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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) € uma das doencas mais frequentes ligadas ao avanco
da idade, devido a prevaléncia aumentada da expectativa de vida da populacao
mundial. Por ser uma doenca multifatorial, 0 seu desenvolvimento e progresso nao
estdo bem esclarecidos, assim, pesquisas para um melhor entendimento sé&o
necessarias. O que é conhecido sobre a DA, sé@o as caracteristicas neuropatolégicas
da doenca, que incluem a formacdo de placas amildéides, emaranhados
neurofibrilares e atrofia hipocampal e de cortex cerebral. Porém, para o surgimento e
a evolugdo destas caracteristicas existem hipoteses relacionadas a vias de
desenvolvimento, que incluem o metabolismo de colesterol. As proteinas
transportadoras ABC (ATP-binding cassette) em humanos sé&o divididas em 7
subfamilias, contendo 48 genes distintos. O objetivo foi analisar associacdo entre
polimorfismos de 3 genes responsaveis pela producdo de proteinas ABC
transportadora, em pacientes com Doenca de Alzheimer, por meio de um estudo
caso-controle. Sendo esses genes vinculados com o transporte de substratos, como
o colesterol, foram investigados dois SNPs (single nucleotide polymorphism) de cada
um dos seguintes genes, ABCAL (rs1800977 e rs2230806), ABCA7 (rs2279796 e
rs3764650) e ABCG1 (rs692383 e rs3827225) em pacientes com DA esporadica e
um grupo de idosos cognitivamente saudaveis. Foram encontradas associacdes
entre os polimorfismos dos genes ABCA1, ABCA7 e ABCG1 e idade de inicio da DA,
progresséo, déficit cognitivo e com tratamento de colesterol. Os resultados
corroboram que o desenvolvimento e a progresséo da doenca estao ligados com a
homeostase do metabolismo de colesterol. Além disso, o desequilibrio no efluxo de
colesterol pode interferir no sistema imune, o qual também esta envolvido com a DA.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer (DA), Metabolismo de Colesterol, Proteinas

Transportadoras ABC.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is one of the most common diseases related to aging,
marked by increased life expectancy of the world population. This is a multifactorial
disease development and progression of the disease is not well understood, thereby
searches for a better understanding are needed. Neuropathological characteristics
are well established, being the formation of amyloid plagues, neurofibrillary tangles
and also atrophy in the hippocampus and cortex brain regions. However, for the
evolution and developing of these features there are hypotheses which the
cholesterol metabolism is included. Human ABC transporters (ATP-binding cassette)
are categorized in seven subfamilies, divided into 48 distinct genes. Our objective
was to test the association between polymorphisms of genes responsible for the
production of carrier protein ABC, in patients with Alzheimer's disease, by means of a
case-control study. As these genes linked to the transport of substrates such as
cholesterol, two were investigated SNPs (single nucleotide polymorphism) of the
following genes, ABCA1 (rs1800977 and rs2230806), ABCA7 (rs2279796 and rs
3764650) and ABCGL1 (rs692383 and rs3827225 ) in patients with sporadic AD and a
group of cognitively normal elderly. Associations were found in the polymorphisms of
the ABCA1 gene, ABCA7 and ABCG1 related to age of onset of AD, progression,
cognitive impairment and treatment of cholesterol. Results confirm that the
development and progression of the disease are somehow connected with the
metabolism of cholesterol homeostasis. In addition, the imbalance in cholesterol
efflux can interfere with the immune system, which is also involved in AD.

Keywords: Alzheimer's disease (AD), cholesterol metabolism, ABC Transporters.
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1 INTRODUGCAO

Atualmente a expectativa de vida estd aumentando, e com isso, O
desenvolvimento de doencas ligadas a idade estd mais evidente. Entre estas, as
classificadas como neurodegenerativas progressivas vém sendo muito estudadas
tanto em relacdo a sua manifestacao e desenvolvimento, como ao tratamento.

As deméncias sao caracterizadas por comprometimento cognitivo,
apresentando interferéncias nas atividades diarias (FROTA et al., 2011). As
principais caracteristicas sdo as funcées neuronais prejudicadas, como a memodria,
comunicacao e linguagem, capacidade de se concentrar, raciocinio e julgamento, e
percepcao visual (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2016). Pessoas com deméncia
podem ter problemas com perda de memoria episddica, desorientacdo de espaco e
tempo, declinio na funcdo executiva, instabilidade comportamental, alteracéo na fala,
e com a progressdo da doenca ha interferéncia no funcionamento de sistemas
respiratorios e digestivo (CAIXETA et al., 2012).

A doenca de Alzheimer (DA) € uma das deméncias mais frequentes e a maior
incidéncia é em pessoas de baixa escolaridade. Caracteristicas neuropatolégicas
sdo o0 acumulo de placas B-amiloides e emaranhados neurofibrilares extracelulares,
no cérebro humano (BRAAK; BRAAK, 1991), levando a perda neuronal e atrofia
cerebral. As causas do desenvolvimento da DA ainda n&do estdo bem definidas,
principalmente porque a doenca atinge individuos em idades distintas e progride de
forma diferente nos pacientes.

Sabe-se que a DA é multifatorial, sofrendo influéncia do ambiente e de fatores
genéticos, tendo um diagnostico mais clinico, do que laboratorial. Exames de
imagem e marcadores moleculares ja conhecidos podem auxiliar na identificacdo da
doenca, porém, ainda assim ndo sdo suficientes para uma total compreensao.
Portanto, estudos com biomarcadores em populacdes diferentes ajudam a elucidar o
desenvolvimento e a progressao do DA, além de auxiliar seu diagndstico.

As familias ATP-binding cassette (ABC) sdo proteinas transmembrana que
utilizam a energia da hidrélise de ATP para transportar certos substratos, como
lipidios, acuUcar, proteinas, aminoacidos, carboidratos, vitaminas e horménios
esteroides (HIGGINS, 1992). O cérebro é um o6rgao rico em colesterol, o qual é

muito importante nas membranas da glia e do neurbnio, além de ser o maior
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componente da mielina (DIETSCHY; TURLEY, 2001). O metabolismo de colesterol é
alvo de muitos estudos relacionados a Doenca de Alzheimer e para o0 presente
estudo foram selecionados alguns genes ABC ligados ao efluxo de colesterol. Ha
estudos que indicam conexdo da expressdo dos genes ABCAl e ABCG1 com o
desenvolvimento da DA (HIRSCH-REINSHAGEN et al.,, 2009; PIEHLER et al.,
2012), enquanto que o gene ABCAY foi evidenciado por estudos de associagao de
genoma completo (GWAS) (ROSENTHAL et al.,, 2014). Assim, o0 presente estudo
tem, como objetivo, verificar associacdo de polimorfismos dos genes ABCAL,
ABCA7 e ABCG1 com DA, em um estudo caso-controle.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TRANSTORNOS COGNITIVOS

A definicdo de deméncia por Diagnostic and statistical manual of mental
disorders (DMS-5), consiste por um estado clinico caracterizado por perda de
multiplos dominios cognitivos, afetando as atividades diérias do individuo. Na quinta
edicdo do DSM o termo “deméncia” foi renomeado para transtorno cognitivo (APA
DSM-5, 2014).

Critérios para diagnostico de transtornos cognitivos leves e graves sao
diferenciados em distintos paises, assim Frota et al. (2011) citam formas de avaliar
0s transtornos cognitivos. O diagnostico diferencial é realizado baseado em exames
laboratoriais, de neuroimagem e de perfil neuropsicolégico caracteristico. Esses
exames permitem a principal diferenciacdo entre transtornos reversiveis, outras
condicbes que podem levar a deméncias (ex. tumores, hipotireoidismo, deficiéncia
em vitamina B12), e transtornos neurodegenerativos (CARAMELLI; BARBOSA,
2002).

2.2 DOENCA DE ALZHEIMER

2.2.1 Aspectos gerais

A doenca de Alzheimer (DA) é neurodegenerativa progressiva, dentre os
transtornos cognitivos, é a mais frequente, abrangendo 60% dentre os transtornos
(LOGIUDICE, 2002). As caracteristicas clinicas da deméncia apresentam um inicio
insidioso, com um declinio cognitivo progressivo, perda da memoria episddica,
desorientacdo de espaco e tempo, declinio na fungdo executiva, instabilidade
comportamental e alteragao na fala (CAIXETA et al., 2012).
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A DA caracteriza-se por processo degenerativo que acomete inicialmente a
formacdo hipocampal, com posterior comprometimento de areas corticais
associativas e relativa preservacdo dos cortices primarios. Essa distribuicdo do
processo patoldgico faz com que o quadro clinico da doenca seja caracterizado por
alteragOes cognitivas e comportamentais, com preservagao do funcionamento motor
e sensorial até as fases mais avancadas da doenca (CARAMELLI; BARBOSA,
2002).

Quanto a mortalidade, a DA esta na lista de doencas que ocasionam morte,
nao especificamente pelo transtorno cognitivo, mas devido as consequéncias que a
doenca traz ao corpo do paciente. Além disso, a DA provoca incapacidade e falta de
saude (morbidade) nos pacientes em progressdo (ALZHEIMER’'S ASSOCIATION,
2016).

Em cerca de 95% dos casos, a doenca € de inicio tardio (causada pela
interacdo entre fatores genéticos e ambientais). Porém, mutacfes autossdmicas
dominantes nos genes da proteina precursora amiloide (APP), presenilina 1
(PSEN1) e presenilina 2 (PSEN2) sédo encontradas em cerca de 5% dos casos com
Alzheimer Familiar, muitas vezes caracterizada por inicio precoce (GALIMBERTI,
SCARPINI, 2012).

2.2.2 Fisiopatologia

A DA é caracterizada pela perda sinaptica e morte neuronal nas regides
cerebrais responsaveis pelas funcbes cognitivas, iniciando pelo hipocampo.
Histopatologicamente sédo evidenciados, o acumulo de placas senis de B-amildide e
emaranhados neurofibrilares extracelulares (BRAAK; BRAAK, 1991).

A formacdo de placas B-amildides (BA) ajuda a explicar a etiologia da DA,
sendo ocasionadas principalmente pela clivagem de APP (ROGERS; MORRISON,
1985). A proteina precursora amiloide é um peptideo do tipo transmembrana que é
clivada por - e y-secretases, formando monémeros de BA que devem ser retirados
por proteinas chaperonas, mas, se isso ndo ocorrer formam-se oligbmeros toxicos,
gue podem levar a formacéo das placas amiloides (FIGURA 1) (CREWS; MASLIAH,
2010).
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Quanto a formacdo de emaranhados neurofibrilares, sdo causados pela
hiperfosforilacdo da proteina Tau. Esta € responsavel por estabilizar os microtabulos
neuronais. Com sua funcdo comprometida, ocorre o acumulo de neurbnios
defeituosos, formando os emaranhados (SELKOE DJ, 2001).

Ap oligomers

LA | [ AB |

3

&y

y-secretase AB

B-secretase

SREEE L

monomers

amyloid plaques
FIGURA 1 — CLIVAGEM DA PROTEINA PRECURSORA AMILOIDE (APP).
FONTE: ABUZNAIT; KADDOUMI, 2012.
NOTA: A proteina precursora amiloide (APP) é clivada sequencialmente por [(-secretase e y-
secretase, liberando vérios peptideos BA. Na DA, o aumento da producdo de mondmeros BA resulta
na formacao de oligbmeros e de placas amiloides.

2.2.3 Diagnéstico

O diagnostico especifico da DA sO é possivel com analises histolégicas do
cérebro do paciente, em geral pds-morte. Por este motivo foram desenvolvidos
critérios para um provavel quadro clinico da doenca. Assim NINCDS-ADRDA
(National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke -
Alzheimer's Disease and Related Disorders Association) do Instituto Nacional
Neurolégico do EUA (QUADRO 1) (MCKHANN et al, 1984) e o DSM-5
especificaram critérios onde se identificam pacientes que ja possuem sintomas (APA
DSM-5, 2014).

Atualmente, existem novos testes que podem auxiliar no diagnéstico clinico,
como: perfil anormal de BA e de Tau em fluido cerebrospinal; visualizagdo de atrofia
hipocampal através de ressonancia magnética; ou a presenca de uma mutacdo
patogénica conhecida em genes que codificam para a APP, PSEN1 e PSEN2. Os
fatores genéticos citados sdo bem descritos em pacientes com Alzheimer familiar
(GALIMBERTI; SCARPINI, 2012).


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=National_Institute_of_Neurological_and_Communicative_Disorders_and_Stroke&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Alzheimer%27s_Disease_and_Related_Disorders_Association&action=edit&redlink=1
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No entanto, a utilizacdo de biomarcadores ainda € pouco empregada para o
auxilio do diagnéstico clinico. Na maioria das situacdes, os biomarcadores séo
usados somente em pesquisa, para um melhor conhecimento sobre

desenvolvimento, patologia e progressdo da Doenca de Alzheimer (ALUISE et al.,

2008).

l. Critérios para o]
diagnéstico clinico de
doenca de Alzheimer
PROVAVEL:

» Deméncia estabelecida por exame clinico e documentada pelo
Mini-Exame do Estado Mental (MEEM) e confirmacdo por testes
neuropsicolégicos;

* Piora progressiva da memoria e/ou outras fung8es cognitivas;

+ Auséncia de disturbio da consciéncia;

* Inicio entre os 40 e 90 anos, mais frequentemente apés os 65
anos;

* Auséncia de doencgas sistémicas ou outras doencgas cerebrais
que, por si s6, possam provocar declinio progressivo de memdria e
cognicao.

Il. O diagnéstico de doenca
de Alzheimer PROVAVEL ¢é
auxiliado por:

» Deterioragdo progressiva de fung¢fes cognitivas especificas como
afasia, apraxia e agnosia;

* Prejuizo nas atividades do dia-a-dia e padrGes anormais de
comportamento;

* Histdria familiar de deméncia (particularmente se confirmada por
exame neuropatolégico);

» Exames laboratoriais compativeis com o diagnostico:

« puncédo lombar: normal, pelas técnicas usuais;

« TC de cranio: atrofia cerebral, com progressédo documentada por
exames seriados.

lll. Outras caracteristicas
clinicas consistentes com o
diagnéstico de doenca de
Alzheimer PROVAVEL, ap6s
exclusdo de outras causas
de deméncia, incluem:

* Sintomas associados: depresséo, insbnia, incontinéncia, delirios,
ilusdes, alucinagbes, incontinéncia verbal, explosées emocionais,
agitacdo, distarbios sexuais, perda de peso;

» Outras anormalidades neurolégicas, observadas em alguns
pacientes, especialmente com doeng¢a avancada e incluindo sinais
motores, aumento de tonus muscular, distdrbio da marcha;

» Convulsfes em doenca avancada;

* TC de cranio normal para a idade.

IV. As caracteristicas que
tornam o diagnéstico de
doenca de Alzheimer
PROVAVEL incerto  ou
pouco provavel incluem:

* Inicio abrupto;

* Sinais neurolégicos focais (tais como hemiparesia, déficits
sensitivos, déficits em campos visuais, distrbio da coordenacgéo
motora) no inicio do curso da doenga;

» Convulsbes ou distirbios da marcha nos estagios iniciais da
doenca.

QUADRO 1 — CRITERIOS PARA O DIAGNOSTICO DA DOENCA DE ALZHEIMER, EM PACIENTES

COM SINTOMAS VARIADOS.

FONTE: Adaptacdo de MCKHANN G et al., 1984.
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2.2.4 Tratamento

Os principais medicamentos utilizados em pacientes com Doenca de
Alzheimer sdo os anticolinesterasicos, responsaveis por inibir a degradacdo de
acetilcolina. A acetilcolina é um neurotransmissor necessario para ativar o0s
receptores sinapticos, onde se sabe que este esta diminuido em pacientes com DA
(GROSSBERG, 2003).

Os anticolinesterasicos atualmente aprovados para o tratamento de DA séo:
Donepezil, Galantamina e Rivastigmina. A Rivastigmina tem um efeito maior, pois
inibe  ambas as colinesterases (acetilcolinesterase e butirilcolinesterase),
apresentando maior eficacia no aumento dos niveis de acetilcolina cerebrais
(GROSSBERG, 2003), porém de dificil administracdo nos pacientes por causa dos
efeitos colaterais do medicamento. Donepezil e Galantamina inibem somente a
enzima acetilcolinesterase, porém sabe-se que os trés anticolinesterasicos agem de
forma paliativa nas questdes clinicas das doencas (QASEEM et al., 2008).

Outro tipo de droga utilizada no tratamento de DA é a Memantina, que atua na
transmissdo neuronal glutamatérgica. Este medicamento € um antagonista do
receptor N-metil-D-aspartato, geralmente utilizado em pacientes em fase moderada
ou grave de DA (ENGELHARDT et al., 2005).

2.3 ASPECTOS GENETICOS NA DA

A Doenga de Alzheimer pode ser dividida em familiar ou esporadica. Essa
diferenca pode ser verificada pela presengca de mutacdes autossdomicas dominantes
em APP (21g21.2), PSEN1 (14924) e PSEN2 (1931-42), levando ao inicio precoce
da doenca (antes dos 60 anos), caracterizada como Alzheimer familiar (CAMPION et
al., 1999; TILLEY et al., 1998).

J& a forma esporéadica tem caracteristicas multifatoriais, onde o fator de risco
genético com maior evidéncia de associacdo é a presenca do alelo E4 da
apolipoproteina E em pacientes com a DA(STRITTMATTER et al., 1993). O gene da

apolipoproteina E (APOE) esta localizado no braco longo do cromossomo 19
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(19913.2). Os alelos mais frequentes (E2, E3 e E4) sao diferentes apenas pela troca
gue ocorre nos aminoacidos presentes nas posi¢des 112 e 158. O alelo E2 possui
na posicao 112 e 158 cisteina (Cys); o alelo E3 na posicao 112 apresenta Cys e na
158 Arg; e o alelo E4 apresenta Arg nas posicdes 112 e 158 (OLAISEN et al.,
1982). Sabe-se que o alelo E4 ndo é necessario e nem suficiente para causar DA,
mas que pode interferir na antecipacéo e no desenvolvimento da doenca (OJOPI et
al., 2004).

Como a forma esporadica € a mais comum dentre os pacientes com DA, ha
muitos estudos genéticos observando varias vias metabdlicas que estdo envolvidas
na doenca. Os mais verificados sdo: metabolismo de colesterol, sistema imune,
disfuncdes sinapticas e processamento nas membranas celulares (MORGAN, 2011;
MEDWAY; MORGAN, 2014). Seguindo a mesma estratégia, autores de estudos de
associacdo genomica (GWAS) recentes identificaram muitos genes (ABCA7, BIN1,
CD33, CLU, CR1, CD2AP, EPHAl, MS4A6A-MS4A4E e PICALM), como
associados com a doenca (LAMBERT et al., 2013).

2.4 FATORES DE RISCOS E VIAS DE DESENVOLVIMENTO DA DA

A DA esporadica € multifatorial, com diferentes fatores de risco para o seu
desenvolvimento, ndo tendo um caminho etioldgico Unico que leve a doenca. No
artigo de Morris et al. (2014), foram discutidas manifestacdes sistémicas e fisicas da
DA, verificando que fatores ambientais, associados a variantes de genes nucleares e
mitocondriais (FIGURA 2) podem levar ao surgimento da doenca em idades distintas
e com progressoes diferentes em cada paciente (MOSER; PIKE, 2015).

Existem multiplos fatores de risco, mas também ja foram delineadas vias de
desenvolvimento da DA. As vias ja bem estabelecidas sdo a do metabolismo de
colesterol, imunolégico e de endocitose (FIGURA 3). A ApoE e membros da familia
transportadores ABC desenvolvem um importante papel na regulacdo lipidica e
homeostase lipoproteica no sistema nervoso central, sendo que a via do
metabolismo de colesterol esta envolvida no desenvolvimento da DA (HIRSCH-
REINSHAGEN; WELLINGTON, 2007).
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A reciclagem da APP, através das vias de endocitose, desempenha um papel
fundamental na geracdo de peptideo B-amildide, na doenca de Alzheimer
(ROGAEVA et al., 2007). Enquanto que produtos de genes envolvidos nas respostas
inflamatérias e na sinalizacdo destas, também tem importante funcdo no
desenvolvimento da doenga (MEDWAY; MORGAN, 2014).

Fatores de Risco o
AR TN,
@/\@

Genes Mitocondriais

Genes Nucleares

Diaket +
Frercicio (-} — iabetes (+)

Potenciais
Dieta Saudavel Sl %g:ﬁgo(f? Modiﬁc:.-:udores
p/ Coracio (-) - de Risco

— Acidentes Vasculares (+)
Educacio (-)

— [Chesidade (+)

Outross e,
Desconhecido

Risco cumulativo na DA de inicio tardio

FIGURA 2 — FATORES DE RISCO PARA DA.

FONTE: MORRIS et al., 2014.

NOTA: Esquema dos fatores de risco para DA, demonstrando que a associacdo entre qualquer
aumento (+) ou diminuicdo (-) por uma grande variedade de fatores ambientais, (dieta, exercicio) e
fatores socioeconémicos (educagdo), combinados com polimorfismos de genes nucleares e
mitocondriais pode levar a doenca.

2.5. METABOLISMO DE COLESTEROL NA DA

O sistema nervoso central (SNC) representa 2% da massa corporal, mas
contém um quarto do colesterol do corpo, presente nas membranas plasmaticas dos
neurdnios e células da glia, também na membrana especializada da mielina. Isso faz
do colesterol um substrato importante para a manutencéo e o bom funcionamento do
SNC (DIETSCHY; TURLEY, 2001).
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O colesterol presente no cérebro € sintetizado in situ, pois a barreira
hematoencefélica dificulta a passagem de substratos. Sendo assim, sdo necessarios
formas de transporte do colesterol ou de seus convertidos; em geral, lipoproteinas e
proteinas transmembranares (HIRSCH-REINSHAGEN et al., 2009).

Dados sugerem que o metabolismo anormal de lipidios influencia na clivagem
de APP e consequentemente na deposicao de BA (REITZ, 2013), bem como a
desregulacéo de colesterol no cérebro pode levar a hiperfosforilacdo da Tau (LIU;
ZHANG, 2014; SATO; MORISHITA, 2015), assim estando envolvido no
desenvolvimento e progressdo da DA. Ja é sabido que a apolipoproteina E
(variantes apoE2, apoE3 e apoE4) tem um papel importante na remocéo de BA e
gue uma de suas variantes (apoE4) é um fator de risco para a doenca de Alzheimer

(LIDDELL et al., 1994; STRITTMATTER et al., 1994).

Metabolismo
de Colesterol

Endocitose

Sistema lmune

Desconhecido

Cascata
Amiloide?

DA Esporadica

95%

@

4
5%

DA Familial

Cascata
Amiloide

FIGURA 3 — VIAS DE DESENVOLVIMENTO DA DA.

FONTE: MEDWAY; MORGAN, 2014.

NOTA: Esquema de vias para o desenvolvimento da DA. Doenga de Alzheimer familial é causado por
um dos trés genes (PSEN1, PSEN2 e APP) envolvidas na via de processamento de amildide (a
cascata amiloide). Nao existe um Unico caminho que explica a DA esporadica. O numero de genes
candidatos € enriquecido em varias vias: Metabolismo do colesterol, Sistema Imunoldgico e
Endocitose. Estas vias podem ser dependentes ou independentes de processamento de amiloide.

No entanto, ainda é necessaria a verificacdo de outras proteinas que possam

influenciar na homeostase do colesterol cerebral. Assim, as proteinas de transporte
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transmembrana ABC, do inglés Adenosina triphosphate-binding cassette, ajudam na
homeostase do colesterol no cérebro, por isso sdo estudadas quanto a sua
associacdo com a patogénese da Doenca de Alzheimer (HIRSCH-REINSHAGEN et
al., 2009).

2.6 TRANSPORTADORES ATP-BINDING CASSETTE (ABC)

As proteinas de transporte transmembranar ABC, dependentes da hidrolise
de ATP, sado responsaveis por transportar produtos pela membrana celular ou de
organelas. As proteinas ABC sdo altamente conservadas, encontradas em
procariotos e eucariotos (HIGGINS, 1992). Os genes sao classificados em
subfamilias ABCs com base na sequéncia de dominios de ligacdo a ATPs (NBF —
nucleotideo binding folds) e dominios transmembrana (TMD - transmembrane
domains) (DEAN et al., 2001).

As subfamilias sdo subdividas em proteinas com 2 NBF e 2 TMD completos,
1 NBF e 1 TMD com termina¢fes N ou C e ainda proteina sem dominio TMD s6 NBF
(Figura 3) (DEAN, 2005). Em humanos séo encontradas 7 subfamilias, denominadas
de A - G, nas quais sao agrupados 48 genes distintos (DEAN et al., 2001).

Os TMDs variam consideravelmente entre as proteinas ABC, podendo ser
encontradas de 6-11 a-hélices transmembranares, responsaveis por atravessar
substratos pela bicamada lipidica. JA os NBFs sdo altamente conservados,
constituidos por trés elementos (walker A e B e um motivo de assinatura — FIGURA
4), estes tem como funcédo se ligar a nucleotideos e na hidrolise para fornecimento
de energia, utilizada para translocar substratos através das membranas celulares, de
modo que ocorra a exportacao ou importacdo de substratos (LI et al, 2013).

A partir destas informacdes, ha um grande interesse em entender as
proteinas ABC como parte da maquinaria celular. E conhecida a influéncia das
proteinas ABC em doencas, na resisténcia a farmacos, no surgimento de células
cancerosas (DEAN, 2005). Recentemente, autores tém verificado o importante
papel de proteinas ABC no efluxo de colesterol, sendo que mutacfes nestes genes

estdo associadas a doengas metabolicas (MOITRA; DEAN, 2011).
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O transporte de colesterol é importante na manutengdo e bom funcionamento
no sistema nervoso central (SNC) (SATO; MORISHITA, 2015). As proteinas ABC
auxiliam na homeostase do colesterol no cérebro, sendo por isso estudadas quanto
a sua ligacdo com a patogénese da Doenca de Alzheimer (HIRSCH-REINSHAGEN
et al., 2009).
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FIGURA 4 — ESTRUTURAS DAS PROTEINAS ABC.
FONTE: LI et al, 2013.
LEGENDA: (A) Proteina com 2 TMD e 2 NBF. (B) Proteina com 1 TMD de terminagdo N e 1 NBF com
terminacdo C. (C) Proteina com 1 TMD de terminagédo C e 1 NBF com terminacao N. (D) Proteina
somente com NBF

Ha trabalhos com as proteinas Abcal, Abca7 e Abcgl, associadas com a DA,
a variacdo dos polimorfismos e também através da expressao dos seus produtos
podem ser correlacionados com o desenvolvimento e progresso da deméncia
(WOLLMER et al, 2003; SUNDAR et al., 2007; WOLLMER et al., 2007,
HOLLINGWORTH et al.,2011; ALLEN et al, 2012; KARCH et al, 2012
RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2013; NORDESTGAARD et al., 2015). Além
disso, os trés transportadores estdo envolvidos no transporte de colesterol (HIRSCH-
REINSHAGEN et al., 2004; JEHLE et al., 2006; KARTEN et al., 2006).
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2.6.1 Proteina Abcal

O transportador Abcal faz parte da subfamilia A das proteinas ABC. Em
humanos, a subfamilia A, é constituida por doze proteinas transportadoras
completas (2 NBF e 2 TMD — Figura 3A) e seus tamanhos variam de 1543 a 5058
aminoacidos (KAMINSKI et al.,, 2006). Abcal e Abca2 foram identificados
primeiramente por Luciani e colaboradores, em ratos (LUCIANI et al., 1994).

O gene que codifica ABCAl estad localizado no cromossomo 9¢g31.1 e
compreende 147 kb DNA, 50 éxons (Figura 5) e traduz uma proteina de 254 kDa
constituida por 2261 aminoacidos (PIEHLER et al., 2012). Abcal mostra um padrao
de expressdo com niveis mais elevados em musculo liso, sangue total, placenta,
figado, pulmé&o, glandulas suprarrenais, 6rgaos fetais (LANGMANN et al.,1999), e no

cérebro na glia e em neur6nios (LAWN et al., 2001).
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—=all Reyens2 sirand W2k

FIGURA 5 — LOCALIZACAO E ESTRUTURA DO GENE ABCA1 (NM005502).
FONTE: Site Ensembl em 10/2015.

As fungbes da proteina Abcal no SNC ndo séo totalmente conhecidas, mas
pode ser citada a sua participacdo na formagédo e na expressao da ApoE, estudos
confirmam esta hipétese demonstrando que quando inibem Abcal em cérebros de
ratos os niveis de Apoe estdo diminuidos (HIRSCH-REINSHAGEN et al., 2004;
WAHRLE et al., 2004). Também participa no efluxo de colesterol em excesso para
extracelular através de lipoproteinas como Apoe, onde esta associada a lipidios
interfere no clareamento de BA, assim influenciando na patogenicidade da DA
(HIRSCH-REINSHAGEN et al, 2009). Outro estudo, também em ratos, verificou que
a expressdo de Abcal esta envolvida na expressdo de APOE e esta aumentada

pode ser relacionada ao declinio de proteinas sinapticas (TACHIBANA et al., 2015).
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2.6.2 Proteina Abca7

A proteina Abca7 pertence a subfamilia A, como Abcal, portanto € uma
proteina completa, contendo dois NBF e dois TMD. O Abca7 foi identificado em
2000, por Kaminski e colaboradores (KAMINSKI et al., 2000).

O gene ABCA7 esta no cromossomo 19p13.3, tendo o tamanho de 24 kb,
com 46 éxons (FIGURA 7), formando uma proteina com 2146 Aa e de peso de 235
KDa, com 54% de homologia com ABCA1l e 49% com ABCA4 (KAMINSKI et al.,
2000; BROCCARDO et al., 2001). A expressao da proteina Abca7 no cérebro é
verificada em neurdnios e glia (KIM et al., 2006).

As funcdes no SNC ainda precisam ser melhor elucidadas, no entanto, alguns
autores tém citado que a proteina Abca7 € capaz de realizar efluxo de colesterol e
promover fagocitose de detritos apoptéticos (JEHLE et al.,, 2006). H4A também
estudos em animais em que foi verificado que o nocaute do gene ABCA7 leva a

memoaria espacial prejudicada (LOGGE et al., 2012).

[ pi33 pliz plall  pla e el ql2  qi3il qi312  ql32 gl332 ql3is ql3.42 ql343]
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FIGURA 6 - LOCALIZACAO E ESTRUTURA DO GENE ABCA7 (NM019112).
FONTE: Site Ensembl em 10/2015.

2.6.3 Proteina Abcgl

A proteina Abcgl pertence a subfamilia G, que é composta por cinco
proteinas ABC transportadoras em humanos. A subfamilia ABCG humana contém
um NBF com terminacdo N e um TMD com terminacdo C (Figura 3C), citada como

semi-completa em alguns estudos (DEAN et al., 2001).
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O gene ABCGL é codificado no cromossomo 21g22.3 (FIGURA 8), contendo
15 éxons (CHEN et al, 1996). A expressao da proteina no SNC ocorre na glia e em
neurbnios. A atividade funcional do Abcgl como transportador de colesterol
influencia a distribuicdo subcelular e processamento proteolitico da APP (TANSLEY
et al., 2007).

[ pl3 e 112 < ol12 I 212 CrP RV 2212 222 [TV E]

Cromossomo 21
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FIGURA 7 - LOCALIZACAO E ESTRUTURA DO GENE ABCG1 (NM207627).
FONTE: Site Ensembl em 10/2015.

As proteinas Abcgl e Abcal tem fungbes muito similares e, por este motivo,
sdo estudadas muitas vezes de forma conjunta. Pesquisadores avaliaram a
expressdo de Abcgl e Abcal e constataram que quando um dos genes esta

reprimido, ha uma diminuicdo no efluxo de colesterol (KARTEN et al., 2006).
2.7 ABCA1, ABCA7 E ABCG1 NA DA

Ha evidéncias de que o metabolismo anormal do colesterol pode constituir um
fator chave na patogénese da Doenca de Alzheimer (HIRSCH-REINSHAGEN et al.,
2009; ALLINQUANT et al.,, 2014). Transportadores ABC tém sido associados a
processos de excrecdo de peptideos toxicos e comprometimento no mecanismo de
exportacdo de colesterol, podendo levar a DA (PAHNKE et al.,2014). Assim, na
TABELA 1 estdo descritos alguns dos SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) ja
avaliados na literatura cientifica, associados com a DA.

A maior parte dos estudos com a proteina Abcal na DA relaciona com a
diminuicdo dasua expressdo, tanto o acumulo de colesterol, como no
desenvolvimento da proteina apoE (WOLLMER et al., 2003; RODRIGUEZ-
RODRIGUEZ et al., 2009; JASMIN et al., 2014). Um estudo de Nordestgaard e



29

colaboradores com mais de 90 mil participantes, verificaram que a presenca da
mutacdo (N1800H — rs146292819) no gene ABCAL, fazendo perder sua funcao, esta
relacionada a diminuicdo dos niveis de apoE, aumento do risco de DA e doencas
cerebrovasculares (NORDESTGAARD et al., 2015).

Em relacdo a Abcgl, em estudos muito similares aos de Abcal, com
avaliacfes de expressdo e interferéncia na expressao de APOE (TAl et al., 2014),
mas também com andlises de variantes genéticas (SNPs), foram associadas com
DA (KARTEN et al., 2006; WOLLMER et al., 2007).

TABELA 1 - ESTUDOS QUE ASSOCIAM POLIMORFISMOS DOS GENES ABCAL, ABCA7 E ABCG1

COM DA.
Gene SNPs Tipo de Estudo S|gn|f(|;:)anC|a Referéncia
(52234884 Associacao > 0,05 WOLLMER et al., 2003

rs2234886 (caso/controle)

ABCA1 92230806 Associagdo 0.0003* SUNDAR et al. , 2007
rs2740483 (casol/controle) > 0,05
rs1800977 Associacdo 0,02 RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al.,
rS2422493 (caso/controle) 0,02 2009
rs7247087 o > 0,05**
[S757232 é?sziggﬁfole) 6,25x10°5%* ALLEN et al., 2012
rs2072102 6,74x107*

ABCA7 Associacéo >005 RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al.,
rs3764650 (caso/controle) ' 2013
rs3764650 Meta-andlise 4,5x10™" HOLLINGWORTH et al.,2011
rs3764650 (ACS;:S%‘;L"’:)@ri?ole) 0,004 KARCH et al., 2012

ABCG1 rs692383 o 0,0007

rs1378577 '(Acsass?)(;léaogr?t?ole) > 0,05 WOLLMER et al., 2007
rs3827225

* Diferencga significativa da amostra feminina dos controles de DA.
** Significancia encontrada através de niveis de expressao no cérebro.

Ja a Abca7 foi analisada por meio de estudos de grande escala, onde foram
verificados marcadores de diferentes genes, associados com a DA (ALLEN et al.,
2012). Além disso, trabalhos de associacdo alguns polimorfismos candidatos e DA
também sdo descritos na literatura (KARCH et al., 2012; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ
et al., 2013). Estudos que verificaram a acdo da perda de funcdo de ABCA7Y
evidenciaram o aumento da protedlise de APP, producdo de BA e risco de DA
(SATOH et al., 2015; STEINBERG et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar associacdo entre polimorfismos dos genes ABCA1l, ABCA7 e
ABCG1 e Doenca de Alzheimer, por meio de um estudo caso-controle.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas de polimorfismos dos genes
ABCA1, ABCA7, ABCG1 e APOE em pacientes e controles.

e Avaliar possiveis correlagbes entre polimorfismos dos genes ABCAL,
ABCA7 e ABCG1 com variaveis clinicas, cognitivas (desempenho cognitivo, idade
de inicio dos sintomas, tempo de doenca) e presenca do alelo APOE4 no grupo de

pacientes com DA e realizagdo de controle de niveis de colesterol.
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4 JUSTIFICATIVA

Com o aumento da expectativa de vida, o desenvolvimento de doencas
ligadas a idade est4 mais evidente, sendo a Doenca de Alzheimer uma das mais
frequentes. Ainda existe muito a ser descoberto sobre as mudancas bioldgicas
especificas que levam ao desenvolvimento da Doenca de Alzheimer, a progressao
desta, podendo ser diferente nos individuos afetados; além de formas de prevenir e
tratar a doenca.

Desse modo, o desenvolvimento de estudos que tém o intuito de melhor
compreender a etiologia da DA e as particularidades na sua progressdo, sédo de
grande importancia. Neste contexto, o metabolismo de colesterol, a deposi¢édo de
placas amiloides e a formacéo de emaranhados neurofibrilares necessitam de um
entendimento mais adequado quanto a sua influéncia na DA.

Seguindo uma das vias sugeridas por outros estudos, serdo verificadas SNPs
de genes de transportadores ABC envolvidos no metabolismo de colesterol. Assim,
a analise da associacdo de genes envolvidos com o metabolismo do colesterol e
também com a formagcdo da ApoE pode contribuir na compreensdo questdes
patolégicas no desenvolvimento e progressao da doenca de Alzheimer. A verificacao
da associacdo de SNPs dos genes ABCAl, ABCA7 e ABCGL1 traz conhecimentos

sobre o desenvolvimento e progressao da doencga de Alzheimer.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 AMOSTRAS

A amostra € constituida por dois grupos: pacientes e controles. Ambos o0s
grupos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), aprovado
pelo comité de Etica da Universidade Federal do Parana, (ANEXO 1) concordando
em participar das pesquisas.

Os pacientes com DA esporadica foram diagnosticados, segundo os critérios
de diagnéstico, pelos médicos participantes do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana (HC - UFPR) e Instituto de Neurologia de Curitiba (INC) com base
em anamnese e testes cognitivos. O grupo controle foi constituido por individuos
com mais de 60 anos de idade, triados pelo teste Mini Exame de Estado Mental
(MEEM — ANEXO 2), cujos valores de corte estdo citados na TABELA 2, a fim de
atestar auséncia de déficits cognitivos. Foram coletadas informacdes sobre
colesterol, diabetes, alteracdes na tireoide e alcoolismo.

A presenca de doencas infectocontagiosas foi critério de exclusdo no grupo
de pacientes e no grupo controle. Nos pacientes os critérios de exclusdo foram:

possuir deméncia diferente da DA, ser etilista ou possuir diagndstico inconclusivo.

TABELA 2 - PONTUACAO DO MEEM.

MEEM
ANOS DE ESCOLARIDADE PONTUACAO MINIMA*
0 (Analfabetos) 20
1-4 25
5-8 26
9-11 28
>11 29

* Se o resultado do teste for menor que a pontuagdo minima é indicio que o individuo possui déficit
cognitivo.
FONTE: BRUCKI et al., 2003.

A amostragem do presente estudo possui a distribuicdo demogréfica
conforme citado na TABELA 3. Todos os individuos foram genotipados, para seis
SNPs de genes de transportadores ABC: rs1800977, rs2230806 (ABCAl),
rs2279796, rs3764650 (ABCA7), rs692383 e rs3827225 (ABCG1).
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TABELA 3 - DADOS GERAIS SOBRE A POPULACAO DE ESTUDO.

DA Cl
N 196 129
Idade 76,55 70,02*
Feminino 123 96
Masculino 73 33

*Média da idade dos individuos na data de coleta.

5.2 EXTRACAO E GENOTIPAGEM

O material coletado dos participantes foi aproximadamente 4 mL de sangue
periférico em tubo com anticoagulante (EDTA). Este foi processado e entédo
realizada a extracdo de DNA a partir do protocolo adaptado de Lahiri e Nurnberger
(LAHIRI; NURNBERGER.; 1991, adaptacdo TURECK, 2015). O DNA foi quantificado
e armazenado nas concentracdes que foram utilizados para as genotipagens por
ensaios TagMan (Applied Biosystems) em termociclador de PCR Real Time
(concentragdo - 20 ng/puL) e PCR - RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) (concentracéo - 100 ng/uL).

A genotipagem por TagMan® consiste na captura de fluorescéncias distintas,
por sonda e primers especificos para cada SNP. Os seguintes polimorfismos foram
genotipados com esta técnica: rs1800977 e rs2230806 (ABCALl), rs2279796
(ABCAY7), rs692383 e rs3827225 (ABCG1). Onde seguiram as condicbes de PCR
conforme TABELA 4 e FIGURA 8.

TABELA 4 - REACAO DO TAQMAN®.

SNPs
rs1800977, rs2230806 e rs2279796 rs692383 e rs3827225
Reagentes Concentracdo | Reagentes Concentracéo
Master Mix (Life) 1X Master Mix (Roche) 0,8X
Sonda + Primers 0,5X Sonda + Primers 0,5X
DNA 4 ng/uL DNA 4 ng/uL
H20 * H20 *

* Quantidade suficiente para obter volume final da reacéo.

O rs3764650 (ABCA7) foi genotipado através de PCR - RFLP, com os primers
5’ATCCGTGCTATGTGGACGAC3 (Forward) e 5GTCACGGAGTAGATCCAGGCY3’
(Reverse) que foram desenhados a partir do NCBI/ Primer-BLAST, a PCR segue as
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condi¢cdes da TABELA 5. Apos a confirmagédo, por gel de agarose 1% e corado com
GelRed, da amplificacdo por PCR foi realizada clivagem por enzima de restricao,
com a enzima HpyCHAlIII. Esta foi selecionada com base na sequéncia do fragmento
de PCR e sabendo especificamente onde se localizava o SNP desejado, foram feitas
andlises no site NEBcutter V 2.0. Desse modo, a enzima HpyCH4lll foi escolhida
para que ocorresse a digestdo, na qual foram usadas 0,5 unidades da enzima, mais
o tampao indicado na concentracdo de 10X, 5 pL de produto de PCR; esta reacao
ficou a 37°C over night. O padrdo de bandeamento para a genotipagem do
rs3764650 foi (conforme FIGURA 9) por meio de eletroforese em gel de agarose 1%
e corado com GelRed, com o genétipo T/T possuindo um fragmento de 483 pares de
bases (pb), T/G trés fragmentos de 483 pb, 347 pb e 136 pb, e 0 G/G um de 347 pb
e outro de 136 pb.

50 Ciclos

95°C
15 seg.

95°C
10 min.

60°C 60°C ]160°C
30 seg. 1 min. 30seg.

FIGURA 8 — CONDICOES UTILIZADAS PARA GENOTIPAGENS POR ENSAIOS VIA TAQMAN® NO
EQUIPAMENTO ViiA7.

As amostras também foram genotipadas para verificacdo do gene APOE,
através dos SNPs rs7412 e rs429358 por PCR Real Time - TagMan. Grande parte
da amostra ja havia sido genotipada por estudos anteriores, entdo foram
genotipadas, para este gene, as amostras necessarias para completar 0 nosso
grupo amostral.

TABELA 5 - CONDICOES DE PCR CONVENCIONAL PARA rs3764650.

~ Temperatura e tempos no
Reagdo de PCR termociclador

1° Passo 95°C - 30 segundos

Reagentes Concentracao

95°C - 30 segundos
Taq DNA Polimerase 90 uL 2° Passo 35
Super Mix Invitrogen O H Ciclos 57°C - 30 segundos
Primer Forward 0,2 pL 72°C - 45 segundos
Primer Reverse 0,2 uL 3° Passo 72°C - 10 minutos

DNA 1,0 yL 4° Passo 20°C - 10 minutos
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Os SNPs relacionados aos genes dos transportadores ABC foram
selecionados segundo sua relevancia descrita na literatura (TABELA 1), também
foram avaliados perante o desequilibrio de ligacdo entre os SNPs de cada gene
(atravéz do HapMap), a posicao do SNP no gene e a frequéncia do polimorfismo na

populacgéo.

FIGURA 9 - GEL COM PADROES DE BANDAS DA GENOTIPAGEM DE rs3764650.

5.3 ANALISE DOS DADOS

Os grupos foram avaliados segundo a sua homogeneidade, comparando
escolaridade (p = 0,2473) e sexo (p = 0,03056); revelando que 0s grupos sao
homogéneos perante a variavel escolaridade. Quanto ao sexo foram necessarias
analises estatisticas com distingdo entre homens e mulheres, nas comparacdes das
frequéncias alélicas e genotipicas e também através das analises de regressodes,
porém nao foi verificada diferenca significativa que envolva a variavel sexo.

As variaveis usadas nas analises estatisticas foram: valores do MEEM dos
pacientes; estagio da DA a partir do valor de CDR (Clinical Dementia Rating); idade

de inicio de sintomas dos pacientes, que considerou o relato dos acompanhantes de
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guando perceberam o inicio dos sintomas; tempo de doenga, calculada a partir da
idade de aparecimento dos sintomas até a idade de coleta; realizacdo de tratamento
para controle dos niveis de colesterol, onde esta informacdo que consiste se 0
individuo faz ou ndo tratamento para o controle dos niveis de colesterol. Para esta
ultima variavel, os resultados seriam mais completos se houvesse informacdes das
analises laboratoriais com os niveis do colesterol total, porém este relato estava
presente num numero amostral muito pequeno, ndo podendo ser utilizado para
andlises estatisticas. As informag8es foram retiradas do prontuério.

As verificacdes de frequéncias e regressao nao foram avaliadas somente
perante os genotipos a alelos, foi adotado o modelo de dominancia e também em
alguns casos o efeito do heterozigoto comparado com os homozigotos.

As andlises estatisticas foram todas realizadas por meio do Programa R (R
Core Team, 2015). Para alguns testes foram necessarios pacotes especificos, como
para verificacdo das frequéncias alélicas, genotipicas, o equilibrio de Hardy-
Weinberg e desequilibrio de ligacdo (GENETICS, 2013), predicdo de risco
(PREDICTABEL, 2014) e teste de normalidade (NORTEST, 2015). A partir desses
resultados foram considerados significativos os valores com o “p” menor que 0,05.

A predi¢céo de risco, utilizando o pacote PredictABEL, infere um risco para
cada individuo. Os valores gerados sdo baseados em regresséo logistica (KUNDU

et al.,2011), assim sendo possivel visualizar os riscos dentro dos grupos estipulados.
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As amostras foram genotipadas e em seguida foram calculadas as

frequéncias alélicas e genotipicas. Como as amostras foram coletadas em dois

lugares diferentes, HC e INC, verificamos se poderia haver diferencas entre o0s

grupos amostrais, porém as analises nao levaram a nenhuma diferenca significativa

(TABELA 1 — Apéndice). A partir disso analisamos as amostras em conjunto, entdo

as frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs foram testadas e todas se

encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg. Foram comparadas as frequéncias

entre os dois grupos, DA e CI, e ndo foram encontradas diferencas significativas

(TABELA 6). Uma comparacéo entre os dois grupos (DA e CI) perante a presenca

do alelo E4 do gene APOE mostrou uma frequéncia significativamente maior deste

nos pacientes, com um valor de p igual a 3,476x10°®.

TABELA 6 - COMPARACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS E DISTRIBUICAO GENOTIPICA DOS
SNPs EM PACIENTES (DA) E GRUPO CONTROLE.(CI).

ABCA1

ABCAY

ABCG1

rs1800977
Grupos Frequéncias alélicas % Frequéncias genotipicas %
P & A 0* GG AG  AA 0*
DA (n=196) 64,8 35,2 40,3 50,0 10,7
Cl (n=127) 68,1 31,9 0,3847 43,3 49,6 7,1 0,5312
rs2230806
Grupos Frequéncias alélicas % Frequéncias genotipicas %
P C T 0* cel e Th D*
DA (n=191) 69,6 30,4 46,6 46,1 7,3
Cl (n=127) 70,1 29,9 0,9046 51,2 37,8 11,0 0.2547
rs3764650
GrUDoS Frequéncias alélicas % Frequéncias genotipicas %
P T G p* IT TG GG p*
DA (n=174) 87,9 12,1 77,6 20,7 1,7
Cl (n=98) 88,8 11,2 0,7691 80,6 16,3 3,1 0,5474
rs2279796
GruDoS Frequéncias alélicas % Frequéncias genotipicas %
P A G p* AA AG GG p*
DA (n=198) 50,8 49,2 27,7 46 26,3
Cl (n=126) 48,0 52,0 0,4962 20,6 54,8 24,6 0,2390
rs692383
GruDoS Frequéncias alélicas % Frequéncias genotipicas %
P A G p* AA AG GG p*
DA (n=196) 64,0 36,0 42,3 43,4 14,3
Cl (n=128) 64,5 35,5 0.9127 41,4 46,1 12,5 0,8489
rs3827225
GruDos Frequéncias alélicas % Frequéncias genotipicas %
P G A p* GG AG AA p*
DA (n=195) 72,3 27,7 52,8 39,0 8,2
Cl (n=130) 75,8 24,2 0,3261 56,9 37,7 5,4 0,5624

* valores de p gerados a partir dos valores de XZ pelo Programa R.
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Dentre os SNPs dos genes dos transportadores ABC genotipados foram
analisados o desequilibrio de ligacdo dos situados no mesmo gene. Os valores para
ABCAL entre rs1800977 e rs2230806, e ABCG1 entre rs692383 e rs382225 néo
foram significativos (D’ = 0,149 - p = 0,0773 e D' = 0,150 — p = 0,0888,
respectivamente). Enquanto os resultados entre os SNPs rs3764650 e rs2279796 do
gene ABCA7 (D’ = 0,609 — p = 2,01x107), demonstraram que estes estdo em
desequilibrio de ligacéo.

O tratamento para controle de niveis de colesterol foi verificado em todos os
individuos, verificando a diferenca entre a presenca de algum alelo ou gendtipo que
fosse interferir para o individuo fazer ou ndo o tratamento para colesterol, contudo
nao foram encontrados resultados com diferencas significativas. Outra investigacao
com o colesterol foi verificar se dentro dos grupos, possuia uma diferenca entre os
individuos com diagndstico de DA e se havia uma prevaléncia de algum genotipo ou
alelo ligado a necessidade de fazer tratamento para o controle dos niveis de
colesterol. Porém ambas as investigacbes nado encontraram resultados com
diferencas significativas, no apéndice esta representado as frequéncias da juncao de

pacientes e controles (TABELA 2 — Apéndice).

6.1 ABCAl

As genotipagens e comparacdes de frequéncias dos SNPs do ABCA1 entre
0s grupos nao evidenciaram diferencas significativas. Entdo foram realizadas
regressées mudltiplas binomiais (TABELA 8). Os testes usaram como variavel
dependente os grupos DA e Cl e a idade de inicio da DA sendo significativos,
enquanto que para as variaveis de MEEM, tempo de doenca e tratamento de
colesterol ndo ocorreram diferencas significativas.

O rs2230806 esta na posicao 1051 e faz uma mudanca de nucleotideo de T
para C, fazendo uma troca de aminoacidos de lisina para arginina. O resultado da
regressao para este SNP, com variavel dependente DA ou Cl, mostrou significancia
para os genotipos T/T+ T/C (p = 0,0349 — TABELA 8), porém as diferencas nas
frequéncias ndo foram significativas (TABELA 6 e 7). Quando gerada uma nova

regressao considerando a presenca do alelo E4 (APOE) como variavel independente
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foi verificado um aumento da significancia com uma valor de p=0,0187. Os dados de

frequéncia mostram que esses genotipos estdo aumentados em DA.

TABELA 7 - COMPARAGAO DAS FBEQUENCIAS DOS GENOTIPOS DO SNP rs2230806 (ABCA1)
SEGUINDO O MODELO DE DOMINANCIA EM PACIENTES (DA) E GRUPO CONTROLE.(CI).
DA % Cl %

Genaotipo n=191 n=127 DA x CI
TIT 7,3 11,0
C/C 46,6 51,2 _
T/T+CIT 53,4 488 p=0,4230

TABELA 8 - RESULTADO DA REGRESSAO LOGISTICA MULTIPLA COM ABCAL1 e ABCA7.

Variavel Variaveis Variaveis
Dependente Independentes Independentes Z p
P Consideradas Confirmadas
T/IT+T/IC e T/T+T/C em i
C/C+T/C em rs2230806 2,109 0,0349
DA ou CI rs2230806,
Tratamento para  Tratamento para
Colesterol Colesterol 2,387 0,0169
SNPs
rs1800977,
dade de r$2230806, rs1800977 2,058 0,0396
inicio da DA rs3764650,
rs2279796,
rs692383, rs3764650* -2,434 0,0149
rs3827225

*rs3764650 pertence ao gene ABCA7.

A regressdo considerando variavel dependente a idade de inicio da DA,
precisou ser transformada em binomial através do valor da mediana (74 anos), iSso
porque é uma variavel continua e segundo o teste de normalidade (p = 1,763x°),
esta ndo estava com uma distribuicdo normal. A partir destas alteragcdes foram
realizadas regressfes multiplas binomiais (TABELA 8) e corroborado o rs1800977 (p
= 0,0396) como variavel independente, junto com outro SNP do gene ABCA7
(rs3764650).

6.2 ABCA7

Os SNPs do gene ABCA7 genotipados neste estudo foram o rs3764650 e o
rs2279796. Estes sdo encontrados em regides intrbnicas do gene, o rs3764650

correspondente a uma troca de T para G, enquanto o rs2279796 de A para G.
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Na TABELA 9 sdo apresentados resultados em que foram verificadas
diferencas significativas envolvendo o rs3764650. O primeiro resultado encontrado
foi quando verificado se os gendtipos dos pacientes influenciavam na variacdo dos
resultados do MEEM, por esta variavel ser continua foi testada sua distribuicdo e
verificada que ndo estava dentro da normalidade (p = 0,0001), entdo a variavel
continua foi transformada em variavel binaria, utilizando o valor da mediana (15
pontos). A partir disto foram comparadas as frequéncias genotipicas (p = 0,0124),
alélicas (p = 0,08609) e para codominancia de um dos alelos (T/G — p=0,0070).
Esses resultados demonstram que ha um acumulo de valores dos alelos, sendo
confirmados na regressao com um valor de p=0,0086 (TABELA 10).

TABELA 9 - COMPARACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTiPICA DO SNP rs3764650
(ABCA7) COM OS VALORES DE MEEM DOS PACIENTES E A IDADE DE INICIO DA DA.

MO* (%)  M1* (%) MO (%) M1 (%)
n=76 n=73 MO X M1 n=76 n=73 MO X M1

TIT (84,2) TIT (68,5)

T/G (13,2) T/G(3L5) P=00124  T/T+G/G (86,8) T/T+GIG (68,5) 5 = 0,0070
GIG(2,6) GIG (0) TIG (13,2) T/G (31,5) ’
T(90,8) T (84.2) b= 0,0860

G922  G(158)
IDO** (%)  ID1* (%) IDO (%) ID1 (%)
n=78 n=78 IDO X ID1 n=78 n=78 IDO X ID1

TIT (70,6)  TIT (82) TIT+TIG (96,2)  TIT+T/G (100) | 3603

TIG (25,6)  TIG (18) pP=00935 G/G (3,8) G/G (0) '

GIG (3,8) GIG (0)

T (83,3) T (91) o-00421 TT(705) TIT (82) b = 0,0002
G (16,7) G (9) GIG+TIG (29,5) G/G+T/G (18)

* MO representa os pacientes com o valor de MEEM menor que 15 pontos (mediana) e M1 valor maior que 15.

** DO representa a idade de inicio da DA foi antes dos 74 anos e ID1 quando comegou acima dos 74 anos.

Outro resultado significativo por comparacdes de frequéncias encontradas foi
considerando a idade de inicio da DA, que foi alterada em variavel binaria conforme
citada anteriormente nos resultados ligados a ABCAL. Esta variavel comparada com
as frequéncias genotipicas (p = 0,0935), alélicas (p = 0,04214) e utilizando o modelo
de dominéncia de um dos alelos (T/T + T/G — p = 0,0803 e G/G + T/G — p = 0,0902)
(TABELA 9) mostra uma significancia ligada a frequéncia alélica, e sendo que essa

informacéo foi confirmada na regressao mdltipla (p = 0,049) conforme TABELA 10.
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TABELA 10 - RESULTADO DA REGRESSAO LOGISTICA MULTIPLA COM ABCAY.

Variavel Variaveis Variaveis
Dependente Independentes Independentes z p
P Consideradas Confirmadas
Codomindnciade  Codominancia de
alzz/ligril\eﬂsdlgA* T/G do SNP T/G do SNP -2,628 0,0086
P rs3764650 rs3764650
'dagi QelNClo  SNPrs3764650  SNPrs3764650 1,969  0,0490
Tratamento Dominancia de
para cada alelo, para AA + AIG em 2,887 0,0039

Colesterol**  todos 0os SNPs. rs2279796

* Valores do teste MEEM em pacientes com DA, variavel transformada em binomial.
** |dade de inicio de sintomas da DA.
*** Individuos que fazem ou nédo controle dos niveis de colesterol.

Na regressdao multipla com a variavel dependente o individuo fazer ou ndo o
tratamento para controle dos niveis de colesterol (TABELA 10) o rs2279796 foi
significativo, confirmando a dominancia do alelo A (A/A + A/G — p = 0,0039) como
variavel independente sobre a amostragem que faz tratamento para colesterol. Essa
informacédo sé foi verificada na regressédo e ndao nas comparacoes de frequéncias
(TABELA 11).

TABELA 11 - COMPARACOES DAS FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DO SNP
rs2279796 ENTRE INDIVIDUOS QUE NAO REALIZAM TRATAMENTO PARA CONTROLE DOS

NIVEIS DE COLESTEROL (COL 0) E OS QUE FAZEM TRATAMENTO PARA O COLESTEROL
(COL 1).

Col0% Coll% Col0% Coll%

Gendtipo n= 155 n=117 Col 0 X Col 1 Gendtipo n= 155 n=117 Col0 X Col1
GIG 30,3 20,5 G/G+G/A 74,8 72,6
p=0,6840
AIG 44,5 52,1 p=0,1836 A/A 25,2 27,4
AJA 25,2 27,4
Alelo GIG 30,3 20,5
p=0,0682
G 52,6 46,6 AIA+G/A 69,7 79,5
p=0,1659
A 47,4 53,4
6.3 ABCG1

No presente estudo foram genotipados o0s rs3827225 e rs692383 que
correspondem a trocas de nucleotideos de A para G, ambos situados em regifes

intrbnicas.
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Uma das variaveis que testamos foi o tempo de progressdo de doenca do
Nosso grupo de pacientes. Essa informacéo tem um valor continuo, de modo que foi
avaliada sua distribuicdo, que ndo foi normal (p = 4,57x10™°). Assim como nas
outras situag6es que isto ocorreu, a variavel foi transformada em binomial utilizando
o valor da mediana (3 anos). Na TABELA 12 observam-se as comparacdes das
frequéncias genotipicas do rs3827225 (p = 0,0161) e assim demonstrando que o
genotipo A/A esta mais frequente em pacientes a pouco tempo diagnosticados (com
tempo de doenga menor que trés anos), tendo uma diferenga significativa (p =
0,0066) que pode ser observada na distribuicio do GRAFICO 1. Também pode ser
verificada uma maior incidéncia (p=0,0215) do gendétipo A/A nos pacientes em
estagio moderado e grave, a partir da avaliagdo do CDR (TABELA 12).

Na regresséo realizada posteriormente com esses dados foi confirmado o
resultado encontrado nas comparacdes de frequéncias para o rs3827225. A
regressao (TABELA 13) constituiu em ter o tempo de doenca como a variavel
dependente e variavel independente confirma que na presenca do genoétipo A/A ha
uma diferenga significativa (p = 0,0117), nos individuos com o tempo de doenga
menor que 3 anos. Assim como para variavel dependente CDR houve a
confirmacédo, com um valor de p=0,0297.

TABELA 12 - COMPARACAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS DO SNP rs3827225 (ABCG1),
COM VALORES CALCULADOS A PARTIR DO TEMPO DE DOENCA.

TO* (%) T1* (%) TO (%) T1 (%)

n=75 n=111 TOXT1 n=75 n=111 TOXT1
G/G (53,3) GI/G (53,6) G/G+GJA (85,3) G/G+G/A (96,4) 00066
G/IA (32) GI/A (43,2) p=0,0161  A/A (14,7) AJA (3,6) p=L
AIA (14,7) AJA (3,2)
CDRA (%) CDRB (%) CDR A (%) CDR B (%)

=46 o111 CDRA X CDR B =46 o111 CDRA X CDRB
G/G (47,8) G/G (54,1) G/G+G/A (84,8) G/G+G/A (95,5) 00215
G/A (37,0) G/A (41,4) p=0,0711  A/A(15,2) A/A (4,5) P=0,
A/A (15,2) A/A(4,5)
G(66,3) G (74,8) G/G (47,8) G/G (54,1)

=0,1269 =0,4771

A(33,7) A(252) = AJA+G/A (52,2) AJA+G/A (45,9) =t

* TO representa individuos com tempo de progressdo da doenca menor que 3 anos (mediana), T1
maior que 3 anos.
* CDR A séo pacientes com DA leve e CDR B representa os pacientes com DA moderada e grave.
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GRAFICO 1 - DISTRIBUICAO DA PROGRESSAO DA DOENCA ALZHEIMER NOS GENOTIPOS
G/G+G/A E A/A.

TABELA 13 - RESULTADO DA REGRESSAO LOGISTICA MULTIPLA COM ABCGL.

Variavel Variavel 7 o
Dependente Independente
CDR* rségAﬂeIZﬂZS 2,174  0,0297
E%rre]ﬁgaqf rsgl8pé$g125 2,522 00117
MEEM de SNPrs692383 2500  0,0124

pacientes DA***

* Progresséo da DA, onde a moderada e a grave estdo agupadas e comparadas com a leve.
** Tempo de doencga da DA, variavel transformada em binomial.
*** \/alores do teste MEEM em pacientes com DA, variavel transformada em binomial.

Quanto a testes estatisticos relacionados com o rs692383 foi encontrada
diferenca significativa quando comparadas as frequéncias genotipicas (p = 0,0372) e
alélicas (p = 0,0120) (TABELA 14). Estes resultados indicam que o alelo A pode
estar associado com valores de MEEM maior que 15 pontos, também confirmado
pela regressao (p = 0,0124) demonstrada na TABELA 13.

TABELA 14 - COMPARACAO DAS FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICA DO SNP rs692383
(ABCG1) COM OS VALORES DE MEEM DOS PACIENTES (DA).

MEEMO (%) MEEML(%)  iccvio's MEEM 1

n =283 n =383
AIA (32,5) AIA (48,2)
AIG (49,4) AIG (44,6) p =0,0372
G/G (18,1) GIG (7,2)
A (57,2) A (70,5) b =0,0120
G (42,8) G (29,5)

* MEEM O representa os pacientes com o valor de MEEM menor que 15 pontos (mediana) e MEEM 1
valor maior que 15.
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6.4 PREDICOES DE RISCO

Os resultados que foram obtidos através das regressbes descritos
anteriormente foram confirmados com o PredictABEL.

Uma comparacéo de todos os SNPs dos genes transportadores ABC, deste
estudo, com a presenca do alelo E4 (APOE), tendo como varidvel dependente
desenvolver ou ndo a DA, verificou-se um risco aumentado para individuos com a
presenca deste alelo (OR = 4,4092 e Cl 2,4152 - 8,0496 — TABELA 15). A partir
destes dados foi gerado 0 GRAFICO 2 onde pode ser observado o aumento do risco
nos pacientes quando comparado com o baixo risco dos controles idosos.

TABELA 15 - PRESENCA DO ALELO E4 (APOE) AUMENTANDO RISCO PARA O
DESENVOLVIMENTO DA DOENCA.

Variaveis OR Cl p
PRESENCA E4 4,4092 2,4152 - 8,0496 0,0000
SNPs de
transportadores

ABC Valores néao significativos

genotipados

Outro resultado ainda tendo como variavel dependente ter ou ndo a DA
envolve o rs2230806 (ABCA1l). Torna-se uma variavel de risco quando possui
genodtipo T/T + T/C (OR = 2,0284 e CI 1,1249 - 3,6575), este resultado aparece
guando séo feitas as combinacdes de variaveis independentes da TABELA 16, e
assim, estipulando a predic&o de risco nos grupos DA e Cl no GRAFICO 3. Por outro
lado, se ndo envolvolvida a presenca do alelo E4 os gendétipos T/T + T/C se mantém
confirmados (OR = 1,7900 e CI 1,0421 — 3,0748), mas a predicao de risco varia de

forma diferenciada conforme o GRAFICO 4.



[[JControle Idoso

Porcentagem Total

GRAFICO 2 - PREDICAO DE RISCO PARA DA E Cl COM O ALELO E4 (APOE).

TABELA 16 - ALELO T DO rs2230806 (ABCA1) E PREDITOR DE RISCO PARA DA.

* Realizacdo de tratamento para colesterol ou nao.

10

o

[ JPacientes DA [ |Sobreposicdo dos Grupos

I

T
0.2

0.4

0.

s

Predic3do de Risco

T
o8

Variaveis OR Cl p
COLESTEROL* 0,5363 0,3069 -0,9374 0,0287
rs2230806 C** 2,0043 0,7082-5,6723 0,1902
rs2230806 T*** 20284 1,1249-3,6575 0,0187
PRESENCA E4 6,7408 3,5051 12,9636 0,0000

** Genotipos do rs2230806 agrupados como C/C + C/T e T/T.
*** Gendtipos do rs2230806 agrupados como T/T +C/T e C/C.

[CJcontrole Idoso

10

Porcentagem Total

o

GRAFICO 3 - PREDICAO DE RISCO ENVOLVENDO COLESTEROL, PRESENCA
GENOTIPOS DO rs2230806 (ABCA1) AGRUPADOS COMO T/T +C/T E C/C, EM DA E CI.
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[IControle Idoso [ |Pacientes DA [ ISobreposicao dos Grupos

Porcentagem Total
8
|
|

T T ! T T
0.0 oz o.= o 0.8 1.0

Predicio de Risco

GRAFICO 4 - PREDICAO DE RISCO ENVOLVENDO COLESTEROL E GENOTIPOS DO rs2230806
(ABCA1) AGRUPADOS COMO T/T +CIT E C/C, EM DA E CI.

Para variavel dependente, idade de inicio da doenca, foi corroborado que os
rs1800977 (ABCAl) e rs3764650 (ABCA7) estdo influenciando esta variavel,
conforme verificado na TABELA 17. Assim no GRAFICO 5 observa-se a distribuicéo
do risco onde os dois confirmados interferem.

TABELA 17 - IDADE DE INICIO DA DOENCA INFLUENCIADA PELOS rs1800977 (ABCA1) E
rs3764650 (ABCAY).

Variaveis OR Cl p
rs1800977 1,7707 1,0275-3,0515 0,0396
rs3764650 0,3765 0,1715-0,8268 0,0149

SNPs de

transportadores ABC Valores nao significativos

genotipados

[ NIdade de Inicio da DA antes dos 74 anos
[Jidade de Inicio da DA apos os 74 anos [ |Sobreposicdo dos Grupos

Forcentagem Total

T T
0.0 0.2 0.4 0.9 0.8 1.0

Predicio de Risco
GRAFICO 5 - PREDICAO DE RISCO COM A INFLUENCIA DOS rs1800977 (ABCA1) E rs3764650
(ABCA7) NOS GRUPOS FORMADOS A PARTIR DA DIFERNCA DE IDADE DO INICIO DA
DOENCA.
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O rs2279796 (ABCA7) teve os genotipos A/A + A/G encontrados como
significantes reafirmados a partir dos testes de predicdo de risco (TABELA 18) para
individuos que fazem tratamento para controle dos niveis de colesterol. Onde o
GRAFICO 6 faz a disposicédo dos riscos nos grupos gerados a partir da variavel
dependente em questéao.

TABELA 18 - rs2279796 (ABCA7) ASSOCIADO AO AUMENTO DO RISCO DE TRATAMENTO PARA
CONTROLE DE NIVEIS DE COLESTEROL.

Variaveis* OR Cl p
rs2279796 A 2,9412  1,4139-6,1185 0,0039

Dominancia de
cada alelo,
para todos os
SNPs

Valores nao significativos

* Todos 0s SNPs representados com o alelo de domin&ncia considerado.

Nos SNPs estudados para o ABCG1l também foram corroborados como
fatores de risco no tempo de progressédo da doenca o gendtipo A/A do rs3827225
(TABELA 19) e para este mesmo quando verificado a predicdo de risco para CDR
(TABELA 20), sendo representados pelos GRAFICOS 7 e 8. No segundo SNP do
ABCG1, o rs692383 interferindo nos valores de MEEM o rs692383 (TABELA 21),
depois também foi gerado GRAFICO 9 demonstrando a diferenca de predicdo de

risco.

[ISem tratamento para Colesterol
[JCom tratamento para Colesterol

[1Sobreposicdo dos Grupos

Farcentagem Tofal
|
|

in
|
I

0.0 0.2 0.4 0.& 0.8 1.0

Predicio de Risco

GRAFICO 6 - DIFERENCA ENTRE OS GRUPOS QUE FAZEM O TRATAMENTO PARA O
COLESTEROL OU NAO A PARTIR DA PREDICAO DE RISCO E O ENVOLVIMENTO DOS
GENOTIPOS A/A + A/G DE rs2279796 (ABCA7).
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TABELA19-0O GENOTIPO A/A DO rs3827225 (ABCG1) COMO FATOR DE RISCO NO TEMPO DE
PROGRESSAO DE DOENCA.
Variaveis* OR Cl p
rs3827225 AJA 54917  1,5774-19,1191 0,0074

Dominancia de

cada alelo, o
para os SNPs Valores néo significativos

estudados pra
ABCG1
* Todos 0s SNPs representados com o alelo de dominancia considerado.

TABELA 20 - O GENOTIPO A/A DO rs3827225 (ABCG1) COMO FATOR DE RISCO NO VALOR DE
CDR.

Variaveis OR Cl p
rs3827225 A/A 0,2473 0,0674 - 0,9073 0,0351
Dominéancia de
cada alelo, para

0s SNPs Valores néo significativos
estudados pra

ABCG1

TABELA 21 - INFLUENCIA DO rs692383 (ABCG1) NOS VALORES DE MEEM .
Variaveis* OR Cl p
SNPs de
transportadores
ABC
genotipados

Valores ndo significativos

rs692383 0,5528  0,3226 - 0,9472 0,031

[]Tempo de doenga menor de 3 anos o
[ ] Tempo de doenca maior de 3 anos L Sobreposigédo dos Grupos

Porcentagem Total

T T T T T
0.0 oz 0.4 0.8 0.8 1.0

Predicdo de Risco

GRAFICO 7 - PREDICAO DE RISCO NOS DOIS GRUPOS GERADOS A PARTIR DO TEMPO DE
PROGRESSAO DA DOENCA, SENDO UM FATOR DE RISCO O GENOTIPO A/A DE rs3827225
(ABCG1).
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[ Individus com CDR leve [ ] sobreposigaoc de Grupos
[ ] Individuos com CDR moderado e grave
1 1 1

30 —

Porcentagem Total

I b |

T I I I
0.0 0.2 0.4 0.8 0.5 1.0

Predicdo de Risco

GRAFICO 8 - PREDICAO DE RISCO NOS DOIS GRUPOS GERADOS A PARTIR DO VALOR DE
CDR, OBSERVANDO O GENOTIPO A/A DE rs3827225 (ABCG1).

[Owvalor de MEEM abaixo da mediana oL
[Iwvalor de MEEM acima da mediana [ISobreposicéo dos Grupos

Forcentagem Total

n
|
I

T T
0.0 0.2 0.4 0.8 0.5 1.0

Predicdo de Risco

GRAFICO 9 - VARIACAO DOS VALORES DE MEEM SOBRE INFLUENCIA DE rs692383 (ABCG1).
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7 DISCUSSAO

Ha uma estimativa de que no ano de 2050 em torno de 13 milhfes de
pessoas desenvolvam a Doenca de Alzheimer, principalmente porque a populagéo
idosa de 85 anos ou mais tera aumentado para 7 milhdes (HERBERT et al., 2013).
Como a doenca € considerada multifatorial, entdo acumulos de fatores ambientais,
fisiolégicos e genéticos sdo investigados para compreender o desenvolvimento e
progressao da DA.

O nosso trabalho verificou um aumento significativo do alelo E4 (APOE) em
pacientes com DA esporadica. Esse resultado corrobora com estudos em que o fator
de risco genético mais aceito € a presenca do alelo E4 da apolipoproteina E
(STRITTMATTER et al., 1993). Entretanto, sabidamente o alelo E4 ndo é necessario
e nem suficiente para causar DA, mas este interfere na antecipacdo e no
desenvolvimento da doenca (OJOPI et al., 2004). A partir destas informacdes, foi
possivel confirmar que as predicdes de risco realizadas em nosso trabalho,
confirmando que a presencga do alelo E4 aumenta o risco.

O desenvolvimento e a progresséao da doenca estéo ligados de alguma forma
com a regulacdo do metabolismo de colesterol (SATO; MORISHITA, 2015). Os
resultados encontrados verificaram a influéncia das variagbes dos genes ABCAL,
ABCA7 e ABCGL1 na DA, considerando o inicio da doenca, progressao, valores de
teste cognitivo (MEEM) e com tratamento de colesterol.

Sobre a predicao de risco foi possivel verificar como variaveis distintas podem
modificar as possibilidades de risco dentro de diferentes grupos. Isso péde ser
identificado quando verificados os fatores que poderiam influenciar na idade de inicio
da DA. Foi verificado 0 rs1800977 (ABCAL) e o0 rs3764650 (ABCA7) associados com
esta variavel dependente, porém a combinagdo de alelos pode levar a diferentes
riscos para a menor idade de inicio da DA.

O SNP rs2230806 (ABCA1) é também conhecido como R219K, pelas trocas
de aminoacidos na posi¢cao 219 da proteina. Essa variacdo pode interferir nos niveis
de colesterol do fluido cérebro-espinhal e assim interferindo no desenvolvimento da
DA (WOLLMER et al., 2003). Nosso estudo verificou que a presenca do alelo T € um

fator de risco, confirmado pela predicdo de risco para desenvolvimento da DA. Um



51

resultado similar a este foi encontrado por Sundar et al. (2007) onde esse alelo
(219K) esta associado com o risco da DA em mulheres.

As funcbes especificas da Abcal ainda ndo estdo bem definidas, sabe-se da
sua importancia e interferéncia no efluxo de colesterol, tanto cerebral quanto no
figado e intestino (LAWN et al., 2001; QUAZI; MOLDAY, 2011). Dentro do que ja foi
verificado, esta proteina transportadora esta ligada a expressdo de APOE no
cérebro (HIRSCH-REINSHAGEN et al., 2004; WAHRLE et al.,, 2004), e por
consequéncia ao processo de formacao de BA, assim influenciando no risco da DA
(HIRSCH-REINSHAGEN et al., 2009; SATO et al., 2015).

Essas interferéncias que ABCAL tem sobre apoE podem explicar o resultado
deste estudo onde a variacdo do rs1800977, pois esta na regiao 5’UTR do gene
podendo assim estar associada a regulcao da expressao deste dene. A ligagcdo com
a idade de inicio da DA, demonstrando-se como um fator de risco. Portanto, as
alteracbes na quantidade da proteina transportadora podem antecipar o acumulo
neurotéxico de BA.

Muitas das respostas sobre Abcal vieram de estudos in vitro. Em 2004 Liang
e colaboradores verificaram a partir de células de ratos que o receptor de retindide X
(RXR do inglés retinoid X receptor), um receptor nuclear que atua como fator de
transcricdo alterando a expressdo de genes responsivos ao acido retindico
(COELHO et al., 2003); aumenta claramente a expressdao de APOE e do
transportador de colesterol Abcal (LIANG et al., 2004). A partir de estudos neste
sentido, outros confirmaram estes resultados e ainda verificaram que a proteina
Abcgl também esta envolvida na expressdo de APOE (KARTEN et al., 2006;
BOEHM-CAGAN; MICHAELSON, 2014; JASMIN et al., 2014; TAl et al., 2014).

Perante as variacbes genotipicas dos SNPs do gene ABCG1l foram
verificados resultados significativos com a variagdo no teste cognitivo MEEM, o
tempo da DA e o nivel de progressdo. O gene ABCG1, juntamente com 0s genes
TOMM40, APOE e MEF2C foi associado, em uma meta-analise, com o declinio
cognitivo DA e outras deméncias em idade avancada (DAVIES et al., 2015). Uma
hipotese de como as alteracdes de ABCG1 podem interferir na cognicdo dos
pacientes, esta correlacionada a homeostase do colesterol cerebral, sendo uma
proteina responsavel por transportar colesterol (TANSLEY et al.,, 2007), o
desequilibrio desta pode ocasionar a producédo de BA e hiperfosforilacdo da proteina
Tau (REITZ., 2013; LIU; ZHANG, 2014; SATO; MORISHITA, 2015). Assim,
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interferindo nas sinapses neuronais e morte neuronal, explicando como o alelo A do
rs692383 possa desempenhar uma funcao protetiva atras de alteracdes derivadas
de splicing alternativo. Podendo ser confirmada segundo a predicdo de risco
envolvendo este SNP e os valores de MEEM.

Quanto ao resultado de tempo de doenca relacionado com a Abcgl, pode
estar associada a fungédo da proteina em transportar colesterol ligado ao HDL (high-
density lipoproteins) (WANG et al., 2004). A partir desta informacdo pode-se inferir
gue alteracbes na formacdo da proteina Abcgl podem levar ao descontrole dos
niveis de HDL livres elou cerebrais. Como reportado por Chistaiakov e
colaboradores que alteracdes desta proteina podem levar ao desenvolvimento de
doencas coronarianas, como aterosclerose, ou por outro lado ser considerada como
um fator protetivo (CHISTIAKQV et al., 2016). Portanto, a interferéncia dos genotipos
no tempo da DA, encontrada por nossos estudos associada com o genétipo A/A do
rs3827225, pode estar ligada ao desencadeamento de doencas diferentes das
neuronais, podendo levar o paciente a Obito por doencas secundarias a deméncia.
Além disso, as frequéncias do gendtipo A/A do rs3827225 quando avaliados pelo
nivel clinico da progressdo da DA, apartir do CDR, foram observadas a distribuicdo
no mesmo sentido que o tempo de diagndstico da DA, conforme era esperado.

A progressédo da DA também pode estar ligada com a Abcgl pelo descontrole
do colesterol cerebral, fazendo com que a doenga tenha um avango mais agressivo
dependendo da variante presente no gene. Essas informacdes podem ser
confirmadas por estudos que verificaram que o desequilibrio do colesterol altera o
acumulo de BA e emaranhados neurofibrilares, aumentando a neurotoxicidade e
perda sinaptica cerebral (SATO; MORISHITA, 2015).

Os resultados do nosso estudo para os SNPs do gene ABCA7 foram a
direcbes diferentes, mostrando que por mais que estejam em desequilibrio de
ligacdo os resultados do rs3764650 foram relacionados com a variagéo dos valores
de MEEM e da idade de inicio da doenga, enquanto que o rs2279796 foi associado
ao controle dos niveis de colesterol. E possivel justificar estes resultados a partir dos
achados ja descritos na literatura cientifica, os quais descrevem resultados
relacionados ao metabolismo de colesterol, resposta imune e fungbes sinapticas. A
expressdo do ABCA7 pode ser regulada por proteinas de ligacdo ao elemento
regulatorio de esterol (IWAMOTO et al., 2006), justificando o envolvimento da

proteina Abca7 com o efluxo de colesterol.
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As funcdes da Abca7 ainda ndo estdo muito claras, porém sabe-se que este
gene participa da formacdo do HDL, gera pequenas particulas de HDL pobres em
colesterol e fosfolipidios (ABE-DOHMAE et al., 2006). Assim, podemos concluir que
os resultados da regresséo onde ‘tratamento para colesterol’ e a ‘presenca do alelo
A no SNP rs2279796’ foram verificadas, se justifica porque de acordo com algumas
funcdes da proteina Abca7 ela estd envolvida no metabolismo lipidico, e se esta
estiver alterada, por exemplo, através de splicings alternativos que este SNP pode
ocasionar, podera interferir nos niveis de colesterol de cada individuo. Verificando
essa informacdo, Quazi e Molday publicaram em 2013 um estudo confirmando
bioguimicamente o transporte de fosfolipidios e colesterol através das proteinas
Abcal, Abca7 e Abcad4 (selecionadas por ter certa homologia entre elas)
influenciando no efluxo de colesterol (QUAZI; MOLDAY, 2013).

Na DA, o gene ABCA7 tem sido citado por diversos estudos nos ultimos anos
(ALLEN et al., 2012; KARCH et al., 2012; RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2013).
Em estudo com ratos pode-se verificar que a parte do cérebro onde ha uma grande
expressao de ABCA7 € no hipocampo (KIM et al., 2005), assim podemos entender o
envolvimento desta proteina na DA, pois € a regido cerebral primeiramente atingida.
Também foi verificado que o aumento na expressdo do ABCA7 diminui o risco da
DA, enquanto que o SNP rs3764650T interfere aumentando a expressdo do gene
(VASQUEZ et al., 2013). Em 2015 Satoh e colaboradores publicaram um estudo
onde observaram que a perda da funcdo do ABCA7 interfere na clivagem de APP e
aumenta a produgao de BA (SATOH et al., 2015). Outro trabalho com objetivo
similar, sugeriu que a haploinsuficiéncia no ABCA7 influencia na fisiopatologia da DA
(CUYVERS et al.,, 2015). Considerando estas informacdes podemos justificar os
nossos resultados em que ocorreram diferencas nos valores dos testes cognitivos
(MEEM) aplicados nos pacientes e a idade de inicio dos mesmos, baseados na
cascata amiléide.

Sobre a influéncia do gene ABCA7 no declinio cognitivo ha estudo que
corroboram os nossos achados. KARCH et al. (2012) verificaram a expressao de
genes associados a DA por estudos GWAS e encontraram trés deles (ABCA7, CD33
e CR1) correlacionados com o déficit cognitivo, sendo que o nivel de expressao de
ABCA7 estando elevado, aumenta o declinio cognitivo do paciente (KARCH et al.,
2012). Uma interacdo do rs3764650 e a presenca do alelo E4 do gene APOE foram
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relacionadas entre fatores cognitivos, sendo explicados pelas suas influéncias na via
de colesterol que leva ao desenvolvimento da DA (ENGELMAN et al., 2013).

Outra via de desenvolvimento da DA na qual ABCA7 esta envolvido € a do
sistema imune. Esta proteina pode ser citada como uma potenciadora fagocitaria,
facilitando a sinalizacdo celular (ZHAO et al., 2015), por tanto se os fagocitos nao
conseguem exercer a funcdo de limpar as células apoptéticas, pode induzir a
inflamacdo que é um forte agente patogénico na DA (FERREIRA et al., 2014;
VILLEGAS-LLERENA et al., 2016). Desta maneira, podemos elucidar os resultados
encontrados no nosso estudo em que o ABCA7 pode estar envolvido no
desenvolvimento da Doenca de Alzheimer, através da via de inflamacdes e néo
somente com o metabolismo de colesterol.

Além das formas citadas até o momento, ha também outra forma que o
desequilibrio do colesterol do cérebro vem sendo citado por estudos com lipidomas,
tendo como definicdo a caracterizacdo completa das moléculas lipidicas e das suas
funcdes bioldgicas no que diz respeito a expressdo de proteinas envolvidas no
metabolismo de lipidios, incluindo a regulacdo dos genes. Estes estudos d&ao grande
atencao a integridade das membranas lipidicas, onde o colesterol esta presente nas
estruturas dinamicas dos neurénios e células da glia (NAUDI et al., 2015). Podendo
interferir na liberacdo de ions necessarios para as sinapses, apoptoses e
neurogénese (PIOMELLI et al., 2007). Também s&o encontradas reducfes das
conversbes do colesterol para produtos de oxidacdo do colesterol e seu
subsequente transporte para fora do cérebro para a circulacdo através do Liquido
Cefalorraquidiano na AD e, portanto, causando uma falha na homeostase do
colesterol do cérebro em individuos afetados (XIANG et al., 2015).

A partir destas informacfes pode-se sugerir que as alteracdes nas proteinas
Abcal, Abca7 e Abcgl, por consequéncia das suas ligacdbes com o colesterol,
podem levar ao desequilibrio dos lipidomas. Assim levando a uma hipétese de que a
nao homeostase do colesterol cerebral pode interferir em vias diferentes do que a
deposicao de BA.

Portanto, no estudo que realizamos pode-se verificar que ha influéncia das
variagfes dos genes ABCA1, ABCA7 e ABCG1 na DA. Porém, apesar das hipoteses
mostrarem uma dire¢cdo de como estas diferencas podem agir no metabolismo do
colesterol, e por consequéncia no desenvolvimento e progressdo da DA, ainda sao

necessarios estudos que consigam identificar melhor as interferéncias patologicas
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destas proteinas, e se as proteinas transportadoras também nao podem interferir em
outras vias diferentes do metabolismo de colesterol ou ainda qual o nivel de

interacdo destas vias.
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8 CONCLUSOES

1. A presenca do alelo E4 (APOE) é significativamente maior em pacientes com a

Doenca de Alzheimer comparado com o grupo de controle idoso.

2. Os genotipos T/T+T/C do rs2230806 (ABCA1) estdo associados a DA quando

analisados em conjunto com o tratamento para colesterol.

3. A idade de inicio da DA obteve relacdo com dois SNPs, o rs1800977 do gene
ABCAL e o0 rs3764650 do ABCA7, e dependendo da combinacéo alélica podem ser

inferidos como fatores protetivos ou néo.

4. Avaliando os individuos que fazem ou ndo o tratamento para controle dos niveis
de colesterol o rs2279796 (ABCA7) com os gendtipos A/A + A/G estdo em

frequéncia maior em quem faz tratamento para colesterol.

5. Os valores elevados de MEEM em pacientes foram associados com o0 rs692383
(ABCGL1) tanto nas frequéncias alélicas quanto nas genotipicas na presenca do alelo
A, e confirmadas na regressdo. Outra associacdo com o SNP rs3764650 (ABCA7)
gue obteve frequéncia maior do gendtipo T/T nos pacientes com valor de MEEM
menor que 15 pontos.

6. O tempo da DA foi relacionada com o rs3827225 (ABCG1) mostrando que o
gendtipo A/A estd mais frequente em pacientes com tempo de diagnéstico menor
gue 3 anos e também em individuos com DA classificada como leve. Assim
mostrando que a presenca deste gendtipo estd ligado ao grupo primario de

pacientes.

7. As predicbes de risco possibilitaram verificar quais as variaveis podem ser
importantes para o prognostico do desenvolvimento e nas diferentes agressividades

das progressodes da DA.
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Msc. Daiane Priscila Simio-Silva

Dr. Maurs Piovezan

Centro Polit2cnico - Jardim das Amércas - Caixa Postal 19071 - CEP 81531-980 - Curitiba, Brasil
faf(+41) 33611587 [ 33611684 — Gx(+41) 33611793 — e-mad ppg-gen@ufpr.br



70

Ministério da Educacio UFPR
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA B iglc’:.g icas
SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS e s
DEPARTAMENTO DE GENETICA ‘o % -
PROGRAMA DE POS-GRADUACAD EM GENETICA o0® Trga® Tuga® e,

CARTA DE INFORMAGAO AO PACIENTE E IDOSO CONTROLE NO ESTUDO DOS
COMPONENTES GENETICOS DAS DEMENCIAS

Pesquisa:
ASSOCIACAO ENTRE VARIANTES DE GENES COMO BCHE, APOE, SLITRK3, NEPE
GENES DA FAMILIA MLR HUMANA E DEMENCIAS.

O presente trabalho tem por objetivo investigar os componentes genéticos das demeéncias na
tentativa de estabelecer ligagdes que possam ser utilizadas no diagnostico, prognostico e tratamento
dos individuos acometidos pelas Deméncias.

Pouco se conhece da genética das Deméncias para aplicacdo na pratica meédica, mas os
trabalhos cientificos sugerem que os componentes genéticos sdo fundamentais para o aparecimento
e desenvolvimento da doenca.

O matenal utilizado nesse estudo sera obtido através da simples e rapida coleta de 7ml de
sangue, dos pacientes com Deméncias e idosos sadios. A coleta de sangue sera realizada por
profissionais especializados, ficando o voluntario isento de qualquer risco grave, sendo submetido
apenas a coleta de sangue e uma rapida entrevista. O sangue coletado sera levado ao laboratorio
onde os materiais geneticos (DNARNA) e proteinas serdo retirados, estudados e comparados aos
de outros pacientes e idosos saudaveis.

Por fim a pesquisa em questio apresenta riscos minimos aos voluntarios. sendo o beneficio
dos voluntarios unicamente a confribuicio cientifica que possa surgir com os resultados da
pesquisa. no qual seu material foi fundamental para concretizacio. ndo havendo nenhum beneficio
de ordem financeira. O material poderi. no entanto, contribuir futuramente para a elaboracio de
novas formas de tratamento das deméncias.

O voluntario goza de total liberdade para se retirar do estudo a qualquer momento.
Informamos também que havera o armazenamento ¢ guarda do material genético e utilizacio deste
material para pesguisas cientificas futuras.

E de responsabilidade do pesquisador sempre resguardar e manter dados e informacdes dos
pacientes em sigilo absoluto. Os gastos relativos aos procedimentos laboratoriais serdo absorvidos
pelo orcamento da pesquisa sem qualgquer gasto por parte do paciente ou familiar. Colocamo-nos a

disposicio dos pacientes ou responsaveis para elucidar qualguer diovida relacionada a pesquisa.

Informacées: Daiane P. Simdo-Silva. email: dpscientist@gmail com; fone: (042) 90504008,

Centro Polit2cnico - Jardim das Ameéricas - Caixa Postzal 19071 - CEP 81531-980 - Curitiba, Brasil
fef(+41) 33611587 [ 33611684 — Gx (+41) 33611793 — e-mai ppg-gen@ufpr.br



Anexo 2 — Mini-Exame do Estado Mental (MEEM)

MINI-EXAME DO ESTADO MENTAL
(Folstein, Folstein & McHugh, 1.975)

Paciente:

Data da Avaliagdo: / / Avaliador:

ORIENTACAO

¢ Dicrda sem@na (1 DORIO) o i sw mines ses s s 5508 C8F 000 00 % RS 5@ 558 & a6 « )
e DIA Ao mMES (1 PONTO) vttt « )
o MES (] PBONTOY «.mwns e e s o sisss w58 5 ¥ as8 DEEEGTE B06T B8 § ST00T 0 17 TO e )
8 ARSI -EIOTHRY i5.asimmwents s a0 w1l e o Wb v G Aol sisd oinm £adi S & e « )
¢ Hora aprodimeda:(l Ponlte) « cumesssus soe i snd £ERa0% 37005 9508 3o b a6 Bo81@is « )
¢ Local especifico (aposento ou setor) (T ponto) .......cvvvviiiii i, « )
« Instituicdo (residéncia, hospital, clinica) (1 ponto) ......... .ot « )
s Ballmo ol rua proXime (1 pOnte): «sswss sage s s £aw 8% wah § 900 306 b 80 & 8% § e « )
S CIAAEAE {1 DOITID)E i rermm seswssnisr wonmn e 1vssse so4econ wass ol s376000565 w6 (oo 3108e) 479138 36 sl oneiers « )
¢ ESIAAE (1 BORIO)  vms 5w 550 e y@m o33 00us 550 {500 URsis Bevs 5 SRy SR a6 005 « )

MEMORIA IMEDIATA

* Fale 3 palavras ndo relacionadas. Posteriormente
pergunte ao paciente pelas 3 palavras. Dé 1 ponto
para:cadel raspOSIal COMETE .« 564 4 i s aws i Bea s $id e @d Lolw pnh @asims « )
Depois repita as palavras e certifique-se de que o paciente as aprendeu, pois mais
adiante vocé ird perguntd-las novamente.

ATENCAO E CALCULO
¢ (100 - 7) sucessivos, 5 vezes sucessivamente
(1 ponto para:cAdOCACUIS:COMBIO) v suw v s sin wsw s opas wiwin € soks, winiwm o v « )
(alternativamente, solefrar MUNDO de tras para frente)
EVOCACAO
¢ Pergunte pelas 3 palavras ditas anteriormente
(1 pORIO POF DAIOVES), w6 vom s e vo505 Ta eS8 B SR TEE LIPS TORGTE B 15 ¢ )
LINGUAGEM
 Nomear um reldégio e uma caneta (2 pontos) v v C )
* Repetir "nem aqui, nem ali, nem &) (T ponto) ..., C )
* Comando: "pegue este papel com a mao direita
dobre do meio e cologueno hAoi( 3 PIOS) v v en vovs wosas o viasen ¢ )
s Ler e obedecer: "feche os olhos" (1 pontO) . ... i C )
o Escrever uma fraseill POMIO) v svis s s s sy 50 60 008 € xieee & 3008 035 &0 ¢ )
¢ CODIET I Jesentic (1l DOMTOY; wi weu s L aiis cnmaeing 18 e sse 58 § o9 v a8 C )

ESCORE: ( /30)
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TABELA 1: COMPARACOES DAS FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DOS SNPs ENTRE
PACIENTES DO INC (INSTITUTO DE NEUROLOGIA DE CURITIBA) E HC (HOSPITAL DE

CLINICAS).
rs1800977 rs2230806
Genotipo Gen6tipo
< GG 411 39,8 CIC 44,4 47,9
é GIA 479 49,6 p=0.9754 | C/IT 48,6 44,5 p=0.8608
AIA 11 10,6 TIT 7 7,6
Alelo Alelo
G 65,1 64,6 0= 0.9306 C 68,7 70,2 0= 0.7702
A 34,9 35,4 T 31,3 29,8
rs2279796 rs3764650
Gendtipo Gendtipo
% GIG 206 29,6 TIT 785 77,1
é AIG 47,9 44,8 p=0.3472 | TIG 20 21,1 p=0.9729
AIA 315 25,6 GIG 15 1,8
Alelo Alelo
G 44,5 52 0= 0.1500 T 88,5 87,6 0= 0.8145
A 55,5 48 G 11,5 12,4
rs692383 rs3827225
Gendtipo Gendtipo
o AA 41,7 42,7 GIG 589 49,2
é AIG 43 43,6 p=0.9544 [G/A 315 43,4 p=0.2517
G/IG 153 13,7 AIA 96 7.4
Alelo Alelo
A 63,2 64,5 0= 0.7927 G 74,7 70,9
G 36,8 35,5 A 25,3 29,1 p= 0.4224
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TABELA 2: COMPARAQOES DAS FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DOS SNPS ENTRE
INDIVIDUOS QUE NAO REALIZAM TRATAMENTO PARA CONTROLE DOS NIVEIS DE
COLESTEROL (COL 0) E OS QUE FAZEM TRATAMENTO PARA O COLESTEROL (COL 1).

rs1800977 rs2230806
f}g' 105;{0 (r:]‘i' L2 Col0XCol1 (r:]‘i' 105? (r:]‘i' L% Col0XCol 1
Gendtipo Gen6tipo
< GIG 407 435 C/IC 50,0 46,9
ﬁé G/IA 51,6 44,3 p=0,3343 C/IT 403 451 p =0,6967
AA 77 12,2 T 97 8,0
Alelo Alelo
G 66,5 65,7 0= 0.8461 C 70,1 69,5 0 = 08604
A 33,5 34,3 T 29,9 30,5
rs2279796 rs3764650
?12' 105(? (;‘i' 11107@ Col 0 X Col 1 (;‘i' 103%’ Cr?:' 37% Col 0 X Col 1
Genétipo Genébtipo
% GIG 303 20,5 T 791 75,3
é AIG 445 52,1 p=0,1836 TIG 20,1 21,6 p =0,3758
AIA 2572 27,4 G/IG 08 31
Alelo Alelo
G 52,6 46,6 0= 0,1659 T 89,2 86,1 0= 0,3142
A 47,4 53,4 G 10,8 13,9
rs692383 rs3827225
?li' 1052{’ ?\2' 111(? Col 0 X Col 1 f\i' 105%’ f\i' 111(? Col 0 X Col 1
Genétipo Genétipo
o AA 396 43,2 G/IG 50,0 58,5
§ AIG 46,8 42,4 p=0,7689 GIA 422 35,6 p=0,3738
GIG 13,6 14,4 AA 78 5,9
Alelo Alelo
A 63,0 64,4 0=0733 G 71,1 76,3 0= 01767
G 37,0 35,6 A 28,9 23,7




