

Para minissequenciamento, cada multiplex foi genotipado por reacdo de
extensdo de base Unica usando SNaPshot Multiplex System kit (Applied Biosystems,
USA), seguindo recomendacdes do fabricante. Uma segunda purificacdo foi
realizada através da mistura de 1 U de CIAP com 5 uL da reacdo de extensao de
base Unica corrigido para 1X tampao de reacdo CIAP, sendo esta nova mistura
incubada por 1 min a 37°C, e durante 15 s a 85°C. Apd6s completar 1 ul de cada
produto purificado até 8,83 uL com Hi-Di formamida e adicionar 0,17 uL do padréo
interno GS120 Liz, foi feita eletroforese capilar em analisador genético ABI Prism
3130xl (Applied Biosystems) utilizando o polimero ABI 3700 POP 7. Os dados
obtidos foram analisados no software GeneMapper (Applied Biosystems).
Eletroferogramas foram considerados satisfatorios quando apenas ruido leve foi
observado, permitindo identificacdo coincidente do sitio polimérfico por dois leitores
independentes por inspecao visual. As amostras com taxa de acerto inferior a 90%
foram repetidas, depois de preenchidos os espacos em branco com reacdes
unitarias (singleplex) até todo o painel de SNPs estar preenchido.

Para genotipagem do gene da apolipoproteina E (ApoE) e determinacdo dos
alelos €2, €3 e €4 para controle estatistico, um método de PCR baseado em sistema

multiplex mutacao refratario foi adaptado a partir Donohoe e colaboradores (1999),
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seguido por eletroforese em gel de agarose 1,6%. O controle de qualidade para o
polimorfismo da ApoE consistiu na repeticdo sistematica das reacdes de
amplificagéo para todos os portadores de €2 e €4.

3.3 Analise Estatistica

Os casos foram classificados como positivos (afetados) ou negativos (néo
afetados) a partir do diagndstico clinico da doenca de Alzheimer. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi realizado para verificar a distribuicdo normal das variaveis
continuas dentro de cada grupo. O teste t de Student e o teste de qui-quadrado
foram realizados para comparacdo de dados clinicos classicos, social e
antropometrico entre os individuos afetados e nao afetados pela DA. O risco relativo
(RR) bruto foi calculado e estratificado pela presenca de qualquer alelo €4 em
comparag¢ao com os portadores dos demais genotipos, ajustado pelo nivel médio da
ascendéncia genética européia, amerindia e africana na amostra. Esta uUltima analise
foi confirmada com o teste do qui-quadrado. Ancestralidade genética individual foi
estimada com um algoritmo baseado na estimativa de maxima verossimilhanca
(TSAI et al., 2005) e determinada exatamente como descrita por Benedet e
colaboradores (2012). O valor de p foi considerado significativo seguindo a correcao
de Bonferroni para os multiplos (n = 10) testes genotipicos realizados (a=0,005). Ja
as analises sobre um unico gene nas estratificacbes realizadas por ancestralidade
foram consideradas significativas ao nivel de 5% de confianca. Os softwares SPSS,
versao 19 (SPSS Inc., Chicago, EUA), e Epi-Info, versédo 3.5.1 (Centers for Disease

Control, Atlanta, EUA) foram utilizados para os calculos estatisticos.
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4. RESULTADOS

De 2009 a 2011, dados de 630 pacientes (entre 60 e 96 anos) foram reunidos
de acordo com os critérios de inclusdo. Dos participantes, 120 foram diagnosticados
com DA enquanto 412 foram identificados como individuos cognitivamente
saudaveis. Os 98 restantes exibiram outros disturbios cognitivos ndo compativeis
com DA, incluindo casos de deméncia mista, e foram descartados. Para avaliar a
homogeneidade entre os 532 elegiveis para analise, dados bioldgicos, sociais e
clinicos considerados classicos na avaliacdo inicial foram comparados entre
individuos afetados e nao afetados por DA (Tabela 2). Nivel de alfabetizacéo,
circunferéncia da cintura, idade e pressédo arterial sistolica foram consideradas
equivalentes em ambos os grupos. No entanto, diferengcas em género e pressao
arterial foram significativas, com o grupo controle apresentando maior nivel de
pressao arterial diastélica. Como esperado, portadores de ApoE €4 foram
significativamente mais frequentes em pacientes com DA (47,5%) do que em

individuos cognitivamente normais (19,7%).

Tabela 2: Comparacéo de variaveis continuas (média e desvio padrdo (SD)) e as variaveis
categoricas (numero absoluto (n) e proporc¢éo (%)) entre pacientes com DA e controle, ndo-
dementes, na linha de base.

DA Controle
(n=120) (n=412)
Variavel Média SD Média SD p*
Idade (anos) 72,3 7,8 70,8 8,2 0,38
CA(cm) 93,5 10,4 92,1 10,0 0,53
PAS (mmHg) 134,1 20,3 137,5 22,0 0,80
PAD (mmHg) 79,3 10,6 82,1 13,1 <,01
MEEM (pontos) 13,7 7,1 24,5 3,3 <,001
n % n % p*
Masculino 41 34.2 48 11,6 <,001
Portadores de e4 57 47,5 81 19,7 <,001
Escolaridade <4 anos 73 60,8 231 56,1 0,68
CDR <2 52 43,3 - - -

DA = Doenca de Alzheimer. * SignificAncia verifica por teste t de Student. * Significancia verificada por teste de qui-quadrado.
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Em uma anélise de todo o grupo, nossos resultados mostram um grau notavel
de estruturacdo da populacdo em face ao espectro divergente de frequéncias dos
SNPs inflamatdrios, em nossa amostra, quando comparados com os das popula¢cées
parentais (Tabela 1). A analise frequencial ndo indicou diferenca significativa na
distribuicdo alélica de oito dos dez polimorfismos imunoldgicos estudados quando
comparamos pacientes portadores de DA com o grupo controle ndo demente,
independentemente de um modelo dominante ou recessivo de andlise (Tabela 3).

Apenas os portadores dos alelos minoritarios de IL10 (-1082G) e de gene da
IL6 (-174C), em modelos recessivo e dominante, respectivamente, exibiram uma
associacdo com doenca de Alzheimer. Quando aplicada a corre¢cdo de Bonferroni,
apenas a variacao frequencial do SNP de IL10 entre portadores e nao-portadores de
DA preservou significancia estatistica, com chance quase 40% menor para a doenca
entre homozigotos A em comparacdo com portadores de todos os outros genotipos
como referéncia (RR = 0,61; p = 0,004).

Quando dicotomizado, em termos de portadores ou ndo de €4 para oS niveis
médios de heranca genética, a protecdo contra DA conferida pelo alelo -1084A
manteve-se estatisticamente importante em 6 dos 8 cenarios concebidos de acordo
com um modelo recessivo, inclusive atingindo significancia em modelo de
dominancia entre aqueles com menor proporcdo de ascendéncia européia (Tabela
4). Por outro lado, todos os outros SNPs investigados permaneceram nao exibindo

significativa associacdo com o fenotipo mesmo apoés esta etapa correcional.



Tabela 3: Andlise de frequéncia dos gendtipos investigados de pacientes com DA e controle, sujeitos ndo dementes.

Condicéo Condicéo
Gendtipos DA Controle RR (95% CI) Genotipos DA Controle  RR (95% Cl)
Gene n (%) (%) [x5P] n (%) (%) [x5P]
IL1a GG 273 53,3 50,7 1,08 (0,79-1,49) G_ 486 90,8 91,5 0,94 (0,54-1,61)
A 259 46,7 49,2 [0,25;0,678] AA 46 9,2 8,5 [0,05;0,853]
LA TT 162 28,3 31,1 0,90 (0,64-1,28) T 428 78,3 81,1 0,88 (0,60-1,28)
B C_ 370 71,7 68,9 [0,33;0,652] CcC 104 21,7 18,9 [0,44;0,293]
L6 GG 331 59,2 63,1 0,88 (0,64-1,21) G_ 505 90,8 96,1 0,53(0,33-0,86)
C_ 201 40,8 36,9 [0,61;0,455] cc 27 9.2 39 [5,38;0,031]
L8 AA 154 31,7 28,2 1,14 (0,81-1,59) A_ 432 82,5 80,8 1,09(0,72-1,66)
T 378 68,3 71,8 [0,56;0,492] TT 100 17,5 19,2 [0,17;0,791]
IL-10 AA 225 30,8 45,6 0,61 (0,43-0,86) A_ 482 87,5 91,5 0,73(0,46-1,15)
G_ 307 69,2 54,4 [8,34;0,004] GG 50 12,5 8,5 [1,75;0,212]
L12p AA 279 54,2 51,9 1,07 (0,78-1,47) A_ 482 90,8 90,5 1,03(0,59-1,78)
C_ 253 45,8 48,1 [0,18;0,679] CcC 50 9,2 9,5 [0,01;1,000]
18 GG 160 32,5 29,4 1,16 (0,80-1,56) G_ 429 81,7 80,3 1,07(0,71-1,61)
. T 372 67,5 70,6 [0,43;0,500] TT 103 18,3 19,7 [0,10;0,794]
TGF-B CC 207 40,0 38,6 1,05 (0,76-1,44) C_ 464 84,2 88,1 0,78(0,51-1,18)
T 325 60,0 61,4 [0,08;0,831] TT 68 15,8 11,9 [1,29;0,277]
AA 434 83,3 81,1 1,13(0,74-1,73) A_ 525 100 98,3 -
TLR-4 G 98 16,6 18,9 [0,32:0,688] GG 7 0 17  [2,07;0,358]
TNF-g GG 313 60,0 58,5 1,05 (0,76-1,45) G_ 494 94,2 92,5 1,24 (0,62-2,47)
A 219 40,0 415 [0,08;0,833] AA 38 5,8 75 [0,40;0,687]

Valores expressos como frequéncias (%) de grupos diagnosticados. RR =risco relativo. Cl = intervalo de confianca.
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Tabela 4: Comparacao da frequéncia dos genétipos de IL6 e IL10 dos pacientes com DA e controle, sujeitos ndo dementes, em
subconjuntos de acordo com o genétipo de Apo E e grau de ancestralidade genética a partir de populacfes parentais.

IL-6 IL-10
Variaveis Grupos n GGvs.C_ G_vs.CC AAvs. G_ A_vs. GG
portadores de &4 138 0,28; 0,721 1,55; 0,318 4,95; 0,036 1,61; 0,256
Apolipoproteina E
né&o portadores 394 2,15; 0,157 2,38; 0,166 4,40; 0,038 0,35; 0,632
_ EUR <59 257 0,06; 0,859 0,24; 0,448 6,44; 0,011 7,05; 0,014
Ancestralidade
européia (%)
EUR =59 275 0,57; 0,499 4,24; 0,061 2,46; 0,135 0,17; 0,826
_ AFR <30 258 0,43; 0,522 1,85; 0,185 0,46; 0,529 0,24; 0,577
Ancestralidade
africana (%)
AFR =30 274 0,20; 0,670 4,10; 0,080 10,84; 0,001 1,49; 0,258
_ AMR< 6 265 1,85; 0,192 3,29; 0,092 5,32; 0,024 0,27; 0,697
Ancestralidade
amerindia (%)
AMR =6 267 3,64;0,062 0,75; 1,000 6,45;0,026  2,46; 0,167

Dados expressos em valores de Qui-quadrado e P.
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5. DISCUSSAO

Os pacientes com DA exibem um fendétipo pré-inflamatorio caracterizado por
superproducdo local de citocinas nas placas amiléides, bem como por uma elevacéo
de citocinas no fluido cerebrospinal (SCHWAB, C.; MCGEER, 2008; BALES et al.,
2000). Neste ambiente, as células microgliais sao responsaveis pela maior parte dos
mediadores produzidos, e € possivel que a sua capacidade de resposta as reacdes
de depdsitos de B-amildide (BA) sejam proporcionais as propriedades transcricionais
e/ou traducionais de genes imunoldgicos. Portanto, analisamos neste estudo
polimorfismos em dez genes inflamatorios que podem aumentar o risco da doenca
de Alzheimer.

O presente estudo mostrou diferenca significativa na distribuicdo genotipica
do SNP -1082 de IL10 (rs1800896) entre pacientes com DA e individuos nao
comprometidos cognitivamente. Analises de acordo com as convenc¢des de Cohen
(1992) confirmaram diferencas que poderiam ser classificadas como um tamanho de
efeito (effect size - ES) de elevada magnitude para os alelos de IL10 entre os
individuos com ou sem deméncia (AA vs G_, ES = 1,2), enquanto uma magnitude
bastante baixa de ES foi encontrada para IL6 (G_ vs CC, ES = 0,4). Além disso, o
SNP de IL10 gquase se desviou do equilibrio de Hardy-Weinberg (P=0,054) quando
todo o grupo foi considerado. No entanto, as distribuicdes dos gendtipos para todos
0s genes investigados (incluindo IL10) estavam dentro do equilibrio de Hardy-
Weinberg em cada subconjunto de pacientes DA e controle. Estas podem ser
evidéncias de uma associacao importante entre o locus de IL10 e DA.

Fisiologicamente, nosso achado esta de acordo com os resultados de outros
grupos que atribuem um status de "alto produtor" de IL10 circulante para o alelo -
1082A (LIU et al., 2011; WANG et al., 2001), contribuindo para a justificativa de que
a supressao ou atenuacdo da neuroinflamacdo em individuos sensiveis podem
proteger contra o aparecimento de doenca de Alzheimer. O SNP -1082 de IL10 esta
em completo desequilibrio de ligacdo com variagbes em outras posicdes que a
literatura também aponta como potencialmente funcionais, a exemplo dos SNPs -
819 T>C (rs1800871) e -592 C>A (rs1800872), produzindo haplétipos promotores ja
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implicados no risco para DA (BAGNOLI et al.,, 2007; SCASSELLATI et al., 2004),
além de outros que merecem investigacao adequada por abordagens genémicas.

Para além do papel bem caracterizado do gene ApoE na etiologia da doenca
de Alzheimer, evidéncias recentes apontam uma heranca genética ampla como fator
de risco adicional entre a populacao brasileira altamente miscigenada (BENEDET et
al., 2012; SCHLESINGER et al., 2011). No entanto, nossas analises estratificadas
nao detectaram uma interacdo entre ambos os alelos g4 da ApoE ou o grau de
ancestralidade amerindia e o0s genétipos de IL10, tornando os alelos da
apolipoproteina E e a heranca nativa americana como possiveis fatores de
confusdo, e ndo como variaveis modificadoras do efeito dos alelos. Ainda em
relacdo a etnia, € de se salientar que os portadores do alelo -1082A apresentaram
protecdo contra DA apenas entre aqueles com maior conteudo africano ou menor
conteudo europeu. Isto sugere que as arquiteturas alélicas inerentes a estas
populacdes parentais podem interagir com o gene da IL10 e influenciar o fenotipo da
DA, o que talvez, em parte, expliqgue um nimero de estudos que nao replicam este
achado entre individuos brancos europeus (DEPBOYLU et al., 2003; RAMOS et al.,
2006), salvo em contexto de interacdo com variacbes em outros elementos génicos
como IL6 (COMBARROS et al., 2009; INFANTE et al., 2004).

E possivel que a convencdo de Bonferroni proporcione correcdo excessiva
para a taxa inflacionada de falsos-positivos, podendo, assim, descartar informacdes
validas. Andlises semelhantes com individuos dicotomizados para ApoE e
ancestralidade foram repetidos para os genotipos de IL6, mas nenhuma associacéo
significativa foi encontrada apos estas corre¢fes. Portanto, uma associacéo entre a
ocorréncia de DA e genotipos da IL6 deve ser considerada como inexistente neste
momento, podendo ser sujeita a novas investigacdes em diferentes cenarios.
Usando o G*Power 3 software (FAUL et al., 2007), foi estabelecido que para uma
amostra de 120 casos de DA e 412 individuos controles, um nivel de significancia de
a = 0,005, e um tamanho de efeito entre 0,4 e 1,2, o poder do teste excedeu 80%
para todas as variaveis investigadas.

Nas nossas condicbes, a diferenca na proporcdo dos sexos entre o0s
individuos afetados e ndo afetados provavelmente se relacione com a longevidade e
aspectos culturais, uma vez que as mulheres idosas tendem a frequentar mais
servicos ambulatoriais, e 0os homens idosos usam mais cuidados hospitalares
(BARRETO; KALACHE; GIATTI, 2006). Os reduzidos niveis de pressao arterial
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diastélica podem ser atribuidos a disautonomia, que € frequente em pacientes com
DA. Apesar dessas discrepancias, ambos 0s aspectos podem ser considerados de
menor importancia para se distinguir clinicamente individuos de acordo com o
fendtipo principal em estudo (DA). Em relacdo ao perfil social, as altas propor¢des
de individuos com menos de quatro anos de educacédo formal entre os individuos
dementes e ndo dementes € consistente com o nivel de alfabetizacdo, geralmente
baixa nos idosos brasileiros. Este estudo € uma contribuicdo a literatura cientifica ao
considerar e controlar interferéncias por caracteristicas sociodemograficas e
biolégicas. Reconhecemos limitagcbes importantes devido a heterogeneidade
produzida por diferencas em uma farmacoterapia imunomodulatéria (passada ou
presente), e pelo método de amostragem ndo baseado no padrdo de evolucéo
clinica e gravidade, entre outros fatores que nado foram controlados e que podem
acrescentar complexidade ao cenario descrito.

Outro viés semelhante, a todos os estudos associativos consiste no fato de
gue uma associa¢cao nao necessariamente implica causalidade. Recordamos que 0s
SNPs aqui estudados foram selecionados com base em evidéncias anteriores para
propriedades funcionais, mas 0s nossos resultados devem ser interpretados com
cautela, pois o nexo de causalidade genética atual pode invocar elemento(s)
adjacente(s) e/ou distante(s) do SNP indicado.

Nossos resultados sugerem que o locus IL10 afeta o desenvolvimento da
doenca de Alzheimer de inicio tardio, em um contexto que pode ser sensivel a
heranca genética geral de idosos brasileiros. Mapeamento por desequilibrio de
ligacdo, por exemplo, pode ser importante para refinar a busca de elementos na
arquitetura genética da populacdo continental que possam conferir protecdo ou

predispor a doenca de Alzheimer.
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6. CONSIDERACOES

Em concluséo, nosso trabalho aponta:

- para uma associacao do SNP -1082 G>A de IL10 com a ocorréncia da
deméncia de Alzheimer, com uma chance quase 40% menor para a doenga entre
homozigotos A em comparacao com portadores de todos os outros genétipos;

- que nenhuma outra variacdo alélica entre os demais genes inflamatérios
estudados mostrou associacdo significativa com o desenvolvimento da deméncia de
Alzheimer, segundo o modelo de analise empregado para o estudo;

- que a associacao do SNP -1082 G>A de IL10 com a ocorréncia da deméncia
de Alzheimer se mostrou sensivel ao nivel de ancestralidade genética apresentada
pelos individuos da amostra, com a protecdo conferida pelo alelo A preservada
apenas entre aqueles com maior conteudo africano e menor contetdo europeu;

- que a associacao do SNP -1082 G>A de IL10 com a ocorréncia da deméncia
de Alzheimer nao sofreu influéncia pela presenca do alelo €4 de Apolipoproteina E

ou pelo contetdo de ancestralidade amerindia da amostra.
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Anexo 1 - Termo de consentimento livre e esclarecido.

" UNIVERSIDADE DE BRASILIA - UNB
- HOSPITAL UNIVERSITARIO DE BRASILIA - HUB
N CENTRO DE MEDICINA DO IDOSO - CMI

acnologia e atenc¢ao a saude aplicadas ao estudo dos determinantes genémicos dos transtornos deme

O envelhecimento pode ocasionar doencas ou 0 agravamento de suas manifestacdes no
rganismo, diminuindo a qualidade de vida da pessoa. Por isso, n6s do Centro de Medicina do
Joso do Hospital Universitario de Brasilia (HUB), em conjunto com pesquisadores da Universidade
e Brasilia (UnB), estamos trabalhando na busca por sinais clinicos e de laboratério que permitam
ntever o desenvolvimento de doencas associadas ao envelhecimento, sobretudo aquelas
alacionadas a perda de memodria e das fungdes mentais.

Assim sendo, com o objetivo de encontrar caracteristicas do organismo que possam
ontribuir para o diagnéstico precoce de doengas como a deméncia de Alzheimer, necessitamos do
eu consentimento para a realizagcdo de uma avaliacdo médica e de exames laboratoriais por testes
enéticos. Esta pesquisa podera possibilitar uma melhoria da compreensédo do processo de
nvelhecimento do ser humano, o que por sua vez permitira melhorar o atendimento e o
conselhamento prestados a pessoas idosas assistidas tantos pelos programas publicos e quantos
rivados de salde.

Dependendo dos resultados e de sua avaliagdo, o(a) senhor(a) podera ser incluido(a) no
rupo de portadores ou ndo-portadores de alguma doenca.

Termo de consentimento

Ao aceitar participar desta pesquisa, fui informado que poderei a qualquer momento recusar-
1e a continuar, retirando meu consentimento sem sofrer qualquer penalizagdo. Fui informado que o
rotocolo experimental consistird basicamente em uma avaliagdo médica e por exames
iboratoriais, e que tais procedimentos ndo comprometerdo minhas atividades cotidianas.
tesponderei algumas perguntas sobre os medicamentos que estou usando e como fago o
-atamento recomendado, mas terei plena liberdade de me recusar a responder caso eu nao queira.
‘ui informado(a) ainda que este trabalho ndo oferecera riscos expressivos a minha saude, ja que
do realizarei movimentos anormais, ndo terei mudanca da minha rotina, ndo entrarei em contato
om quaisquer substancias nocivas, nem terei qualquer instrumento introduzido em meu corpo, a
ao ser por ocasido de uma coleta de sangue, onde me foi assegurada utilizacdo de agulhas
escartaveis. A equipe do projeto se responsabilizou por prestar esclarecimentos a mim a qualquer
1omento da pesquisa, inclusive relativos a exames de laboratério realizados, disponibilizando para
anto as formas de contato presentes no rodapé desta pagina.

O pesquisador garantiu sigilo sobre minha identidade pois os dados ficardo sob sua guarda,
ao sendo permitido acesso por pessoas nao relacionadas a pesquisa, sendo ainda a melhor
onduta para preservacao da minha integridade fisica. O pesquisador responsabilizou-se por
ualquer dano que eu venha a sofrer, e também explicou que as amostras coletadas poderao ser
'stocadas para outras pesquisas, mas que serei contatado para conceder minha autorizacao para
ada nova utilizagao.

Assim, por meio deste documento, dou meu consentimento a exploragdo dos dados
oletados por este projeto de pesquisa, do qual participarei voluntariamente.

Brasilia, de de 200__ .

Nome do paciente Assinatura do responsavel ou do paciente

Assinatura do profissional que prestou informagdes
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Anexo 2 — Parecer de aprovacao do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em
Pesquisas da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia-DF em 25 de
Junho de 2009 sob o nimero CEP-FM 016/2009.

LINIVERSIDADE DE BRASILIA

FACULDADE DE MEDICIMNA
Comita de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

ANALISE DE PROJETO DE PESOQUISA

Registre de Projetor CEP-TM 006; 2005,

Titulo: “biolecnaloma ¢ alengio & saide aplicadas ao estudo dos determinintes gendnimos dos
Transtomaos damenciais.”

Pesquizador Respomsivel: Ouivio de 'Taledo Mabrega

Docomentos analisados: Folha de rosto, curta de encaminhamento, declaragioe de responsabalidade,
profoeole de pesquise, lermo de consentimento lvre ¢ csclarecide, cromograma, Ribliografia pertinente
e curriculo 5] de pesquisador (es).

Dty de enlrega: 11005, 20605,

Proposigsoe do (a) relato {(al
{ X ) Aprovagsio

() MNdo aprovagcin.

Data da primeira andlise pelo CEP-FM/UNB: 18/04720000.
Data do parecer final do projeto pelo CEP-FYIUNB: 24062009,

PARECER

Com base ma Hesolugin UNS/ME 0 1968496 ¢ resolugies posleniones, gue regulameniam & maliria, o
Comité de Eiica em Pesquisa de Faculdade de Medicing da Univesidade de Brasilia decidiv
APROVAR “ad seferendiwm ™. conlorme purecer €o (a) relator (a) o prajeio de pesquisa acima
eapeciticado, quanio aos scus aspeclos elicos,

1. Modilicagics no prolocelo devem ser submeltidus o CEP, assim como a nelilisagéo imediaa

de evenlos adversos graves:

[

1 {5} pusyuisacur (o) deve (m) apresenta relatdrios periddicos do andamento da pesquisa a0

CEP-FM

Brasilia, 25 de Junho de 2000,

Pg;%ﬂ Maria de (Mivemra Mrer

(oordemadora da Comicd d Ecica em Peiguisa
Facsuldade de Medisina.UnB

Campus Universitare Oarey Ribeiro, Asa MNorte, Srazilia, DF — CEP 7C310-900
TeleforeFax: {511 3207 2276
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E

GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL 4 {'0 )
pr SECRETARIA DE ESTADO DE CIENCIA E TECNOLOGIA o Eé .
cosogsetuuns FUNDAGAO DE APOIO A PESQUISA %05t 4 e

Wizg o o\M

Brasilia, 07 de outubro de 2008.

Ao Senhor

Otavio de Toledo No6brega

Titulo do Projeto: Biotecnologia e atengdo a saude aplicada ao estudo dos determinantes
gendmicos dos transtornos demenciais

Processo n.° 193.000.449/2008

Prezado Coordenador,

E com satisfacio que comunicamos a Vossa Senhoria que a proposta acima
apresentada a esta FAPDF, em atendimento ao Edital 05/2008 — Demanda Esponténea foi
aprovada para receber o0 apoio na referida Chamada no montante de R$50.000,00 (cinqlienta
mil reais).

Solicitamos a VSa. que envie urgente a FAPDF até 10/10/2008, os documentos
abaixo citados e a adequacao do seu projeto no montante aprovado:

CUSTEIO (R$) CAPITAL (R9)

45.800,00 4.200,00

Quadro de Usos e Fontes preenchido e assinado pelo Coordenador

O Conselho Diretor homologou a decisdo do CNPq e aprovou a concessdo do recurso, sem cortes, no valor
total acima descrito. Desse modo, a assinatura do Termo de Outorga e Aceitacdo fica condicionada a
apresentacdo do novo Quadro de Usos e Fontes e Quadros Anexos ja efetuados os cortes abaixo descritos, se
houver:

- Nenhum

1. Certiddo Negativa de Débito com a Secretaria de Fazenda do Distrito Federal

2. Certidao conjunta Negativa de Débito de Tributos Federais e da divida ativa da
unido

3. Copia da Identidade, CPF e Comprovante de Residéncia.

4. Termo de Aceite da Instituicdo Executora assinado por um representante da
Instituicdo

5. Quadro de Usos e Fontes assinado pelo Coordenador

6. Orcamento com base no valor aprovado pela FAPDF

Atenciosamente,

Renato Fontes Guimaraes
Diretor Técnico-Cientifico
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CENTRO DE MEDICINA DO IDOSO - CMI

UNIVERSIDADE DE BRASILIA - UNB & e““‘["c"h%/
‘ HOSPITAL UNIVERSITARIO DE BRASILIA-HUB 5 2

FICHA CLINICA/ANAMNESE

PCT N.
1. NOME:
DATA NASC: / /
Registro CMI
1 CONTROLE
NAO SE APLICAM AO GRUPO’CONTROLE
L. . OS ITENS DIAGNOSTICO CLINICO, NPI,

Data da 12 avaliagdo cognitiva: / / MEEM FINAL, CDR E HACHINSKI

Diagnéstico clinico: [1 DA [ Deméncia vascular [1 D. Lewy [ D. Mista [ Outras

NPI MEEM INICIAL MEEM FINAL
HACHINSKI
PRESSAO ARTERIAL (POSICAO DEITADA):

PA SISTOLICA mmHg "] HIPOTENSAO ORTOSTATICA
PA DIASTOLICA mmHg

CDR INICIAL: [ nenhuma [] questionavel O leve [J moderada [J grave
CDR FINAL: [nenhuma [ questionavel [ leve [ moderada [] grave
Escolaridade: (10 1 <=4 anos [15a8anos 1> 8 anos

Género: [1 Masculino [] Feminino

2. COMORBIDADES

U Hipertens&o arterial 0 Hipotireoidismo U Diabetes mellitus
0 AVE [1 Doenca de Chagas U Dislipidemias
O Coronariopatia O Insuf. cardiaca UJ Outras

3. HISTORIA SOCIAL PREGRESSA (antes dos sinais e sintomas demenciais)

[J Tabagismo: Por qtos anos ] Etilismo: Por qtos anos

[J Sedentario [J Exercicios fisicos regulares nos ultimos 10 anos anteriores a doenga
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LABORATORIAIS:

TSH: HEMOGLOBINA:
B12: VDRL:

HIV: TGO:

CA™: TGP:

TGL: COL TOTAL:
HDL: LDL:

VLDL: GLICOSE:
CREATININA UREIA:
FOLATO:

IMAGEM : (ULTIM OS EXAMES)

RNM=

TC

OUTROS:

Medico

DATA:
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Anexo 5 - Artigo cientifico aceito pelo periédico Neuroimmunomodulation.

Cytokine gene polymorphisms and the Alzheimer disease in Brazil
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Abstract

We analyzed polymorphisms in ten inflammatory genes and compared the genotype
distribution across outpatients with late-onset Alzheimer disease (AD) and non-
cognitively impaired subjects from Midwest Brazil, controlling for ancestry heritage
and Apo E genotype. Our findings show an almost 40% lower chance for AD (p =
0.004) among homozygotes of the IL10 —1082A allele (rs1800896). Dichotomization
to ApoE and mean ancestry levels did not affect protection except among those with
greater European or minor African heritage. The IL10 locus seems to affect the
onset of AD in a context sensitive to the genetic ancestry of Brazilian older adults.

Key terms: Alzheimer’s disease, dementia, cytokine, inflammation, markers, genetic

ancestry, continental population, admixture, complex disease.
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Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is the most common progressive neurodegenerative
disorder worldwide, affecting nearly 27.7 million people presently and with over 4.5
million new cases diagnosed every year, with major healthcare and socioeconomic
impacts (Ferri et al., 2005). This disease is characterized by injury to the central
nervous system (CNS) with memory loss along with decline in any other cognitive
function (Castellani et al., 2010; Smith, 1998), and may exhibit early- or late-onset
forms depending on intrinsic pathophysiological mechanisms (Gallucci Neto et al.,
2005). The ultimate cause of dementia is the loss of neurons and of the synaptic
connections between them. However, the insults that produce this loss remain to be
determined. Immune response and resulting neuroinflammation may be important in
mediating neuronal damage in AD. A typical immune response at the SNC includes
activation of microglia cells and astrocytes along with increased cytokine and/or
acute-phase protein expression (Tuppo and Arias, 2005). The hazardous effect of a
pro-inflammatory profile in AD is supported by epidemiological evidence of a potential
protective effect of anti-inflammatory responses (Heneka et al., 2011; Pasinetti,
2002). In addition, evidence suggests that the risk of AD is affected by genetic
variation in inflammatory modulators, such as interleukin 1-alpha (IL1-a), IL1-(, IL-6,
tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and others(Lio et al., 2006; Wan et al., 2008).
Recent genome-wide association study has described an association between AD
risk and polymorphic site (rs3818361) at the complement receptor 1 (CR1) gene,
placing an immunological marker into the framework of AD’s etiology (Lambert et al.,
2009; Moraes et al., 2012). Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes
encoding these molecules could affect biological activity by regulating transcription,
translation, and secretion. Therefore, factors modulating the degree of inflammatory

damage might influence the risk of AD.

Considered a complex phenotype, the late-onset AD’s ethiology is largely
affected by modifiable (e.g., literacy level) and non-modifiable (e.g., genetic
architecture) factors (Almkvist and Winblad, 1999; Castellani et al., 2010).
Regardless of the technology employed (from single gene to genome-wide centered),
most of the AD related genetic risk factors were identified by the ‘association study’
approach, in which the frequency of a specific genotype is compared among affected

and non-affected people. Although useful, this approach has methodological biases
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mostly in stratified population, when spurious associations arise from non-perceived
genetic structure within an admixed population (Choudhry et al., 2006). For traits that
bear evidence for differential risk among populations with distinct continental
background (e.g., Europeans and Africans), estimating ancestry proportions is a
strategy that can help obtaining knowledge about structure of complex traits (Drineas
et al., 2010; Nassir et al., 2009; Paschou et al., 2007; Tian et al., 2008). The Brazilian
contingent is highly admixed, with roughly 60 to 75% of its ancestry derived from
Iberian whites, 10 to 30% from West Africans and 5 to 20% from native Americans
(Lins et al., 2010; Pena et al., 2011). Studies worldwide have linked AD with ethnic
differences in several populations (Hou et al., 2006; Murrell et al., 2006;
Venketasubramanian et al., 2010). However, few association trials performed with
Brazilian AD patients considered genetic ancestry estimates as main or accessory

variables when investigating markers to this complex phenotype.

Our purpose was to investigate if genotypes of 10 important immunological
mediators could be associated with the development of the late-onset form of the
Alzheimer’s disease in the Brazilian contingent. Ancestry informative markers were
used to ascertain the structure of the sample, thus placing ancestry estimates as

correction factor in our analyses.

Methods
Subjects

The present study represents an analysis of data from an ongoing initiative for
cognitive assessments in Brasilia, Brazil (Benedet et al., 2012), whose methods are
reproduced below. This city (~ 2.6 million inhabitants) has the important feature of
being planned and constructed to bring the administrative capital from the coast to
the midwest of Brazil, giving rise to a migration process over the last 50 years. For
that reason, the capital’s elderly population (~ 200.000 inhabitants) is considered an

expression of the genetic diversity of all Brazilian regions.

Subjects with or without previous diagnosis of Alzheimer’s Disease were
consecutively enrolled and clinically followed for a minimum time span of two years,

either at the Medical Center for the Aged Outpatient at Universidade de Brasilia or at
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the Ambulatory for Elderly Care at Universidade Catdlica de Brasilia. Both institutions
are located at the metropolitan area of the Brazilian Federal District and employ
skilled staffs for management of cognitive disorders. To participate in this research,
each volunteer or responsible caregiver provided written consent approved by the
Institutional Review Board. Project enroliment eligibility criteria consisted on being
aged 60 years or older and to fulfill clinical assessments.

Data collection

All clinical assessments were executed by two experienced geriatricians.
Clinical evaluation of each patient consisted of his/her follow up for a time span of at
least two years to confirm or rule out the diagnosis of AD or any other form of
dementia. All patients entitled for control subjects were followed prospectively and
rendered as cognitively preserved whether no decline was observed during follow up.
Demented individuals could be followed either retrospectively when enrolled with
prior diagnosis of AD or by prospective means whenever newly admitted, newly
diagnosed amongst the non-demented or followed at the Centers for less than two
years at the onset of the study. The diagnosis or confirmation of probable AD was
made according to NINCDS/ADRDA criteria and determined by the clinicians on the
basis of consultation with the patient, interview with a knowledgeable informant,
review of medical records, neuropsychological assessments and/or laboratory tests,

whenever applicable.

At admission, all patients were assessed with a validated Brazilian Portuguese
version of the Mini-Mental State Examination (MMSE), whereas the Clinical
Dementia Rating (CDR) scale was obtained for demented patients only. Also at
admission, data as age (years), waist circumference (WC; cm), systolic (SBP;
mmHg) and diastolic (DBP; mmHg) blood pressure and literacy level were collected.
This latter variable was assessed in terms of having either a complete basic cycle of
educational or higher (= 4 years) or an incomplete basic cycle or no formal education
at all (< 4 years). For patients enrolled with prior diagnosis of AD or throughout our
assessments, baseline characteristics consisted of data collected at the year of onset

of the disease.
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Markers selection and genotyping

For laboratory experiments, peripheral venous blood samples were collected
into EDTA-containing tube and DNA extraction was performed using standard
extraction kits (QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen, Brazil). For genetic analyses of 10
important inflammatory mediators [IL1-a, IL1-B, IL6, IL8, IL10, IL12-B, IL18,
Transforming growth factor (TGF)- B1, Toll-like receptor (TLR)-4 and TNF-a], one
polymorphic site in each was selected based on prior evidence of functional role for
the mediator’s expression(Bergholdt et al., 2004; Bidwell et al., 1999; Bidwell et al.,
2001; Cardelli et al., 2008; Cardellini et al., 2005; Giedraitis et al., 2001; Pociot et al.,
1992; Pociot et al., 1994; Tagore et al., 1999). Characteristics of selected marker are
shown in Table 1. Allelic frequencies from the parental populations were retrieved
from a public genomic database (HapMap, 2005). From those, five (rs1800587,
rs1143627, rs1800795, rs4073 and rs1800896) displayed at least a modest
difference (3 > 0.2) between in European and African frequencies, two between
European and Native American frequencies (rs1800795 and rs1800896), and one

between African and Native American frequencies (rs1800587).

Since all selected markers were single nucleotide polymorphisms (SNPs),
genotyping was conducted by a single base extension procedure followed by
capillary electrophoresis. Briefly, DNA fragments encompassing the polymorphic site
and sized 100 to 200 pb were amplified by standard polymerase chain reaction
(PCR) using the Qiagen Multiplex PCR Kit. Multiplex reactions were optimized with
primers segregated into two sets (set 1: rs1143627, rs4073, rs3212227, rs1800469,
rs1800629 / set 2: rs1800587, rs1800795, rs1800896, rs1946518, rs4986790),
according to the size of the single-base sequencing primer, and co-amplified in a
Veriti™ Dx Thermal Cycler (Applied Biosystems) using the following cycles:
denaturation at 95°C for 15 min, followed by 39 cycles of 30 s at 94°C, 90 s at 57°C
and 60 s at 72°C, with a final extension step at 72°C for 10 min. Following
amplification, products were purified to eliminate non-incorporated dNTPs and
primers by adding 1 U of Exo | and 1 U of CIAP to 3uL of each PCR product
corrected to have 1X of the CIAP reaction buffer. This mixture was incubated for 60

min at 37°C followed by denaturation at 75°C for 15 min.
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For minissequencing, each multiplex was genotyped by single-base extension
reaction using the SNaPshot Multiplex System kit (Applied Biosystems, USA)
following manufacturer’'s recommendations. A second purification step was carried
out by mixing 1 U of CIAP with 5 L of the single-base extension reaction corrected
to 1X CIAP reaction buffer, which was incubated for 1 min at 37°C and for 15 s at
85°C. Following addition of 1 pyL of each purified product to 8.83 pL Hi-Di formamide
and 0.17 yL GS120 Liz internal size standard, capillary electrophoresis was carried
on an ABI Prism 3130XL genetic analyzer (Applied Biosystems) using ABI 3700 POP
7 polymer. The obtained data were analyzed in the GeneMapper software (Applied
Biosystems). Eletropherograms were rendered successful when only mild noise was
observed and allowed coincident identification of the polymorphic site by two
independent readers after visual inspection. Samples with less than 90% call rate
were repeated, after which blanks were filled with unitary (singleplex) reactions until
the entire panel of SNPs was fulfilled.

To genotype the Apolipoprotein E gene (Apo E) and determine the classic e2,
e3 and e4 alleles for statistic control, a PCR method was adapted from a multiplex
refractory mutation system (Donohoe et al., 1999). Quality control for the ApoE
polymorphism consisted of systematic repetition of all e2- and e4-carriers. All
reassessments were done by an independent technician, and genotyping success
rate and concordance scored at 100%. Concentrations used and sequence of all
primers are available upon request. Genetic ancestry estimates were determined for

each subject exactly as described previously (Benedet et al., 2012).

Statistical analysis

Cases were labeled as positive (affected) or negative (non-affected) regarding
clinical diagnose of AD. The Kolmogorov-Smirnov test was performed to check for
normal distribution of the continuous variables within each group. The Student’s t test
and the Chi-square test were performed for comparison of classic clinical, social and
anthropometric data across subjects affected and non-affected by AD. Crude relative
risk (RR) ratios were calculated and stratified by the presence of any ¢4 allele and to
the average level of European, Amerindian and African genetic ancestry in the

sample. This latter analysis was confirmed with the chi-square test. Individual genetic
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ancestry was estimated with an algorithm based on maximum likelihood estimation
(Tsai et al., 2005) and determined exactly as described previously (Benedet et al.,
2012). A p-value was rendered significant following to the Bonferroni correction for
multiple genotypic tests (a = 0.005). Single gene analyses within subsets were
considered significant at the 0.05 level. The SPSS software, version 19 (SPSS Inc.,
Chicago, USA), and the Epi-Info, version 3.5.1 (Centers for Disease Control, Atlanta,
USA) were used for statistical calculations.

Results

From 2009 through 2011, data from 630 participants (~ 0.32% of the whole
elderly segment in Brasilia; aged from 60 to 96 year-old) was gathered according to
the inclusion criteria. From all participants, 120 individuals were diagnosed with AD
whereas 412 subjects were identified as non-demented, cognitively healthy subjects.
The remaining 98 exhibited other cognitive disorders not compatible with AD,
including cases of mixed dementia, and were ruled out. To assess homogeneity
among the 532 eligible for analysis, classic biological, social and clinical data
considered at baseline were compared between subjects affected and non-affected
by AD (Table 2). Literacy level as well as waist circumference, age and systolic blood
pressure means were considered equal in both groups. Nonetheless, differences in
gender and DBP were significant, with the control group being higher in diastolic
pressure and overrepresented with women. As expected, ApoE &4 carriers were

more frequent in AD patients (47.5%) than in cognitively normal subjects (19.7%).

On a whole-group analysis, our results show a remarkable degree of
population structure given the spectrum of differing frequencies of the inflammatory
SNPs in our sample compared to the parental populations (Table 1), corroborating
the recent admixture of the Brazilian population. The frequency analyses indicated no
significant differences in the allelic distribution of 8 out of the 10 immunological
polymorphisms studied when AD patients were compared to the non-demented
controls, regardless whether a dominant or a recessive model was applied (Table 3).
Only carriers of the minor alleles of IL10 (-1082G) and of IL6 (-174C) genes, in
recessive and dominant models respectively, exhibited an effect in predisposing to

the onset of AD. When our data was evaluated using Bonferroni correction, only the
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association of AD with the IL10 SNP attained statistical significance, with an almost
40% lower chance for AD among A homozygotes compared to carriers of all other
genotypes as reference (RR = 0.61; p = 0.004).

When dichotomized in terms of €4 carriers or not and for mean levels of
genetic heritage, protection against AD conferred by the -1084A allele remained
statistically important in 6 out the 8 scenarios devised according to a recessive
model, even achieving significance in a dominant fashion among those with minor
proportion of European ancestry (Table 4). On the other hand, all other SNPs
investigated remained displaying non-significant association with the phenotype after
this correctional effort.

Discussion

Patients with AD display a pro-inflammatory phenotype characterized by local
overproduction of cytokines in the plagues as well by an increased elevation of
cytokines in the cerebrospinal fluid (Bales et al., 2000; Schwab and McGeer, 2008).
In this environment, microglial cells account for most of the mediators produced, and
it is possible that their well acknowledged responsiveness to amyloid-B (AB) deposits
trigger reactions that are proportional to transcriptional and/or translational properties
of immune genes. Therefore we analyzed whether polymorphisms in ten

inflammatory genes may increase the risk of AD.

The present study shows significant difference in genotypic distribution
of the IL-10 -1082 SNP (rs1800896) between AD patients and non-cognitively
impaired subjects. Analyses according to the Cohen convention (Cohen, 1992)
confirmed differences that could be categorized as an elevated magnitude of effect
size (ES) of IL10 genotypes among subjects with an without dementia (AA vs G_, ES
= 1.2), whereas a rather low magnitude of ES was found for IL6 genotypes compared
likewise (G_ vs. CC, ES = 0.4). In addition, the IL10 SNP almost deviated from the
Hardy-Weinberg equilibrium (P = 0.054) when the whole group is considered.
Nonetheless, the genotype distributions for all investigated genes (including IL10)
were in Hardy—Weinberg equilibrium within each AD and control subset. These may

be further evidences towards an association of the locus with the disease.
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Physiologically, our finding is in accordance to results elsewhere that attributes the
status of “high-producer” of circulating IL10 to the -1082A allele (Liu et al., 2011;
Wang et al.,, 2011), contributing to the rationale that suppression or attenuation of
neuroinflammation in susceptible subjects may protect against the onset of
Alzheimer’s disease. The -1082 SNP is in complete linkage disequilibrium with
variances at other positions also alleged functional as the -819 T/C (rs1800871) and
the -592 C/A (rs1800872) SNPs, yielding promoter haplotypes already implicated in
the risk for AD (Bagnoli et al., 2007; Scassellati et al., 2004) and others that deserve
proper investigation by subsequent genomic approaches.

Apart from the well characterized role of the ApoE gene in the etiology of AD,
a body of recent evidence accounts for the overall genetic heritage as additional
genetic risk factor among the highly admixed Brazilian population(Benedet et al.,
2012; Schlesinger et al., 2011). However, our stratified analyses did not detect an
interaction between either the ApoE ¢4 allele or the degree of Amerindian ancestry
and the genotypes of IL10, rendering the apolipoprotein alleles and native American
heritage as potential confounders rather than effect-modifying variables. Sitill
regarding ethnicity, it is noteworthy that carriers of the -1082A allele exhibited
protection against AD only among those with greater African or minor European
content. This suggests that allelic architectures inherent to these parental population
may interact with the IL-10 gene and influence the AD phenotype, perhaps in part
expressed by a number of reports that do not replicate this finding among white
European individuals (Depboylu et al., 2003; Ramos et al., 2006). Being possible that
the Bonferroni correction overcorrects for the inflated false-positive rate and thereby
throws away valid information, similar analyses with subjects dichotomized to ApoE
and ancestry were performed for genotypes of IL6, but no associations were
rendered significant after these corrections. Therefore, statistical association of AD
with IL6 genotypes should be regarded as borderline at this time and subjected to
further investigations in different scenarios. It was established that for a sample
comprising 120 AD cases and 412 control individuals, a significance level set at a =
0.005, and an effect size between 0.4 and 1.2, the test power exceeded 80% for all

of investigated variables, using the G*Power 3 software (Faul et al., 2007).

To the authors’ best knowledge, no previous report sought to investigate the

relationship between a number of immunogenomic markers and the AD phenotype in
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the context of (and correcting for) the high admixture and social heterogeneity of the
Brazilian contingent. In our conditions, differences in gender distribution between
affected and non-affected individuals probably derived from cultural aspects, since
older women tend to be greater consumers of outpatient services, and older men of
inpatient healthcare (Barreto et al., 2006). Lower DBP may be attributed to the
frequent dysautonomia of AD patients. Despite these discrepancies, both aspects
might be considered of minor interest to clinically distinguish subjects according to
the main phenotype in study (AD). Regarding social profile, the high proportions of
individuals with less than 4 year of formal education among demented and non-
demented subjects is consistent with the general low literacy level of older adults in
Brazil, and comparable frequencies in both groups attenuate disparities related to

socioeconomic status.

Despite this study tends to pose a contribution by considering
sociodemographic and biological characteristics, there are important limitations to
acknowledge. Remarkable heterogeneity produced by differences in immune-
modulating pharmacotherapy (past or present) and by the sampling method not
based on the pattern of clinical evolution and severity, among other factors not
considered herein, may add complexity to this scenario. Another bias akin to all
associative studies rely on the fact that association does not imply causation. In this
matter, we recall that the SNPs studied herein were selected based on prior evidence
for functional properties, but our results should be interpreted with caution since
actual genetic causation may rely on element(s) fairly adjacent and/or away from the
indicated SNP.

In summary, our findings suggest that the IL10 locus affect the development of
the late-onset Alzheimer’s disease in a context that may be sensitive to the overall
genetic heritage of Brazilian older adults. Mapping by admixture linkage
disequilibrium, for instance, may be important to refine the search for elements in the
genetic architecture of major continental population that can confer protection against

or predispose to this form of dementia.
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