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RESUMO

Deméncia ou Transtorno Neurocognitivo Maior, pode ser definido como uma
sindrome caracterizada por declinio progressivo de uma ou mais funcdes
cognitivas, de tal forma que possa interferir no desempenho social ou
ocupacional diario do individuo. Um estagio pré deméncia denominado
Comprometimento Cognitivo Leve ndo preenche os critérios para deméncia
mas apresenta dominios cognitivos afetados n&o caracteristicos do
envelhecimento normal. A butirilcolinesterase (BChE), codificada pelo gene
BCHE, é uma enzima que hidrolisa ésteres de colina, inclusive a acetilcolina.
Dessa forma, variantes do gene BCHE, que podem afetar a atividade da BChE,
sdo importantes na investigacdo de doencas com déficit colinérgico. O alelo e4
do gene APOE é considerado o maior fator de risco para a doenca de
Alzheimer (DA) esporadica e, considerando que 10-15% dos pacientes
com Comprometimento Cognitivo Leve progridem para DA, torna-se
importante a avaliacdo deste alelo em estados pré deméncia. O objetivo
inicial desta tese foi avaliar a atividade da BChE, assim como as variantes
BCHE K, BCHE -116A e APOE 4 em Deméncia com Corpos de Lewy, em
Deméncia Frontotemporal e no Coprometimento Cognitivo Leve. Em virtude
do reduzido ndmero de pacientes com Deméncia Frontotemporal, estes
foram excluidos das analises, sendo esta doenca incluida no presente
estudo por meio da publicacdo de uma revisdo dos principais genes e proteinas
associados a Deméncia Frontotemporal tau-positiva. Todos 0s pacientes e
controles foram genotipados por ensaio de discriminacdo alélica Tag-Man e a
atividade da BChE foi medida por espectrofotometro de microplaca TECAN. Foi
verificada uma atividade da BChE significativamente reduzida em pacientes
com Deméncia com Corpos de Lewy quando comparados a Alzheimer e ao
grupo Controle, independente das variantes K e -116A. J4 para o
Comprometimento Cognitivo Leve, verificamos uma atividade menor da BChE
influenciada pela variante -116A em mulheres e uma frequéncia maior do alelo
ed. Esses resultados reforcam a importancia da Butirilcolinesterase em
doencas que afetam a cogni¢do, apontando um caminho para o uso da BChE
e/lou suas variantes como marcadores de diagnéstico diferencial ou como

marcadores prognosticos.



Palavras-Chave: Butirilcolinesterase, BCHE K, BCHE -116A, Comrometimento
Cognitivo Leve, Deméncia com Corpos de Lewy.

ABSTRACT

Dementia or Major Neurocognitive Disorder, can be defined as a syndrome
characterized by progressive decline of one or more cognitive functions
interfering with daily functioning. A pre-dementia stage called Mild Cognitive
Impairment does not meet the criteria for dementia but has affected cognitive
domains not characteristic of normal aging. Butyrylcholinesterase is an enzyme
encoded by the BChE gene responsible for the hydrolysis of acetylcholine,
thereby research of variants of this gene are important in diseases with
cholinergic deficit. The APOE 4 alelle is considered the greatest risk factor for
sporadic Alzheimer's disease (AD), considering that 10-15% of patients with
mild cognitive impairment progress to AD, it is important to evaluation of this
allele in states pre dementia. The aim of this study was to evaluate the
Butyrylcholinesterase activity, as well as BCHE K, BCHE -116A and APOE4
variants in Dementia with Lewy Bodies, Frontotemporal dementia and Mild
Cognitive Impairment. Because of small number of patients with Frontotemporal
Dementia, these were excluded from the analysis, and this disease included in
this study through the publication of a review of the mean genes and proteins
associated with tau-positive frontotemporal dementia. All patients and controls
were genotyped for allelic discrimination assay Tag-Man and the BChE activity
was measured by spectrophotometer microplate TECAN. We found lower
plasma BChE activity in patients with Dementia with Lewy Bodies compared to
elderly controls and to Alzheimer’s disease independent of the presence of K or
-116A variants. For Mild Cognitive Impairment, there was less BChE activity
influenced by variant -116A and a higher frequency APOE e4 allele, both in
women with  MCI. These results reinforce the importance of
butyrylcholinesterase and its relation to diseases that affect cognition and
instigates further study for possible use of BChE activity as a prognosis or

differential marker.

Keywords: Butyrylcholinesterase, BCHE K, -116A, Mild Cognitive Impairment,
Dementia with Lewy Bodies.



1. INTRODUCAO

As deméncias podem ser classificadas em duas categorias: degenerativas
e ndo degenerativas. As deméncias ndo degenerativas sao decorrentes de
acidentes vasculares (como a Deméncia Vascular), processos infecciosos,
traumatismos, deficiéncias nutricionais, tumores, dentre outras patologias. Ja
as deméncias degenerativas tém origem predominantemente cortical como a
Doenca de Alzheimer (DA), Deméncia por Corpos de Lewy (DCL), Deméncia
Frontotemporal (DFT) e um estado de pré-deméncia denominado de
Comprometimento Cognitivo Leve (CCL). A Butirilcolinesterase (BChE) € uma
enzima multifuncional que catalisa a hidrélise de ésteres de colina endogena,
como a acetilcolina. A BChE também atua como um substituto da
Acetilcolinesterase (AChE), mantendo e regulando a transmissdo colinérgica
guando esta enzima esta ausente ou com sua atividade comprometida. No
cérebro humano, a BChE é expressa em um numero elevado de areas
neuronais de fungdes cognitivas, o que indica que a BChE pode ter um papel
importante nas fun¢des dos circuitos talamo-corticais e, portanto, na cognicao.
Com o aumento da expectativa de vida, o envelhecimento populacional tornou-
se fato, trazendo consigo uma maior prevaléncia de doencas cronico-
degenerativas, acometendo parte da populacdo pré-senil e senil de todo o
mundo. Desse modo, é de extrema importancia conhecer melhor essas
patologias, no sentido de buscar novas formas de tratamento ja que as
deméncias ndo dispdbem de uma terapéutica de cura. Sabe-se que o
diagnéstico definitivo da maioria das sindromes demenciais depende do exame
neuropatol6gico, por isso a importancia de estudos com a biologia e genética
molecular que fornecem novas perspectivas para o diagndstico diferencial e
precoce das deméncias. O alelo e4 do gene APOE é considerado o maior fator
de risco para a doenca de Alzheimer esporadica e ainda se estima que 10-15%
dos pacientes com CCL progridem para DA, assim justifica-se a avaliacédo
deste alelo no Comprometimento Cognitivo Leve a fim de averigar sua possivel
participagdo como um alelo prognostico. Variantes do gene BCHE tem sido

associadas a alteracdes na atividade enzimatica da Butirilcolinesterase. Sendo



esta enzima responsavel pela hidrolise de acetilcolina, avaliar sua atividade se
torna importante na Deméncia com Corpos de Lewy, na Deméncia
Frontotemporal e no Comprometimento Cognitivo Leve, pois estas condi¢cdes

apresentam déficit colinérgico.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. DEMENCIA: DEFINICAO

Segundo o Manual Diagnéstico e Estatistica dos Transtornos Mentais 52.
Edicdo (DSM-V — Associagdo Americana de Psiquiatria, 2013) os critérios para
o diagnéstico de Transtornos Neurocogniticos sdo baseados na evidéncia de
declinio de uma ou mais areas de dominio cognitivo relatado e documentado
através de testes padronizados, causando prejuizo na independéncia do
individuo para as suas atividades da vida diaria.

O diagnostico sindrédmico de deméncia esta diretamente associado a
avaliacao cognitiva e funcional do individuo, com constatacédo da deterioracéo
ou declinio cognitivo em relacdo a condicao prévia do individuo (Abreu 2005).
Para analise cognitiva global, o Mini Mental State Examination € o teste
recomendado (Apéndice 1), tendo importante papel quanto ao rastreamento.
Avaliacbes mais especificas das funcdes cognitivas podem ser obtidas
mediante testes breves, de facil e rapida aplicacdo pelo clinico, como os de
memoéria (evocacao tardia de listas de palavras ou de figuras, por exemplo), os
de fluéncia verbal (niumero de animais listados em um minuto) e o desenho do
relégio. Para avaliacdo funcional recomenda-se o questionério de Pfeffer
(Apéndice 2). Um exame neurolégico minucioso, aliado a exames laboratoriais
e de neuroimagem, complementam a avaliacéo clinica inicial (Fornari 2010).

Exames laboratoriais realizados s&o geralmente os seguintes: hemograma
completo; concentracdo sérica de ureia; creatinina; tirotoxina (T4) livre;
horménio tireoideo-estimulante (TSH); albumina; enzimas hepaticas (TGO,
TGP, Gama- GT); vitamina B12 e calcio; reacdes soroldgicas para sifilis e HIV.

O exame LCR (liquor céfalo-raquidiano), a tomografia computadorizada
(TC), ou preferencialmente a Ressonancia Magnética (RM), deve ser realizada



com a finalidade de excluir outras possibilidades diagnésticas. O SPECT
(Tomografia computadorizada por Emissdo de Foéton Unico) ndo é
recomendado rotineiramente, mas pode auxiliar no diagnéstico de outras
deméncias, em especial as de forma degenerativa, como Doenca de
Alzheimer, Deméncia Frontotemporal e Deméncia por corpos de Lewy
(Radanovick 2015, Araugjo 2010).

2.2. NEUROANATOMIA FUNCIONAL

Para o estudo dos comprometimentos cognitivos julga-se importante um
conhecimento basico anatémico e fisioldgico do sistema nervoso central para
uma melhor compreensao dos sintomas ocasionados pelo declinio cognitivo. O
encéfalo consiste de grandes regifes, cada uma responséavel por algumas das
atividades vitais. Estas incluem o cerebelo, tronco encefélico, télencéfalo e
diencéfalo, sendo este ultimo o que cosntitui o0 sistema limbico, responséavel
pelas emocdes e comportamentos sociais e ainda por abrigar o Hipocampo,
responsavel pela memoaria. (Engelhardt 2009). O cortex cerebral € a parte mais
desenvolvida do cérebro humano e é constituido pelo telencéfalo, responséavel
pelos pensamentos, fungdes cognitivas, processos de percepcédo e a
capacidade de produzir e entender a linguagem. O coértex cerebral pode ser
dividido em areas que tém funcdo especifica, por exemplo, existem areas
envolvidas nos processos de visdo, audicao, tato, movimentos e olfato. Outras
areas sao responsaveis pelo pensamento e raciocinio. O cortex cerebral
também pode ser subdividido em quatro principais setores ou lobos (Figural):
lobos frontal; parietal; temporal e occipital. Apesar de haver alguma
sobreposicdo de funcdes entre os lobos, cada um é conhecido por uma ou
duas funcgbes especificas. O lobo frontal abriga a area motora (responséavel
pelas instrucbes nos movimentos), responsavel pelo planejamento e execucao
dos atos motores voluntarios. A area responsavel pela producao da fala esta
localizada no giro frontal inferior, no hemisfério que € dominante para a
linguagem (quase sempre o hemisfério esquerdo). As faculdades de
planejamento, representagdo mental do mundo externo, comportamento

emocional e personalidade também sao atribuidas aos lobos frontais. O lobo



parietal esta envolvido no processamento dos sinais que vém das sensacdes.
A informacdo visual oriunda do lobo occipital atinge o coértex parietal de
associacdo e também o lobo frontal e ela auxilia na orientacdo visual dos
movimentos voluntarios. Lobos occipitais sdo especializados nos processos da
visdo. Os campos oculares occipitais afetam os movimentos dos olhos,
controlando os movimentos convergentes, constricdo e acomodacao pupilares.
Lobos temporais estédo relacionados a memoria, a audicdo, ao processamento
e percepcao de informacdes sonoras e a capacidade de entender a linguagem.
Esse lobo também esta relacionado ao processamento visual de ordem

superior (Moore 2011, Berne 2000, Ackerman 1992).

FIGURA 1 - Subdivisado do cértex cerebral. FONTE: http://www.appsychology.com

2.3. DEMENCIA FRONTO TEMPORAL (DFT)

A DFT é uma sindrome neuropsicolégica marcada por disfuncdo dos lobos
frontal e temporal (Aratjo 2010, Neto 2005), geralmente associada a atrofia
dessas estruturas e relativa preservacao das regibes cerebrais posteriores
(Fornari 2010). Clinicamente, manifesta-se relativamente cedo (por volta dos 57
anos ou menos) com igual incidéncia entre homens e mulheres, sendo rara

depois dos 75 anos (Araujo 2010).


http://www.appsychology.com/

A DFT tem inicio insidioso e carater progressivo, com um discreto
comprometimento da memoria episodica, mas com importantes alteracdes
comportamentais, de personalidade e alteracdes na linguagem. As alteracoes
comportamentais podem ser isolamento social, apatia, perda de critica,
desinibicdo, impulsividade, irritabilidade, inflexibilidade mental, sinais de
hiperoralidade, descuido da higiene pessoal, sintomas depressivos,
estereotipias motoras, exploragcdo incontida de objetos no ambiente,
distrabilidade (Josviak 2015, Araujo 2010).

O lobo pré-frontal pode dividir-se em trés areas diferentes: orbitobasal ou
ventromedial; médio ou dorso-lateral. A lesdo em cada uma das areas provoca
manifestacdes clinicas diferentes. Quando a DFT atinge area orbitobasal gera
desinibicdo, condutas anti sociais, comportamentos estereotipados e
hiperatividade sexual. Estes pacientes tém falhas especificas no inicio da
doencga, sobretudo na tomada de decisdo, havendo uma demora para tomar
decisdes.

Se a disfuncédo predomina na regido medial havera apatia e a reducdo da
fluéncia verbal serd evidenciada quando houver lesbes nas é&reas dorso-
laterais.

Assim, ha trés fendtipos clinicos distintos para a DFT. A forma de
apresentacdo mais comum € a DFT comportamental (variante frontal), a qual
se caracteriza por progressivas mudangcas comportamentais e de
personalidade que incluem comportamento social anormal, padrédo de
alimentacdo néo usual e comportamentos ritualizados. Ao contrario da doenca
de Alzheimer, tais sintomas surgem precocemente, a despeito de testes
cognitivos normais ou minimamente anormais ao inicio. A segunda variante da
DFT manifesta-se sob a forma de uma afasia de fluéncia em estégios iniciais,
havendo dificuldade para encontrar a palavra certa, porém a compreensao de
seu significado encontra-se preservada. O comportamento e a interacéo social
estdo frequentemente inalterados até estagios tardios da doenca, quando o
paciente torna-se mudo, esta variante da DFT também pode ser chamada de
Afasia Progressiva ndo Fluente. A terceira forma de apresentacao é conhecida
como variante temporal da DFT ou deméncia semantica. Caracteristicamente

manifesta-se sob a forma de uma afasia progressiva, havendo dificuldade para



nomear objetos e compreender palavras (0 que reflete a predominancia de
disfuncdo no lobo temporal esquerdo), além de reconhecer objetos e faces
(refletindo uma disfuncdo temporal direita). Na deméncia semantica, as
alteracdes comportamentais apresentam-se de forma muito semelhante as
alteragOes da DFT variante frontal, em contrapartida, na afasia progressiva nao
fluente as alteracbes de comportamento quase sempre estdo ausentes nos
estagios iniciais da doenca, podendo aparecer mais tardiamente (Josviak 2015,
Fornari 2010, Neto 2005, Araujo 2010).

2.4. DEMENCIA COM CORPOS DE LEWY (DCL)

A deméncia com corpos de Lewy (DCL) acomete cerca de 20% dos
pacientes com deméncia. Clinicamente, a DCL manifesta-se através de uma
sindrome demencial gradualmente progressiva, onde ocorrem: 1) flutuacfes da
funcdo cognitiva em questdo de minutos ou horas; 2) alucinacdes visuais
vividas, persistentes e recorrentes; 3) parkinsonismo. Dentre as manifestacdes
citadas, pelo menos duas devem ocorrer para haver o doagndstico provavel da
DCL. A memoéria permanece preservada nas fases iniciais, sendo mais
prejudicadas as habilidades visuo-espaciais, a atencao e a funcdo executiva.
Podem-se adicionar ao quadro clinico quedas de repeticdo, desmaios,
sensibilidade, delirios, depressdo e disfuncbes comportamentais do sono
(Walker 2012, Zupancic 2011, Aarsland 2008, Rahkonen 2003, Tastsch 2002,
Caramelli 2002, McKeith 2000).

A Deméncia por corpos de Lewy pode ser confundida a Parkinson, se os
sinais de deméncia precedem o parkinsonismo em aproximadamente um ano,
o DCL é o diagnostico mais provavel. Em contrapartida, caso o parkinsonismo
preceda a sindrome demencial em mais de um ano, a doenca de Parkinson
passa a ser o foco das aten¢des (Fornari 2010; Araudjo 2010, Neto 2005).

A DCL caracteriza-se por inclusdes citoplasmaticas da proteina alfa-
sinucleina (corpos de Lewy - CL), a qual se deposita em neurdnios corticais e
do tronco encefélico (Fornari 2010). Os corpos de Lewy consistem em

agregados de determinadas proteinas, como proteinas neurofilamentares,



ubiquitina e, principalmente, alfa-sinucleina (Teixeira 2004). No entanto, podem
ocorrer outros eventos patologicos relacionados a doenca de Alzheimer, como
as placas senis e uma menor extensdo de emaranhados neurofibrilares (Araujo
2010).

DCL apresenta extenso déficit na neurotransmissdo colinérgica. A atividade
colinérgica neocortical desses pacientes é mais gravemente comprometida do
gue nos pacientes com DA, o0 que pode estar associado a presenca das
alucinaces visuais e a gravidade global do déficit cognitivo. Medicacdes que
aumentem a funcao colinérgica central parecem ser alternativas no tratamento
desses pacientes (Perry 2009, Shimada 2009, Tatsch 2002).

Muitos casos de DCL apresentam alteracGes patoldgicas tipicas de DA.
Demonstrou-se que a quantidade de placas senis encontradas no neocortex de
pacientes com DCL se assemelha a encontrada em DA. Em comparagdo com
pacientes com DA pura, os exames de imagem com ressonancia magnética
dos pacientes com DCL mostram formac&o hipocampal relativamente intacta
(Forstl 1999). A presenca de emaranhados neurofibrilares na regido neocortical
de pacientes com DCL é infrequente e largamente confinada ao lobo temporal.
E uma das principais distingbes entre DCL e DA. Dependendo do critério
diagnéstico usado, os casos de DCL podem ser classificados como DA, se for
considerado apenas as placas senis, ou nao, se forem também incluidos os
emaranhados (Tatsch 2002).

Caracteristicamente, a DCL é uma deméncia que, por definicdo, exige a
presenca de declinio cognitivo suficiente para interferir no funcionamento sdcio-
ocupacional do individuo, marcada pela presenca de parkinsonismo
espontaneo, alucinagbes visuais recorrentes e flutuacdo das funcoes
cognitivas. Rigidez e bradicinesia sdo o0s sinais parkinsonianos mais
freqUentes, sendo incomum a ocorréncia de tremor de repouso, sobretudo nos
pacientes mais idosos. Esses sinais estdo presentes em 25 a 50% dos casos
com DCL inicial, manifestando-se na grande maioria com a evolucdo da
doenca (Mckeith 2000). As alucina¢fes visuais tendem a ser complexas e
detalhadas, envolvendo, por exemplo, figuras humanas ou objetos animados.
Os pacientes com alucinagdes visuais tendem a apresentar maior quantidade

de corpos de Lewy em estruturas temporais, como o giro parahipocampal e a



amigdala (Harding 2002). Postula-se também que as alucinacbes estejam
associadas a déficits corticais mais significativos de acetilcolina, o que tém
implicacdes terapéuticas na DCL (Teixeira 2004).

Em relacado a flutuacédo cognitiva, podem-se observar episodios recorrentes
de delirium, com interferéncia no estado de consciéncia e de atengdo sem
causa aparente. Esses episodios tém duragdo variavel de horas a dias. Os
déficits de atencdo e visuo-espaciais tendem a ser bastante pronunciados,
podendo haver relativa preservacdo da memoria e da linguagem nos casos
iniciais (Horimoto 2003).

Comparativamente a pacientes com DA, os pacientes com DCL tém melhor
rendimento em tarefas de memdria verbal e pior em tarefas de habilidades
visuo-espaciais. No Mini Exame do Estado Mental, por exemplo, a
incapacidade de copiar os pentagonos é mais sugestiva de DCL que DA (Ala
2001). Na DCL as alteracbes de memoria sao principalmente de evocacao e
menos de aquisicdo ou de consolidacdo como ocorre na DA, sugerindo
comprometimento preferencial de vias subcorticais envolvendo os nucleos da
base (Teixeira 2004). Assim, a DCL exibe perfil misto de alteracbes
neuropsicoldgicas corticais e subcorticais, o que reflete a natureza do processo
patolégico. Outros sinais que sugerem o diagndstico de DCL incluem a grande
sensibilidade ao uso de neurolépticos, podendo ocorrer quadros graves de
parkinsonismo e mesmo sindrome neuroléptica maligna, e a ocorréncia de
guedas repetidas. Esta pode relacionar-se tanto a instabilidade postural, que
acompanha o parkinsonismo, como a susceptibilidade a sincopes e outras
alteracbes autondmicas também presentes na DCL. Distlrbios do sono séo
também frequentes na DCL.

Em suma, duas das seguintes caracteristicas centrais sdo necessarias para
o diagndstico de DCL provavel e uma para o diagnostico de DCL possivel: a)
cognicao flutuante com oscilagcdes marcantes da atencéo e do estado de alerta;
b) alucinacbes visuais recorrentes que sao tipicamente bem formadas e

detalhadas; c) sinais de parkinsonismo espontaneo (Teixeira 2004).



2.5. COMPROMETIMENTO COGNITIVO LEVE (CCL)

No periodo de envelhecimento € normal que ocorram mudancas nos
desempenhos cognitivos, porém, quando ha um comprometimento cognitivo
maior do que o esperado para a faixa etaria e escolaridade do individuo, ainda
sem comprometer o desenvolvimento de vida social diéria do individuo, trata-se
de um quadro de Comprometimento Cognitivo Leve (CCL). Pessoas com CCL
podem permanecer estaveis ou voltar a normalidade ao longo do tempo, porém
mais da metade progride para alguma forma de deméncia no periodo de cinco
anos (Gauthier 2006, Rabelo 2009) e cerca e 10-15% progridem para
Alzheimer em 1 ano enquanto que a taxa de progressao de individuos sadios
para Alzheimer ndo passa de 2% ao ano (Radanovick 2015, Petersen 2001,
Petersen 1999).

Estudos epidemioldgicos para CCL sdo escassos, a prevaléncia geral na
populacéo idosa de 80-90 anos de idade varia de 15-20% e pode chegar a 40%
apos os 90 anos (Rabelo 2009, Lopez 2003), sendo a forma amnésica a mais
prevalente (Petersen 2010). No Brasil, Chaves 2009 encontrou uma incidéncia
de 13 individuos por 1000 idosos.

O CCL se caracteriza pela queixa de memoria, corroborada por um familiar
e pelo comprometimento da memoria apresentado pelos testes
neuropsicoldgicos de rastreio, como o MEEM (Mini Exame de Estado Mental —
Apendice 1). A perda de memaria episddica € maior que a esperada, mas nao
preenche os critérios aceitos para a deméncia (DSM-V). Embora ocorra
comprometimento leve da funcdo cognitiva, as atividades da vida diaria
permanecem intactas. Desse modo, o CCL é uma condicdo intermediaria entre
envelhecimento normal e a deméncia, sendo um fator de risco para o
desenvolvimento da segunda.

As queixas de memoria constantemente estdo associadas ao declinio em
outras fungdes cognitivas. Desse modo, é possivel classificar o CCL em varios
subtipos tais como o amnéstico, de mdultiplos dominios (linguagem, funcdes
executivas, habilidades visuoespaciais com ou sem alteracdo da memoaria) e de
um unico dominio que ndo a memoria. As etiologias podem ser variadas, sendo

gue o do subtipo amnésico, especialmente quando compromete outras funcdes
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cognitivas, tem grande chance de evoluir para a doenca de Alzheimer,
enguanto que o subtipo sem alteracdo de memdria tem maior chance de
progredir para outros tipos de deméncia (Radanovick 2015, Winblad 2004,
Petersen, 1999).

2.6. BURITILCOLINESTERASE HUMANA

A BChE é codificada pelo gene BCHE (3g26.1-926.2) que é formado por
guatro éxons, com 2.444 pb e trés introns, com 62.115 pb. A proteina madura
com 574 aminoéacidos corresponde a traducdo de 1.722 pb. O exon 1 (149 pb)
contém sequencias ndo traduzidas. O exon 2 contém 83% da sequencia
codificadora da proteina madura, incluindo a extremidade N-terminal e a serina
do sitio ativo. O éxon 3 possui 167 pb. O exon 4 (604 pb) codifica para a
extremidade C-terminal da proteina e apresenta a regidao 3’ nao traduzida que
possui dois sinais de poliadenilagédo (Fonte: NCBI).

Mais de 65 variantes ja foram descritas para o gene BCHE (Souza 2005). A
variante K (A539T), resulta de um polimorfismo na posi¢do 1699 (rs1803274;
alelos, A/G) causada por uma mutacdo de ponto (exon 4) que substitui a
alanina (GCA) por treonina (ACA) na posicao 539, regido C-terminal da BChE
(Bartels 1992). A variante K foi associada a uma reducéo de cerca de 30% no
namero de moléculas circulantes que pode ser devida a menores niveis de
sintese ou a sua degradacdo acelerada (Rubinstein 1978), pois a mutacao
dista do centro catalitico da enzima. Estudos mais recentes segerem que nao
seria a variante K a responsavel pela diminuicdo na atividade enzimatica e sim
outra variante que estaria em desequilibrio de ligagdo, a variante -116 A
(rs1126680), com frequéncia descrita para a populagdo caucasiana entre 5,0-
9,3% (Simao-Silva 2013, Furtado-Alle 2008, Sherry 2001).

A BChE é uma colinesterase (ChEs) sintetizada no figado e amplamente
distribuida em diferentes tecidos humanos, incluindo o sangue e o cérebro
(Darvesh 1998, Dasvesh 2003, Wescoe 1947). Um ser humano adulto tem dez

vezes mais BChE do que AChE nos tecidos e a maior quantidade aparece no
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plasma e figado (Manoharan 2007, Lockridge 2015), sendo a BChE a principal
enzima de hidrélise de acetilcolina no plasma (Bono 2014, Lampo6n 2012).

Nos vertebrados as colinesterases s&do a butirilcolinesterase e a
acetilcolinesterase (AChE). Estas enzimas compartilham 54,45% de identidade
nucleotidica (Nunes 2007). Ambas apresentam inumeras funcdes fisioldgicas,
dependendo da sua localizagéo e tempo de expressao (Soreq 2001). Analises
filogenéticas indicam que estas duas enzimas surgiram a partir de um
precursor comum cuja funcdo era de hidrolisar a acetilcolina. Portanto, os
genes ACHE e BCHE surgiram por duplicacdo de genes ap0s o surgimento de
sistemas colinérgicos (Toutant 1989, Johnson 2012). Assim, BCHE parece ser
um bom exemplo de um gene que tenha sobrevivido por sub funcionalizacao,
pela proposta de que os dois genes dividem as funcbes do gene original
(Johnson 2012).

A atividade da acetilcolina no cérebro é terminada pela ag&o hidrolitica das
colinesterases (ChEs). Inibidores destas enzimas tém sido desenvolvidos para
aumentar a atividade de neurénios colinérgicos sobreviventes em pacientes
com DA (Lahiri 2003) e DCL. Cerca de 10-15% das células na amigdala e
hipocampo sédo reguladas pela BChE independentemente da AChE (Darvesh
1998). Na Doenca de Alzheimer ocorre reducdo da AChE em até 85% em
regides especificas do cérebro, enquanto os niveis de BChE aumentam de
acordo com a progressao da doenca (Perry 1978, Arendt 1992, Greig 2005,
Bono 2014).

A BChE é uma enzima multifuncional. E conhecido que a BChE catalisa a
hidrélise de ésteres de colina enddégena como a acetilcolina, propionilcolina e
preferencialmente a butirilcolina (Silver 1974), bem como o secretagogo do
hormonio de crescimento, a grelina (De Vriese 2004). A BChE também atua
como um substituto da AChE, mantendo e regulando a transmisséao colinérgica
guando esta enzima estd ausente ou com sua atividade comprometida (Li
2000).

No cérebro humano, a BChE é expressa em quantidade elevada em areas
neuronais de fungdes cognitivas (Darvesh 1998, Darvesh 2003). O que indica
gue a BChE pode ter um papel importante nas fun¢des dos circuitos talamo-

corticais e, portanto, na cogni¢ao (Steriade 1997, Manoharan 2006).
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2.7. APOLIPOPROTEINA E — APOE

A ApoE é uma glicoproteina polimérfica com importante papel na absorcao,
transporte e redistribuicdo de colesterol, que é necessario ao reparo e
manutenc&o do tecido nervoso (Mahley 2000). E sintetizada em varios 6rgéos,
principalmente no figado, pelas células hepaticas parenquimatosas e no
encéfalo pelos astrocitos, consistindo de uma das principais lipoproteinas do
sistema nervoso central (Mahley 1988, Mahley 1984, Boyle 1985). ApoE atua
como principal veiculo no transporte de lipidios e colesterol no fluido
cerebroespinal e intervém nos processos de regeneracdo do tecido nervoso, na
regulacdo imunoldgica e na modulacdo do crescimento e diferenciacao celular
(Siest 1995, Mahley 2000).

Os neurdnios possuem receptores para endocitose da ApoE e defeitos na
ApoE ou em seus receptores podem provocar o acumulo de lipoproteinas (Xu
1998). As funcbes de mediacdo, captacdo e redistribuicdo de colesterol dentro
do SNC, realizados por intermédio da ApoE, sdo importantes para plasticidade
cerebral. A plasticidade cerebral é a capacidade que o cérebro tem em se
remodelar em funcdo das experiéncias do sujeito, reformulando as suas
conexdes em funcdo das necessidades e dos fatores do meio ambiente
(Moestrup 1992, Rebeck 1993, Bu 1994).

O gene APOE possui trés alelos comuns (e2, e3 e e4) e produz trés
isoformas protéicas que diferem somente em dois residuos de aminoacido nas
posicOes 112 e 158 (Weisgraber 1981), sendo apoE2 (Cys112, Cys158), apoE3
(Cys112, Argl58) e apoE4 (Argl12 Argl58) (Mahley 1995) (Figura 2). Outras
variantes extremamentes raras da APOE séo a APOEel, APOEe5 e APOEe7.

O APOEe3 € o alelo com maior frequéncia (70-80%) em comparacdo com
15-20% para APOEe4 (Mahley 2006). Portadores do alelo APOEe4 em
homozigose tem um risco 10 vezes maior para manifestacdo da doenca de
Alzheimer (Corder 1993, Roses 1996), sendo este considerado o maior fator de
risco para Alzhiermer esporadico (Simao-Silva 2008, Vijayaghavan 2016).
Cerca de 40-65% dos pacientes DA tem pelo menos uma cépia do APOEe4
(Huang 2006).
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112

Residue: 158
APOE ApoE-2 GAC GTG JfrGEIGGC CGC CTG......... CTG CAG AAG CTG GCA

ApoE«3 GAC GTG a: GGC CGC CTG........CTG CAG AAG CTG GCA
Chr. 19g13.2

ApoE-0d GAC GTG JEGEIGGC COC CTG. ... .. CTG CAG AAG CTG GCA

APOE
APOCH

+300

600 491 AT" 427 TIC" 2189GT’ +1 L1306

= nNsE* JRuret* Il GC Box* i DRE?
== urea [l TATA Box IR EXON 1

199132

TRANSCRIPTION FACTORS
S: Sp1° B: BEF-19 A: AP-2° Z: Zic1/Zic2'

FIGURA 2 - Gene humano da apolipoproteina E. a e b: elementos regulatérios de transcricao; ¢
a f: fatores de transcricdo; * localizacdo dos polimorfismos do promotor. FONTE: Laws et al.
(2003
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Avaliar os polimorfismos BCHE K, -116A, APOEA4 e a atividade da BChE em
pacientes com Comprometimento Cognitivo Leve (CCL) e pacientes com

Deméncia com corpos de Lewy (DCL).
3.2. ESPECIFICOS

v' Genotipar as variantes K e -116A do gene BCHE em pacientes com CCL
e DCL, comparar com grupo Controle e verificar de existe associacao;

v' Genotipar a variante e4 do gene APOE em pacientes com CCL e DCL,
comparar com grupo Controle e verificar se existe associagao;

v' Medir a atividade da Butirilcolinesterase no soro de pacientes com CCL
e DCL,

v Verificar o efeito dos polimorfismos na atividade da BChE para CCL e
DCL

v Correlacionar a atividade da BChE com o Sexo.

v' Comparar a média da atividade da BChE em DCL versus a média da

atividade da BChE em Doenca de Alzheimer.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. AMOSTRAS E ORGANIZACAO DA PESQUISA

As amostras de Deméncia com Corpos de Lewy, Comprometimento
Cognitivo Leve e Doenca de Alzheimer foram constituidas através da coleta de
sangue de pacientes acompanhados pelo Ambulatério de Neurologia do
Hospital das Clinicas de Curitiba e do Instituto de Neurologia de Curitiba (INC).
Os pacientes eram diagnosticados segundo critérios utilizados na pratica
clinica por médicos neurologistas. Todos os individuos que aceitaram participar
voluntariamente da pesquisa assinaram uma carta de consentimento aprovada
pelo comité de ética. Pacientes com histéria de ma nutricdo, doenca hepatica,
cancer e obesidade foram excluidos do estudo. A amostra Controle foi
composta por idosos cognitivamente normais, podendo ser os cuidadores dos
proprios pacientes e/ou idosos atendidos pelo Centro Desportivo da UFPR, 0s
critérios de exclusdo foram: doencas do figado, ma nutricdo, céancer,
obesidade, historia e ou resultados de exames sugestivos de doenca
psiquiatrica ou neurologica. Todos os individuos, casos e controles, foram
submetidos a testes neuropsicolégicos de rastreio como o Mini Exame de
Estado Mental (MEEM) e Escala de Depressao Geriatrica (GDS).

Este trabalho foi um dos que iniciou a linha de pesquisa com deméncias

pelo Laboratorio de Polimorfismos e Ligacdo, sendo dividido em duas etapas:

a) Dois anos (rotineiramente de segunda a sexta) de acompanhamento no
Ambulatério de Neurologia do Hospital de Clinicas e no Instituto de
Neurologia de Curitiba, incluindo as seguintes atividades: esclarecimento
e convite para a pesquisa; preenchimento de uma ficha cadastral com os
dados clinicos revelantes, como IMC, cancer, doencas do figado, niveis
de vitamina B12 e depresséo; aplicacdo dos testes de rastreio e coleta
do sangue. No mesmo dia as amostras eram processadas para a
separacao do plasma e a extracdo do DNA era realizada semanalmente.

Os pacientes e controles recebiam um cédigo e todos os dados das
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fichas e testes de rastreio eram lancados em uma planilha de excel.
Essas dados ainda eram transcritos em cédigos (Ex. 1:sim; 2:ndo) para
as analises estatisticas.

b) Nos anos seguintes foram iniciadas as padronizacdes das técnicas de
genotipagem e medida da atividade enzimatica, um novo protocolo foi
desenvolvido e adaptado para o uso do Espectrofotometro de
microplaca TECAN até entdo nunca utilizado pelo laboratorio. Apos
padronizacdes, as genotipagens e medida da atividade foram iniciadas.
Nesse periodo verificou-se que a quantidade de amostras para a
Deméncia Fronto Temporal (prevista para ser analisada no projeto) foi
muito pequena (19), o que impossibilitou o estudo (levando-se ainda em
consideracao que esta deméncia se subdivide em 3 tipos distintos o N é
ainda menor). Mediante este fato, foi realizada uma Revisdo de
Literatura sobre a Genética da Demencia Fronto Temporal, ja publicada
na Revista Brasileira de Geriatria e Gerontologia (Capitulo 1). Por fim,
foram realizadas as analises estatisticas e dois manuscritos foram

elaborados para publicacao.

4.2. GENOTIPAGEM POR TAQ-MAN

O DNA total foi extraido a partir de amostras de sangue periférico por
método de Salting out (Lahiri 1991) e diluido para uma concentracéo final de 20
ng / mL. As genotipagens para as variantes e4, K (rs1803274) e -116A
(rs1126680) foram realizadas pelo aparelho ViiA 7 Real-Time PCR system da
Life technologies, localizado no Laboratério de Oncogenética do Departamento
de Genética da UFPR. As analises foram feitas com o software Viia 7 Real-
Time PCR System. Apés o término de cada corrida, os valores dos picos de
fluorescéncia para VIC e FAM foram anotados e transferidos para o Microsoft
Excel onde serdo gerados gréaficos que possibilitem a genotipagem visual para

cada amostra.
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4.3. MEDIDA DA ATIVIDADE DA BCHE

O método foi desenvolvido por Dietz et al. (1972), modificado por
Evans e Wroe (1978) e para esta tese adaptado para uso em um

Espectrofotdmetro de microplaca, TECAN.
4.3.1. REAGENTES

O tampdo fosfato 0,1 M utilizado na reacdo (pH 7,6) € preparado pela
mistura de duas solugbdes “a”
“a” contém 4,73 g de Na:HPOasanidro (PM = 141,96) em 1000 mL de &agua
destilada. A solugdo “b” contém 13,61 g de KH2POsanidro (PM = 136,09) em
1000 mL de agua destilada. O DTNB (acido 5,5-bisditio-2-nitrobenzdico) (0,423

mM) é dissolvido em tampéao fosfato na proporcdo de 167g por 1000 mL. O

e “b” até a obteng¢ao do pH adequado. A solugéo

substrato (propioniltiocolina 100 mM) € preparado com 303 mg de iodeto de

propioniltiocolina (PM = 303,2) em 10 mL de agua destilada.
4.3.2. PREPARACAO DA AMOSTRA E LEITURA

75uL de plasma diluido (1/100 em agua destilada), sdo adicionados a
um tubo ependorf contendo 660uL de tamp&o-DTNB. Posteriormente, 245uL
da mistura é adicionado em cada um dos pocinhos da microplaca. Coloca-se a
Microplaca no Espectrofotbmetro aquecido a 25°C por 15min, e em seguida
adiciona-se 5uL do substrato em cada pocinho e inicia-se a leitura. A primeira
leitura, chamada AO, deve ser efetuada imediatamente apds a colocacdo dos
reagentes. As leituras Al, A2 e A3 séo efetuadas com um, dois e trés minutos
a partir da leitura AO. Apds as quatro leituras, deve ser calculado o A/minuto
(variacdo de absorbancia por minuto). Para a obtencdo da atividade (KU/L),
A/minuto é multiplicado pelo fator de corregcdo 93,6. Essa metodologia é
baseada na hidrélise da propioniltiocolina pela BChE, produzindo &cido
propidnico e tiocolina, a qual reage com o DTNB, gerando 5-tio-2-nitrobenzoato

de coloracdo amarela.
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4.4, ANALISE DOS DADOS

O teste do qui-quadrado foi utilizado para comparar as variaveis
categoéricas e calculado pelo software Clump (Clump 1995). O teste de
Kolmogorov-Smirnov com correcdo de Lilliefors foi utilizado para testar a
normalidade de distribuicdo das variaveis. As comparacfes entre as médias
foram realizadas pelo teste t (varidveis paramétricas) ou pelo teste de Mann-
Whitney (variaveis nao-paramétricas). A analise de regressdo multipla foi
realizada para avaliar o efeito independente das variaveis sobre a atividade da
BChE. O nivel de significancia de 5% foi adotado para todas as analises

estatisticas realizadas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.

5.2.

5.3.

CAPITULO 1: Review of mean genes and proteins associated with

tau-positive frontotemporal dementia.

CAPITULO 2: Plasma Butyrylcholinesterase activity in Dementia with
Lewy Bodies: a possible marker for differential diagnosis between
Alzheimer and Lewy?

CAPITULO 3: Higher frequency of the APOE 4 allele and lower
Butyrylcholinesterase activity in women with Cognitive Impairment:

possible prognosis markers for developing Alzhermer’s disease
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Resumo

O objetivo desta revisdo foi1 apresentar os genes APOE e M_4PT e as proteinas ApoE e
taw como marcadores genéticos que vém sendo estudados na deméncia frontotemporal
com inclusdes tan-positivas, os quais poderio, futuramente, auxiliar no diagndstico
diferencial. A deméncia frontotemporal € nm transtorno nenrccognitivo marcado
por disfuncic dos lobos frontais e temporais, geralmente associada 2 atrofia dessas
estrutugas e relativa preservagio das repides cerebrais posteriores. Clinicamente,
manifesta-se por velta dos 37 anos de idade, com igual incidéncia entre homens e
mulheres. A deméncia frontotemporal tem inicio insidioso e cardter progressivo, com
discreto comprometimento da meméria episddica, mas com importantes alteragdes
comportamentais, de personalidade e na linpuagem. Devido as semelhancas possiveis
entre as manifestac@es clinicas das deméncias (inclusive a doenca de Alzheimer), hi
grande dificuldade no diagnastico diferencial, sendo necessirio um exame clinico e
nenropsicolégico detalhade do individuo acometido, além de exames biogquimicos
e de neuroimagem. O gene MAPT codifica a proteina tau e sua fungio principal é
estabilizar os microtibulos. Em células nervosas sadias, a proteina tau € normalmente
encontrada nos axzdmios, ac contririo dos achados descrito: nos transtornos
nenrocognitives, em que a proteina se encontra distribuida no corpo celular e nos
dendritos. A apolipoproteina E (ApoE) € uma glicoproteina polimdrfica, codificada
pelo gene APOE, que tem importante papel na absorcio, transporte e redistribuicio de
colestercl, necessirio ao reparo e manutencio do tecido nervosc. Com o anmento da
expectativa de vida e controle da natalidade, o envelhecimento populacional tornou-se
fato, trazendo consigo maior prevaléncia de doengas crénico-degenerativas, de modo
que € de extrema importincia conhecer melhor essas doencas, no sentido de buscar
novas formas de tratamento, visto que as deméncias nio dispdem ainda de cura. Sabe-
se que o diagnéstico definitivo da maioria das sindromes demenciais depende do exame
neunropatolégico, mas conclui-se que, com o avanco tecnolégico, bem como técnicas
de biclogia e genética molecular, novas perspectivas tém surgido para o diagnéstico

diferencial e precoce das deméncias.

! Universidade Fedesal do Parani. Departamento de Genética, Laboratocio de Polimorfismos e Ligagio,
Setor de Ciéncias Biolégieas. Cnritiba, PR, Brasil

Cosrespondéncia [ Correspondence
Nalini Drieli Josviak
E-mail: drinaly(dgmail com

Palavras-chave: Deméncia.
Genética. Diagndstico.

Demeéncia Frontotemporal.

Arico oF Revisio / Review Armiaie

m



Rew. Beas. Gerae. Geromar, R o Jusmeo, 2015; 18(1):201-211

Abstract

This review aimed to present the .APOE and M.4PT gene and ApoE and tau proteins
as genetic markers that have been studied in frontotemporal dementia, which may in
futuge help in the differential diagnosis. Frontotemporal dementia 1s a nenrocognitive
disorder characterized by frontal and temporal lobes dysfunction, often associated
with atrophy of these structures and relative preservation of posterior brain regions.
Clinically, it manifests around 537 years-old, with same incidence in men and women.
Frontotemporal dementia has an insidious and progressive onset, with a mild impairment
of episodic memory, but with significant behavioral, personality and language changes.
Due to possible similarities between the clinical manifestations of dementia (including
Alzheimer’s disease) there iz a great difficulty in the differential diagnosis, which needs
detailed clinical and neuropsychological examination of individuals affected, further
biochemical and nenroimaging ezams. MAPT gene encodes tau protein, its main
function is to stabilize microtubules. In healthy nerve cells, tau protein is usually found
in the azons, in contrast to the findings described in neurocognitive disorders 1n which
protein is distabuted in the cell body and dendrites. The apolipoprotein E (ApoE) s a
polymorphic glycoprotein, encoded by the APOE gene, which plays an important role
in absorption, transport and redistribution of cholesterol, necessary for the repair and
maintenance of nervons tissue. Because of increasing life expectancy and birth contral,
population aging has become fact, bringing a higher prevalence of chronic diseases,
50 it 15 extremely important to know more about these dis eases, in order to seek new
ways of treating dementias seen that do not have a eure. It is known that the definitive
diagnosis of most dementia depends on neuropathological ezamination, however,
with technological advances and techniques of meolecular biology and genetics, new
opportunities have emerged for the early and differential diagnosis of dementias.

Eey words: Dementia.
Genetics. Diagnostae.
Frontotemporal Dementis.

INTRODUCAO

Demeéncia ou transtorno neurocognitivo
maior' se caracteniza pelo declinio progressivo em
multiplos dominios cognitivos, comprometendo
as atrvidades sociais e ocupacionars do indrviduo

podem  ser

classificadas em duas categorias: degenerativas

acometido.®™  As  deméncias

e ndo degenerativas. As demeéncias ndo
degenerativas sio decorrentes de outras condicoes
patologicas, como os processos infecciosos,
traumatismos, deficiéncias mutricionais, tumores,
dentre outros. Ja as deméncias degenerativas tém
sua origem predominantemente cortical, como é
o caso da demencia frontotemporal (DFT).*7 A

DFT tem inicio insidioso e cariter progressivo,

com discreto comprometimento da memona
episodica, mas com 1mportantes alteragdes

comportamentais, de personalidade e alteracdes
na linguagem *

Ha tres fenotipos clinicos distintos para a
DFT. A forma de apresentagio mais comum
é¢ a DFT comportamental (vaante frontal), a
qual se caracteniza por progressivas mudancas
comportamentais e de personalidade, que
incluem comportamento social anormal, padrio
de alimentacio nfo usual e comportamentos
otualizados.

Alzheimer, tais sintomas surgem precocemente,

Ao contrario da doenca de

a despeito de testes cogmtivos normais ou

NUNIMAMente Aanormais ao iicio.



A segunda varmnte da DFT manifesta-
se sob a forma de uma afasia de fluéncia em
estigios iniciais, havendo dificuldade para
encontrar a palavra certa, porém a compreensio
de seu sigmificado encontra-se preservada.
O comportamento e a interacio social estio
frequentemente inalterados até estagios tardios
da doenca, quando o pacente torna-se mudo,
esta vaniante da DFT também pode ser chamada
de afasia progressrva ndo fluente (APNF).

A terceira forma de apresentacio € conheeida
como vanante temporal da DFT ou demencia
semantica (DS); caractensticamente mamifesta-se
sob a forma de uma afasia progressiva, havendo
dificuldade para nomear objetos e compreender
palavras (o que reflete a predominancia de
disfuncio no lobo temporal esquerdo), alem
de reconhecer objetos e faces (refletindo uma
disfuncio temporal direita).
alteracoes

Na deméncia semantica, as

comportamentass apresentam-se de forma mmuito
semelhante as alteracdes da DFT variante frontal;
em contrapartida, na APNF as alteracées de
comportamento quAase sempre estio ausentes Nos
estagios iniciats da doenca, podendo aparecer
mais tardiamente *5¢

Alem dessas trés formas mais comuns, ha
ainda um subtipo mais raro, a DTF associada
a doenca do neurdénio motor (DFT-DNM).®
Apesar dessas sintomatologias bem definidas
para DFT, na pratica clinica muitos transtornos
NeurocognItivos

apresentam  semelhancas

ou sobreposicio de sintomas, dificultando o

diagnostico clinico diferencial

Nesse cenario, estudos genéticos tornam-se
importantes para a descoberta de marcadores
que auxiliem o diagnostico diferencial entre as
demeéncias. Cerca de 30% a 50% dos pacientes
com DFT comportamental apresentam historia
familiar positiva, enquanto que para os pacientes
com os subtipos DS e APNF, a frequencia de

historia familiar positiva € bem mais baixa.

Deméscia frontotempoenl

Mutagdes nos genes MAPT e PGRIN estio
presentes em cerca de 0% dos casos famuiliares,
porém outras mutacdes menos frequentes,
aproximadamente 3% dos casos familiares,
também ja foram descritas para os genes TP,
CHMP2B, TARDP e FUSH* E importante
relembrar que, patologicamente, as DFTs se
dividem em tau-positivas e tau-negativas; nesta
revisio consideram-se as DFTs tau-positivas, as

quass incliem as mutagdes no gene MAPT.

Um dos pnmeiros genes candidatos em
estudos genéticos para a demencia frontotemporal
(DFT) fo1 o gene M.APT, que codifica a proteina
tau (microtrbule-associated protein taw). Em 1994,
estabeleceu-se pela primeira vez uma relacio
entre o cromossomo 17 e a DFT. Posteriormente,
diversas mutacdes no gene MAPT, associadas &
disfuncio da proteina tau, foram relacionadas 4
neurodegeneragio e, assum, se ampliou o espectro
clinico das alteracdes neurologicas pelas mutacoes
neste gene. A frequéncia das mutaces no gene
MAPT varia entre 0% e 17% quando nao ha caso
famuiliar; porém, quando ha historia familiar, essa

frequeéncia aumenta de 7,6% a 50947
QL )

Um gene muito explorado em estudos com
demeéncias € o APOE, especialmente seus alelos
ed e e2. Em 1993, descobrmi-se ser o alelo e4 um
forte fator der risco genético para a doenca de
Alzheimer (DA)* Desde entio, vanos estudos
confirmaram que a posse do alelo e4 aumentam
o nsco para DA** No entanto, o uso de
marcadores para esse gene em outras demeéncias

ainda permanece mneficaz >

Estudos de associagio entre o alelo e4 e
DFT sio inconclusivos e controversos. Alguns
encontraram uma frequéncia maior deste alelo

21,2324
r

em pacientes com DFT do que em controles
estudos

frequéncias equivalentes em ambos.*

enquanto outros demonstraram

Outro alelo do gene APOE (e2) também
ja foi deserito associado em alguns trabalhos
liderados pelo grupo de pesquisa de Verpillat,®
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que determinaram as frequencias genotipicas do
APOE em 94 pacientes, nio relacionados, com
DFT e 392 controles sem déficits cognitivos ou
perturbacées comportamentais, encontrando
associacdo significativa para o genotipo elel e
DFT. O resultado foi ainda mais significativo
no grupo com lustona famubiar positrva. Para a
metanalise do polimorfismo do APOE na DFT,
o mesmo grupo de pesquisa reunm dez estudos
caso-controle com o genotipo disponivel ou
informacoes alélicas (total de 364 pacientes e
2.671 controles), mas o genotipo e2e2 nio atingiu
sigruficancia estatistica.

Dewvido a heterogeneidade de diagnostico,
os pesquisadores analisaram, por um lado, os
estudos com amostras neuropatologicamente
confirmadas, e por outro, os estudos clinmicos
de amostras com diagnostico provavel,
significativo

na frequencia de alelos e2 nos pacientes

constatando, assim, aumento
confirmados neuropatologicamente. Os autores
concluiram que o APOE alelo €2 pode ser fator
de risco para a DFT, mas que os dados devem ser

mterpretados com cautela, devido a randade do
genotipo elel *

Muuitos estio envolvidos
diretamente com a neurotoxicidade, como por

polimorfismos

exemplo, mutacbes no gene da proteina precursora
f-amiloide (APP), e/ou nos genes dapresemilina
(PSENT e PSENZ). Mass de 28 mutacoes nesses
genes ja foram descritas como associadas a doenca
de Alzheimer, mas estes podem estar envolvidos no
desenvolvimento de outras demencias, exatamente
pelo fato de alteracdes funcionars resultarem em
toxicidade para o sistema nervoso ™ No entanto,

poucos estudos de associacio desses genes com a

DFT tém sido realizados.

Mutagdes no gene da progranulina (PGRIN)

foram identificados como uma das causas

prncipais da degeneracao lobar frontotemporal,
embora seus efertos sobre a disfuncio do tecido
cerebral e danos ainda devam ser esclarecidos.
Um estudo investigou o padrio de neuroimagem
em pacientes com DFT, portadores e nio
portadores de mutacio Th272f do gene PGRN,
e for encontrada atrofia frontotemporal na
substancia cinzenta em todos os pacientes com
DFT (mais notavelmente naqueles portadores
da mutacio PGREN Th272fs), mas nio em

portadores assintomaticos.*

O objetivo desta revisio for apresentar os
genes APOE e MAPT e suas proteinas .4poE
e faw como marcadores geneticos que vem
sendo estudados na demeéncia frontotemporal
com inclusdes tau-positivas, os quais poderio,

futuramente, auxiliar no diagnostico diferencial

METODOLOGIA

Foram realizadas buscas bibliograficas em
2013, sem limitacdo de data de publicagdo, nos
seguintes bancos de dados: NCBI (PubMed),
SciELO, LILACS, Bireme e Medline. Foram
utilizadas as segumtes palavras-chave em
portugués: deméncia frontotemporal, MAPT,
ApoE, genes candidatos, proteina tau
apolipoproteina E; e em ingles: fronfofermporal
dementia, candidate genes, ApoE, MLAPT, tau protein.

REVISAD DO TEMA

Muitos genes candidatos tem sido alvo
de estudos em doencas neurodegenerativas
(tabela 1). Assim, para compreender melhor os
mecanismos envolvidos nessas doencas, € de
essencial importancia o conheaimento funcional

dos genes e suas proteinas.
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Tabela 1. Estudos de associacio de variantes genéticas no desenvolvimento de demeéncias. Brasil, 2013

Gene Proteina Deméncia Associaciio Referéncia
wart e
ApoE (¢4) Apolipoproteina E DFT/DA Associado Schneider et al *
ApoFE (e4) Apolipoproteina E DFT Nio associado Pi‘:k”j:ﬁﬁm““
~ApeE (e2) Apolipoproteina E DFT Associado Verpillat et al 2
APP P‘:;“_‘d;’;:ﬁ' Associado Tanzi etal *
PGRIN Progranulina DFT Associado Botroni et al &

DA= doenca de Alzheimer; DFT= deméncia frontotemporal.

Gene MAPT e proteina tau

A proteina tau faz parte da familia das
proteinas  associadas aos  mucrotubulos
(metcrotubule-associated  proteins — MAPT). A
principal funcio das MAPTs é estabilizar os
mucrotubulos pela agregacao da tubulina. O gene
MAPT, que codifica a proteina tau associada ao
microtiubulo (MAPT - 17q21.1), possui 16 éxons
e sua transcricio € complexa, dando onigem a 12
copias de RNAm por splicing alternativo e seis
isoformas da proteina. Embora a proteina tau
seja expressa em todo o sistema nervoso central
do ser humano adulto, os transentos do MAPT
sao diferencialmente expressos no sistema
nervoso, dependendo do estagio de maturacao
neuronal e do tipo do neuronio -3¢

No cérebro humano, a tau é uma proteina
solivel que se apresenta em sers 1soformas
derrvadas do splicing alternativo de RINAm¥e
compostas por 352-441 residuos de aminoacidos.
O splicing alternativo dos éxons 2, 3 e 10 resulta
na presenca de sers diferentes isoformas que
contém, respectivamente, nenhuma, uma ou
duas insercées no segmento aminoterminal. O
splicing alternativo do éxon 10 produz isoformas
4R ou 3R da tau, dependendo, respectivamente,
da presenca ou da auséncia da sequéncia de
amuinoacidos codificada por ele. Em mamiferos,
apenas as isoformas pequenas da tau sdo
encontradas no cerebro fetal; essas 1soformas
nio apresentam nenhuma msercao 3R na sua
estrutura primaria. Ja no cerebro adulto, todas as
1soformas da tau sdo expressas *®
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A relacao entre as 1soformas 3R e 4R da tau
¢ geralmente de 1:1, visto que alteracoes nessa
razido estdo relacionadas a certos mecamsmos de
neurodegeneracao.” Ambas isoformas ocorrem
nas DFTs, mas o predominio da 1soforma 4R
€ caracteristico na degeneracio corticobasal
(DCB), na paralisia supranuclear progressiva
(PSP) e na doenca argirofilica granular*

Em células nervosas sadias, a proteina tau
e normalmente encontrada nos axonios, ao
contrario dos achados descritos nos transtornos
neurodegenerativos, em que a proteina se encontra
distribuida no corpo celular e nos dendmtos.
A proteina tau pode ser encontrada na forma
solivel ou insclivel; esta tltima € identificada
nos filamentos helicoidais pareados (FHP), que
sao o prncipal componente dos emaranhados
neurofibrilares. Estes sdo resultado da proteina
tau alterada, sendo constituidos por isoformas
diferentes em doengas neurodegenerativas
diferentes, sugerindo que o splimamg & de

fundamental importancia para o processo

neuropatologico. *

Os filamentos helicordais pareados (FHP)
apresentam de seis a orto grupos fosfato por
molécula de proteina tau, o que, em comparacio
com o grau de fosforilaciao usual da proteina tau
em cérebros sadios (em torno de dois grupos
fosfato por molécula), permite afirmar que a
proteina tau identificada nos FHP encontra-se
em estado hiperfosforilado.

A proteina tau controla a dinamica dos

microtibulos durante a maturacio e o
crescimento dos neuntos. Sendo a maior proteina
do citoesqueleto, a hiperfosforilagio da tau afeta
funcdes biologicas e morfologicas nos neuronios.
A fosforlacio da tau in vifre se da pela acdo de
mais de dez quinases dinigidas aos seus sitios de
serina e/ou tirosina. Essas quinases sio divididas
em dois grandes grupos de proteina: proteina

quinase dirigida por prolina e proteina quinase

ndo dingida por prolina. Nos tecidos cerebrass,
o estado de fosforilacio da tau resulta da acio
conjunta de vanas quinases e fosfatases, mmutas
das quais operam coordenadamente para regular
sua fosforilacao ™%

A proteina tau também promove a interagio
entre a actina e os neurofilamentos, o que
sugere inter-relacio dos mucrotubulos com
outros componentes do ctoesqueleto. A
proteina tau interage com outras organelas
atoplasmaticas, permutindo a ligacio entre
mucrotubulos e nutocondrias. Os dominios
de projecio N-terminal da proteina tau
permitem uma interacio com a membrana
plasmatica neuronal *** A hiperfosfonlacio
anormal da proteina tau pode ser o resultado
do aumento da atrvidade das tauquunases, da
subsensibilizacio das suas fosfatases ou de
ambos os mecamismos. O estado de fosfonlacio
da proteina tau é modificado dinamicamente ao
longo do desenvolmimento. A tau fetal mantém-
se usualmente hiperfosforlada, sendo essa
caracteristica atenuada a medida que ocorre a
maturacao do sistema nervoso central, com a

progressiva ativacio das fosfatases ™

Em humanos com transtornos degenerativos,
aproteina tau esta presente na forma de filamentos
hiperfosforilados.*

Doengas neurodegenerativas com inclusdes de

anormais insoluvels e
neurofilamentos e/ou agregados de proteina tau
sdo classificadas em quatro grupos: tauopatias,
alfasinucleinopatias, doenca polighitamimca e
doencas com ubiquitina. O grupo das taupatias
€ o mais prevalente, inchindo a DA e a DFT.
Todas essas doengas tém em comum a presenga
de grandes quantidades de agregados de proteina
tan.**** Nas DFTs, agregados de proteina tau
estio presentes em, aproximadamente, 40%
dos casos* Portanto, o acumulo intracehalar
da proteina tau hiperfosforilada em neuronios
ou celulas ghais ¢ um mmportante marcador

biologico das tauopatias.



Vanos estudos demonstraram que a
hiperfosforilagio reduz a capacidade de a tau
estabilizar os microtubulos. Isso compromete a
dinamuca mucrotubular, afetando o transporte
intraneuronal, resultando em efeitos deletérios
sobre diversos processos celulares. Todos os
defertos na proteina tau alteram o transporte
axonal, fatores witais e necessirios para a
manutencio da homeostase neuronal A regulacio
da dinamuca dos mucrotubulos (estabilizacao e
desestabilizacao) € essencial para a preservacao da
morfologia e da funcio da célula nervosa, da qual
depende a manutencio da viabilidade celular.**
A hiperfosforilacio da tau favorece a formacio
de agregados, bloqueando o trafego intracelular
de proteinas neurotroficas e outras proteinas
funcionas, resultando em perda ou declinio no

transporte axonal ou dendritico nos neuronios.

O aumento da expressio da tau também
causa mudangas na morfologia celular, retarda
o crescimento e provoca alteragdes importantes
na distribuicdo de organelas transportadas por
proteinas motoras dependentes demicrotubulos.
A hiperfosfonlacio da tau presente no ctosol
durante estagios imciais de  degeneracio
neurofibrilar induz mudancas conformacionais
que precedem sua agregacio. Existem algumas
controversias sobre a polimenizacio da tau e
sua toxicidade, e estudos recentes mostram que
essa agregacao da tau € toxica para as celulas,
estando sua polimerizacio associada a perda
da atimidade biologica essencial para promover
a estabilidade e coesao dos mucrotibulos. No
entanto, a defosforilaciao da tau hiperfosforilada
e dos filamentos helicoidais pareados faz com
que a proteina recupere suas attvidades biologicas

normais 4

Os casos de DFT com parkinsonismo ligado
ao cromossomo 17 (FTDP-17) sio caracterizados
pela presenca e inclusio de filamentos compostos
por proteina tau hiperfosforilada® Até o

momento, mais de 30 mutagdes diferentes do

Demésca frontutempoeal

gene que codifica a proteina tau foram descritas
em pacientes com DFTP-17* Contudo, é
importante lembrar que a frequéncia de mutacdes
do gene codificador da proteina tau nos casos
de DFT esporadica € baixa, apresentando
frequéncias muito maiores em casos com histona

famuliar positiva (cerca de 60%).7*

Geng APOE e apolipoproteina E (ApoE)

O gene APOE contém quatro éxons, trés
introns e comprimento aproximado de 3,7 Kb >
Possui tres alelos comuns (e2, €3 e ed) e produz
trés 1soformas protéicas que diferem somente
em dois residuos de aminoacidos nas posicoes
112 e 1587 sendo APOE2 caractenizado por
Cysll2 e Cys158; APOES por Cysll2 e Argld8 e
APOE4 por Argll2 e Argl58.%° Outras vanantes
extremamente raras do . 4POE sac a APOEIL,
APOE5S e APOET.

Em populacées caucasoides, a frequencia de
APOE2 & de 8%; APOE3, de 78%:; e A APOE4,
149463 O alelo APOE2 tem sido associado a
protecio contra o desenvolvimento da DA
enquanto o alelo APOE4 em homozgose
representa um risco dez vezes maior que os
outros genotipos na mamifestacio da DA
Os doentes expressando o alelo APOE4 tém
uma idade mais precoce de inicio e capacidade
reduzida para a plasticidade sinaptica.® Cerca de
40-65% dos pacientes com DA tem pelo menos
uma copia do APOE4.*

A transencao do gene APOE resulta em um
RNAm de 1163 pb** E a traducio do RNAm
produz uma forma isoproteica pré-ApoE de 317
aminoacidos. A forma isoproteica pré-4peE e
translocada atravées da membrana do reticulo
endoplasmatico com processamento proteolitico
e glicosilagio, para gerar a proteina madura
de 34,2 kDa, composta de 299 amunoacidos
(apolipoproteina E).**
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A apolipoproteina E (ApoE) &

glicoproteina polimorfica com dois importantes

uma

dominios funcionais, o domimie N-termunal,
que contém as prncipais regioes de ligacao
ao receptor, ¢ o domimio C-termuinal com
a regiio de ligacio Lipidica, ji associada a
ligacio da AR A 4dpeE tem importante
papel na absorcdo, transporte e redistribuicio
de colesterol, que € necessario ao reparo e
manutencio do tecido nervoso® E sintetizada
em vanos orgios, prncipalmente no figado,
pelas celulas hepaticas parenquimatosas e no
encéfalo pelos astrocitos, consistindo de uma
das principais lipoproteinas do sistema nervoso
central % A _ApoF atua como principal veiculo
no transporte de lipidios e colesterol no thudo
cerebroespinal e intervém nos processos de
regeneracio do tecido nervoso, na regulagio
imunologica e na modulagao do crescimento e

diferenciacdo celular ¥
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Abstract

Butyrylcholinesterase (BChE) is an enzyme encoded by BCHE gene, responsible for catalyzing the
hydrolysis of acetylcholine. K and -116A BCHE variants were associated with decrease in plasma
BChE activity, and their influence has been investigated in diseases with a cholinergic deficit such as
Alzheimer's disease (AD) and Dementia with Lewy Bodies (DLB). In order to check the influence of
BCHE genetic variants on enzymatic activity, all patients and controls were genotyped for K and -116A
variants. We found lower plasma BChE activity in DLB patients compared to elderly controls and to
Alzheimer's disease independent of the presence of K or -116A variants. Our results suggest that the
reduction of total plasma BChE activity is probably associated with a feedback mechanism and
provides a future perspective of using this enzyme as a possible plasmatic marker for differential

diagnosis between AD and Lewy.

Keywords: Butyrylcholinesterase, BCHE K, -116A, Dementia with Lewy Bodies, Alzheimer’s disease.

1. Introduction

Dementia with Lewy Bodies (DLB) is a neurodegenerative disease that affects cognition,
behavior and motor function. It is considered the third most common cause of dementias [1-5]
characterized by cognitive fluctuations, recurrent visual hallucinations and parkinsonism [6,7]. DLB
has extensive deficit in cholinergic neurotransmission, and the cholinergic activity in these patients is
more severely impaired than in patients with Alzheimer's disease (AD) [8-10]. Studies show that the
cholinergic deficit in Lewy also affects subcortical areas as the black substance of the brain [10-13].
Furthermore, there is a similar pathologic (e.g. amyloid deposition) and neurochemical (e.g.
cholinergic deficits) aspects between AD and Lewy body diseases [14] in this way the clinical and
pathological phenotypes of DLB and AD often overlap [15].

Human Butyrylcholinesterase, encoded by BCHE gene (3926.1-q26.2), is the secondary
acetylcholine (ACh) hydrolyzing enzyme in the central and peripheral nervous systems [8, 16-19].
BChE belongs to the family of Cholinesterases (ChE), sharing functions with another enzyme of the
same family, the Acetylcholinesterase (AChE). Phylogenetic analysis of BChE and AChE expression

indicates that these two enzymes have emerged from a common precursor whose function was to
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hydrolyze acetyicholine. Therefore, the ACHE and BCHE genes arose by gene duplication after the
emergence of cholinergic systems [20-23]. Thus, BCHE appears to be a good example of a gene that
has survived by sub functionalization, the proposal in which two genes, original and duplicate, split the
functions of the original gene between them [24]. BChE is synthesized in the liver and widely
distributed in different human tissues, including blood and brain. [25-27]. An adult human has ten
times more BChE than AChE in tissues and highest amount appears in plasma and liver [28-29], and
thus BChE is the major ACh hydrolyzing enzyme in plasma [8, 30].

Some conditions may alter BChE activity in the plasma or in the brain, for example,
pregnant women, people with liver disease, poor nutrition and cancer, all reduce activity of the enzyme
[29.31]. On the other hand, BChE activity is increased in elderly brain (60-90 years) [32] and in AD
patients’ brain, mainly in the hippocampus and temporal cortex [8, 33-34]. Increase of BChE is also
verified in plasma of obese individuals. In addition, BCHE variants may also influence the enzyme
activity [29,34-36].

K variant (rs1803274, A539T) is the most common polymorphism found in the coding region of
BCHE gene and has been associated with Alzheimer disease (AD), especially in combination with
Apolipoprotein E4 (ApoE4), the greatest risk factor associated with sporadic Alzheimer disease
[8,34,37]. This variant was first described in 1978 when its presence was associated with decrease in
30% in BChE activity in serum [35]. Afterwards, studies with AD and other diseases, as diabetes and
obesity, showed that K variant alone is not associated with decreased BChE activity, being the 5" UTR
-116A variant necessary for this decrease [34,36). This variant is present in the non-coding exon 1 of
BCHE at -116 nt (rs1126680), being -116A preferentially found in cis with the K variant [19] with
described frequency for Caucasian population among 5.0-9.3% [36,38].

Despite similar pathologic and neurochemical aspects between AD and DLB diseases and
knowing that the cholinergic activity in patients with DLB is more severely impaired than in patients
with AD, scarce data is obtainable about BCHE genotypes and BChE activity in DLB. The aim of this
study was to compare the plasma BChE activity between DLB and AD patients and control group,

verifying if its activity is associated with the BCHE K and -116A variants.
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2. Materials and Methods
2.1.DLB samples and Controls
Samples of 18 DLB patients (mean age 74.5 + 8.52), 9 women and 9 men, were obtained
from Specialized Centers of Dementia, with age and sex matched with 38 healthy elderly controls
(mean age 71.7 + 8.85), 21 women and 17 men. The DLB patients were diagnosed as probable and
possible according to the Third Consortium Dementia with Lewy Bodies [39] and only probable DLB
were selected. We selected patients that were using only Donepezil as cholinergic inhibitor (inhibits
only acetylcholinesterase), patients with a history of poor nutrition, liver disease and cancer have been
excluded of this study. The control group was submitted to a clinical exam and exclusion criteria were:
liver disease, poor nutrition, cancer, history and/or examination findings suggestive of psychiatric
disease (depression and substance abuse, including alcohol) or neurological (brain trauma with loss of
consciousness longer than 15 min, seizure, stroke, Parkinson’s disease) and evidence of functional
decline as shown by a structured questionnaire. All individuals gave informed consent for participation
in this study that was approved by the Institutional Ethics Committee (Protocol number

1192.117.1108).

2.2. DA samples
Samples of 66 AD patients (mean age 72.2 £ 9.54), 42 women and 24 men, were obtained
from Specialized Centers of Dementia. The AD patients were diagnosed according to the NIA-AA
(National Institute on Aging and Alzheimer’s Association) criteria for probable AD [40]. We selected
patients that were using only Donepezil as cholinergic inhibitor. Patients with a history of poor

nutrition, liver disease and cancer have been excluded of this study.

2.3 DLBE Genotyping
Total genomic DNA was extracted from peripheral blood samples by Salting-out method [41]
and diluted to a final concentration of 20 ng/uL. Genotyping for K variant (rs1803274) and -116A
(rs1126680) was performed with TagMan genotyping assays (Applied Biosystems) and allele

frequencies were obtained by counting the alleles from the observed genotypes [34].
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2.4 BChE Activity
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The BChE activity was assessed using Dietz (1978) method [42] adapted for use in a
10 microplate spectrophotometer TECAN® (Infinite 200 PRO) , as follows: The DTNB (5,5'- bisditio-2-
12 nitrobenzoic acid 0.423 mM) was dissolved in phosphate buffer at a ratio of 167g per 1000 ml. The
14 substrate (Propionylthiocholine 100 mM) was prepared with 303 mg of iodide propionylthiocoline (MW
16 = 303.2) in 10 mL of distilled water. 75uL of plasma diluted (1/100 in distilled water) were added to an
18 Eppendorf tube containing 660uL of buffer DTNB. Thereafter, 245uL of the mixture was added to each
well of the microplate. The microplate was placed in the spectrophotometer heated at 25 ° C for
15min, and then it was added 5uL of the substrate in each well of the microplate and only then the
23 reading started. The first reading called AO, must be performed immediately after the placing of the
25 reagents. A1, A2 and A3 readings are made after one, two and three minutes from the reading AQO,
27 respectively. After the four readings A / minute (absorbance change per minute) must be calculated.
29 To obtain the activity (KU / L), A / minute was multiplied by the correction factor (93.6). This
31 methodology is based on propionylthiocholine hydrolysis by BChE producing propionic acid and

thiocholine, which reacts with the DTNB, producing 5 -thio -2 -nitrobenzoate.

36 2.5, Statistical analysis

38 The chi-square test was used to compare categorical variables and calculated by Clump
40 software [43]. Kolmogorov-Smirnov test was used to test for normality of variables distribution. The
42 comparisons between means were performed by t-test (parametric variables) or by Mann-Whitney test
44 (non-parametric variables). Multiple regression analysis was performed to evaluate the independent
effect of the variables. A 5% level of significance was adopted for all the statistical analyses

47 performed.

51 3. Results
53 We found that mean BChE activity was significantly lower in DLB patients compared to age-
55 matched control group (Table 1). Frequencies for K and -116A were similar between DLB patients and

controls (Fisher exact test for K: p= 0,79; for -116A: p= 0,99). The difference in activity levels was
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observed independently of the individual's genotype, in other words, patients or controls carrying K or -
116A variants showed no difference in BChE activity when compared with non carriers individuals
(Table 2). Multiple regression analysis using BChE activity as dependent variable showed the DLB
(p<1[l’?) itself as influencing in the enzyme activity levels. Mean BChE activity was significantly lower

in Lewy when compared to patients with Alzheimer disease (Table 3).

4. Discussion:

Participation of BChE in the acetylcholine hydrolysis has stimulated researchers to
investigate its relationship with cholinergic deficit diseases as Alzheimer or DLB [29, 44-47]. Although
BCHE genetic variants such as K and -116A had been associated with decreased enzyme activity [29,
34, 36-37, 48], studies with BCHE variants and its activity levels have found conflicting results. Perry
et. al. 2003 [10] found a highly significant association between BChE activity in the temporal cortex
and cognitive decline rate in DLB cases. Researchers had found an increased frequency of
homozygous to BCHE K variant in patients with DLB compared to controls [49]. Another study
reported increased frequencies of BCHE K variant and ApoE4 together in DLB patients compared to
patients with dementia associated with Parkinson’s Disease. Therefore, authors concluded that this
genotype might be important in the onset and progression of DLB [50]. Other researches [37], like the
present study, found no significant association between the K variant (with or without the ApoE4 allele)
and DLB.

Although several studies show that BChE activity is influenced by BCHE K or -116A variants
[34-36] we do not found this relationship, perhaps by the small sample.

Studies about incidence of DLB are limited and variable according to each population, there
are reports ranging from 10-35% of all dementias [1-5, 51]. Data collection for the present study,
consisted in follow, for two years, the routine of a specialized center for the treatment of dementias in
Southern Brazil, and our sample corresponds to 9.8% of all patient of dementias who started
treatment during this period. The criteria used to select the samples of this study (absence of Liver
diseases, poor nutrition, cancer and patients that using only Donepezil as cholinergic inhibitor)

contributed to the small sample. Taking into account the small sample size, we cannot exclude the
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hypothesis that K variant can influence the BChE activity because we have seen a tendency for
absolute values (Table 2) that could be proven statistically if studies with larger sample were made.

Multiple regression analysis results showed that DLB is the main factor that influences the
BChE activity in the case-control study. A possible explanation for these results is the BChE Kinetic
response to concentrations of acetylcholine (ACh). It is known that BChE is less efficient in ACh
hydrolysis at low concentrations but highly efficient at higher ones, a situation in which ACh becomes
substrate inhibited [19]. Considering that DLB is characterized by a cholinergic neuron loss and a
progressive decline in ACh levels, the peripheral higher BChE activity becomes unnecessary in this
condition, remaining at lower levels by a feedback mechanism and not acting causally on cholinergic
deficit. This feedback mechanism has been suggested by other study with Alzheimer's disease where
patients also had a lower plasma BChE activity than controls [8].

Despite the small sample size, plasma analysis was sufficient to identify a lower BChE
activity in DLB compared to controls. The fact that BChE is the most abundant acetylcholine
hydrolyzing enzyme in plasma [30] is important because analysis in plasma are easier, accessible and
less invasive than in the cerebrospinal fluid or central nervous system.

It was not possible to select patients who did not use any type of inhibitor because soon
after diagnosis these patients initiated treatment with cholinergic inhibitors. We choose to select
patients that were using only Donepezil which inhibits only AChE, not interfering in the acetylcholine
hydrolysis by BChE.

We compared mean BChE activity between patients with Lewy and patients with AD that
were also using only Donepezil as cholinergic inhibitor and found that in Lewy the plasma BChE
activity was significantly lower than in patients with Alzheimer. It's known that cholinergic activity in
DLEB patients is more severely impaired than in AD patients [6,8-10]. In Lewy the deficit goes beyond
the cortical pathway, reaching the black substance [10-13] and lower BChE activity could be a
reflection of this greater reduction of acetylcholine by a feedback mechanism. These results are
promising because give us a question: Could plasma BChE activity be a differential marker between
Alzheimer and Lewy? Some researchers like Shimada 2015 [52] have investigated the use of
cholinesterases as possible differential markers between AD and DLB, by measurement of

acetylcholinesterase activity in the brain. Our results agree with the fact that there is a significant
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difference in the activity of cholinesterases between Lewy and Alzheimer. If studies with larger
samples confirm the lower plasma BChE activity in DLB when compared with AD, there will be a
prospect of using plasma BChE activity as a differential marker.
The determination of plasma BChE activity is a test that may be included in the routine of a clinical
laboratory and its cost is similar to other tests such as glucose, urea and creatinine [53].

In conclusion, there is lower mean plasma BChE activity in DLB patients than in elderly
controls and AD patients, independent of K and -116A alleles, results that may suggest plasma BChE
activity as a possible differential marker between DLB and AD. We suggest that these results are

confirmed by studies with a larger sample and in other populations.
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DLB (n=18) Controls (n= 38) Mann-Whitney (p)
Median + S.D. Median £ S.D
Bche Activity 078+ 1,42 349077 0x10°

Table 1: Medians + standard deviations (S.D.), p value (Mann-Whitney) of total BChE activity in patients (DLB) and Controls

Usual Allele K Alelle Z (Mann- o value Usual Allele  -116 Alelle Z (Mann- pvalue
DLB (n=12) (n=6) whitney) (n=15) (n=3) whitney)

MediantS.D Median+S.D. MediantS.0  MediantS.D
Bche 1,64x1,52 0,04£1,17 0,58 0,56 1,50£1,47 0,04+0,01 -0,82 0,41
Activity

Usual Allele K Alelle Z (Mann- p value Usual Allele  -116 Alelle Z (Mann- p value
Controls (n=26) (n=12) whitney) (n=32) (n=6) whitney)

Median+S.D Median+S.D. MediantS.D  MediantS.D
Bche 3.56+0,77 3,3440,74 -1,33 0,19 3,56+0,78 3.09+0,60 -1,34 0,18
Activity
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Table 2: Medians + standard deviations (S.D.), Z (Mann-Whitney) and p value of total BChE activity between Usual Allele and K

or -116 of patients (DLB) and Controls.

DLB (n=18) DA (n=38) Mann-Whitney (p)
Median £ S.D. Median £ S.D.
Bche Activity 0,78 + 1,42 5233 +1,49 0x107

Table 3: Medians + standard deviations (S.D_), Mann-Whitney test (p value) of total BChE activity between total BChE activity in

DLB and AD.

URL: http://mc.manuscriptcentral.com/gnes Email: klyons@kumc.edu

Page 14 of 14



Higher frequency of the APOE 4 allele and lower Butyrylcholinesterase activity in women
with Cognitive Impairment: possible prognosis markers for developing Alzhermer’s
disease

Josviak ND', Souza RKMZ2, Piovezan MR?, Souza RLR', Furtado-Alle L!

'Department of Genetics, Federal University of Parana, Curitiba, Brazil
Curitiba Neurology Institute, Curitiba, Brazil

3Clinical Hospital of the Federal University of Parana, Curitiba, Brazil

Author for correspondence:
PhD. Nalini D. Josviak - Email: drinaly@gmail.com

Department of Genetics_Federal University of Parana - UFPR.Rua Cel. Heraclitus Francisco dos Santos, 210, Jardim

das Americas - Curitiba - PR, 81531-970. Brazil.

Abstract

Mild cognitive impairment (MCI) is an intermediate condition between normal aging and
dementia and the risk of developing Alzheimer’s disease (AD) is higher whencompared to
normal subjects of the same age. Butyrylcholinesterase (BChE) is an enzyme encoded by
BCHE gene, responsible for catalyzing the hydrolysis of acetylcholine. K and -116A BCHE
variants are associated with decrease in plasma BChE activity, and their influence has been
investigated in diseases with a cholinergic deficit. APOE 4 is consideredthe greatest risk factor
associated with sporadic Alzheimer disease.The aim of this study was to compare the plasma
BChE activity between MCI and control group, verifying if their activity is associated with the
BCHEK, BCHE -116A and APOE 4 variants.In order to check the influence of BCHE genetic
variants on enzymatic activity, all patients and controls were genotyped for K , -116A and APOE
4 variants.Only in women, we found significantly lower mean plasma BChE activity in MCI
patients than in elderly controls, independent of K allele and influenced by -116A, and alsoa
higher frequencyof the APOE 4 allele in MCI patients. These results reinforce the idea that the
APOE 4 and female gender aremajor significant factors for progression to AD and instigates
further study for the possible use of BChE activity in women with MCI as a prognosis secondary

marker for AD.

Keywords:Butyrylcholinesterase, BCHE K, -116A, APOE 4, Mild Cognitive Impairment.



1. Introduction

Mild cognitive impairment (MCI) is an intermediate condition between normal aging
and dementia.In this condition, cognitive decline does not interfere atdaily activities as occurs in
dementias.MCI can be divided into (a)amnesic pure (MCl-a) if only memory is committed, with
scores lower than expected for stated chronological age, (b) amnesic multiple domains (MCI-
amd) if there are also mild deficits in other cognitive areas, (c) no amnesic of multiple domains
(MCl-namd) and (d) no amnesiac of a single domain (MCl-nasd). MCl-a and MCl-amd may
progress to AD, MCIl-namd and MCIl-nasd may progress to frontotemporal dementia, dementia
with Lewy bodies and primary progressive aphasia (Radanovick 2015, Winblad 2004, Petersen,
1999).Different publications have shownconversion rates to dementias ranging from 10-
50%(Radanovick 2015, Tschanz 2006,Mitchell 2008, Bruscoli 2004, Tuokko 2003). For MCI
amnesic patients the risk for conversion to AD ranges from 10-15% per year compared to
normal subjects of the same age whose conversion rate for AD is 1 to 2% per year (Petersen
1999, Petersen 2001, Radanovick 2015).The main conversion predictors of AD beyond memory
impairment are old age, low schooling, ApoE 4 allele, reduced hippocampal volume and
changes in cerebrospinal fluid (reduction of beta -amyloid protein and increased TAU protein)
(Radanovick 2015).Neuropsychiatric symptoms like depression, anxiety and sleep disorders
have also been associated with increased risk of progression to dementias (Lyketsos 2002).

Some tests help in the diagnosis and are prognosis for AD, as decreased beta
amyloid protein and increased tau protein in cerebrospinal fluid and reduced size of
hippocampus by neuroimaging. Despite that, there is no ultimatebiomarker for MCI. The use of
biomarkers would be essential to identify MCI patients that exhibit increased risk of dementia
conversion, these patients should be periodically reevaluated to ensure that the conversion, if
any, is treated as early as possible (Radanovick2015).

Human Butyrylcholinesterase, encoded by BCHE gene (3g26.1-g26.2), is the
secondary acetylcholine {ACh) hydrolyzing enzyme in the central and peripheral nervous
systems (Bono 2015, Pohanka 2011, Arpagaus 1990, De viese 2004, Silver

1974).BChEbelongs to the family of Cholinesterases (ChE), sharing functions with another



enzyme of the same family, the Acetylcholinesterase (AChE). Phylogenetic analysis of BChE
and AChE expression indicates that these two enzymes have emerged from a common
precursor whose function was to hydrolyze acetylcholine. Therefore, the ACHE and BCHE
genes arose by gene duplication after the emergence of cholinergic systems (Chatonet 1989,
Hall 1986, Pritchard 1994, Toutant 1989).BChE is synthesized in the liver and widely distributed
in different human tissues, including blood and brain (Darvesch 2003, Darvesh 1998, Wescoe
1947). An adult human has ten times more BChE than AChE in tissues and the highest amount
appears in plasma and liver (Manoharan 2007, Lockridge 2015), and thus BChE is the major
ACh hydrolyzing enzyme in plasma (Bono 2015,Lampén 2012).

Some conditions may alter BChE activity in the plasma or in the brain.For example,
pregnant women, people with liver disease, poor nutrition and cancer, all show reduced activity
of the enzyme (Lockridge 2015, Whittaker 1980).0n the other hand, BChEactivity is increased
in elderly brain (60-90 years) (Perry 1978)and in AD patients’ brain, mainly in the hippocampus
and temporal cortex (Bono 2015, Arent 1992, Simao-Silva 2008).IncreaseadBChE is also
verified in plasma of obese individuals.In addition, BCHE variants may also influence the
enzyme activity (Lockridge 2015, Simao-Silva 2008, Rubstain 1978, Furtado-Alle 2008).

K variant (rs1803274, A539T) is the most common polymorphism found in the coding
region of BCHE gene and has been associated with Alzheimer disease (AD), especially in
combination with Apolipoprotein E4 (ApoE4), the greatest risk factor associated with sporadic
Alzheimer disease (Bono 2015,Simao-Silva 2008, Vijayaraghavan 2016).This variant was first
described in 1978 when its presence was associated with 30% decreaseadBChE activity in
serum (Rubanstain 1978).Afterwards, studies with AD and otherdiseases, as diabetes and
obesity, showed that K variant alone is not associated with decreased BChE activity, being the
5" UTR -116A variant necessary for this decrease. This variant is present in the non-coding
exon 1 of BCHE at -116 nt(rs1126680), being -116A preferentially found in cis with the K variant
[19] with described frequency for Caucasian population among 5.0-9.3% (Simé&o-Silva 2013,
Furtado-Alle 2008).

The aim of this study was to compare the plasma BChE activity between MCI amnesic
pure (MCla)/MCl amnesic multiple domains (MClamd) and control group, verifying if their

activity is associated with the BCHEK, BCHE -116 and APOEvariants.



2. Materials and Methods
2.1.MCI samples and Controls

138 MCI patients (mean age 68.7 + 8.52), 99 women and 39 men, were obtained
from Specialized Centers of Dementia, with age and sex matched with 148 healthy elderly
controls (mean age 71.5 + 8.85), 95 women and 53 men.All individuals, cases and controls
underwent to a neuropsychological test screening as the Mini Mental State Examination
(MMSE) and Geriatric Depression Scale (GDS).The MCI patients were diagnosedby a
neurologist, as probable and possible according to Petersen 1999 and Winblad 2004
criteria.Patients with a history of poor nutrition, liver disease, cancer and obesity have been
excluded of this study. The control group was submitted to a clinical exam and exclusion criteria
were: liver disease, poor nutrition, cancer, obesity, historyand/or examination findings
suggestive of psychiatric or neurological disease and evidence of functional decline as shown
by a structured questionnaire. All individuals gave informed consent for participation in this
study that was approved by the Institutional Ethics Committee (Protocol number

1192.117.1108).

2.2. Genotyping
Total genomic DNA was extracted from peripheral blood samples by Salting-out
method (Lahiri 1991) and diluted to a final concentration of 20 ng/pL. Genotyping for K variant
(rs1803274), -116A (rs1126680) and APOE 4 was performed withTagMan allelic discrimination

assays (Applied Biosystems).

2.3.BChE Activity
The BChE activity was assessed using Dietz (1978) method adapted for a microplate
spectrophotometer TECAN® (Infinite 200 PRO), as follows: The DTNB (5,5'- bisditio-2-
nitrobenzoic acid 0.423 mM) was dissolved in phosphate buffer (167g per 1000 ml). The
substrate (Propionylthiocholine 100 mM) was prepared with 303 mg of iodide
propionylthiocoline (MW = 303.2) in 10 mL of distilled water. 75uL of plasma diluted (1/100 in

distilled water) were added to an Eppendorf tube containing 660uL of buffer DTNB. Thereafter,



245l of the mixture was added to each well of the microplate. The microplate was placed in
the spectrophotometer and heated at 25 ° C for 15min. After that it was added 5uL of the
substrate in each well of the microplate and only then the reading started. The first reading
called A0, must be performed immediately after the placing of the reagents. A1, A2 and A3
readings were made after one, two and three minutes from the reading AQ, respectively. After
the four readings A / minute (absorbance change per minute) must be calculated. To obtain the
activity (KU / L), A / minute was multiplied by the correction factor (93.6). This methodology is
based on propionylthiocholine hydrolysis by BChE producing propionic acid and thiocholine,

which reacts with the DTNB, producing 5 -thio -2 -nitrobenzoate.

2.4, Statisticalanalysis
Allele frequencies were obtained by counting the alleles from the observed genotypes.
The chi-square test was used to compare categorical variables and calculated by Clump
software (Clump 1995). Kolmogorov-Smirnov test was used to test for normality of variables
distribution. The comparisons hetween means were performed by t-test (parametric variables)
or by Mann-Whitney test (non-parametric variables). Multiple regression analysis was performed
to evaluate the independent effect of the variables. A 5% level of significance was adopted for

all the statistical analyses performed.

3. Results

Frequency of the K and -116Avariant were similar between MCI| patients and
controls(Table 1) and it was also similar between men and women within each group. The
frequency of theed allele was higher in MCI (Table 1).When gender was considered, the
difference remains only for women with MCI, who have a higher frequency of the e4 allele
(Women Controls x Women MCI: p= 0,002; Women MCI x Men MCI: p= 0,04).

We found that the mean plasma BChE activity was significantly lower in MCI patients
compared to age-matched control group (t-test p value: 0,023). The difference in activity levels
was observed independently of the K and edalleles.In other words, patients or controls carrying
K or e4 variants showed no difference in BChEactivity when compared with no carriers, but we

found a lower activity in MCI patients carrying -116A allele (Table 2). When gender was



considered, the -116A allele effect onBChE activity was also verified in women from thecontrol

group (p= 0,01), which possibly explains the tendency of p value for the all control group shown

in the table 2 (p=0,06).WWomen had different BChE activity when compared to men within and

between MCI and control groups (Table 3).

Multiple regression analysis using BChE activity as dependent variable showed the -

116A (p=0,02) and sex (p=0,02)influence in the enzyme activity levels.

Allele Frequencies Controls MCI p value
K 0,18 0,20 0,64
1164 0,09 0,06 0,14
ed 0,08 0,14 0.03

Table 1: Allele Frequencies for K, -116A and e4variants,Fisher exact test (p value)for MCI and Controls.

Usual K Alelle(n=49) t-test Usual Allele® -116A Alelle t-test Usual ed Alelle t-test
MCI Allele*(n=79) MeanS.D. (p value) (n=79) (n=17) (p value) Allele*(n=93) (n=35) (pvalue)
MeantS.D. Mean+S.D. Mean+S.D. MeanzS.D MeanS.D
BChe 3,27+1,06 3,26+1,04 0,96 3,62+0,99 2,66+0,68 0,000 3,26+1,04 3,32+1,08 0,75
Activity
Usual Allele* K Allele t-test Usual Allele® -116A Alelle t-test Usual Allele* a4 Allele t-test
Controls (n=97) (n=45) (p value) (n=117) (n=26) (p value) (n=120) (n=23) (pvalue)
MeantS.D. MeanS.D. MeantS.D. MeanS.D. MeantS.D MeaniS.D
BChe 3,60£0,98 3,3610,62 0,07 3,57+0,98 3,31+0,51 0,06 3,57+0,91 3,24+0,80 0,1
Activity

Table 2: Mean + standard deviations (S.D.), t-test(p value) of total plasma BChE activity between Usual Alleleand K, -

116A or e4 of MCl and Controls.

*Any other allele different of K, -116A and e4.



BChE activity Women Men t-test

MeanS.D. MeantS.D (p value)
Controls 3,65+0,92 3,32+0,82 0,03
MCI 3,34+1,04 3,09+1,08 0,23
t-test (p value) 0,03 0,25 -

Table 3: Mean + standard deviations (S.D.), t-test(p value) of total plasma BChE activity in women and men within and

between groups: MCI and Controls.

4. Discussion:

Participation of BChE in the acetylcholine hydrolysis has stimulated researchers to
investigate its role in cognition (Wescoe 1947, Atack 1986, Emre 2004, Powe 2006, Lockiridge
2011).A recent study of our research group (Bono 2015)showed a decrease in plasma BChE
activity in patients with Alzheimer’s disease and now we verified that meanplasma BChE activity
is also lower in MCI patients,agreeing in principle withresults found by Zhuravin 2015.However,
whengender was considered we verified that only women with MCI| had decreased plasma
BChE activity. This result was confirmed by multiple regression analyses, suggesting that in
men BChE activity has not changed with the presence of MCI.

Studies with BCHE genetic variants, such as K variant had been associated with
decreased enzyme activity in some dementias and other conditions (Lockiridge 2015, Rubstain
1978, Vijayaraghavan 2016, Bartels 1990).In our study, however,we did not find this
associationas the K variant carriershad the same meanBChE activity than no carriers.Studies of
BChE activity in MC| are very scarce and studies with K variant and/or BChE activity and
dementias in general are very controversial, some found association while others do not
(Vijayaraghavan 2016, Singlenton 1998, Lane 2009, Perry 2003, Lane 2008, Siméo-Silva 2008,
Ferris 2009, Bono 2015, Per Jahasson 2013).Perhaps part of this conflict may be due to the
effect of another variant that affects the BChE activity, the -116A variant of the BCHEgene.

According to Furtado-Alle(2008)and Siméo-Silva (2013) the K variant alone is not associated



with decreased BChE activity, being the SUTR -116A variant necessary for this decrease.Thus
we consider important to analyze this variant, especially in dementias, andin our study we found
that the -116A allele affects BChE activity in women,
while the K allele showed no influence on activity, reinforcing the hypothesis that -1168A isthe
variant that affects the BChE activity.

Patients with MCI can progress to various types of dementias, however some
markers which have been associated with a well-defined dementia, such as Alzheimer (AD) and
APOE e4, can aid in the prognosis of these patients. The influence of gender in the progression
to AD has been reported in some studies, agreeing with our found of higher frequency of the e4
allele and lower BChEactivity only in women, and thus suggesting a higher probability of these
female MCI patients of progressing to AD. Previous analyses of the InDDEx study population
(Investigation in Delay to Diagnosis of Alzheimer's disease with Exelon) have indicated that
women with MC| may have a faster rate of progression to AD than men (Feldman 2007, Ferris
2009) andFerris found a higher rate of progression in women who did not carry the K variant.
Studies like this and like oursshow that the progression of MCI to AD is strongly related to
female gender.Indeed, female gender is considered to be one of the most significant of several
factors that may influence progression to AD in MCI subjects (Fleisher 2005). Research into the
higher susceptibility to AD in women has focused on the roles of estrogen (Yue 2005, Manly
2000), testosterone (Sherwin 2003) and other sex hormones (Webber 2005).

Hormonal differences between men and women are common in all ages but with
aging these differences may become even higher mainly due to menopause, a time of great
physiological and hormonal changes. This condition may contribute for the difference in
BChEactivity between men and women cbserved in the control group, and the presence of
disease accentuates the effect on BChE activity in women, probably also due to different
hormonal factors between men and women in the aging.

A possible explanation for the low BChE activity in MCI is the BChE kinetic response
to concentrations of acetylcholine (ACh). It is known that BChE is less efficient in ACh
hydrolysis at low concentrations but highly efficient at higher ones, a situation in which
AChbecomes substrate inhibited (Silver 1974). Considering that MCI is characterized by a

cholinergic deficit and a progressive decline in ACh levels, the peripheral higher BChE activity



becomes unnecessary in this condition, remaining at lower levels by a feedback mechanism
and not acting causally on cholinergic deficit. This feedback mechanism has been suggested by
other study with Alzheimer's disease where patients also had a lower plasma BChE activity than
controls (Bono 2015).It seems that women with MCI are more prone to develop into AD, which
may reflect on thesignificantly decreased BChE activity, probably in response to cholinergic
deficit explained by the feedback mechanism.

In our study we found a higher frequency of the e4 allele in women with MCI.This
resultssuggests thatthe higher risk of MCl women in developing into ADmay be attributed to the
presence of thee4 allele, which is considered the greatest risk factor associated with sporadic
Alzheimer disease (Simao-Silva 2008, Vijayaghavan 2016) and early Alzheimer's (de Beaumont
2018). Although we found no association with the -116A variant, the results show a tendencyto
the significance that can be tested by a study with a larger sample since it influenced the BChE
activity in Women.

In conclusion, there is lower mean plasmaBChE activity in women with MCI than in
elderly controls influenced by -116A and independent of the K allele.ln addition,a higher
frequency of APOE ed in women with MCI was found. These results reinforce the idea that the
female gender and APOE 4 are major significant factors for progression to AD and instigates
further study for possible use of BChE activity in women with MCl as a prognosis secondary

marker for AD.
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6. APENDICES

Apéndice 1 — Mini-Exame do Estado Mental (MEEM)

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

Paciente:

Data da Avaliagdo: / / Avaliador:

ORIENTACAO

¢ Dicrda semane (1 PORTO) & u: v sw wisis s s an &5 5% £S48 5 0o S &5 0 oot « )
e DIAAO MES (1 PONTO) v\ttt ¢ D
¢ MBS BONEOY v mum v vy s s s taya o9 562 01958 ¥ §s8 B G000 8 B906 SN0 RIS [ RDS s C )
8 AEE. (|- DOTTON: .5 s iwisis Gt oAb is] o o st oA RO AN i e S W 0 e ol ¢
¢ Hora dproXimoiad@ (]l POMTO) « us.was s oo o6 au §3 57005 55008 406 Ram bl i 5606 a C )
* Local especifico (aposento ou setor) (1 ponto) .......cocvvvviiiiiienn. « )
« Instituicdo (residéncia, hospital, clinica) (1 ponto) ... (G
¢ Baliro ou rua proxima)l (1 PONTOY w6 w5 5 s 60w a8 wals & o6 o v o o6 6 o 50 B « )
S CIHORIE T TIOITEGL v o siisut s s w15 w0055 0055003 S5 OGSO i s SN BN c D)
¢ Estaido €l ONTE): cos smos sows vam £08 BT HURR ISP DTS BT E SR S0 S SR e C )
MEMORIA IMEDIATA

¢ Fale 3 palavras ndo relacionadas. Posteriormente
pergunte ao paciente pelas 3 palavras. D& 1 ponto
porarcada respostel COMBIE v 4 0% S6 o 608 5§60 s OE 0% €088 R 8k @ 5ol @ ad Tee C I
Depois repita as palavras e cerfifique-se de que o paciente as aprendeu, pois mais
adiante vocé ird perguntd-las novamente.

ATENCAO E CALCULO
* (100 - 7) sucessivos, 5 vezes sucessivamente
(] porifo Para:cHASCAICUIG:COMBYO). v v wnva v i o siins o wisso s woss g o + s G )
(alternativamente, soletrar MUNDO de trds para frente)
EVOCAGCAO
¢ Pergunte pelas 3 palavras ditas anteriormente
Gl pento Dol POICIVIOY, o wamsves v LEms Salh s B 0E P tEs TYPT VERMES T RuE 5 ( )
LINGUAGEM
¢ Nomear um relégio e uma canefa (2 pontos) ...vvvvvv i C )
* Repetir "nem aqui,nem ali,nem I&) (1 ponto) ..., « )
* Comando: "pegue este papel com a mao direita
dobre ao meio e:cologue No chAe:( 3 PIOS) « v iuwaen vovs wwewos e va vvewns C )
s Ler e obedecer: "feche 0s 0lhos" (1 PONTO) .+ v v v vi i e iens « )
¢ Eserever uma fIasel PO o yis i s s s s s e s 5 @ 60n o5 wmem o5 05860 C )
¢ Coplarum Sesenbie (Il DERTOY s & e s ieims 5 owm 5 5 16w S « )

ESCORE: ( /30)
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Apéndice 2

ATIVIDADES INSTRUMENTAIS DE VIDA DIARIA — PFEFFER

Paciente: Data:

01 Ele(a) manuseia seu proprio dinheiro?

02. Ele(a) & capaz de comprar roupas, comida, coisas paraacasa | 0 1
sozinho{a) ?

03. Ele{a) & capaz de esquentar a agua para o café e apagar o | 0 1
fogo?

04. Ele(a) & capaz de preparar uma comida?

05 Ele(a) & capaz de manter-se em dia com as atualidades, comos | 0 1
acontecimentos da comunidade ou da vizinhanga?

06. Ele(a) & capaz de prestar atencdo, entender e discutir um |0 1
programa de radio ou televisdo, um jornal ou uma revista?

07. Ele(a) & capaz de lembrar-se de compromissaos, acontecimentes | 0 1
familiares, feriados?

05, Ele(a) & capaz de manusear seus proprios remédios?

09 Ele(a) é capaz de passear pela vizinhanga & encontrar o | 0 1
caminho de volta pra casa?

10. Ele(a) pode ser deixado(a) em casa sozinho(a) de forma | 0 1
segura?

Total:

Pontuacéao:
« 0-Mormal, cu nunca fez, mas poderia fazé-lo agora;
+ 1-Faz com dificuldades, ou nunca o fez e agora teria dificuldade;
+ 2-Mecessita de ajuda;
+ 3-Mao é capaz.



