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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é a doencga causadora de deméncia mais comum no mundo.
Estima-se que cerca de 46,8 milhdes de pessoas sao portadoras, e proje¢cdes mostram que em
2050 o numero de pacientes sera triplicado. Clinicamente, ocorre uma neurodegeneracao que
leva a perdas graves de memoria, fungdes cognitivas e distarbios comportamentais. A DA pode
ser classificada em doenca de Alzheimer de inicio tardio (DAIT) e doenca de Alzheimer de inicio
precoce (DAIP), dependendo da faixa etaria do aparecimento da patologia. Diversas insercoes,
delecbes e mutagcbes sao descobertas a cada dia em genes candidatos influenciando na
produgédo de B-amiloide com maior comprimento. Este polipeptidio de peso molecular elevado
permite uma oligomerizacao, que impede uma proliferagcdo das sinapses nervosas, acarretando
na morte dos neurdnios e consequentemente um progresdo da DA. Estudos mostram que
mutacdes nos genes APP, PSEN1 e PSEN2 sdo responséveis pelo aparecimento desta
patologia. Ademais, novos estudos sugerem que genes como COMT, BDNF, PLCG2 e TREM2,
gue atuam através de diferentes vias metabdlicas, influenciam a idade do aparecimento da DA.
O presente estudo tem como objetivo identificar mutagdes nos genes PSEN1, COMT, BDNF,
PLCG2 e TREMZ2, e investigar uma sugestdo para 0 surgimento e agravamento da doenca.
Neste estudo, recrutamos 332 individuos acima de 55 anos, atendidos no Instituto de Psiquiatria
da Universidade Federal do Rio de Janeiro e pelo Programa de Assisténcia Integrada da Saude
do ldoso de Duque de Caxias, e em todos foi aplicado o CDR (Clinical Deméncia Rating). A
genotipagem dos polimorfismos estudados foi realizada através da técnica de PCR em Tempo
Real. Na andlise genotipica realizada para o polimorfismo rs4680 do gene COMT, os resultados
mostraram um aumento do numero de homozigotos mutados (AA) nos pacientes quando
comparados aos controles (p= 0,013). Analises posteriores sugerem que este polimorfismo esta
associado ao DA através do modelo recessivo. A analise alélica também foi aplicada e
observamos que o alelo mutado (A) é um fator de risco para o desenvolvimento da DA
(p=0,013). No polimorfismo rs6265, do gene BDNF, ndo foi observada significancia estatistica
nas analises realizadas. Os polimorfismos dos genes PLCG2 (rs72824905) e TREM2
(rs143332484) se mostraram com baixa frequéncia, impossibilitando uma analise estatistica.
Contudo, a frequéncia genotipica e alélica foi avaliada em nossa amostra total. No rs72824905,
do gene PLCG2 observamos uma frequéncia genotipica de 99% para homozigotos selvagens,
1% para heterozigotos e 0% para homozigotos mutados, enquanto a frequéncia do alelo mutado
foi de 0,5%. O rs143332484, do gene TREM2, possui uma frequéncia genotipica de 99,3% para
homozigotos selvagens, 0,7% para heterozigotos e 0% para homozigotos mutados, sendo que a
frequéncia do alelo mutado foi de 0,35%. Em nossa amostra de pacientes o gene PSEN1 néo
apresentou nenhuma mutacdo em sua regido codificante, mas pudemos observar o
polimorfismo rs165932 em seu intron 7-8. O rs165932, do gene PSEN1, apresentou uma
frequéncia genotipica de 42,65% para homozigotos selvagens, 52,94% para heterozigotos e
4,41% para homozigotos mutados, sendo que a frequéncia do alelo mutado observada foi de
30,88%. Em nosso estudo demonstramos uma associagcdo do gene COMT com a Doenca de
Alzheimer na amostra estudada, todavia outros estudos sdo necessarios para uma melhor
compreensao desta doenca e sua relacao genaotipo-fenotipo na populacao brasileira.

Palavras-chave: Neurodegeneragdo, Alzheimer, PCR em Tempo Real, Polimorfismos,
Mutacbes, Genes, Sequenciamento, COMT, BDNF, PLCG2, TREM2, PSENL.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is the most common neurodegeneration disorder in the world. It
is estimated that about 46.8 million people are carriers, and projections show that by 2050 the
number of patients will be tripled. Clinically there is neurodegeneration which lead to memory
loss, cognitive functions and behavioral disorders. AD can be classifyed as late-onset
Alzheimer's disease (LOAD) and early-onset Alzheimer's disease (EOAD), depending on the age
range of the onset of the disorder. Several insertions, deletions and mutations are found out each
day in candidate genes and influence on the production of f-amyloid with longer length. This high
molecular weight polypeptide allows oligomerization, which prevents a proliferation of nerve
synapses, leading to the death of neurons and consequently a progression of AD. Studies show
that mutations in the genes APP, PSEN1 and PSEN2 are the main responsible for the
appearance of this pathology. In addition, new studies suggest that genes such as COMT,
BDNF, PLCG2 and TREMZ2, which act through different metabolic pathways, influence the age of
onset of DA. Thus, the present study aims to identify mutations in the genes PSEN1, COMT,
BDNF, PLCG2 and TREMZ2, and to investigate a suggestion for the appearance and aggravation
of the disease. In this study, a total of 332 patients over 55 years of age were enrolled in the
Institute of Psychiatry of the Federal University of Rio de Janeiro and the Integrated Health Care
Program for the Elderly in Duque de Caxias, and in all of them applied the CDR (Clinical
Dementia Rating). The genotyping of the polymorphisms studied was produced using the Real
Time PCR technique. In the genotypic analysis performed for the rs4680 polymorphism of the
COMT gene, the results showed an increase of mutated homozygotes (AA) in the patients when
compared to the controls (p = 0.013). Further analyzes suggest that this polymorphism is
associated with AD through the recessive model. An allelic analysis was also applied and we
observed that the mutated allele (A) is a risk factor for the development of DA (p=0,013). In the
rs6265 polymorphism, on the BDNF gene, no statistical significance was observed in the
analyzes performed The PLCG2 genes (rs72824905) and TREM2 (rs143332484) showed low
frequency mutations, making a statistical analysis impossible. However, the genotypic and allelic
frequency was evaluated in our total sample. In rs72824905, the PLCG2 gene observed a
genotypic frequency of 99% for wild homozygotes, 1% for heterozygotes and 0% for mutated
homozygotes, while the frequency of the mutated allele was 0.5%. The rs143332484, of the
TREM2 gene, has a genotype frequency of 99.3% for wild homozygotes, 0.7% for heterozygotes
and 0% for mutated homozygotes, and the frequency of the mutated allele was 0.35%. In our
sample of patients the PSEN1 gene did not present any mutation in its coding region, but we
could observe the rs165932 polymorphism in its intron 7-8. The rs165932 of the PSEN1 gene
showed a genotypic frequency of 42.65% for wild homozygotes, 52.94% for heterozygotes and
4.41% for mutated homozygotes, and the frequency of the mutated allele observed was 30.88%.
In our study, we demonstrated an association between the COMT gene and Alzheimer's disease
in the studied sample, but other studies are necessary to better understand this disease and its
genotype-phenotype relationship in the Brazilian population.

Keywords: Neurodegeneration, Alzheimer's, Real-time PCR, Polymorphisms, Mutations, Genes,
Sequencing, COMT, BDNF, PLCG2, TREM2, PSENL.



19

1. INTRODUCAO

1.1. A Doenca de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma patologia resultante de uma neurodegeneracao
progressiva do cérebro, sendo a principal forma de deméncia registrada. Em 2018, a
organizacdo World Alzheimer Report apontou que naquele ano 50 milhdes de pessoas
apresentavam a deméncia no mundo. Hoje, a cada trés segundos um novo relato € registrado,
estimando-se que em 2035 o mundo tera 81 milhdes de casos e em 2050 alcancara mais de
152 milhdes de pessoas (World Alzheimer Report, 2018). O rapido e continuo processo de
envelhecimento da populacéo leva a um crescimento continuo dos gastos com medicamentos e
tratamentos que combatem a DA no Brasil (Brandao et al., 2011; Aprahamian et al., 2009). No
Brasil ainda ndo € claro o impacto econémico causado pela DA, pois o tratamento oferecido pelo
Sistema Unico de Satde (SUS) ndo possui dados especificos para esta doenca, abordando
apenas deméncia de forma genérica. Contudo, todo o mundo vem sofrendo com o aumento
progressivo do custo da doenca e paises como Reino Unido, Canad4, Australia e EUA tém
gastos estimados de £18 bilhdes, U$15 bilhdes, U$6,6 milhdes e U$172 bilhdes,
respectivamente (Wimo et al., 2006; Thies et al., 2013).

A DA pode ser classificada em doenca de alzheimer de inicio tardio (DAIT) e doenca de
alzheimer de inicio precoce (DAIP) dependendo da faixa etaria do aparecimento da patologia. A
DAIT acomete principalmente individuos com idade superior a 65 anos, enquanto que na DAIP
0s pacientes desenvolvem os sintomas com menos de 65 anos, e casos raros séo relatados em
pessoas com cerca de 40 anos (Hassanina et al., 2014; Tiedt et al., 2013). A DAIP é a forma
mais rara, sendo uma doenga genética com padrédo de heranca autossémica e é encontrada em

2-5% de todos os casos de pacientes com DA (Puglielli et al., 2003).

Os pacientes com DA tém uma perda neuronal e sinaptica nas regides responsaveis
pelas fungbes cognitivas, ja na fase inicial da doenca. As manifestacdes clinicas da DA s&o
geralmente observadas apenas ap0s anos da instalacdo de processos neuropatolégicos. A
morte de neurdnios € ocasionada pelo acumulo de monémeros de B-amiloides (AB) formando
oligbmeros no ceérebro. Analises histolégicas mostram que os oligbmeros se apresentam
neurotdxicos e se aglutinam ao redor dos neurdnios, induzindo-os a uma morte celular. Alguns

individuos apresentam uma expansao na taxa de AP de cadeia mais longa (AB42) e/ou retracao
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de AB de menor comprimento (AB4o) proporcionando um aumento no numero de depdsitos de
AB no cérebro humano, desencadeando uma série de complicagdes que foram nomeadas como
“a hipotese da cascata 3-amiloide”. Dados de biopsia do cérebro humano, em estagio avangado
da doenca, mostram a formagao de placas senis compostas principalmente por AR, proteinas
Tau hiperfosforiladas e células neuronais mortas. Outra caracteristica neurotdxica
desencadeada pelo aumento na taxa de AB4./ABs € a hiperfosforilacdo das proteinas Tau.
Essas proteinas, na sua atividade, normal auxiliam na manutenc¢éo da integridade dos neurénios
e promovem a montagem e a estabilidade dos microtubulos (citoesqueleto). No entanto, em
pacientes com DA, estas se acumulam em um estado anormal, desintegrando o citoesqueleto e
formando um emaranhado neurofibrilar nas membranas celulares, do complexo de Golgi e do
reticulo endoplasmatico de células neuronais. A formacao desse emaranhado ocasiona a perda
da forma e funcéo do neurdnio, levando a morte da célula (Bruno et al., 2005).

A degeneracédo dos neurbnios ocasiona um quadro clinico inicial no qual o paciente exibe
uma perda progressiva de memoria recente. O avanco da doenca acarreta a deterioracdo das
funcdes cognitivas, disturbios de personalidade e transtornos da liguagem. Em estagios
avancados, observa-se a perda de memorias antigas, da autonomia motora por completo e
finalmente a necessidade de cuidados médicos em tempo integral. A maioria dos fatores
etiolégicos da DA sdo desconhecidos. No entanto, ha evidéncias de que fatores de risco, como
vascular, psicossocial, genético e até mesmo ambiental tém um papel importante no
desenvolvimento desta deméncia. Diferentemente da DAIT, a qual apresenta a maioria dos
fatores etiologicos desconhecidos, a DAIP apresenta um componente genético de risco. Através
dos anos, diversos genes foram identificados como susceptiveis ao desenvolvimento da DAIT,
entretanto trés genes sao descritos como causadores da DAIP. Mutacbes nos genes APP,
PSEN1 e PSEN2 estdo associadas com aproximadamente 40% dos casos de DAIP, sendo
observado um padréo de heranca autossdmica dominante entre 30 a 40% destes (revisado por
Holmes, 2002; Roegava, 2002; Tanzi & Bertram, 2001). Dentre as variagfes genéticas temos
insercoes, delecdes e mutacdes missenses que podem ser mais ou menos agressivas,

alterando em muitos casos o inicio do aparecimento dos sintomas.

Diversos genes associados a doencas neurologicas e psiquiatricas sdo estudados como
candidatos potencias a modificadores da idade de inicio de aparecimento da DAIP e DAIT.
Recentes estudos indicam que alteracbes no sistema dopaminérgico, importantes para
mecanismos de comunicacdo neuronal (Moreno-Castilla et al., 2016), também podem estar

envolvidas no aparecimento da doenca (Rossato et al., 2009; Broussard et al., 2016). Em alguns
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desses casos, histologica e fisiologicamente, a DA induz a perda de funcdo e reducdo no
namero de diversos neurotransmissores como acetilcolina, noradrenalina e serotonina (Francis
et al., 1999; Thomsen et al.,, 1991). No cérebro, em especial no hipocampo, a reducédo da
capacidade dos neurotransmissores prejudica as sinapses entre 0s neurdnios, aumentando a
neurodegeneracao e, por consequéncia, a perda progressiva da memoéria (Nobili et al., 2017).
Desta forma, o aparecimento de disfungbes cognitivas, anormalidades comportamentais,
alteracdes de humor e mesmo sintomas néo cognitivos, frequentemente relatados em pacientes
com DA, demonstram estar intimamente relacionados a polimorfismos em genes associados a

estas vias neurolégicas (Lammel et al., 2008).

1.2 A hipétese B-amiloide

O estudo sobre DA tem sido alvo de diversas pesquisas e existem ao menos trés
diferentes propostas de como ocorre o desenvolvimento desta patologia. Dentre estas, temos a
do mecanismo extracelular (a hipotese da cascata AB), do mecanismo intracelular (Capetillo-
Zarate et al., 2012; Takahashi et al., 2013) e da indugdo de AP através de estresse oxidativo
(Butterfield et al., 2013). A hipotese da cascata AB (Figura 1) é amplamente aceita pela
comunidade cientifica e foi primeiramente proposta pelos pesquisadores Hardy e Allsop, em
1991, sendo atualizada por Hardy e Selkoe em 2002.

Segundo esta hipotese, o processo de clivagem da proteina APP, em sua via
constitutiva, inicia-se com a chegada da APP no sitio de clivagem da a-secretase (Kuhn et al.,
2010). Esta enzima promove uma clivagem da APP em um sitio mais curto, garantindo no final
do ciclo um peptideo de menor comprimento e, portanto, ndo-amiloidogénico. Dois fragmentos
menores sao liberados nesse processo: o sAPPa e o fragmento a-C-terminal (CTFa ou C83). O
peptideo sAPPa é liberado no meio extracelular, enquanto o CTFa permanece na membrana
celular dos neurénios e € posteriormente clivado pelo complexo y-secretase. Ambos fragmentos
sao considerados nao-amiloidogénicos, sendo o sAPPa ainda citado por suas propriedades

protetivas.
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A hipétese da cascata 3-amiloide

DAIP DAIT
Mutac6es em APP, PSEN1 ou Fatores de risco (e.g. ApoE4)
PSEN2 l

Aumento AB42 e/ou
diminuicéo de AB40

Aumento da agregacao
de AB42
Ghas sinépticD Qorte de cé_lukas)
neuronais

\ /

Figura 1. Hipétese da cascata beta-amiloide que resulta nos eventos patogénicos que
conduzem a DA. Mutagdes genéticas desencadeiam desequilibrio na producdo de AR, e
AB4,, 0 que acarreta na agregacao de AR, formando oligbmeros tdxicos que promovem
falhas sinapticas e ocasionam na morte de células neuronais, levando o paciente a
deméncia.

Outra via em que ocorre a clivagem da APP é a amiloidogénica, no qual participam os
complexos 3 e y-secretase. Apos o recebimento da APP a enzima 1 de clivagem do sitio-beta da
APP (BACE1l) (Vassar et al.,, 1999) promove a clivagem do peptideo, resultando em dois
fragmentos: o sAPPB e o CTFB (C99) (Figura 2). O fragmento C-terminal desta via (C99) é um
peptideo de cadeia mais longa em comparacdo ao C83, e ambos seguirdo para o complexo da
y-secretase. O C83 apresenta-se como substrato desta ultima clivagem e os peptideos P3 e
dominio intracelular APP (AICD) sao gerados. Na via amiloidogénica o substrato C99 entra em
seu processo de clivagem e apds a protedlise tera como resultado AR e o AICD, sendo este

altimo de fungBes ainda desconhecidas (Beckett et al., 2012).
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Figura 2. Representacdo esquematica do processamento de APP e acumulagédo de AB. O
APP maduro (centro, dentro da caixa tracejada) é metabolizado por duas vias concorrentes: a
via a-secretase que gera sAPPa e C83 (também conhecido como CTFa) (a esquerda); e a
via B-secretase que gera sAPPB e C99 (a direita). O fragmento carboxil-terminal C99 é
clivado pela y-secretase para gerar AB e o dominio intracelular APP (AICD). O fragmento
carboxil-terminal C83 também é clivado pela y-secretase para os peptideos P3 secretados
(n@o mostrado). AR agrega em pequenos multimeros (dimeros, trimeros, e assim por diante),
conhecidos como oligbmeros. Os oligbmeros parecem ser as neurotoxinas mais potentes, ao
passo que a placa senil, em fase terminal, é relativamente inerte (retirado de Gandy, 2005).

Cc83

Os AB de cadeia mais extensa possuem propriedades aglutinativas e favorecem a
formacao de monémeros, dimeros e posteriormente oligbmeros no meio extracelular do cérebro
(Figura 3). Os pesquisadores Jimenez & Velez (2015) afirmam que mutagcdes nos genes APP,
PSEN1 e PSEN2 desencadeiam um aumento na taxa de AB42/ABs, embora ndo se saiba ao
certo o motivo desta clivagem em diferentes regides do peptideo. A capacidade de AB4, se
agregarem é bastante difundida e estudos mostram que os AB4 possuem propriedades que
previnem a oligomerizagédo (Yan & Wang 2007). O aumento do numero de AR, possui
propriedades neurotoxicas que causam danos as sinapses nervosas e apds o0 aumento da
oligomerizacdo, ocorrem problemas na homeostase neuronal, levando a morte de neurdnios e
consequente perda nas transmissdes sinapticas, acarretando na deméncia (Hardy & Selkoe
2002).
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Figura 3. A hipétese AR sugere que os peptideos AR participam na patogénese da DA. Os
peptideos, que sdo produzidos por neurdnios e outras células cerebrais se agregam
(formagéo de estruturas “B-sheet”’) em uma variedade de conjuntos de téxicos, emaranhados
neurofibrilares e placas neuriticas (retirado de Kung, 2012).

1.3. Proteina precursora 3-amiloide (APP)

A proteina precursora B-amiloide (APP) foi sequenciada pela primeira vez pelos
pesquisadores Glenner e Wong (1984) enquanto estudavam a trissomia do cromossomo 21
responsavel por causar Sindrome de Down. A descoberta do gene codificante da APP no
mesmo cromossomo (21921.2) levou estudiosos a hip6teses que a associavam a deméncia
(Goate et al., 1991; Kang et al., 1987; Tanzi et al., 1987; Robakis et al., 1987).

A APP é uma glicoproteina transmembrana do tipo | que possui 10 encadeamentos
alternativos, o que Ihe confere variagfes entre 304 e 770 amino&cidos (aa) (Bayer et al., 2001).
Esta é formada através de um processo proteolitico sequencial que ocorre em diversas células
neuronais e ndo neuronais, sendo comumente observada no plasma humano (Nilsberth et al.,

2001); a isoforma mais abundante é formada por 695 aa (Bruno et al., 2005).

O gene APP apresenta 17 éxons e 643 variantes genéticas ja foram identificadas.
Estudos sugerem que mais de 50 dessas variacdes estdo associadas a forma familiar e precoce
da doenca DA. As mutacOes descritas geralmente levam a uma clivagem irregular da APP e o
consequente aumento da taxa de AB42/ABs. Dentre os éxons do gene, o 16 e o 17, que

codificam a regido C-terminal da proteina, sdo descritos por apresentarem mais de 25
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mutagdes. Essas variantes séo classificadas como missenses e dele¢bes de introns, sendo
todas ja associadas a DAIP. Deste rol de 25 mutacdes, sabe-se que o éxon 17 apresenta,
sozinho, 22 variantes genéticas. O pesquisador Di Fede e seus colaboradores (2009), em um
dos raros casos de doenca autossOmica recessiva ligada a DA, descreveram a mutacdo que
acarreta a troca de alanina por valina na posicdo 673 da proteina (A673V), 0 que leva a um
aumento na taxa AP/ AB4o € consequente aparecimento da DA. Neste mesmo gene, no éxon
16, outra variacdo foi observada, no qual ocorre a troca de alanina por treonina (A673T)
(rs63750847), resultando na diminuicdo de até 40% na producao de AB4.. Estes estudos foram
realizados em pacientes da Islandia e sugerem que esta variante de algum modo impede a

clivagem do APP pela BACEL e expressa um fator protetivo contra a DA (Jonsson et al., 2012).

1.3.1 B-amiloides

Master e seus colaboradores (1985) foram os primeiros a registrar o principal componente
das placas senis do cérebro humano. O AB é o produto do processamento proteolitico da APP
(Haass et al., 1992) e é produzido na via secretora ou endossomal-lisossomal de diversas
células. Na literatura tem sido mostrado que o AB pode apresentar diversos tamanhos, uma vez
que a APP é passiva de sofrer clivagens alternativas pelo complexo y-secretase (Selkoe, 1994;
Vassar et al.,, 1999). O fragmento mais comumente encontrado apresenta 40 aa, entretanto
mutacdes genéticas favorecem diferentes clivagens e o aparecimento de AB constituidos de 39-
49 aa (Acx et al., 2013; Qi-Takahara et al., 2005; Takami et al., 2009; Vigo et al., 1993).

Os AB com 42 aminoacidos (AB42) estdo associados ao desenvolvimento da DA. Jarret e
seus colaboradores (1993) descreveram que dois aminoacidos a mais, localizados na parte C-
terminal da proteina, tornam esse fragmento mais propenso a agregacao e consequentemente a
formacdo de mondmeros, dimeros e oligbmeros. Os residuos adicionados ao C-terminal
também conferem ao AB4, maior rigidez quando comparado ao AB40 (Schmechel et al., 1993).
Esses estudos sugerem que a diferenga entre os ABs € ABs2 Ndo € apenas estrutural, mas
conformacional, pois as proteinas tipicas exibem dobras bem definidas, enquanto os
mondmeros de AB,4, apresentam diferentes contornos instaveis e mal determinados (St George-
Hyslop & Petit, 2004).

A agregacao destes mondmeros de AB42 promove o aparecimento de oligbmeros. Os

oligbmeros de menores tamanhos se mostram mais toxicos quando comparados aos de
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tamanho maior (Ono et al., 2009; Cizas et al., 2010) e além disso, a relacdo entre seu tamanho
e sua conformacdo aparenta ter um importante papel no agravamento de sua toxicidade
(Broersen et al., 2010). Diversos mecanismos distintos sobre a atuacdo dos oligdbmeros em
células neuronais sdo estudados, entretanto ndo ha consenso sobre seu real modo de atuacéo
na DA. Sabe-se, contudo, que a interacdo com células neuronais possui propriedades
neurotoxicas (Jan et al., 2008; Jan et al., 2011,) que impedem a transmissdo das sinapses

nervosas e causam morte na célula atingida (Haass & Selkoe, 2007).

1.3. Presenilinas

A y-secretase é um complexo proteolitico (Figura 4) responséavel pela catalise da ultima
etapa da clivagem do APP que origina o AB. Esse complexo € composto por 4 partes: Nicastrin
(glicoproteina transmembrana do tipo | (Yu et al., 2000)), APH1 (proteina transmembrana
politopica (Gu et al., 2003)), Presinilina-1 (ou Presinilina-2) e a PEN-2 (proteina hidrofébica com
dois dominios transmembranos (De Strooper, 2003; Edbauer et al., 2003; Tolia & De Strooper,
2009).

Nicastrin

Lumen APH-1

L
)

Cytosol

Figura 4. Representacdo esquematica dos quatro componentes do complexo y-secretase. O
complexo y-secretase € composto de um componente catalitico, presenilina, e trés cofatores,
Nicastrina , APH-1 e PEN2 . A presenilina é ativada biologicamente por endoprotedlise que
gera dois heterodimeros. Cada heterodimero apresenta o residuo chave de aspartato
(retirado de Gandy, 2005).

A vy-secretase pode apresentar quatro diferentes complexos proteoliticos, devido a
existirem duas formas de presenilina e duas de APH1 (Acx et al., 2013). Estas quatro variantes
do complexo y-secretase proporcionam clivagens em diferentes regibes do APP e
consequentemente diferentes comprimentos de AB. A presenilina 1 (PSEN1) e a presenilina 2
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(PSEN2) séo proteinas similares e consideradas o nucleo catalitico do complexo (Kung, 2012).
O gene da PSENL1 esta localizado no cromossomo 14 e é composto de 13 éxons, sendo 10
deles codificantes (éxons 3-12) (Puglielli et al., 2003). A proteina apresenta seis diferentes
isoformas, que variam entre 184-467 aa (Bruno et al., 2005), e podem ser encontradas no
complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico, membrana nuclear e membrana celular (Strooper et
al., 1997; Walter et al., 1996). Conforme demonstrado na figura 5, em toda a extensdo da
proteina sdo encontrados oito dominios transmembranos, sendo todos de grande conservacao
entre diferentes espécies. A grande conservacdo de suas regifes intramembranas sugere que

mutacdes nestas areas poderiam afetar a estrutura e/ou a funcéo da proteina.

|’n secretase
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Figura 5. Sequéncia de aminoéacidos da PSENL1 (circulos azuis) e da porgdo C-terminal da
APP (circulos verdes) gerando AB. Mutacbes em PSEN1 e APP sdo conhecidas por causar
DA familiar e estéo representadas em vermelho. Os sitios de clivagem B, q, v, € séo indicados
por pequenas tesouras. Os dois aminoacidos envolvidos na clivagem endoproteolitica da
PSEN1 sdo mostrados em azul escuro. Os dois residuos de aspartato do sitio catalitico da
PSEN1 séo realcados em amarelo. Juncdes de éxons também sdo mostrados. CTF,
fragmento C-terminal de PSEN1; NTF, fragmento N-terminal de PSEN (retirado de Hardy &
Selkoe 2002).

Até o momento, mais de 216 mutacdes (Alzheimer Desease & Frontotemporal Dementia
Mutation Database, 2018) associadas a DA foram encontradas na PSEN1 e muitas alteram a

conformacao de seu sitio de clivagem. Estima-se que apenas mutacdes na PSEN1 acarretam

entre 18 e 50% dos casos de doenga autossémica dominante ligada & DA (Yasuda et al., 1999).
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Arcos-Burgos e seus colaboradores (2015) sugerem que a mutacdo E280A, localizada no éxon
8, tem a capacidade de aumentar a taxa de AB4./AB4o € pacientes carreadores desta mutacao
desenvolvem a doenga até 10 anos mais cedo. Dados na literatura mostram que os éxons 5, 7 e

8 apresentam 59% das variantes encontradas neste gene (Grafico 1).
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Fonte: http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/default.cfm?MT=1&ML=7&Page=StatPerExon (2016)

Grafico 1. Porcentagem das mutacfes encontradas em cada éxon do gene PSEN1.

Uma vez que 0s éxons cinco, sete e oito apresentam um grande numero de mutacdes
causadoras da DAIP (59%), este projeto tem por finalidade realizar o diagndstico molecular dos

pacientes numa coorte do Rio de Janeiro, através do sequenciamento destas regiodes.

1.4. Catechol-O-methyltransferase (COMT)

Recentemente novos genes estdo sendo associados a DA e com eles novas vias
relacionadas também sdo descobertas. O gene COMT é composto por 6 éxons (figura 6) com
uma extensdo de 2437 pb, localiza-se no cromossomo 2211 (Grossman et al., 1992) e é
responsavel pela codificacdo de uma proteina que desempenha um papel crucial na regulacdo
da dopamina, mediando as fun¢bBes cognitivas. Esta enzima sintetizada é responsavel por


http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/default.cfm?MT=1&ML=7&Page=StatPerExon
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degradar a dopamina liberada sinapticamente no cértex pré-frontal (Matsumoto et al., 2003;
Tunbridge et al.,, 2006, 2007), que em altas concentracbes aumenta a relacdo sinal-ruido

neuronal, critico para um processamento cognitivo eficiente (Egan et al., 2001).
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Figura 6. Estrutura do gene humano COMT e localizacdo de oito SNP de marcacao (Li et al., 2011).

O SNP Vall58Met (rs4680) é descrito como um importante modulador da atividade desta
enzima. A atividade enzimatica elevada gerada pelo gendétipo Val/Val (GG) deste polimorfismo
aumenta de 3 a 4 vezes 0 metabolismo da dopamina (Chen et al., 2004), sendo associado com
esquizofrenia, transtorno bipolar (Hosak, 2007) e influenciando sobre a idade de aparecimento
da DA (Martinez et al., 2009, Thornton et al., 2011, Lanni et al., 2012). Outros estudos também
apontam este gendtipo como um fator de risco para anormalidades comportamentais, sintomas
psicolégicos e DA (Borroni et al., 2007; Sweet et al., 2005; Ji et al., 2014). Todavia, a troca do aa
valina pela metionina confere uma reducao na degradacdo da dopamina no cértex pré-frontal e
portadores do polimorfismo possuem uma vantagem nas funcdes executivas e no desempenho
da memodria, quando comparados aos homozigotos portadores de valina (Witte e Floel, 2012).
Tais beneficios cognitivos sdo correlacionados com maior ativacdo cerebral e, por
consequéncia, um processamento de informacéo mais eficiente (Egan et al., 2001, Sambataro et
al., 2009). Contudo, o gendtipo Met/Met € largamente associado a dependéncia alcodlica,
anormalidades comportamentais, sintomas psiquiatricos (Schellekens et al., 2012, Tiihonen et
al., 1999), mudancas na transmissao dopaminérgica no cértex pré-frontal (Ho et al., 2005,
Tunbridge et al., 2013) e anormalidades do lobo frontal ou temporal (Gennatas et al., 2012). Os
resultados envolvendo este polimorfimo necessitam de maiores avaliacdes e alguns estudos
indicam que o gendtipo Val/Val nem sempre se mostra um fator de risco para a DA. Trabalhos
cientificos sugerem que a presenca do alelo G se comporta como fator protetivo em Asiaticos
portadores de DA e doenca de Parkinson (Lee & Song, 2014; Lu et al., 2013). Alguns estudos

sugerem que individuos AA sdo mais susceptiveis a desenvolver major depressive disorder
(MDD).
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1.5. Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)

O gene Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) também €& associado a DA. Este é
localizado no cromossomo 11pl4, composto por 4766 pb e possui 8 éxons, sendo apenas 0
ultimo codificante (Bodner et al., 2015). O gene produz uma proteina expressa em todo o
cérebro, em especial no hipocampo, sendo responsavel por promover a plasticidade sinaptica, a
sobrevivéncia neuronal, a proliferacdo, a regeneracdo, a conectividade, o desenvolvimento
neuronal e de suas fungdes (Russo-Neustadt, 2003) Outras importantes funcdes sao
constantemente correlacionadas com o BDNF, que tem atribuicdes moduladoras fundamentais
para aprendizagem, memaria, cognicdo e comportamento (Binder e Scharfman, 2004). Além de
ser atribuido a importantes fun¢des, o BDNF tem sido implicado na etiopatogenia de disturbios
afetivos, estresse poés-traumatico, transtorno de déficit de atencdo, esquizofrenia, e doencas

neurodegenerativas, como DA (Gratacos et al., 2007; Russo-Neustadt, 2003).

O SNP Val66Met (rs6265) é a troca de uma base nitrogenada (C>T) no codon 66 do éxon
8 do gene BDNF, acarretando em uma substituicAo de aminoacidos de valina (Val) para
metionina (Met) na proteina sintetizada. Estudos relatam que esta troca de aa no polipeptideo
afeta a embalagem e o trafico intracelular, alterando a secrecao da proteina amadurecida (Egan
et al., 2003). Quando comparados aos controles, individuos com DA, portadores do gendétipo
Met/Met, sdo descritos com reduzidos niveis da proteina BDNF no sistema nervoso central € no
cérebro, destacando-se o hipocampo (Hock et al., 2000; Lee et al., 2005). Estudos anteriores
descrevem que pessoas com O genotipo Met/Met apresentam menor velocidade de
processamento de informacgdes, inteligéncia diminuida (Miyajima et al., 2008), memoria
episddica atrasada, desempenho da memdéria reduzido (Yamada et al., 2002) e reducbes do

volume de matéria cinzenta do hipocampo (Pezawas et al., 2004).

Entretanto, mesmo com uma quantidade de estudos que afirmam uma associacdo com
diversos disturbios e DA, outros ndo conseguiram corroborar essa descoberta (Li et al., 2005;
Vepsalainen et al.,, 2005). Fukumoto e colaboradores, em 2010, desenvolveram uma meta-
analise na qual houve uma associacdo positiva do alelo Met (rs6265) apenas com pacientes

portadores de DA do sexo feminino.
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1.6. Phospholipase C-y2 (PLCG2)

Este gene, localizado no cromossomo 16, é composto por 32 éxons e recentes estudos
sinalizam que sua via de atuagdo esta relacionada com diversas doencgas como deficiéncia de
anticorpos e desregulacdo imunologica (PLAID), autoinflamacdo e PLAID (APLAID) e
neurodegenerativas. A proteina PLCG2 € expressa principalmente no cérebro humano, sendo
comumente encontrada em células da microglia. Apresenta diversas isoformas, variacbes de
splicings, delecdes e mutacbes que afetam sua regido reguladora auto-inibitoria, resultando na
disfuncéo na sinalizac&o celular (Milner, 2015). E uma enzima sinalizadora transmembrana, que
apos estimulos de alguns receptores hidrolisa o fosfolipideo fosfatidil inositol-4,5-bifosfato (P1P2)
em duas moléculas mensageiras secundarias: inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) e DAG (diacilglicerol).
O IP3, que € liberado no citosol, se liga a canais idnicos do reticulo endoplasmético e estimula a
liberacdo de calcio do RE para o citoplasma. O DAG permanece na membrana e é responsavel
por catalizar a cascata de sinalizacdo de diversas enzimas, como proteina quinase C (PKC) e
proteinas liberadoras de Ras guanil-nucleotideo (RasGRPs). (Cocco et al., 2015; Smrcka A.V. et
al., 2015).

Diferentemente de diversas mutacdes encontradas, algumas delas apresentam
caracteristicas protetivas. A mutacdo Pro522Arg (rs72824905) causada pela troca de uma
citosina para guanina (C>G) provoca uma mudanca de carga na regido, que passa de nao
carregada a positivamente carregada, alterando a estrutura proteica. Esta mudanca na estrutura
reduz a autoinibicdo da PLCG2, aumentando sua sinalizacdo e induzindo a ativacdo da
inflamacé&o e imunidade inata (Bae et al., 2017; Giannelou et al., 2014).

1.7. Triggering receptor expressed on myeloid cells (TREM2)

O gene Triggering receptor expressed on myeloid cells (TREM2), localizado no
cromossomo 6, possui 5 éxons e codifica um receptor de membrana que é expresso em células
da microglia e macréfagos periféricos (Colonna & Wang, 2016). Este gene codifica uma
glicoproteina de membrana que esta envolvida no complexo de sinalizacdo celular, juntamente
com algumas proteinas de ligagdo (Lue et al., 2015). Algumas funcdes deste receptor sdo
descritas pela literatura, dentre elas a migracdo, sobrevivéncia e proliferacdo celular, liberacéo

de citocinas e fagocitose (Kleinberger et al., 2014; Ulrich e Holtzman, 2016; Yuan et al., 2016).
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Diversos estudos sugerem que mutacdes em genes relacionados com a resposta
imunologica podem estar envolvidas na inflamacdo cronica (Bouchon et al., 2000). Ademais,
mutacdes nos genes TREM2 e PLCG2, ambos relacionados com a imunidade e expressos
principalmente em células da microglia, estdo se mostrando fatores de risco e protecao a DA
(Jonsson et al., 2013; Prinz et al., 2013). Embora diversas associagdes destes genes com a DA
estejam sendo descobertas, ainda ndo de sabe como as alteracbes no sistema imunologico
contribuem para o avanco da doenca (Golde et al.,, 2013; Jin et al., 2014 Sims et al., 2017).
Contudo, sabe-se que muta¢gdes no gene TREM2 reduzem ou incapacitam células da microglia
em desempenhar seu papel fagocitico das placas amiloides (Jonsson et al., 2013; D Andrea et
al., 2004; Schlepckow et al., 2017; Thornton et al., 2017). Entdo, uma hipdtese sugerida é que
estas disfungcbes aumentam o acumulo de placas B-amiloides no cérebro do paciente e
desencadeie uma série de eventos como alteragbes na imunidade inata, taupatias e

neurodegeneracdo (Musiek & Holtzman, 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

A DA é a forma mais comum de deméncia, afetando de 50-75% das pessoas que sofrem
com esta patologia. Essa € uma doenca neurodegenerativa de inicio tardio, sendo a maior parte
das pessoas diagnosticada com mais de 65 anos. No entanto, existem raros casos de DA (2-
5%), que acometem individuos precocemente. Apesar dos fatores etiologicos da DAIT ainda néo
serem totalmente elucidados, se sabe que a DAIP apresenta um componente genético de risco
e um padrdo de heranca autossémico dominante. Atualmente mais de 330 mutacdes ja foram
descritas, sendo todas estas encontradas em apenas 3 genes (APP, PSEN1 e PSEN2). Estes
genes codificam proteinas que atuam na cascata B-amiloide. Nesta cascata, o substrato inicial
(APP) recebe sucessivas clivagens pela BACE1 e y-secretase, originando monémeros de -
amiloides. Os monémeros de AB4,; possuem uma maior propensdo a uma oligomerizacéo e o
aumento do numero de oligbmeros mostra-se neurotoxico ao organismo humano. Algumas
mutagOes encontradas em individuos afetam a clivagem da APP, levando a um aumento do
numero de AB4, € consequentemente ao desenvolvimento da DA.

Descobertas recentes em diversos genes estdo levando a comunidade cientifica a
ampliar o espectro de muta¢des que se mostram como um fator de risco para a DA. Os genes
COMT, BDNF, PLCG2 e TREM2 atuam em diferentes vias metabdlicas do organismo humano e
podem estar ligados a doenca. Estudos em todo o mundo buscam um melhor entendimento dos
genes e sua real influéncia sobre o inicio do aparecimento da DA.

Neste contexto, acredita-se que a analise de genes candidatos, como COMT, BDNF,
PLCG2, TREM2 e PSENL1 contribuira para a compreensdo dos mecanismos moleculares e a
fisiopatologia da doenca, podendo suscitar novos alvos terapéuticos e estratégias de tratamento.
Assim, cada vez mais, o estudo da genética aumentara o conhecimento do background da DA e
possibilitara no futuro o desenvolvimento de medicamentos e drogas direcionadas para cada

paciente.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo principal

O presente estudo analisou a associacdo de variantes genéticas nos genes COMT,
BDNF, PLCG2, TREM2 e PSEN1 com o desenvolvimento da DA, investigando sua contribuicdo

para o surgimento da doenca.

3.2. Objetivos secundarios

1. Realizar o sequenciamento dos éxons 5, 7 e 8 do gene PSEN1 em uma amostra de 74

pacientes com DA.

2. Investigar as mutacdes Vall58Met (rs4680) do gene COMT, Val66Met (rs6265) do gene
BDNF, Pro522Arg (rs72824905) do gene PLCG2 e Arg62His (rs143332484) do gene
TREM2 na amostra total. Analisar a mutacdo Pro522Arg (rs72824905) do gene PLCG2

na amostra.

3. Avaliar estatisticamente as variantes genéticas encontradas, a fim de verificar se

desempenham um papel relevante na etiologia da doenca de Alzheimer.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras

O presente estudo foi realizado com pacientes que buscam atendimento no Posto de
Saude de Campos Elisios e no Instituto de Psiquiatria da Universidade Federal do Rio de
Janeiro. A amostra é composta por 332 individuos, sendo 258 controles e 74 pacientes
portadores da DA e aceitos nos critérios de inclusdo. O projeto foi enviado e aprovado pelo
Comité de Etica da UNIGRANRIO n°:43112214.0.0000.5283 (anexo A). Todos os individuos que
concordaram em participar do estudo assinaram o termo de consentimento livre esclarecido

(TCLE), conforme anexo B e C.

4.1.1 Critérios de inclusdo e exclusao

A selecdo das amostras de pacientes foi baseada no diagnéstico para a doenca de

Alzheimer, seguindo os critérios listados pelo National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer’s Disease and Related Disorders
Association (NINCDS-ADRDA) (Mckhann et al., 1984; Mckhann et al., 2011). A avaliacéo clinica
foi realizada através da analise do Clinical Dementia Rating (CDR) (Maia et al., 2006), enquanto
o0 exame de imagem realizado foi a tomografia computadorizada (TC) do cranio. O CDR (Quadro
1) é um exame clinico que consiste em uma avaliacdo através de perguntas e respostas onde o
desempenho cognitivo e funcional do individuo é mensurado, considerando uma escala que
varia de 0 a 3. Desta forma, seis dominios cognitivos sao avaliados, obtendo-se ao final uma
classificacdo do grau de severidade da deméncia que acomete o paciente (Montafio e Ramos,

2005).

Dano Nenhum Questionavel Leve Moderado Grave
0) (0,5) 1) 2 3)
. Perda de Perda grave de
Sem perda de Esque(t:|mtento memoria memoria, Pe,r(_ja de

Meméria memoria ou r(;(():r;sr dzngae(’) moderada, mais | apenas assunto merr;c:)r;g;ave.

perda leve e parcial de para eventos altamente fragmentos séo

inconstante. recentes, aprendido é

eventos. atrapalha as recordado. recordados.
atividades de
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vida diaria
. Dificuldade
Dificuldade
Completamente grave com
. moderada com ~ Apenas
orientado com ~ relacéo ao .
. ~ Completa . relagédo ao orientado em
Orientacao . ~ dificuldade leve ) tempo, ~
Orientacdo ~ tempo, orientado . relacéo a
em relacdo ao . desorientado
em areas pessoas.
tempo. . guase sempre
familiares.
no espaco.
Dificuldade Dificuldade
Resolve L .
- moderada em séria em lidar
problemas Dificuldade leve . Incapaz de
L . lidar com com problemas,
Julgamento e diarios, como para solucionar L fazer
N problemas, similaridades e | .
solucgao de problemas problemas, L . julgamento ou
. . o similaridades e diferencas,
problemas financeiros; similaridades e . . resolver
. . diferencas, julgamento
julgamento diferencas. . . problemas.
preservado julgamento social
social mantido. danificado.
N&o é N&o ha N&o ha
Funcéo independente independéncia | independéncia
~ independente no o nestas fora de casa, fora de casa,
Relactes Leve dificuldade L
. trabalho, atividades, parece bem o | parece doente
Comunitarias nestas tarefas.
compras, grupos parece normal bastante para | o bastante para
sociais. em uma ser levado fora | ser levado fora
inspecéo casual. de casa. de casa.
. Prejuizo suave | Apenas tarefas
. Vida em casa, . ~
Vida em casa, em tarefas em simples séo
passatempos, .
Lar e passatempos e Nteresses casa, tarefas preservadas, Sem funcao
interesses . ) mais dificeis, interesses significativa em
Passatempos ) . intelectuais . .
intelectuais passatempo e | muito restritos e casa.
. levemente .
mantidos. prejudicados interesses pouco
abandonados. mantidos.
Muita ajuda
Requer .
. Completamente | Completamente . A para cuidados
Cuidados _ ) Necessita de assisténcia ao )
. capaz de cuidar- | capaz de cuidar- . ) pessoais,
Pessoais ajuda. vestir-se, para | . S
se se. . incontinéncias
higiene.
frequentes.

Quadro 1. Classificacdo do CDR e os impactos funcionais que cada fase da doenca deve apresentar (Adaptado de
Montafio e Ramos, 2005).



37

A amostra de controles voluntéarios foi coletada de individuos acima de 55 anos que nao
apresentem a DA, deméncia ou deméncia secundaria. Foram excluidos da pesquisa individuos
gue desenvolveram deméncia secundéaria, ou seja, deméncia causada por doencas como
cerebrovasculares, tumores cerebrais, dentre outras.

As equipes da Geriatria e Gerontologia do Programa de Atencao Integrada da Saude do
Idoso do Municipio de Duque de Caxias e do Instituto de Psiquiatria da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, formada por médicos especializados, foram os colaboradores responséaveis pelo

diagnostico clinico dos participantes.

4.2. Métodos

O plano de trabalho foi fundamentado em diversas metodologias de biologia molecular,
sendo o fluxograma do trabalho proposto ilustrado abaixo para facilitar o entendimento das

técnicas empregadas nesta pesquisa (Figura 7).

Coleta da amostra

'4 N

Andlise dos
resultados

Figura 7. Fluxograma do plano de trabalho.
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4.2.1 Coleta de sangue

A coleta da amostra de sangue foi realizada por profissionais capacitados do Posto de
Saude de Campos Elisios e do Hospital Deolindo Couto. O material coletado foi encaminhado e

analisado no Laboratoério de Genética Humana da UNIGRANRIO (LabGen).

4.2.2 Extragéo do DNA

Todas as amostras de DNA foram extraidas a partir de células de sangue periférico
utilizando o kit “FlexiGene DNA Kit” (Qiagen®) de acordo com o protocolo do fabricante. A partir
de 100 pL de sangue foram adicionados 250puL do tampéo FG1 em um tubo eppendorf, que foi
invertido 5 vezes. O tubo foi levado para a centrifuga durante 1 minuto a 10.000 RPM. O
sobrenadante foi descartado e o tubo novamente invertido até que o pellet fique totalmente
seco. Misturou-se o tampédo FG2 e a protease em um tubo eppendorf. Adicionou-se 50uL do
tampao FG2/protease e homogeneizado no vortex até que o pellet fosse dissolvido
completamente. O tubo foi invertido algumas vezes e incubado a 65°C por 5 minutos. Entéo,
adicionou-se 50uL de isopropanol absoluto até que a precipitacdo do DNA ficasse visivel. A
amostra retornaram para a centrifuga por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado.
Posteriormente foram adicionados 50uL de etanol 70%, vortexado e centrifugado. O
sobrenadante foi descartado e finalmente foi adicionado 50uL do tampéo FG3, vortexando e o
incubando a 65°C por 10 minutos.

A integridade do DNA foi visualizada em gel de agarose 1%, corado com brometo de
etidio. O DNA extraido foi quantificado a partir do equipamento Denovix e entdo armazenado em
freezer -20°C no LabGen da UNIGRANRIO.

4.2.3 PCR em tempo real

As mutacdes Vall58Met, Val66Met, Arg62His e Pro622Arg foram analisadas nas amostras

através da técnica de PCR em tempo real, utilizando sondas TagMan®. Neste experimento,
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foram adquiridas sondas especificas para cada alelo analisado que apresentam diferentes
fluoréforos para facilitar sua identificacdo. As sondas sao oligonucleotideos com um repérter
(fluoréforo) na extremidade 5’ e um quencher (silenciador) na extremidade 3’. Enquanto a sonda
esta intacta, a proximidade do quencher reduz a fluorescéncia do reporter, uma vez que aquele
absorve a energia e a libera na forma de calor para o0 meio. No entanto, se a regido alvo estiver
presente, a sonda se anela entre os oligonucleotideos e no momento da extensdo, a DNA
polimerase a cliva através da atividade 5 nuclease. Ao separar o reporter do quencher, ha um
aumento de fluorescéncia no meio, possibilitando identificar os alelos/gendtipos de cada

individuo.

Todas as sondas utilizadas foram validadas pela empresa ThermoFisher, existindo um
protocolo pré-estabelecido. As reacfes foram feitas com 15uL de Master Mix, 0,75uL de sonda
TagMan especifica para cada variante estudada, 20 — 30 ng de DNA e agua ultrapura suficiente
para atingir um volume reacional de 25uL. Toda reac¢do inclui um controle negativo, que contém
todos os reagentes da reacdo de PCR, sem o acréscimo de DNA. Este controle € utilizado para
garantir que ndo houve nenhuma contaminacdo com qualquer DNA. As reacdes foram feitas no
equipamento QuantStudio 6 Real-Time PCR e as condicfes para a amplificacdo sdo: 60°C por 1

minuto, 95° por 10 minutos, de 95° por 15 segundos, 60° por 1:30 minuto, durante 50 ciclos.

4.2.3.1 Curvas de Padronizagao

Foram adquiridas quatro sondas TagMan® para PCR em tempo real (Quadro 2): COMT
(rs4680), BDNF (rs6265), PLCG2 (rs72824905) e TREM2 (rs143332484). Depois de
estabelecida a padronizacao dos testes iniciais foram realizadas as andlises dos genes COMT e
BDNF, PLCG2 e TREM2, conforme figuras 8, 9, 10 e 11.

Gene SNP Sonda
COMT | rs4680 CCAGCGGATGGTGGATTTCGCTGGC[A/G]TGAAGGACAAGGTGTGCATGCCTGA
BDNF rs6265 TCCTCATCCAACAGCTCTTCTATCA[C/T|GTGTTCGAAAGTGTCAGCCAATGAT

PLCG2 | 572824905 | CCTCTCTTTGCGGCCCAGGATATAC[C/G]JCCCTACAGAACTACATTTTGGGGAG
TREM2 | 15143332484 | CCACAAGTTGTGCGTGCTGACCACA[C/T|GCTGGCATGGGCCCTTCTCTCCCAG

Quadro 2. Desenhos das sondas utilizadas para genotipagem.
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Allelic Discrimination Plot
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Figura 8. Grafico de discriminacao alélica do polimorfismo rs4680 do gene COMT. O eixo Y indica a intensidade de
luz emitida pela fluorescéncia FAM, que esta ligado a uma sonda que anela o alelo G. O eixo X indica o aumento
da fluorescéncia VIC que esta ligado a uma sonda que anela o alelo A. Os circulos azuis indicam individuos
homozigotos para o alelo G; os circulos vermelhos indicam individuos homozigotos para o alelo A; os circulos
verdes indicam individuos heterozigotos; o quadrado preto é o controle negativo da placa em questao.
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Figura 9. Grafico de discriminagéo alélica do polimorfismo rs6265 do gene BDNF. O eixo Y indica a intensidade de
luz emitida pela fluorescéncia FAM, que esta ligado a uma sonda que anela o alelo T. O eixo X indica o aumento
da fluorescéncia VIC que esta ligado a uma sonda que anela o alelo C. Os circulos azuis indicam individuos
homozigotos para o alelo T; os circulos vermelhos indicam individuos homozigotos para o alelo C; os circulos
verdes indicam individuos heterozigotos; o quadrado preto é o controle negativo da placa em questao.
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Allelic Discrimination Plot
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Figura 10. Gréfico de discriminagdo alélica do polimorfismo rs72824905 do gene PLCG2. O eixo Y indica a
intensidade de luz emitida pela fluorescéncia FAM, que esta ligado a uma sonda que anela o alelo G. O eixo X
indica o aumento da fluorescéncia VIC que esta ligado a uma sonda que anela o alelo C. Os circulos vermelhos
indicam individuos homozigotos para o alelo C; o quadrado verde indica individuos heterozigotos; o quadrado preto
€ o controle negativo da placa em questéo.

Allelic Discrimination Plot

®
1.8 ...
] *
14 ® .w
oa .. '
0.4
— ]
0.4 oa 1.4 18 2.4
iZ
Lagand

#Homozygous C/C  »Homozygous T,/T
# Heterozygous C/T Undetermined

Figura 11. Gréfico de discriminag&o alélica do polimorfismo rs143332484 do gene TREM2. O eixo Y indica a
intensidade de luz emitida pela fluorescéncia FAM, que esta ligado a uma sonda que anela o alelo T. O eixo X
indica o aumento da fluorescéncia VIC que esta ligado a uma sonda que anela o alelo C. Os circulos vermelhos
indicam individuos homozigotos para o alelo C; o circulo verde indica individuos heterozigotos; o quadrado preto é o
controle negativo da placa em questao.
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4.2.4 Sequenciamento

A metodologia que foi empregada para rastrear mutacdes nos éxons 5, 7 e 8 no gene
PSEN1 é o sequenciamento automatico, utilizando a plataforma de redes tecnolégicas PDTIS
(Programa de Desenvolvimento Tecnoldgico em Insumos para Saude). Este procedimento
baseia-se na adicdo de didesoxinucleotideo trifosfasto, ou ddNTP, na posicdo 3° da fita em
crescimento. Os ddNTP, diferentemente dos desoxinucleotideo trifosfasto (dNTP), ndo possuem
uma hidroxila na posi¢do 3" de sua molécula, interrompendo a inser¢do de outros nucleotideos a
partir dele. Com isso, cada reacdo é parcial, pois a terminacdo acabard em um nucleotideo
aleatério, gerando uma populacdo de fragmentos de diferentes tamanhos. Cada ddNTP é
marcado com um fluoréforo que emite energia em comprimentos de onda diferentes,
possibilitando que seja detectado. Portanto, as fitas terminadas em A, T, G ou C vao emitir cores
diferentes quando excitadas com luz de um determinado comprimento de onda. A fluorescéncia
emitida é registrada por um sistema de microcameras sensoriais, que por sua vez transforma o

sinal num gréfico, conhecido como eletroferograma.

O sequenciamento do DNA é dividido em duas etapas principais. Primeiramente, as
amostras sdo submetidas a PCR convencional para amplificar a regido alvo. Nesta reacao, foi
utilizado DNA (50 — 100ng), oligonucleotideos, a DNA polimerase, dNTP, tampdo da enzima,
MgCl, e dgua MilliQ. Posteriormente, estes foram levados ao termociclador e os fragmentos
obtidos foram submetidos a um gel de agarose a 1,5% para avaliar a amplificacdo da PCR.
Esses produtos de PCR foram purificados pelo Kit Chargeswitch Pro-Pcr (Invitrogen) e
novamente submetidos a um gel de agarose 2,0% usando marcador Low mass para uma

qguantificacao relativa.

ApOs estas etapas, foi realizada a reacdo de sequenciamento, utilizando 3-10 ng do DNA
amplificado purificado, 3,2 pmoles do iniciador (foward e reverse), 1 uL de Big Dye terminator
v3.1 (Applied Biosystems), 1,5 yL Tampao 5x (Applied Biosystems) e agua ultrapura suficiente
para 7,5 uL. A reagdo de sequenciamento é conduzida no termociclador, com as seguintes
condicBes de ciclagem: aquecimento a 94°C por 10 segundos, seguido por 50°C por 5 segundos
e 60°C por 4 minutos, sendo realizadas 40 repeti¢cGes desses ciclos (protocolo estabelecido pela

plataforma de sequenciamento).
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Os produtos da reacao anterior passaram pelo processo de precipitacdo, que consiste na
adicdo de 30 pL (3x volume) de Isopropanol 75% (MERCK) para cada amostra. O material foi
submetido a uma agitacao no vortex por 10 segundos, repouso por 15 minutos (sob o abrigo de
luz) e centrifugacdo a 4.000 rpm por 15 minutos. O material sobrenadante foi descartado e
adicionado 50 pyL (5x volume) de Etanol 75% (MERCK) em cada amostra. Este material foi
centrifugado por 15 minutos a 4.000 rpm e o sobrenadante descartado novamente. Para
finalizar, foi colocado no termociclador aquecido a 60°C por 10 minutos. Posteriormente, este
material foi encaminhado para a Plataforma de Sequenciamento de DNA RPTO1A, para que
fossem realizados os passos de deshaturacdo usando formamida e analise no sequenciador

automatico 3730XL (Life Techonologies).

Todos os oligonucleotideos usados para o0 sequenciamento foram desenhados no
Laboratério de Genética Humana (Quadro 3). A sequéncia do gene usada para desenhar os
“‘primers” foi obtida no banco de dados do NCBI (The National Center for Biotchnology
Information) e os oligonucleotideos foram desenhados pelo programa Primer3Plus e sua

viabilidade foi analisada pelo programa PCR Primer Stats.

F 5" AGATGGAGCCAGTGTCTGCT 3 Tm: 60,0 |Pb: 20
R 5" CTGTGACAAGAATACCCAACCA 3" |Tm: 59,9 |Pb: 22
F 5" AAATGAGACCCTGGCTCAAA 3' Tm: 59,7 |Pb: 20
R 5 TGGGATGTACACGTTACCATTT 3" |Tm: 59,1 |Pb: 22
F5 CCTTCGTTAATTCCTCCCTACC 3' |Tm: 60,2 |Pb: 22
R5 CCTTGAGCTTGCCCTAATCA 3 Tm: 60,3 |Pb: 20

Exon 5

PSENL1 | Exon 7

Exon 8

Quadro 3. Desenhos dos primers utilizados para o sequenciamento de sanger.

4.3. Andlise Estatistica

A amostra estudada foi dividida em pacientes com DA (casos) e individuos saudaveis
(controles). As frequéncias genotipicas e alélicas foram obtidas através da contagem génica.
Avaliamos se as frequéncias genotipicas dos grupos casos e controles estavam em equilibrio de
Wardy-Weinberg utilizando o teste do qui-quadrado. Para finalizar, investigamos se havia uma
associacao do gendtipo e alelos dos polimorfismos estudados com a DA através do teste do qui-

guadrado. No intuito de aprofundar as andlises, realizamos os testes em modelo dominante e
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recessivo, bem como estabelecemos o Odds Ratio das analises em questdo. Todas as analises
foram realizadas através do programa SPSS V.16, sendo as inferéncias estatisticas feitas ao
nivel de 5% de significancia.



5 RESULTADOS

5.1 Amostras
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A coleta realizada reune 332 individuos com idade superior a 55 anos, sendo todos

participantes do Programa de Atencao Integrada da Saude do Idoso do Municipio de Duque de

Caxias e do Instituto de Psiquiatria da Universidade Federal do Rio de Janeiro Deolindo Couto.

Esta amostra € estratificada em pacientes (n=74) e controles (n=258). A tabela 1 a seguir mostra

algumas caracteristicas gerais da amostra total.

Tabela 1. Caracteristicas gerais da amostra total.

Tabela 1: Caracteristicas gerais da amostra total

Masculino (%) Feminino (%) Total
Controle/paciente
Controle 49 (66,21) 209 (81,0) 258 (77,71)
Paciente 25 (33,79) 49 (19,0) 74 (22,29)
Total 74 258 332
Média das idades
Controle 74,24 72,31 72,68
Paciente 77,32 76,16 77,62
Total 75,28 73,03 73,52
CDR
0 22 (30,33) 83 (32,19) 105
0,5 27 (34,09) 126 (48,84) 153
1 15 (20,87) 25 (9,68) 40
2 7 (10,05) 18 (6,97) 25
3 3 (4,65) 6 (2,32) 9
Total 74 258 332
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5.2 Gene COMT

No gene COMT, estudamos o polimorfismo Vall58Met (rs4680) através da técnica de
PCR em tempo real (Tabela 2). Nossas analises preliminares mostraram que o rs4680 se
encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg. O grupo controle apresentou o valor de %> = 0,999
(p=0,317) e o grupo de pacientes o valor de > = 0,927 (p=0,335), indicando que a amostra ndo

apresenta desvios significantes do equilibrio genético.

Levando como base o fato que as amostras apresentavam diferencas entre elas,
verificou-se, através do teste da particdo do qui-quadrado, se algum genétipo é mais frequente
dentro do grupo de pacientes e controles. Quando comparados ao genoétipo GG, o gendtipo GA
apresentou um y? = 1,916 (OR=1,566; p=0,166), mostrando-se nao significante. Contudo,
quando cruzado com o gendtipo AA, obteve-se um y% = 6,198 (OR=2,726; p=0,013), revelando
que a frequéncia do gendtipo AA é maior 2,726 vezes maior no grupo dos pacientes quando
comparado aos controles.

Em seguida, utilizando os testes de modelos dominante e recessivo, foi verificado se
apenas um alelo - dentro do gendtipo apresentado - seria suficiente para o desenvolvimento da
DA. Nossos resultados mostraram que o polimorfismo estd associado a doenca através do
modelo recessivo y? = 4,428 (OR=2,082; p=0,034), indicando que apenas apresentando ambos
os alelos mutados, ou seja, 0 genotipo AA, o paciente conteria a condicdo necessaria para o
desenvolvimento da doenca. Finalmente, realizamos as analises alélicas e observamos que o
alelo mutado A é um fator de risco para o desenvolvimento da DA y? = 6,104 (OR=1,643;
p=0,013).
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Tabela 2. Frequéncias genotipicas, alélicas e associacdo do polimorfismo rs4680 do gene COMT
relacionado a doenca de Alzheimer.

Polimorfismo nzcegs(‘; o ni;gg?o'/‘z) OR (95% CI) D 7
rs4680

H-W

Caso - - - 0.335 0.927
Controle - - - 0.317 0.999
Genotipo

GG 18 (26.50) 92 (39.48) 1.00 (Ref.) - -
GA 34 (50.00) 111 (47.60) 1.566 (0.830-2.953) 0.166 1.916
AA 16 (23.50) 30 (12.80) 2.726 (1.238-6.003) 0.013  6.198
Modelo Dominante

GG 18 (26.47) 92 (39.48) 1.00 (Ref.) - -
GA+AA 50 (73.53) 141 (60.52) 1.812(0.995-3.300) 0.052  3.782
Modelo Recessivo

GG+GA 52 (76.48) 203 (87.13) 1.00 (Ref.) - -
AA 16 (23.52) 30 (12.87) 2.082 (1.056 - 4.105) 0.034  4.482
Alelo

G 70 (51.47) 295 (63.30) 1.00 (Ref.) - -
A 66 (48.53) 171 (36.70) 1.643(1.108 - 2.436) 0.013  6.104

5.3 Gene BDNF

No gene BDNF, estudamos o polimorfismo Val66Met (rs6265) através da técnica de PCR
em tempo real. As andlises estatisticas averiguaram através do equilibrio de Hardy-Weinberg se
algum fator externo estaria influenciando no genétipo das amostras. O presente estudo obteve o
valor de y? = 3.757 (p=0,052) para o grupo paciente e y*> = 4.180 (p=0,040) para o grupo

controle, indicando que os controles apresentam significantes desvios no equilibrio genético.

Apesar da amostra de controles estarem em desequilibrio de Hardy-Weinberg, realizamos
as analises de associacdo da DA com o polimorfismo rs6265. No entanto, nenhum de nossos

resultados mostrou significancia estatistica (Tabela 3).
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Tabela 3. Frequéncias genotipicas, alélicas e associa¢do do polimorfismo rs6265 do gene BDNF
relacionado a doenca de Alzheimer.

Polimorfismo n:%‘;‘s(‘; o ncz‘;ggz’o'/f) OR (95% ClI) D 7
rs6265
H-W
Caso - - - 0.052 3.757
Controle - - - 0.04 4.18
Gendtipo
CcC 45 (65.21) 160 (66.94) 1.00 (Ref.) - -
CT 18 (26.08)  65(27.19) 0.985(0.531-1.827) 0.326  0.961
TT 6 (8.71) 14 (5.87)  1.524 (0.554 - 4.192) 0.666  0.415
Modelo Dominante
cC 45 (65.21) 160 (66.94) 1.00 (Ref.) - -
CT+TT 24 (34.79)  79(33.06) 1.080(0.615-1.899) 0.072  0.789
Modelo Recessivo
CC+CT 63 (91.29) 225 (94.14) 1.00 (Ref.) - -
TT 6 (8.71) 14 (5.86)  1.531(0.565-4.145) 0.701  0.402
Alelo
C 108 (78.26) 385 (80.54) 1.00 (Ref.) - -
T 30(21.74)  93(19.46) 1.128(0.734-1.735) 0.301  0.583

Estudos anteriores mostraram que em algumas populagcdes o rs6265 nao foi associado a
DA quando analisado o sexo masculino e feminino juntos. Todavia, quando estratificado por
sexo, individuos do grupo feminino tiveram maior tendéncia a DA (Fukumoto et al., 2010). Desta
forma procedemos a mesma estratificacdo, mas na populacdo em anélise ndo houve correlagao

do rs6265 ao desenvolvimento da DA em pacientes do sexo feminino ou masculino.

5.4 Genes PLCG2 e TREM2

Analisamos através da técnica de PCR em tempo real mais dois polimorfismos que
recentemente estdo sendo associados com a DA: 0 rs72824905, localizado no gene PLCG2, e 0
rs143332484, no gene TREM2. Obtivemos, conforme tabela abaixo, os seguintes resultados

para essas sondas.
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Tabela 4. Gen6tipos e alelos das sondas rs72824905 (PLCG2) e rs143332484 (TREM2) na amostra total.

Gene PLCG2

rs72824905

Genotipos

CcC 299
CG 3
GG 0
Alelos

C 601
G 3
Gene TREM2

rs143332484

Genotipos

CC 283
CT 2
TT 0
Alelos

C 568
T 2

Conforme consta na tabela, as mutagbes em questao se mostraram bastante raras, o que
impossibilitou uma analise estatistica para melhor compreender os efeitos que as mesmas
poderiam estar causando em nossa populacdo. Contudo, procedemos a analise da frequéncia

genotipica e alélica nos pacientes e controles de nossa amostra (Grafico 2 e 3).
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Grafico 2. Frequéncia genotipica dos genes PLCG2 e TREM2 na amostra total.
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Grafico 3. Frequéncia alélica dos genes PLCG2 e TREM2 na amostra total.
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5.5 Gene PSEN1

O gene PSEN1 foi estudado através da técnica do sequenciamento automatico de
Sanger. Devido a alta prevaléncia de mutacdes patogénicas nos éxons 5, 7 e 8, realizamos um
rastreamento dessas regifes, assim como das junc¢des intron-éxon de nossos pacientes. A
realizacdo dessa técnica requer um PCR inicial para a amplificacdo de cada regido de interesse
e posterior desses produtos da PCR. Apos a purificacdo o material foi encaminhado para a
plataforma de sequenciamento de DNA RPTO1A para que pudessem ser realizados 0s passos

de desnaturacao e posterior analise no sequenciador automatico (Thermofisher).

Todos os fragmentos selecionados para o0 sequenciamento exibiram o tamanho esperado,
ndo sendo observadas insercdes e delecdes. Nas andlises das sequéncias ndo encontramos
nenhuma mutacdo causal ou ndo causal nas regides codificantes pesquisadas. Contudo, no
intron 7-8, o polimorfismo rs165932 se mostrou bastante presente. Esta mutacdo € causada pela
troca de um alelo T por G no intron 7-8 (Ensembl, 2019). Baseado na analise dos
eletroferogramas (Figura 12), observamos em nossa amostra 29 individuos homozigotos
selvagens (TT), 36 heterozigotos (TG) e 3 homozigotos mutados (GG) (Tabela 5). Obtivemos 6
falhas durante o processo de sequenciamento dos 74 pacientes estudados. Posteriormente,
submetemos nossos resultados as andlises das frequéncias genotipicas e alélicas de nossos
pacientes. O genoétipo TT esteve presente em 42,65% dos pacientes, o TG em 52,94% e o0 GG
em 4,41% (Gréfico 4). O alelo selvagem foi encontrado em 69,12% dos pacientes, enquanto o

mutado esteve presenta em 30,88% (Grafico 5).
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Figura 12. Andlise dos eletroferogramas na amostra de pacientes estudada.

Tabela 5. Gendtipos e alelos do rs165932, no gene PSEN1, na amostra de pacientes.

Gene PSEN1
rs165932

Genotipos

TT 29
TG 36
GG 3
Alelos

T 94

G 42
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Grafico 4. Frequéncia genotipica do rs165932, no gene PSEN1, na amostra de pacientes.
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Gréfico 5. Frequéncia alélica do rs165932, no gene PSEN1, na amostra de pacientes.
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6 DISCUSSAO

A doenca de Alzheimer é a forma mais comum de deméncia que afeta milhdes de
pessoas em todo o mundo. Placas senis formadas por polipeptideos B-amiloide (AB) e
emaranhados neurofibrilares sdo 0s mecanismos mais conhecidos e aceitos. Todavia, a
comunidade cientifica ainda busca elucidar como esses dois mecanismos interagem e levam ao
desenvolvimento da DA. Mutacdes e polimorfismos em diversos genes podem nos fornecer
informacgdes sobre mecanismos moleculares, vias bioquimicas envolvidas na patogénese da DA

e conduzir a valiosos alvos de drogas que podem ser usados no diagnéstico e tratamento.

6.1 Gene COMT

No presente estudo, investigamos a influéncia do polimorfismo rs4680 relacionado a DA
em brasileiros. Nossos resultados indicam que a variante genética apresenta uma distribuicéo
diferente entre os grupos, sugerindo que o alelo A representa um fator de risco e esta associado
a doenca. Lee e Song (2014), através de uma meta-analise, mostrou que o alelo G era um fator
de protecdo a DA em asiaticos. Outro grupo (Ji et al., 2014) ndo encontrou diferencas
significativas entre os individuos asiaticos com DA e controles. Contudo, neste mesmo estudo a
frequéncia do alelo mutado foi maior no grupo de pacientes do que nos controles. Ainda neste
mesmo trabalho, o autor subdividiu os grupos com presenca e auséncia do alelo APOEe4. Os
resultados mostraram que o alelo A, do gene COMT, foi um fator de risco independente no
subgrupo sem a presenca do alelo APOEeg4. Todavia, outros estudos ndo observaram a

associacao do rs4680 com a DA em individuos asiaticos (Zhou et al., 2013; Zhang et al., 2015).

Diferentemente do apontado para a populacdo asiatica, alguns autores sugerem que
populacdes como italianas e bascas apresentam uma associacdo do alelo G do polimorfismo
rs4680 com o desenvolvimento da DA por meio de um efeito sinérgico com o alelo APOEe4.
(Lanni et al., 2012; Martinez et al., 2009). Quando analisada a populacdo em geral, outras
pesquisas sugerem que nao ha ligacao direta entre o Vall58Met e a suscetibilidade a DA (Yan
et al., 2016; Lanni et al., 2012; Corbo et al., 2014).
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As discrepancias entre essas populagdes talvez possam ser explicadas por diferencas na
frequéncia do alelo A. A proporcdo desse alelo em asiaticos € menor do que em pessoas de
descendéncia européia, por exemplo (Kauhanen et al., 2000, Nakamura et al., 2001). Vale
salientar que varios estudos ndo encontraram associa¢des positivas do polimorfismo COMT
rs4680 e risco de DA, mas foram observados os efeitos sinérgicos entre o gendtipo rs4680 e o
alelo APOEe4 (Ji et al., 2014).

6.2 Gene BDNF

O gene BDNF codifica uma proteina que é um membro da familia dos fatores
neurotréficos (Maisonpierre et al., 1991) e desempenha um papel fundamental no sistema
nervoso central, facilitando a formagdo da memodria e sua potenciagdo a longo prazo
(Kemppainen et al., 2012; Rex et al., 2007). A superexpressao da proteina BDNF aumenta o
aprendizado e a memaria (Koponen et al., 2004), enquanto sua diminuicdo resulta em uma
memoéria espacial declinada (Minichiello, 2009). A incapacidade funcional desta proteina esta
associado a neuropsiquiatria (Angelucci et al., 2005; Autry e Monteggia, 2012; Li et al., 2016) e
neurodegeneracdo (Zuccato e Cattaneo, 2009), desempenhando, desta forma, um papel
importante na progressédo da DA (Scacchi et al., 2009; Serretti et al., 2007). Alguns estudos,
através da avaliacao do nivel de expressdo do BDNF, indicam que ela estd menos presente em
pacientes com DA, quando comparados a individuos saudaveis (Connor et al., 1997; Hock et al.,
2000; Peng et al., 2005).

Este importante papel do BDNF na sobrevivéncia e funcionalidade neuronal tém levado
pesquisadores a realizar investigacdes moleculares no intuito de associar geneticamente
mutacdes nesse gene com a DA. Um polimorfismo muito estudado é o rs6265, sendo sua
associacdo com a DA relatada em varios estudos (Feher et al.,, 2009; Fukumoto et al., 2010;
Huang et al., 2007; Tsai et al., 2006). Contudo, diversos outros estudos falharam em demonstrar
uma associagéo significativa (Boiocchi et al., 2013; Borroni et al., 2012; Sonali et al., 2013; Vieira
et al., 2015). Em nosso estudo, ndo pudemos observar esta associacao do rs6265 com a nossa

amostra, corroborando alguns resultados encontrados na literatura.

Existe uma regulacdo do BDNF feita pelo estrogénio (Scharfman e MacLusky, 2006;

Solum e Handa, 2002), indicando uma influéncia especifica no sexo feminino na doenca de
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Parkinson (Foltynie et al., 2005) e uma maior prevaléncia da DA em pessoas desse género
(Mielke et al., 2014; Vina e Lloret, 2010). Estes resultados levam a comunidade cientifica a
supor que haja uma associacdo especifica de género deste gene com DA (Chen et al., 2014;
Fukumoto et al., 2010; Lin et al., 2014). Nota-se que diversos autores vém estratificando suas
amostras pelo sexo e submetendo seus resultados a analise estatistica. Em nossa amostra
procedemos a mesma estratificacdo, ndo conseguindo, contudo, correlacionar o rs6265 com

ambos 0s géneros.

6.3 Genes PLCG2 e TREM2

As variantes rs72824905 (PLCG2) e rs143332484 (TREM2) se mostram uma novidade
guando se trata de DA. Estudos sugerem que estas variantes raras de codificagcdo nos genes
PLCG2 e TREM2 também podem modular a suscetibilidade a DA. Apenas recentemente a
associacdo da variante rs72824905 com a DA vem sendo estudada. A capacidade protetiva
desta mutacéao é listada em poucos trabalhos na literatura (Conway et al., 2018), corroborando a

importancia de maiores estudos.

A mutacdo rs143332484 € uma mutacdo missense caracterizada pela troca de uma
arginina por uma histidina no aa 62 da proteina (p.R62H). Descobertas no TREM2 puderam ser
replicadas em povos Caucasianos (Sims et al.,, 2017) e afro-americanos (Jin et al., 2015),
associando-as a DA. No entanto, a relacdo deste gene a DA nédo pbéde ser repetida em algumas
populacdes. Uma possibilidade para essas divergéncias pode se encontrar no background
genético das diferentes etnias, pois, diferentemente de caucasianos e afro-americanos,
populacdes latinas e asiaticas apresentam uma frequéncia extremamente baixa do alelo e
necessitam de um grande espectro amostral (Miyashita et al., 2014; Huang et al., 2015; Pottier
etal., 2013; Yu et al., 2014; Guerreiro et al., 2013)

A frequéncia do alelo mutado também varia de acordo com a populacdo estudada. O
rs72824905, no gene PLCG2, em alguns estudos apresenta uma frequéncia de 0,4% em
pacientes e 0,6% em controles (Dalmasso et al., 2019). Outros estudos sugeriram uma
frequéncia deste mesmo alelo de 0,59% para pacientes e 0,93% para controles (Sims et al.,
2017). O rs143332484, no gene TREM2, apresenta uma frequéncia alélica de 1,43% para
pacientes e 0,89% em controles (Sims et al.,, 2017). Em nossos resultados, ambas as



57

frequéncias do alelo mutado na populacional mundial se mostraram superiores, quando

comparadas a populagéo estudada (tabela 6).

Tabela 6. Comparacdo da frequéncia do alelo mutado dos genes PLCG2 e TREM2 na populacdo mundial e
na amostra de pacientes estudada.

Frequéncia do alelo
Mundial Presente estudo
rs72824905 1% 0,50%
rs143332484 1% 0,35%

Polimorfismo

Em nosso estudo, devido a pequena quantidade amostral e a baixa frequéncia de ambas
as mutacdes, nao foi possivel construir uma analise estatistica de nossa amostra. Dessa forma,
sugerimos que essas variacfes genéticas devem ser replicadas em um estudo com maior

tamanho amostral.

6.4 Gene PSEN1

Nos Ultimos anos, diversos genes estdo sendo associados as doencas
neurodegenerativas, dentre elas a DA. No intuito de analisar uma possivel influéncia de
mutacdes e polimorfismos do gene PSEN1, o presente estudo realizou um rastreamento dos
éxons 5, 7 e 8 e suas respectivas jun¢les intron-éxon. Nossas analises nao identificaram
mutacBes na regido codificante da amostra. Todavia, a juncdo intron-éxon 7-8 apresentou
polimorfismos j& descritos pela literatura (rs165932). A mutagdo identificada mostrou-se
polimorfica na populacdo estudada, tendo uma frequéncia relativamente menor quando
comparada a populagdo mundial (tabela 7). O polimorfismo em questéo foi listado em casos
familiares e esporadicos, com uma frequéncia que varia de acordo com a etnia (Abdala et al.,
2017) e estudos funcionais o caracterizaram clinicamente como um alelo benigno (Sherry et al.,
2001). Enquanto alguns autores associaram estatisticamente essa variante a DA, como em
coortes americanas, europeias e japonesas (Tilley et al., 1999; Wragg et al., 1996; Matsushita et
al., 1997; Jia et al., 2006), outros ndo encontraram tal relacdo (Rassas et al., 2013; Romas et al.,
2000; Kim et al., 2000). Esse polimorfismo tem sido amplamente estudado em associacdo a
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doenca de Alzheimer em algumas etnias, como a caucasiana e a asiatica (Tysoe et al., 1997; Hu

et al., 1998), sendo contudo pouco explorado em populacdes mistas como a brasileira.

Tabela 7. Comparacdo da frequéncia alélica do rs165932 na populacdo mundial e na amostra de pacientes

estudada.
. . Frequéncia
Polimorfismo -
Mundial Presente estudo
rs165942 33% 30,88%

Até o momento, muitos estudos sobre a base da arquitetura genética da DA focaram na
identificacdo de variantes em genes como PSEN1 e APOE. Porém variantes nestes genes
explicam apenas uma pequena propor¢cao da variancia fenotipica na DA. Nossos resultados
suportam a ideia de que, além de mutacfes nesses genes, outras variantes dispersas pelo
coédigo genético podem aumentar substancialmente o risco de desenvolvimento de DA e
explicar, em parte, sua complexa arquitetura genética. Nao obstante, diversos estudos estdo
relatando o papel de diferentes genes no risco da DA, destacando a importancia do acesso a

esses fatores genéticos em populacdes com diferentes origens étnicas, incluindo a brasileira.
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CONCLUSAO

» Na andlise genotipica realizada para o polimorfismo rs4680 do gene COMT, observou-se

associacgao significativa deste polimorfismo com a Doenca de Alzheimer.

= Para o polimorfismo rs6265 do gene BDNF foi observado um desequilibrio no célculo de
HW para o grupo controle. Nao foi observada diferenca significante na distribuicao
genotipica dos grupos controle e paciente deste polimorfismo.

= Na andlise alélica, o polimorfismo rs4680, do gene COMT, mostrou-se significativamente

associado com a Doencga de Alzheimer.

= N&o foi observada diferenca significante entre as frequéncias alélicas dos grupos
Controle e Paciente no gene BDNF (rs6265).

= (Os genes PLCG2 e TREM2 se mostraram raros em nossa amostra, indicando a
necessidade de um maior tamanho amostral para desenvolver as andlises estatisticas de

ambos.

= As frequéncias genotipicas dos rs72824905, no gene PLCG2 (CC=99%; CG=1%;
GG=0%), e rs143332484, no gene TREM2 (CC=99,3%; CT=0,7%; TT=0%) foram

verificadas em nossa amostra total.

= As frequéncias alélicas dos rs72824905, no gene PLCG2 (C=99,5%; G=0,5%), e
rs143332484, no gene TREM2 (C=99,65%; T=0,35%) foram verificadas em nossa

amostra total.

= Nao foi encontrada nenhuma mutacgéo na regido codificante do gene PSENL1.
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= Em nossa amostra observamos a presenca do polimorfismo rs165932 no intron 7-8 do
gene PSEN1.

= Efetuamos a frequéncia genotipica deste polimorfismo (rs165932) em nossa amostra de
pacientes (TT=42,65%; TG=52,94%; GG=4,41%)

= Efetuamos a frequéncia alélica do polimorfismo (rs165932) em nossa amostra de
pacientes (T=69,12%; G=30,88%)

Em nosso estudo demonstramos uma associacdo do gene COMT com a Doenca de
Alzheimer na amostra estudada, todavia outros estudos sdo necessarios para uma melhor

compreensao desta doenca e sua relacédo gendtipo-fenotipo na populagéo brasileira.
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{Responsavel) no e-mail pedro.acercd®unigranric.com.br, Dra. Veronica Margues



ANEXO D
Questionario de Avaliacéo Clinica da Deméncia

Esta é uma entrevista semiestruturada. Coloque todas as perguntas que se seguem. Coloque quaisquer outras perguntas
necessarias para determinar a Avaliacdo Clinica da Deméncia (CDR) do doente. Anote as informac8es das perguntas adicionais.

Perguntas sobre a memdria para o informante (pessoa proxima do doente):

1. O doente tem problemas de memaria ou raciocinio? |:| Sim |:| Né&o
la. Se respondeu sim, o problema é constante (no sentido opostode inconstante)? |:| Sim |:| Néo
2. O doente consegue lembrar-se de acontecimentos recentes? |:| Geralmente |:| As vezes |:| Raramente
3. O doente consegue memorizar uma pequena lista de coisas .
(compras)? |:| Geralmente |:| As vezes |:| Raramente
4. Verificou-se algum declinio na memoria ao longo do Gltimo ano? |:| Sim |:| Né&o
5. A meméria do doente apresenta limitacGes ao ponto de estas poderem ter
interferido com as suas atividades do dia-a-dia ha alguns anos (ou
durante a sua vida ativa)? (opinido de pessoas proximas do doente) |:| Sim |:| Né&o
6. O doente esquece-se completamente de um acontecimento
importante (por exemplo: viagem, festa, casamento de .
familia) algumas semanas depois do acontecimento? |:| Geralmente |:| As vezes |:| Raramente
7. O doente esquece-se de pormenores marcantes desse .
acontecimento importante? |:| Geralmente |:| As vezes |:| Raramente
8. O doente esquece-se completamente de informagdes importantes
do passado distante (por exemplo: data de nascimento, .
data de casamento, local de emprego)? |:| Geralmente |:| As vezes |:| Raramente
9. [Fale-me de um acontecimento recente na vida do doente do qual ele se deveria lembrar. (Obtenha pormenores tais
como o local do acontecimento, hora, convidados, dura¢éo, quando acabou e como o doente ou outros convidados
chegaram 14, para posterior comparagdo com as respostas do doente).
No espaco de 1 semana:
No espago de 1 més:
10. Quando é que o doente nasceu?
11. Onde € que o doente nasceu?
12. Qual foi a Gltima escola que o doente frequentou?
Nome
Cidade
Classe
13. Qual foi a ocupagdo/emprego principal do doente (ou emprego do parceiro, caso o doente
ndo tivesse emprego)?
14. Qual foi o dltimo emprego principal do doente (ou emprego do parceiro, caso 0 doente ndo tivesse
emprego)?
15. Quando se reformou o doente (ou 0 parceiro) e porqué?
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Questionario de Avaliacéo Clinica da Deméncia

Perguntas sobre a orientacéo para o informante:

Com que frequéncia sabe o doente exatamente:

1.

O dia do més?

|:| Geralmente |:| As vezes |:| Raramente |:| Nao sei
O més?

|:| Geralmente |:| As vezes |:| Raramente |:| N&o sei
O ano?

|:| Geralmente |:| As vezes |:| Raramente |:| Nao sei

O dia da semana?

|:| Geralmente |:| As vezes |:| Raramente |:| Néo sei

O doente tem dificuldades de orientacdo em relacdo ao tempo (situar 0s acontecimentos no tempo)?

|:| Geralmente |:| As vezes |:| Raramente |:| Nao sei

O doente consegue orientar-se em ruas gue lhe sdo familiares?

|:| Geralmente |:| As vezes |:| Raramente |:| Na&o sei

Com gue frequéncia sabe ele/ela como deslocar-se de um local para o outro, fora da sua area de residéncia?

|:| Geralmente |:| As vezes |:| Raramente |:| Nao sei

Com que frequéncia consegue 0 doente orientar-se dentro de casa?

|:| Geralmente |:| As vezes |:| Raramente |:| Na&o sei
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Questionario de Avaliacéo Clinica da Deméncia

Perguntas sobre o discernimento e resolucdo de problemas para o informante:

1. De um modo geral, se tivesse de avaliar a capacidade do doente para resolver problemas presentemente, consideraria
essa capacidade:

|:| T&o boa como no passado

|:| Boa, mas ndo tanto como no passado

|:| Razoavel
[] ma
|:| Inexistente

2. Avalie a capacidade do doente para lidar com pequenas quantias de dinheiro (por exemplo: calcular trocos, deixar
uma pequena gorjeta):

|:| Nenhuma perda de capacidade
|:| Alguma perda de capacidade
|:| Grave perda de capacidade

3. Avalie a capacidade do doente para lidar com assuntos financeiros ou comerciais complicados (por exemplo:
verificar o livro de cheques, pagar contas):

|:| Nenhuma perda de capacidade
|:| Alguma perda de capacidade
|:| Grave perda de capacidade

4. O doente consegue lidar com uma pequena emergéncia doméstica (por exemplo: fuga de 4gua nas canalizagdes,
pequeno incéndio)?

|:| T&o bem como antes
|:| Pior do que antes, devido as dificuldades de raciocinio

|:| Pior do que antes, outra razdo (porqué)

5. O doente consegue compreender situacdes ou explicacbes?

|:| Geralmente |:| As vezes |:| Raramente |:| Nao sei

6. O doente comporta-se* de forma adequada [isto é, no seu estado habitual (pré-morbido)] em situacGes sociais e
interacGes com outras pessoas?

|:| Geralmente |:| As vezes |:| Raramente |:| Néo sei

*Esta pergunta avalia 0 comportamento, ndo a aparéncia.




Questionario de Avaliacao Clinica da Deméncia
Perguntas sobre o relacionamento com a comunidade para o informante:
Trabalho
1. O doente ainda trabalha? Sim N
Se nao for aplicavel, prossiga para a pergunta 4
Se respondeu Sim, prossiga para a pergunta 3 |:| |:|
Se respondeu N&o, prossiga para a pergunta 2

do N/A
2. Problemas de meméria ou raciocinio contribuiram para a decisdo do
doente em se reformar? (A pergunta 4 é a seguinte) |:| Sim |:| Néo|:| N/S

3. Doente tem dificuldades significativas no emprego, devido aos problemas de memaria ou raciocinio?

|:| Raramente ou nunca |:| As vezes |:| Geralmente |:| N&o sei

Vida social
4. O doente ja alguma vez conduziu? |:| Sim |:| Néo
O doente conduz atualmente? |:| Sim |:| Né&o
Se respondeu N&o, é devido aos problemas de memoria ou raciocinio? |:| Sim |:| Néao

5. Se o doente ainda conduz, verificam-se problemas ou riscos devido a um
raciocinio insuficiente? |:|Sim |:| Né&o

*6. O doente consegue fazer compras sozinho?

|:| Raramente ou nunca |:|As vezes |:| Geralmente |:| N&o sei

(Tem de ser acompanhado (Compra apenas um nimero

em qualquer ida as compras) limitado de coisas; compra coisas
a dobrar ou esquece-se de coisas
necessarias)

7. O doente consegue realizar atividades fora de casa sozinho?

|:| Raramente ou nunca |:| As vezes Geralmente |:| N&o sei
(De um modo geral néo é (Participacéo limitada (Participacao
capaz de realizar atividades e/ou rotineira, por ativa em
sem ajuda) exemplo: participacdo atividades,
superficial em atividades por exemplo:
religiosas ou reunioes; votacdes)

idas ao cabeleireiro)

8. O doente é levado para atividades sociais fora de casa? |:| Sim |:| Néo
Se respondeu N&o, porque nao?

9. Avaliando o comportamento do doente, um observador casual diria que o doente

esta doente? |:| Sim |:| N&o

10. Caso se encontre num lar de terceira idade, o doente participa ativamente em
atividades sociais (raciocinio)? |:| Sim |:| Nao
IMPORTANTE:
Existem informagdes suficientes para avaliar o nivel de limitagdo do doente nas atividades em comunidade?
Se respondeu Né&o, tente obter mais informacdes.

Relacionamento com a comunidade: Tais como atividades religiosas, visitas a amigos ou familiares, atividades politicas,
organizagdes profissionais, como a Ordem dos Advogados, outros grupos profissionais, clubes, organizacdes de servicos,
programas educativos.

*Se for necessario, acrescente notas para esclarecer o nivel de funcionamento do doente nesta area.
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Questionario de Avaliacéo Clinica da Deméncia

Perguntas sobre as atividades domésticas e passatempos para o informante:

1a. Que alteragdes ocorreram na capacidade do doente em realizar tarefas domésticas?

1b. Quais sdo as tarefas que o doente ainda faz bem?

2a. Quais sdo as alteragdes verificadas na capacidade do doente em realizar passatempos?

2b. Quais sdo os passatempos que o doente ainda realizabem?

3. Caso se encontre num lar de terceira idade, quais sdo as atividades que o doente j& ndo faz bem (tarefas
domésticas e passatempos)?

Atividades do dia-a-dia (The Dementia Scale of Blessed):

Nenhuma perda Grave perda
de capacidade de capacidade
4. Capacidade de desempenhar tarefas
domeésticas 0 0,5 1

Descreva:

5. O doente tem capacidade para realizar tarefas ao nivel de:
(Selecione uma resposta. N&o é necessario perguntar diretamente ao informante).

Nenhum funcionamento significativo.
(Realiza atividades simples, como fazer a cama, apenas com muita supervisao)

Funciona apenas em atividades limitadas.
(Com alguma supervisdo, lava a loiga com uma eficiéncia aceitavel; pde a mesa)

Funciona de forma independente em algumas atividades.
(Utiliza aparelhos, como um aspirador; prepara refei¢fes simples)

|:| Funciona em atividades habituais, mas ndo ao nivel habitual.

|:| Funciona normalmente em atividades habituais.

IMPORTANTE:
Existem informac®es suficientes para avaliar o nivel de limitacdo do doente nas atividades domésticas e passatempos?

Se respondeu Néo, tente obter mais informacdes.

Tarefas Domésticas: Como cozinhar, tratar da roupa, limpar, fazer compras, levar o lixo a rua, trabalhar no quintal,
realizar tarefas simples de manutengdo e reparacfes domésticas basicas.

Passatempos: Costura, pintura, trabalhos manuais, leitura, entretenimento, fotografia, jardinagem, assistir a pegas de
teatro ou concertos, carpintaria, pratica de desporto.



Questionario de Avaliacéo Clinica da Deméncia

Perguntas sobre os cuidados pessoais para o informante:

*Qual é a sua estimativa da capacidade mental do doente nas seguintes areas:

Controlo completo

As vezes urina

Urina frequentemente

Botdes Sequéncia errada, pegas
ocasionalmente mal frequentemente Incapaz de
Sem ajuda abotoados, etc. esquecidas se vestir
A. Vestir-se 0 1 2 3
(The Dementia
Scale of Blessed)
. Necessita sempre
Necessita de As vezes necessita ou quase sempre de
Sem ajuda instrucbes de ajuda ajuda
. Lavar-se, arranjar-se 0 1 2 3
De forma
De forma limpa; desordenada; Sélidos Tem de ser
talheres adequados colher simples alimentado
. Habitos alimentares 0 1 2 3

Incontinéncia dupla

normal na cama na cama (urina e fezes)
. Controlo dos 0 1 2 3
esfincteres
(The Dementia

Scale of Blessed)

um nivel anterior, mesmo néo recebendo instrucoes.

* Pode ser considerada a classificaco de 1, se os cuidados pessoais do doente estiverem limitados face a
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Questionario de Avaliacéo Clinica da Deméncia

Perguntas sobre a memoria para o doente:
1. Tem problemas de meméria ou raciocinio? |:|Sim |:| N4o

2. HA& poucos instantes, o seu (parceiro, etc.) contou-me um acontecimento que se passou recentemente. Quer contar-
me o que aconteceu? (Se for necessario, obtenha pormenores tais como o local, hora, pessoas envolvidas, qual foi a
duracdo, quando acabou e como o doente ou outras pessoas chegaram 18).

No espaco de 1 semana
1,0 — Correto (em grande parte)
0,5
0,0 — Incorreto (em grande
parte)

No espaco de 1 més
1,0 — Correto (em grande parte)
0,5
0,0 — Incorreto (em grande
parte)

3. Vou dar-lhe um nome e um endereco para memorizar durante alguns minutos. Repita este nome e endereco:
(Repita até a frase ser repetida corretamente ou até um maximo de trés tentativas).

Elementos 1 2 3 4 5
Jodo Borges, Rua do Mercado, 42 Guimarées
Jodo Borges, Rua do Mercado, 42 Guimarées
Jodo Borges, Rua do Mercado, 42 Guimarées

(Sublinhe os elementos repetidos de forma correta em cada uma das tentativas).

4. Quando nasceu?

5. Onde nasceu?

6. Qual foi a ultima escola que frequentou?
Nome
Cidade Classe

7. Qual foi a sua ocupacdo/emprego principal (ou
do seu parceiro, caso ndo tivesse emprego)?

8. Qual foi o seu Ultimo emprego principal (ou
do seu parceiro, caso ndo tivesse emprego)?

9. Quando se reformou (ou o seu parceiro) e porqué?

10. Repita 0 nome e endereco que Ihe pedi para memorizar:
Elementos 1 2 3 4 5
Jodo Borges, Rua do Mercado, 42 Guimaraes

(Sublinhe os elementos repetidos corretamente).




Questionario de Avaliacéo Clinica da Deméncia

Perguntas sobre a orientacéo para o doente:
Registe literalmente a resposta do doente a cada pergunta

1. Qual ¢é a data de hoje?

2. Qual é o dia da semana?

3. Qual é 0 més?

4. Qual é 0 ano?

5. Qual é 0 nome deste local?

6. Em que terra nos encontramos?

7. Que horas sdo?

8. (Na sua opinido), o doente sabe quem é o informante?

|:| Correto

|:| Correto

|:| Incorreto

|:| Incorreto

|:| Incorreto

|:| Incorreto

|:| Incorreto
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Questionario de Avaliacéo Clinica da Deméncia

Perguntas sobre o discernimento e resolucéo de problemas para o doente:

InstrucBes: Caso a resposta inicial do doente ndo mereca uma avaliagdo de 0, insista no assunto para identificar o
melhor entendimento do problema por parte do doente. Marque com um circulo a resposta que mais se aproxima.

Semelhancas:
Exemplo: “Em que aspeto se assemelha um I&pis a uma caneta? (instrumentos de escrita)
Em que aspeto se assemelham estas coisas?” Resposta do doente

1. nabo...... couve-flor
(0 = vegetais)
(1 = alimentos comestiveis, seres vivos, podem ser cozinhados, etc.)
(2 = respostas ndo pertinentes; diferencas; compram-se)

2. escrivaninha...... estante de livros
(0 = mobiliario, mobiliario de escritorio; ambos servem para guardar livros)
(1 = em madeira, pernas)
(2 = ndo pertinentes; diferencas)

Diferencas:
Exemplo: “Qual ¢ a diferenga entre agticar e vinagre? (doce vs. acido)
Qual ¢ a diferencga entre estas coisas?”

3. mentira...... erro
(0 = um é intencional, o outro nao)
(1 =um é mau, o outro é bom — ou explica apenas um)
(2 = tudo o resto, semelhancas)

(0 = natural - artificial)
(2 = tudo o resto)
Célculos:

5. Quantos céntimos perfazem um euro? |:| Correto |:| Incorreto
6. Quantas moedas de 50 céntimos perfazem 13,50 euros? |:| Correto |:| Incorreto

7. Subtraia 3 a 20 e continue a subtrair 3 a
cada nmero novo até ao fim. |:| Correto |:| Incorreto
Discernimento:

8. Depois de chegar a uma cidade que ndo conhece, de que forma tentaria localizar um amigo
que gostaria de visitar?

(0 = tentar a lista telefonica; telefonar a um amigo comum)
(1 = telefonar a policia, telefonar para as InformacGes (normalmente ndo facultam enderegos)
(2 = nenhuma resposta clara)

9. Avaliacdo do doente relativamente a sua incapacidade e posi¢do na vida e a sua percegdo das razfes
porque esta presente neste exame (mesmo que ja tenha avaliado este aspeto, classifique aqui):

|:| Bom discernimento |:| Discernimento parcial |:| Pouco discernimento



AVALIACAO CLINICA DA DEMENCIA (CDR)

AVALIAGAO CLINICA DA
“

Limitagcao
Nenhuma Suspeita Ligeira Moderada Grave
0 0,5 1 2 3

Nenhuma perda de meméria
ou esquecimento ligeiro

Esquecimento ligeiro
constante; recordacao parcial

Perda de memoéria moderada;
mais acentuada nos

Perda de memodria grave;
apenas memorizagéo de

Perda de meméria grave;
restam apenas fragmentos

possivel desorientagdo
geografica noutros locais

tempo, frequentemente no
espago

Memoria inconstante dos acontecimentos; acontecimentos recentes; material retido com
esquecimento "benigno" interfere com as atividades do | insisténcia; rapida perda de
dia-a-dia material novo
Bem orientado Bem orientado com ligeira Dificuldade moderada nas Dificuldade grave nas Orientado apenas em
dificuldade nas relag¢des relagBes temporais; orientado | rela¢des temporais; quase | relagdo a si proprio
Orientacao temporais no espaco durante o exame; | sempre desorientado no

Discernimento e
resolucdo de
problemas

Resolve problemas do dia-a-
dia, lida bem com atividades
financeiras e de negécio;
bom discernimento em
relagdo a desempenhos no
passado

Ligeira limitagdo para
resolver problemas,
semelhancas e diferencas

Dificuldades moderadas para
resolver problemas,
semelhancas e diferencgas;
normalmente mantém o
discernimento social

Limitagdo grave para
resolver problemas,
semelhancas e diferencgas;
normalmente o
discernimento social é
limitado

Incapacidade de
discernimento ou resolucao
de problemas

Relacionamento com
a comunidade

Funcionamento independente
ao nivel habitual no trabalho,
compras, grupos de
voluntariado e outros

Ligeira limitagdo nestas
atividades

Incapaz de funcionar
independentemente nestas
atividades, embora, de certa
forma, ainda possa estar
envolvido; numa avaliagéo
superficial aparenta
normalidade

Incapacidade de funcionamento independente fora de
casa

Aparenta estar
suficientemente bem para
realizar atividades fora de
casa

Aparenta estar demasiado
doente para realizar
atividades fora de casa

Casa e passatempos

Vida em casa, passatempos
e interesses intelectuais bem
preservados

Vida em casa, passatempos
e interesses intelectuais
ligeiramente limitados

Limitagéo ligeira, mas
evidente, do funcionamento
em casa; abandono das
tarefas mais dificeis;
abandono dos passatempos
e interesses mais
complicados

Preservado apenas o
interesse nas tarefas
simples; interesses muito
restritos e fracos

Nenhuma capacidade
significativa de realizar
fungBes em casa

Cuidados pessoais

Inteiramente capaz de cuidar de si proprio

Necessita de instructes

Necessita de ajuda para se
vestir, para a higiene e para
manter objetos pessoais

Necessita de muita ajuda
com os cuidados pessoais;
incontinéncia frequente

Classifique apenas como declinio face ao nivel habitual anterior devido a perda cognitiva, ndo devido a limitacéo resultante de outros fatores.




