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RESUMO

Viérios estudos tem demonstrado o papel da genética no envelhecimento mas ainda ndo se sabe
como os genes influenciam esse processo, sendo possivel o envolvimento de varios genes, cada um
deles com apenas um modesto efeito. Entre os genes potencialmente relacionados ao
envelhecimento mais estudados, destaca-se o gene da apolipoproteina E. Além de participar do
transporte de lipideos, essa apolipoproteina tem papel importante na aterosclerose, no reparo e
manutencao de células do sistema nervoso central ¢ na inflamac¢ao. Inimeros estudos tem associado
o alelo €4 da apoE a doencas comuns em idosos como a doenga arterial coronariana, o acidente
vascular encefalico e a doenca de Alzheimer. Mais recentemente, o gene da apolipoproteina E
também tem sido considerado um gene da vulnerabilidade ja que portadores de €4 apresentam um
pior progndstico em varias outras condi¢des clinicas como traumatismo craniano, doenca arterial
periférica e diabetes. Idosos mais vulnerdveis tendem a acumular mais incapacidades com o
envelhecimento e, se o gene da apolipoproteina E for realmente um gene ligado a vulnerabilidade, ¢
possivel imaginar que existam variagdes genotipo-dependentes no desempenho funcional dos
idosos.

Para avaliar a associacdo do gendtipo da apolipoproteina E com incapacidade funcional e com um
fenotipo de “envelhecimento bem sucedido” 1408 idosos incluidos na linha de base do Projeto
Bambui foram submetidos a genotipagem da apolipoproteina E e constituiram a amostra desse
estudo. Os participantes responderam a um questionario para avaliacdo da funcionalidade e foram
classificados de acordo com a presenca ou auséncia de incapacidades em atividades relacionadas a
AVDs, AIVDs e mobilidade. Um subgrupo de idosos que ndo apresentavam nenhuma dificuldade
nas tarefas avaliadas foram considerados idosos com “envelhecimento bem sucedido”. A associagao
do gendtipo da apolipoproteina E e os fenotipos descritos foi avaliada pela regressdao logistica
multipla, considerando as possiveis variaveis de confusao.

Nao houve diferencas significativas em relacdo a presenca de incapacidades em AVDs e AIVDs e o
gendtipo da apoE mas a presenca do alelo €4 foi associado a uma menor frequéncia de
comprometimento na mobilidade, tanto quando comparado ao grupo €3¢3 (OR=0,71; 1C95%=0,50-
1,00), quando comparado aos idosos sem a presenca do alelo ¢4 (OR=0,69; 1C95%=0,49-0,97). A
presenga do alelo €4 também foi associada ao envelhecimento bem sucedido, aumentando a chance
de um envelhecimento livre de incapacidades em cerca de 40% (OR=1,41; 1C95%=1,02-1,94).

Em Bambui a presenca do alelo €4 esteve relacionada a um melhor desempenho funcional em
idosos em relagdo as tarefas de mobilidade, ressaltando a importancia de estudos sobre a associacao

desse gendtipo com a funcionalidade de idosos em diferentes populagdes.
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ABSTRACT

The genetic influence in the aging process has been shown in several studies but it is still not known
which genes play an important role in this process and how they work. The genetic architecture of
this process is quite complex and involves a lot of genes, each one with just a small effect. There are
several genetic polymorphisms potentially related to the aging process but the apolipoprotein E
polymorphism deserves special attention. This apolipoprotein has a key function in lipid transport
but also plays an important role in atherosclerosis, maintenance and repair of neurons, and
inflammation. There is a strong association between the apoE ¢4 allele and aging-related diseases
like coronary heart disease, stroke, and Alzheimer's disease. Recently, the apoE gene has been
viewed as a “frailty” gene.

Frailty elders tend to have more accumulated deficits and disabilities in aging. If the apolipoprotein
E gene is really linked to frailty, it would be easy to imagine the presence of genotype-dependent
variations on elderly’s functional performance.

To analyze the apoE genotypes associations with functional disability considering ADL, IADL and
mobility and with a “successful aging” phenotype the participants of the Bambui Health and Aging
Study, 1408 elders were genotyped for apoE polymorphisms and were included in this study. They
answered several questions about disabilities and were finally classified as dependent or
independent in ADL, IADL and mobility. A subgroup of participants that didn’t show any problems
in assessed tasks was considered “successful aging” elders. The associations with apoE genotypes
and the aforementioned phenotypes were assessed using logistic regression models.

No differences in genotypes distribution were found for ADL and TADL but the presence of &4
allele decreased the odds ratio (OR=0,69; 1C95%=0,49-0,97) of mobility impairment on the
adjusted analysis. We unexpectedly found that the allele €4 is associated with the “successful
aging” phenotype. Individuals with €3/e4 or €4/e4 genotype have 40% more chances to reach a
disability-free aging (OR=1,41; IC95%=1,02-1,94).

In Bambui Health and Aging Study, the presence of €4 allele was associated with a better functional
performance in mobility among the elderly. The importance of studies comparing apoE

polymorphisms and functional performance in different populations was reinforced.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento populacional ¢ um fendmeno universal com importante impacto nos servigos de
saude. Apesar de grande parte de esse fenomeno ser atribuido a mudangas nos fatores de risco
ambientais ¢ socioecondmicos, ndo se pode negar a importancia dos fatores genéticos no processo

de envelhecimento (Vaupel et al., 1998).

O conceito cléssico de satde da Organizagdo Mundial de Satide (OMS) mostra-se inadequado para
descrever o universo de satde do idoso, ja que a grande maioria dessa populagdo apresenta uma ou
mais doencas cronicas (Ramos, 2003). Idosos que apresentam comorbidades, mas mantém sua
autonomia e independéncia podem ser considerados “sauddveis” sob uma oOtica de capacidade
funcional. Nesse contexto, a manutencdo da capacidade funcional torna-se muito mais importante

que a presenga ou auséncia de doengas.

O processo de envelhecimento e a expressdo clinica das doengas relacionadas ao envelhecimento
apresentam importantes variagdes entre individuos. Apesar de mesma idade e da mesma carga de
morbidade, idosos podem apresentar diferentes graus de incapacidade. Além das caracteristicas
demograficas, sociais, estilo de vida, ambiente e suporte social, os fatores genéticos sao
fundamentais na expressao de um fenotipo de envelhecimento livre de incapacidades (Verbrugge,

1994 e Giacomin, 2008).

A importancia de se identificar os determinantes genéticos de um envelhecimento livre de
incapacidades pode ser resumida em trés razdes principais: 1) facilitar a identificagdo de fatores nao
genéticos responsaveis por variagdes inexplicadas no fendtipo; 2) descobrir novos sistemas
bioldgicos e mecanismos envolvidos na determinagdo do envelhecimento bem sucedido; 3)
identificar de genes relacionados a uma maior vulnerabilidade e oferecer a portadores desses genes
intervengdes biolodgicas, comportamentais € ambientais para tentar melhorar seu processo de

envelhecimento (Glatt et al., 2007).

Entre os genes mais estudados, destaca-se o gene da apolipoproteina E que além de participar do
transporte de lipideos, tem papel importante na aterosclerose, no reparo e manutengao de células do
sistema nervoso central (SNC) e na inflamacdo. Inumeros estudos tem associado o alelo €4 da
apolipoproteina E a doengas comuns no envelhecimento como doenga arterial coronariana (DAC),

acidente vascular encefalico (AVE) e doenga de Alzheimer (Mahley et al., 2000).
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Mais recentemente, o gene da apolipoproteina E também tem sido considerado um gene de
vulnerabilidade (Genders et al., 2000; Christensen et al., 2006, ¢ Kulminski et al., 2008) ja que
portadores de €4 também apresentam um pior progndstico em varias outras condi¢des clinicas como

traumatismo craniano, doenga arterial periférica e diabetes (Christensen et al., 2006).

E possivel supor, diante do exposto, que individuos portadores de &4 tenderiam a acumular mais
morbidades ao longo de sua vida e apresentariam um pior desempenho funcional em idades
avancadas. Poucos estudos foram publicados comparando o gendtipo da apolipoproteina E e grau de
incapacidade em idosos (Alber et al., 1995; Bader et al., 1998; Blazer et al., 2001; Meizer et al.,
2005; Kulminski et al., 2008; Lan et al., 2009; Verghese et al., 2013) e os resultados desses estudos
ainda ndo permitem uma conclusdo definitiva sobre a associacdo do alelo €4 com a incapacidade

funcional.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Genética e envelhecimento

A longevidade extrema, embora desejavel, ndo ¢é suficiente para definir o fenotipo de um
envelhecimento bem sucedido. Segundo Rowe e Kahn, esse fendtipo poderia ser caracterizado por
auséncia de incapacidade, manutencdo da funcdo cognitiva e fisica e engajamento em atividades
sociais e produtivas em idade avangada (Rowe & Khan, 1987). Embora seja um conceito muito
citado na literatura, ele apresenta grande dificuldade operacional e por isso a maioria dos estudos de
associacao genética trabalha com fenotipos de longevidade extrema e auséncia de incapacidade para

caracterizar um envelhecimento bem sucedido.

Modelos animais usando nematodeos, Drosophila e camundongos ja demonstraram claramente que
alguns genes tem papel importante no envelhecimento e na longevidade (Finch et al., 1997). No
caso do nematodeo Caenorhabditis elegans, uma simples muta¢do no gene age-1 que codifica a
fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K) pode aumentar seu tempo médio de vida em cerca de 40%

(Friedman & Jhonson, 1988).

A partir de inimeros estudos realizados em animais foi possivel concluir que: a) a maioria dos
genes envolvidos no processo de envelhecimento sdo pleiotropicos, ou seja, influenciam varios
tracos fenotipicos; b) muitos mutantes longevos apresentam um crescimento mais lento, com
reduzida fecundidade e fertilidade, sugerindo uma oposicdo de rapido desenvolvimento ¢ alta
fecundidade com alta resisténcia ao stress e longevidade; ¢) existe um componente estocastico no
processo de envelhecimento que faz com que individuos geneticamente idénticos, criados em um

mesmo ambiente, apresentem diferentes padroes de envelhecimento (Christensen et al, 2006).

Em humanos, sindromes progerdides como a sindrome de Werner também demonstram como a
mutagdo de um unico gene pode afetar o envelhecimento e a sobrevida, embora isso seja
extremamente raro. Acredita-se que a arquitetura genética do envelhecimento humano envolva
inimeras e raras mutacdes em genes com caracteristicas pleiotropicas, todas com apenas um
pequeno efeito sobre a longevidade. Essa complexidade provavelmente contribuiu para um lento
progresso nessa area. Nesse sentido, o primeiro passo para se compreender a influéncia da genética
no envelhecimento ¢ saber se existe uma hereditariedade para determinado fendtipo, como por

exemplo, o fendtipo da longevidade ou do envelhecimento livre de incapacidades. Os primeiros
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estudos em genética do envelhecimento trabalharam com o fenétipo da longevidade (McGue et al.,

1993; Herskind et al., 1996; Finch et al., 1997).

Conforme demonstrado em inimeros estudos epidemioldgicos, familiares de individuos longevos
tém uma maior chance de sobrevida em idades avangadas quando comparados com a populagdo
geral. A contribuicdo genética para a longevidade em humanos varia entre 20 e 30% quando
estimada através de estudos com gémeos (Migue et al., 1993; Herskind et al., 1996) e de 15 a 25%
quando estimada através de estudos de base populacional (Kerber et al., 2001 e Mitchell et al.,
2001), sugerindo uma modesta contribui¢do genética para o tempo de vida. Por outro lado, quando
se trabalha com um fen6tipo mais especifico, como o do envelhecimento livre de incapacidade, essa
contribui¢do genética parece ser mais importante. No “Framingham Heart Sutdy” a hereditariedade
da auséncia de incapacidade em idosos de mais de 75 anos foi de 44% (Murabito et al., 2012) e no
estudo de gémeos dinamarqueses foi de 34 a 47% para idosas acima de 80 anos e de 15 a 34% para

idosas entre 75 e 80 anos (Christensen et al., 2000 e 2002).

Uma vez confirmada a hereditariedade de caracteristicas importantes de um envelhecimento bem
sucedido como a longevidade e a auséncia de incapacidades, o proximo passo seria estudar os genes
especificos que influenciam esse fendtipo. No entanto, estudar a influéncia genética em um fenotipo
especifico ¢ uma tarefa extremamente dificil j& que a maioria dos tragos fenotipicos sao complexos
e sua heranca ¢ baseada em uma combina¢do de multiplos genes, fatores ambientais e a interacao

gene-ambiente.

Alguns genes apresentam variagdes em sua estrutura que podem ser raras (<1% da populagdo)
sendo entdo chamadas mutagdes, ou mais frequentes (>1% da populagdo) sendo chamadas
polimorfismos. Os diferentes tipos de polimorfismos incluem: 1) polimorfismos de
inser¢ao/delecdo; ii) polimorfismos de variagdo do niumero de copias (CNVs); iii) polimorfismos de
repeticdo em tandem (VNTRs) e iv) polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs), que sdo o tipo
mais comum com mais de 3 milhdes de SNPs ja identificados (Frazer et al., 2007). As diferentes
formas que um polimorfismo particular pode assumir representam os alelos. Como os SNPs sdo
responsaveis pela maior parte da variagao genética em humanos e sua detecgdo ¢é relativamente facil
e de menor custo, esse tipo de polimorfismo tem sido o principal foco dos estudos de associacao

gene-fenotipo (Attia et al., 2009).
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A sequéncia de pares de bases dos 25.000 genes que compdem o genoma humano é 99% idéntica
em diferentes individuos e ainda assim existe cerca de 12 milhdes de variagcdes potenciais entre
genomas de diferentes individuos, o que pode explicar como individuos de mesma idade, sexo e

habitos de vida apresentam diferengas tdo importantes (Lander et al., 2001).

Estudos de associacao de genes candidatos testam a associagao de uma ou mais variagdes genéticas
com fenotipos de interesse. A maioria dos estudos publicados no passado escolhia um gene
candidato baseado no seu papel bioldgico em determinada doenca ou expressdo fenotipica da
doencga. Atualmente uma abordagem mais “agnostica” através de estudos de associagdo genética
ampla (GWAS) tem se mostrado muito util. GWAS examinam a associa¢ao de variagcdes genéticas
com uma condi¢do ou fendtipo de interesse analisando de 100.000 a milhdes de SNPs em todo o
genoma, sem levar em consideracdo nenhuma hipétese pré-estabelecida sobre algum mecanismo
potencial. Estudos de associacdo genética e GWAS nao s3o excludentes, sendo que muitas vezes o

GWAS ajuda a selecionar genes para os estudos de associacao (Garatachea & Lucia, 2013).

Existem varias abordagens para identificacdo de genes potencialmente relacionados ao processo de
envelhecimento. Certas classes de genes tém sido citadas com base nos mecanismos biolégicos e
teorias do envelhecimento. Outros genes sdo identificados a partir de modelos animais, embora nem
sempre exista um gene homoélogo em humanos. Existe ainda a possibilidade de selecao de gene

baseada em estudos da variagdo da expressdo genética com o envelhecimento (Karasik et al., 2005).

Genes relacionados ao envelhecimento podem ser classificados de acordo com suas vias bioldgicas
de acdo, apesar de existir alguma sobreposicao entre vias e/ou grupos (Kirkwood, 2005; Willcox et
al., 2006; Christensen et al., 2006). As seguintes vias contém os mais promissores genes estudados :
1) eixo GH-IGF-insulina, 2) inflamag¢do; 3) manutencao de telomeros; 4) enzimas antioxidantes; 5)
manutengdo e reparo do DNA; 6) regulagdo da pressdo arterial e 7) metabolismo lipidico. O genes
mitocondriais também sdo promissores candidatos e tem recebido grande importancia nos estudos

mais recentes.

2.1.1 Genes ligados ao eixo GH-IGF-insulina

Um dos fendmenos mais amplamente estudados nas pesquisas sobre envelhecimento e conhecido
por mais de 70 anos ¢ o efeito da restricdo dietética no aumento da expectativa de vida de roedores

e outras espécies. Esse efeito ¢ substancial e aumenta em até 50% a vida de roedores. Uma das
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explicagdes para isso ¢ a redugdo dos niveis de glicose e/ou insulina/IGF através da restricao

calorica (Kirkwood, 2005).

Voltando ao exemplo do nematodeo Caenorhabditis elegans, cuja alteragdo no gene que codifica a
PI3K tem grande impacto no tempo de vida dessa espécie, observa-se que a PI3K tem um papel de
sinalizagdo em uma via que € homologa a via insulina/IGF-1 em humanos. Um dos alvos dessa via
¢ o fator de transcri¢do DAF-16 (FOXO), que regula a expressdao de numerosos genes que atuam na
resisténcia ao stress, imunidade inata, processos metabolicos e degradacdo de toxinas. Mutagdes
nessa via provocam efeitos notdveis na longevidade tanto em invertebrados quanto em mamiferos

(Murphy et al., 2003).

Uma importante caracteristica fenotipica relacionada a longevidade ¢ a reducdo do estimulo para
produgdo de insulina, aumento da sua sensibilidade e reducdo dos niveis plasmaticos de IGF-1
(Longo & Frabrizio, 2002; Tatar et al., 2003 e Bluher et al., 2003). Esse perfil metabdlico leva a
uma reducdo do dano oxidativo e do stress citotoxico. Em humanos, os poucos estudos que foram
realizados sobre a associagdo de genes do eixo insulina/IGF e longevidade sdo concordantes com os

achados em modelos animais (Bonafe et al., 2003 e van Heemst et al., 2005).

A presenga de pelo menos uma copia de um alelo especifico do IGF1R que resulta em niveis séricos
mais baixos de IGF livre é mais frequente em individuos longevos (Bonafe et al., 2003). Tem sido
sugerido também que variagdes genéticas que causam redugdo da ativacdo da via insulina-IGF1 se
associam a um aumento da sobrevida em mulheres. Entre os polimorfismos analisados, a associacao
foi mais importante para um SNP no gene que codifica o hormonio do crescimento 1 (GH1) (van

Heemst et al., 2005).

2.1.2 Genes ligados a inflamagao

A inflamag¢do cronica e de leve intensidade tem importante papel no processo de envelhecimento
humano. Altos niveis de citocinas circulantes como interleucina 6 (IL-6), proteina C reativa (PCR) e
fator de necrose tumoral (“tumoral necrosis factor” - TNF) tém sido associados a inimeras doencas

relacionadas a idade e que podem levar a incapacidade e mortalidade precoce.

A IL-6 tem um papel fundamental na inflamagao e sua expressdo ¢ aumentada em muitas condi¢des

como artrite reumatoide, osteoporose, Alzheimer, doengas cardiovasculares e diabetes tipo 2,
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fazendo com que exista uma associacdo dos niveis dessa interleucina com o declinio funcional e
mortalidade. Existem pelo menos quatro polimorfismos na regido promotora do gene da IL-6 que
alteram sua transcricdo genética sendo que um deles — o 174G/C — tem sido associado a
longevidade (Christiansen et al., 2004), a susceptibilidade a doenga arterial coronariana (Humphries
et al., 2001) ¢ a canceres (de Michele et al., 2003), mas com resultados ainda conflitantes (Nauk et
al., 2002).

Alelos particulares do locus HLA-II no cromossomo 6 também apresentam uma variagdo
significativa entre jovens e idosos de um mesmo grupo étnico, sugerindo que esse locus possa ter

alguma influéncia no envelhecimento (Willcox et al., 2006).

Outra observagdo relevante ¢ que existem varias modificagdes na resposta imune celular e humoral
entre individuos descendentes de longevos quando comparados a controles. O menor status pro-
inflamatério em descendentes de longevos infectados com CMV (citomegalovirus) pode representar

uma grande vantagem no processo de envelhecimento (Balisteri et al., 2012).

2.1.3 Genes ligados a manutencao de telomeros

Telomeros sdo estruturas protetoras localizadas ao final dos cromossomos que consistem em seis
bases de nucleotideos ocorrendo de forma repetitiva. Uma pequena quantidade dessa sequéncia
terminal ¢ perdida em cada divisdo celular. A enzima telomerase compensa essa perda reconstruindo
os telomeros. Uma correlagdo negativa entre o comprimento dos telomeros e a habilidade de
replicar das células somaticas, além da redu¢do no comprimento dos teldmeros com a idade,
sugerem que os teldmeros também tenham um papel importante no processo de envelhecimento

(Aviv, 2004).

O comprimento do teldmero ¢ um carater hereditario e varia entre individuos de uma mesma idade.
Na disceratose congénita, doenca genética na qual o encurtamento dos telomeros ¢ acelerado, os
individuos apresentam, além das alteracdes dermatoldgicas caracteristicas da doenca, sinais de
envelhecimento precoce ¢ inicio prematuro de muitas doengas relacionadas a idade (Vulliamy et al.,

2001).

Durante o processo normal de envelhecimento, a perda do DNA telomérico das células somaticas

em divisdo pode levar a apoptose, senescéncia replicativa ou transformagao neoplasica. Além disso,
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os telomeros parecem ser mais curtos em individuos com aterosclerose, doenga de Alzheimer,
osteoporose, alguns tipos de cancer ¢ até mesmo transtornos de humor (Bekaert et al., 2005). Nao
sdo todos os estudos, no entanto, que suportam a relagdo do comprimento do teldomero com a
longevidade (Bischoff et al., 2006). Na verdade, ainda ndo se sabe se o teldomero ¢ apenas um
marcador de mecanismos fundamentais que determinam o envelhecimento ou se é um fator chave

nesse processo (Aviv, 2004).

2.1.4 Genes ligados a enzimas antioxidantes

As células possuem varios mecanismos de resposta ao stress que induzem a expressao de genes
codificadores de proteinas protetoras como proteinas do choque térmico (“heat shock proteins™),

fatores de crescimento e enzimas antioxidantes.

Apesar dos polimorfismos de genes ligados a enzimas antioxidantes nao terem sido suficientemente
bem estudados para se chegar a uma conclusdo a respeito da sua influéncia na longevidade, o
polimorfismo do gene da superoxido desmutase (SOD) merece atengdo especial. O superdxido ¢é
uma das mais abundantes espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas pela mitocondria e,
assim como outras espécies reativas do oxigénio, pode causar dano em estruturas celulares através
do stress oxidativo. A enzima SOD catalisa a quebra do superoxido em peroxido de hidrogénio e

agua e por isso ¢ importante reguladora desse stress oxidativo (Sohal et al., 2002).

Mutagdes deletérias nesse gene tém sido associadas a doengas neurologicas como esclerose lateral
amiotrofica (Turner et al., 2006), mas a literatura ¢ controversa e existem duvidas se os
polimorfismos do gene da SOD estariam ligados apenas a um menor risco para algumas doencas ou

se teriam uma ligagao direta com a longevidade (De Benedicts et al., 1998).

2.1.5 Genes responsaveis pela manutengao e reparacao do DNA

O dano do DNA vai sendo acumulado com a idade e defeitos em genes responsaveis pelo processo
de reparagdo do DNA podem levar a fendtipos observados nas sindromes progerdides como

sindrome ataxia-telangectasia, disceratose congénita, sindrome de Huntchinson-Gilford, sindrome

de Rothmund-Thomson e sindrome de Werner (Martin et al., 1999).
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O gene mais estudado desse grupo ¢ o gene da sindrome de Wener (WRN) e apesar do pouco
conhecimento a respeito do seu papel no envelhecimento normal, acredita-se que deficiéncias
menores na funcdo desse gene possam influenciar o envelhecimento na populacdo geral (Castro et
al., 1999). Alguns autores sugerem que SNPs desse gene podem ser fatores de protecdo contra

algumas doengas, como a doenga arterial coronariana (Bohr et al., 2004).

2.1.6 Genes que atuam na regulacdo da pressao arterial

A presenga ou auséncia de um fragmento de 287 pares de base no gene que codifica a enzima
conversora de angiotensina (ECA) determina uma variante de inser¢dao/delecdo desse gene,
possibilitando trés gendtipos: DD, ID e II. Esse polimorfismo pode estar ligado a longevidade uma
vez que a frequéncia de homozigotos para delecdo (DD) foi significativamente mais elevada em
octogendrios alemaes (Luft, 1999), achado também observado no estudo longitudinal de gémeos
dinamarqueses (Frederiksen et al., 2003). No entanto, ¢ importante notar que dois outros grandes
estudos com centenarios nao conseguiram reproduzir essa associagdo (Bladbjerg et al., 1999 e
Blanche et al., 2001). Além disso, o polimorfismo da ECA pode estar envolvido em doengas renais
e cardiovasculares devido aos efeitos negativos relacionados a vasoconstri¢do (Jeunemaritre et al.,

1992).

2.1.7 Genes ligados ao metabolismo de lipideos

Individuos longevos e seus descendentes tém niveis elevados de HDL, niveis baixos de LDL, menor
prevaléncia de hipertensdao, acidente vascular encefalico (AVE) e sindrome metabdlica. A
homozigose para a variante 1405V da proteina de transferéncia de éster de colesterol (CETP) pode

estar ligada a esse fenotipo (Barzilai et al., 2003).

Outro gene potencialmente relacionado a longevidade, a proteina microssomal de transferéncia de
triglicérides (MTTP), foi identificado a partir de um estudo de varredura gendmica-ampla realizado
na populagdo norte-americana que mostrou um locus no cromossomo 4 associado a longevidade
extrema. Dois SNPs sdo responsaveis pela maior parte das variacdes do locus da MTTP e o
genotipo que contém ambas as variagdes parece ser menos frequente em individuos longevos (Puca

etal., 2001).
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De todos os outros genes potencialmente relacionados ao envelhecimento, o gene da
apolipoproteina E (apoE) ¢ sem duvida o mais estudado. Em centenarios, a frequéncia do seu alelo
¢épsilon 4 (g4), considerado o tipo deletério, ¢ cerca de metade da frequéncia encontrada em adultos
jovens de diferentes grupos étnicos. Além do seu possivel papel no envelhecimento, o alelo &4
confere um risco maior de doengas cardiovasculares e doenca de Alzheimer enquanto o alelo €2 ¢
considerado fator de protecdo. O risco também parece estar aumentado para os portadores de €4 que
sdo expostos a outras condi¢des clinicas como traumatismo cranio-encefalico (TCE), diabetes ou

doenga arterial periférica (Christensen et al., 2006).

2.1.8 Genes mitocondriais

Variantes de genes mitocondriais estdo entre os mais cotados candidatos a associacdo com fendtipos
de envelhecimento. Existem varios motivos para isso: 1) a mitocondria é o maior sitio de producao
de energia e o balanco energético ¢ muito importante no envelhecimento; 2) a mitocondria tem
papel fundamental na producgdo de radicais livres; e 3) o DNA mitocondrial e seus subcomponentes,
devido a sua proximidade com o local de producdo dos radicais, estdo em maior risco de dano e

subsequente disfungdo (Willcox et al., 2006).

Variagdes genéticas do DNA mitocondrial podem levar a alteragdes tanto no funcionamento da
cadeia respiratoria quanto na produgdo de radicais livres. Nas células somaticas, mutagdes do DNA
mitocondrial sdo 25 vezes mais frequentes que no DNA nuclear e essas mutagdes se acumulam com
a idade (Merriwether et al., 2001). Mais de 250 pontos de mutagdo patogénicos ja foram descritos
para o genoma mitocondrial. Essas muta¢des sdao ligadas a um grande espectro de doencas,

principalmente ligadas ao musculo e sistema nervoso central (Greaves & Taylor, 2006).

Em resumo, a grande quantidade de teorias do envelhecimento sugere que varios tipos de dano vao
se acumulando em paralelo dentro da célula ao longo desse processo. Apesar de multiplos
mecanismos de envelhecimento serem atualmente conhecidos, a natureza reducionista das técnicas
experimentais faz com que, na pratica, a maioria das pesquisas continuem focadas em um tUnico
mecanismo. Isso ¢ altamente limitante pois, apesar de ser possivel encontrar para cada um dos
grupos de genes citados algum tipo de polimorfismo associada ao envelhecimento, para nenhum
deles haverd evidéncias de que esse polimorfismo seja, por si sO, suficiente para explicar a

fragilidade, a incapacidade e as doengas relacionadas ao envelhecimento.
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O mais pertinente ¢ acreditar que ao longo de toda a vida existe um acumulo de dano molecular.
Esse dano ¢ aleatorio mas a taxa de acimulo ¢ regulado por mecanismos genéticos de manutencgado e
reparo. A medida que os defeitos celulares se acumulam, o individuo passa a expressar condi¢des
como fragilidade e incapacidade. Fatores ambientais incluindo nutri¢ao e estilo de vida podem tanto
aumentar quanto ajudar a reduzir o acimulo do dano molecular e assim, em conjunto com os fatores
genéticos, sdao parcialmente responsaveis por moldar a expressao fenotipica do envelhecimento

(Kirkwood et al., 2005).

2.2. A apolipoproteina E e seu gene

Originalmente chamada “proteina rica em arginina”, a apolipoproteina E (apoE) foi identificada ha
cerca de 40 anos, associada a particulas de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL - “Very
Low Density Lipoprotein™) ricas em éster de colesterol (Shore & Shore, 1974). Desde entdo um
enorme progresso foi feito na compreensao do seu papel na regulacdo da homeostase do colesterol

plasmatico. Seu papel no sistema nervoso, no entanto, s6 foi descrito mais recentemente.

Com 299 aminoacidos, a apoE é uma proteina sintetizada principalmente pelo figado mas outros
orgaos como cérebro, bago, pulmdes, ovarios, glandulas suprarrenais, rins, masculos e macrofagos
sdo responsaveis por 20 a 40% da producao dessa proteina. Sua expressdo em diferentes orgaos e
tecidos sugere que a apoE participa de outros processos bioldgicos além daqueles relacionados ao
transporte de lipideos. De fato muitos estudos tem relacionado a apoE a imunidade inata, ao

funcionamento cerebral normal e a inimeras doengas neurodegenerativas (Orth & Bellosta, 2012).

O gene que codifica a apoE esta localizado no cromossomo 19q13.2 e contém quatro exons e trés
introns. E um gene polimérfico que apresenta trés alelos (€2, €3 e &4), produzindo trés isoformas da
proteina (apoE2, apoE3 e apoE4), que se diferem apenas pelo aminodcido na posi¢ao 112 e/ou 158.
A apoE3 contém uma cistina na posi¢do 112 e uma arginina na posi¢ao 158 enquanto a apoE2 tem
cistina na posicdo 112 e 158 e a apoE4 tem arginina nessas posi¢cdes (Mahley, 1984). Devido a
presenga de arginina na posicdo 112, a conformacgdo da cadeia lateral da ARG-61 (regido N-
terminal) ¢ alterada, resultando na maior exposicao deste residuo e, consequentemente, sua maior
aproximacao para interagir com o residuo GLU-255 (no dominio C-terminal). Isso faz com que a
apoE4 se ligue preferencialmente a grandes particulas de lipoproteinas como VLDL (Saito et al..,
2004) e torna essa apolipoproteina mais propensa a formar “molten globules”, o que pode contribuir

para a neuropatologia da doenga de Alzheimer (Zhong & Weisgraber, 2009).
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O alelo €3 ¢ considerado o tipo selvagem devido a alta frequéncia e auséncia de associagdo com
doengas. O alelo €4, por sua vez, esta relacionado a niveis mais elevados de colesterol e LDL e a um

risco mais elevado para doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (Mahley et al., 1988).

2.2.1 Apolipoproteina E e doengas cardiovasculares

Utermann et al. foram os primeiros a observarem que em uma popula¢do normal, individuos
portadores de €2 apresentavam menores niveis de colesterol LDL comparados aos individuos €3/€3
(Utermann et al., 1979). Por outro lado, Bouthillier et al (1983) e Davignon et al. (1988) foram os
primeiros a mostrar que individuos portadores do alelo €4 tinham niveis de colesterol LDL mais
elevados que os homozigotos para o alelo €3 (Bouthilier et al., 1983; Davignon et al., 1988). Desde

entdo esses estudos tem sido replicados em varias populagdes confirmando seus resultados.

O polimorfismo da apoE tem sido estudado também em individuos com varios tipos de
dislipidemias. A associacdo mais descrita ¢ a do genotipo €2/e2 com a presenca de
hiperlipoproteinemia tipo III. Essa hiperlipoproteinemia ¢ caracterizada pelo acimulo de particulas
lipoproteicas ricas em triglicérides no plasma. Ela tem sido ligada a varias anormalidades genéticas
que afetam o metabolismo das lipoproteinas incluindo diferentes mutantes da apoE (algumas das
quais parecem levar a uma hiperlipoproteinemia tipo III herdada de forma dominante), deficiéncia
de apoE, deficiéncia de lipase hepatica e possiveis defeitos em receptores de lipoproteinas. Apesar
de na maioria das vezes a hiperlipoproteinemia tipo III estar associada ao genétipo €2/€2, o
contrario ndo ¢ verdadeiro, ou seja, menos de 5% dos individuos €2/€2 tem hiperlipoproteinemia
tipo III. Isso quer dizer que o gendtipo €2/€2 ¢ uma condicdo necessaria mas nao suficiente para a

expressao dessa hiperlipoproteinemia em humanos.

Em individuos €2/¢2 que sd@o normolipidémicos, a presenca de apoE2 resulta em um acumulo de
lipoproteina de densidade intermedidria (“intermediate density lipoproteina” - IDL) e reducdo da
concentragdo plasmatica de LDL. Entre individuos com hipercolesterolemia, o alelo €4 ou fenotipo

E4/E4 é observado com maior frequéncia (Davignon et al., 1988).

A observagdo do impacto da varia¢do do alelo da apoE nas lipoproteinas plasmaticas de individuos
normais e hiperlipidémicos levou a hipotese de que o polimorfismo da apoE poderia estar ligado a

susceptibilidade a aterosclerose no homem. Apesar do alelo &2 poder estar ligado a
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hiperlipoproteinemia tipo III conforme ja mencionado, na maioria dos individuos esse alelo esta
associado a niveis mais baixos de LDL e por isso poderia ter um efeito protetor enquanto o alelo €4,
associado a niveis mais altos de LDL, poderia favorecer o desenvolvimento de aterosclerose (Sing

& Davignon, 1985).

Essa hipotese foi testada em individuos que ja tiveram infarto do miocardio, pacientes com doenca
arterial coronariana (DAC) documentada por angiografia, octogendrios e outros grupos de risco
para doenca aterosclerdtica. Apesar de ainda existir alguma controvérsia a respeito dessa
associagdo, cada vez ¢ mais aceito que os dois alelos menos prevalentes do gene da apoE, €2 ¢ €4,

tem diferentes efeitos no desenvolvimento da aterosclerose (Davignon et al., 1988).

Uma meta-analise incluindo nove estudos caso-controle e longitudinais foi realizada para
determinar a relagao do polimorfismo da apolipoproteina E com a DAC e nessa meta-analise o alelo
€4 foi associado com um risco 1,26 vezes maior de DAC comparado com o alelo €3 (Wilson et al.,
1996). Ainda assim, existem tanto estudos que confirmam a associa¢do do alelo €4 com a DAC
(Stengerd et al., 1995) quanto estudos em que essa associacdo nao foi observada (Kuusito et al.,

1995).

Um estudo longitudinal comparou a frequéncia dos alelos da apoE, niveis de LDL colesterol ¢ a
mortalidade por DAC em nove paises. Mesmo ap0s ajustamento para niveis de LDL, o alelo &4
ainda apresentou significativa associagdo com o risco de morte por DAC (Stengard et al., 1998).
Esse estudo sugere que outros fatores além do aumento do LDL colesterol podem ser responsaveis

pelos efeitos do alelo €4 na aterosclerose.

Em outro estudo, individuos de 15 a 34 anos portadores do alelo €4 que morreram de causas
externas tinham maior grau de aterosclerose aortica quando comparados aos portadores de €2,
mesmo quando ajustado para niveis de colesterol (Hixson, 1991).

Em relagdo a doenga cerebrovascular, uma meta-analise que avaliou a associagdo do alelo €4 com o
AVE isquémico e o ataque isquémico transitorio (AIT) encontrou um risco 1,68 vezes maior para o

alelo €4 quando comparado com €3 (McCarron et al., 1999).

2.2.2 Papel da apolipoproteina E na neurobiologia
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Apesar de o cérebro corresponder a somente 5% do peso corporal, ele contém cerca de 20-25% do
total de colesterol do corpo sendo o 6rgdo mais rico em colesterol. No cérebro, o colesterol ¢ o
maior componente da mielina, esta presente na membrana de neurdnios e células da glia e também
estéd ligado a lipoproteinas. A meia vida do colesterol no cérebro ¢ de 6 meses a 1 anos, muito maior
que a meia-vida do colesterol no plasma, que ¢ de algumas horas. Enquanto a apoE plasmatica ¢
sintetizada pelo figado e por macrofagos, a apoE do SNC ¢ sintetizada localmente pelo cérebro.

Nao existe intercambio entre a apoE do SNC com a apoE plasmatica devido a presenga da barreira

hemato-encefalica (Mahley & Rall, 2000).

O colesterol ¢ fundamental para o desenvolvimento de sinapses, formacdo de dendritos e
direcionamento axonal. Ao carrear o colesterol para os neuronios, as lipoproteinas contendo apoE
promovem o aumento da formagao de sinapses. Sem colesterol, os neurdnios sofrem degeneragao
dendritica e sindptica, causando falha na neurotransmissao e redugdo da neuroplasticidade (Chaves

& Narayanaswami, 2008).

A apolipoproteina E tem um papel importante na manutengdo e reparo neuronal, mas suas trés

isoformas se diferenciam na capacidade de desempenhar essa tarefa critica.

Ao longo da vida e acima de tudo com o envelhecimento, os neurdnios precisam ser remodelados e
reparados para manter as conexdes sinapto-dentriticas. Através do seu papel no transporte de
lipideos, a apoE ¢ um fator importante nesse processo. A apoE2 e apoE3 sdo mais eficientes que a

apoE4 em manter e reparar as células nervosas (Mahley et al., 2006).

Dessa forma, a apoE4 ¢ um importante fator de risco para a doenga de Alzheimer (Sauders et al.,
1993 e Danik et al. 1999). Em individuos que manifestam a doenga de Alzheimer de inicio tardio, o
alelo €4 ¢ duas a trés vezes mais comum que na populagdo geral. Alguns estudos mostraram que em
até 65% dos casos de Alzheimer diagnosticados clinicamente, pelo menos um alelo €4 estava
presente. Os mecanismos moleculares pelos quais essa apolipoproteina leva a doencas
neurodegenerativas ainda ndo sdo bem elucidados e continua sendo alvo de véarios estudos (Hauser

etal., 2011).

Os principais mecanismos propostos para os efeitos da apoE na doenga de Alzheimer sdo: 1) efeitos

no metabolismo da proteina beta-amiloide; 2) efeitos diretos nos neurdnios e células da glia,
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incluindo efeitos sobre a proteina tau, manutencdo neural e extensdo de neuritica; 3) efeitos

relacionados a aterosclerose, fluxo sanguineo cerebral e barreira hemato-encefalica (Smith, 2002).

A apoE4 esta ligada tanto a uma reducdo do clearance de proteina beta-amiloide como ao aumento
de sua produgdo, o que contribui para sua associacdo com a doenca de Alzheimer (Huang et al.,

2004).

Acredita-se também que, uma vez sintetizadas, as apolipoproteinas podem ser clivadas por
proteases ¢ que os fragmentos de apoE sdo deletérios para o processo de manutengdo e reparo
celular. Devido a sua conformagdo e reatividade Unica, a apoE4 ¢ muito mais susceptivel a
proteolise que a apoE3. A apoE4 exerce um papel neurotoxico em culturas de neurdnios além de
causar alteragdes degenerativas em neurdnios do hipocampo e de regides corticais de camundongos
transgénicos. E possivel que essa neurotoxidade esteja ligada a capacidade dos fragmentos de apoE

entrarem no citosol ¢ interagirem com o citoesqueleto ou mitocondria (Mahley et al., 2006).

Outro potencial mecanismo pelo qual a apoE leva a neuropatologia ¢ sua ligacdo com a proteina tau
ja que a apoE e seus fragmentos foram encontrados em emaranhados neurofibrilares de cérebros
com doeng¢a de Alzheimer (Huang et al., 2001) e a expressdo neuronal de apoE4 leva a

hiperfosforilagao da proteina tau em camundongos transgénicos (Buttini et al., 2010).

Por fim, uma vez que &4 ¢ associada a DAC e AVE isquémico, ¢ razoavel pensar que as alteracdes
no fluxo sanguineo cerebral e outras alteragdes vasculares possam ser um dos mecanismos pelos
quais o alelo €4 ¢ associado a doenca de Alzheimer e declinio cognitivo, embora seja importante
lembrar que o risco associado a €4 ¢ muitas vezes maior para doenca de Alzheimer que para DAC e

AVE.

2.2.3 Apolipoproteina E, inflamagado e doencas infecciosas

A apolipoproteina E influencia a resposta inflamatoria e apresenta propriedades antioxidantes que
sdo gendtipo-dependentes - o alelo €2 apresenta maior propriedade antioxidante e €4 apresenta
menor propriedade antioxidante comparados a €3. De uma maneira geral, o alelo €4 tem sido
associado a um risco aumentado de doencas caracterizadas por stress oxidativo e status pro-

inflamatorio. A forga dessa associagdo varia enormemente entre diferentes populagdes indicando
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uma influéncia de outras variantes genéticas e varidveis ambientais na associagdo apoE-doenca

(Jofre-Monseny et al., 2008).

As propriedades imunossupressoras da apoE foram inicialmente descritas na década de oitenta a
partir de investigagdes de sua associacdo com a proliferacdo de células T (Kelly et al., 1994).
Posteriormente foi demonstrado que a deficiéncia de apoE prejudicava a resposta imune para
Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae ¢ lipopolissacrideos (LPS) (Roselaar & Daugherty,
1998 ¢ de Bont et al., 1999).

A apoE tem importante papel na captagdo de antigenos lipidicos no sangue e sua apresentacao ao
compartimento endossomal de células apresentadoras de antigenos. Também pode ser secretada
pelas células apresentadoras de antigenos como um mecanismo de varredura do microambiente
local para a captura de antigenos, ou para a transferéncia de antigenos lipidicos microbianos de

células infectadas para células apresentadoras de antigenos (Van den Elzen et al., 2005).

Em humanos, um numero limitado de estudos revela tanto efeitos pré como anti-inflamatorios
relacionados ao genotipo da apoE. Um estudo de pacientes submetidos a revascularizagdo
miocardica, procedimento que induz um aumento transitorio de citocinas pré-inflamatorias,
liberadas principalmente por linfocitos ativados, mostrou que a presenca do alelo €4 estava
associada a um aumento de IL-8 ¢ TNF-alfa (Drabe et al., 2001). Em pacientes com sindrome
coronariana aguda, niveis significativamente inferiores de IL-10 foram observados entre os
portadores do alelo €4 e essa tendéncia também foi observada em pacientes com angina estavel

(Tziakas et al., 2006).

Os niveis de proteina C reativa (PCR) também tém sido fortemente associados ao gendtipo da
apolipoproteina E. Individuos portadores do alelo €4 apresentam os menores niveis de PCR e os
portadores de €2 o maiores niveis quando comparados com individuos €3/e3. Isso parece
contraditério ja que niveis mais elevados de PCR estdo associados a um maior risco de doenga
cardiovascular assim como a presenca do alelo €4. Esse achado pode, no entanto, refletir diferencas
fisiologicas ligadas a evolugdo da espécie humana. Como as doengas mais prevalentes nos
portadores do alelo €4 afetam principalmente idosos, pode ser que o alelo €4 tenha conferido
alguma vantagem durante a idade reprodutiva em circunstancias ambientais associadas aos

ancestrais humanos. Acredita-se que esse possivel beneficio possa estar ligado a uma resisténcia a
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doengas infecciosas, processo que envolve componentes da resposta imune inata incluindo a PCR

(Chasman et al., 2006).

Individuos portadores do alelo €4 e infectados pelo HIV tém um risco maior de infecg¢des
oportunistas (Burt et al., 2008), progressido para deméncia (Corder et al., 1998) e morte. Além disso,
esse alelo tem sido associado a psoriase, um doenga inflamatéria cronica da pele (Campalani et al.,
2006). Por outro lado, a apoE4 confere protecdo contra a degeneragdo macular relacionada a idade
(DMRI). Apesar do mecanismo ainda ser desconhecido, acredita-se que as diferentes conformagdes
genotipo-mediadas da apoE determinam alteragdes no transporte de lipideos e colesterol, o que
poderia levar, nos portadores de €4, a um menor risco de formacdo de drusas, estruturas

caracteristicas formadas na DMRI (Thakinstian et al., 2006).

A apoE4 também tem um papel de protecdo contra algumas doengas infecciosas, estando associada
a formas mais leves de parasitoses intestinais em criangas de cidades mais carentes do Brasil e com
uma prote¢ao contra os efeitos negativos da diarreia na infancia (Oria et al., 2010). Na hepatite pelo

virus C, a apoE4 também esta associada a um menor dano hepatico (Wozniak et al., 2002).

2.2.4 Apolipoproteina E e longevidade

Entre os genes candidatos para o fendtipo da longevidade, o gene da apoE ¢ sem duvida o que tem
uma associacdo mais forte e mais reproduzida. Em 325 centendrios franceses a frequéncia do alelo
€4 foi 5,8% comparado com 11,2% no grupo controle composto por adultos jovens. Ao contrario, a
frequéncia de €2 em centenarios foi quase o dobro, 12,8% contra 6,8% (Schachter et al., 1994).
Associacdo semelhante foi observada em populagdes dos Estados Unidos (Cauley et al, 1993),
Suécia (Corder et al., 1996), China (Jian-Gang et al., 1998), Japao (Hirose et al., 1997), Finlandia
(Frisoni et al., 2001) e Irlanda (Rea et al., 2001).

E possivel que a associagdo do alelo €é4 com o aumento do risco para DAC e doenga
cerebrovascular, duas das principais causas de morte nos paises ocidentais, possa ser responsavel

por grande parte do efeito do polimorfismo da apoE na longevidade.

2.2.5 Apolipoproteina E e incapacidade funcional em idosos
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A presenga do alelo €4 ndo ¢ somente um fator de risco independente para doengas cardiovasculares
e Alzheimer, mas os portadores desse alelo também sdo mais susceptiveis a desfechos negativos
apds uma exposi¢cdo a fatores externos. Alguns estudos mostraram que portadores de €4
apresentavam um prognostico pior (morte ou estado vegetativo) apds traumatismo cranio-encefalico
grave (Horsburgh et al., 2000). Além disso, €4 ¢ um fator de risco para declinio cognitivo 6 semanas
apos cirurgia de revascularizagdo miocardica (Shiefermeier et al., 2000). Individuos com
aterosclerose, doencga arterial periférica ou diabetes também tem maior risco de declinio cognitivo
se forem portadores desse alelo (Christensen et al., 2006), e existem ainda estudos conflitantes em
relacdo a uma possivel associacdo da €4 com um aumento de incidéncia de fratura de colo de fémur

em idosos (Cauley et al., 1999 e von Muhlen et al., 2001).

Diante do exposto, o gene da apolipoproteina E tem sido visto recentemente muito mais como um
“gene da vulnerabilidade” do que um “gene da longevidade”. (Christensen et al. 2006, Genders et
al., 2000 e Kulminski et al., 2008). Se isso ¢ realmente verdade, pode-se esperar que portadores do
alelo €4 tenderiam acumular mais doencas e incapacidades com o envelhecimento quando

comparados aos que ndo sdo portadores desse alelo.

Alguns estudos tentaram provar essa hipotese com resultados ainda conflitantes (Alber et al., 1995;
Bader et al., 1998; Blazer et al., 2001; Meizer et al., 2005; Kulminski et al., 2008; Lan et al., 2009;
Verghese et al., 2013).

2.3. Envelhecimento populacional no Brasil e incapacidade funcional.

O rapido envelhecimento da populacdo brasileira a partir da década de 60 vem determinando
profundas modifica¢des nos seus padrdes de morbidade, invalidez e morte. As doengas infecciosas,
antigamente principal causa de morte no Brasil, foram superadas de longe pelas doencas cronicas
ndo transmissiveis, levando a um deslocamento da carga de morbimortalidade para a populagao

mais idosa (Chaimovicz, 1997).

Os servigos de saude que tradicionalmente eram direcionados para a saude materno-infantil ¢ para
as doengas infecciosas estdo mudando seu enfoque em virtude da progressao dessa transicao
epidemioldgica e uma maior atencdo estd sendo dada as doengas cronicas que, sem o

acompanhamento médico devido, muito frequentemente geram incapacidades (Wong et al., 2006).
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O processo que leva a incapacidade inicia-se com a patologia (interrup¢do ou interferéncia no
estado ou no processo normal do organismo). A patologia gera deficiéncias (anormalidades ou
perdas anatomicas, psicoldgicas, mentais ou funcionais), levando a limita¢des funcionais (restricao
ou falta de habilidade no desempenho de acdes ou atividades) e causando incapacidade (inabilidade
ou limitacdo no desempenho de atividades socialmente definidas e de papéis esperados dentro do

ambiente social e fisico do individuo) (Vergrugge & Jette, 2004).

O conceito de incapacidade, entretanto, tem passado por uma enorme evolucdo nas ultimas décadas.
Embora se reconhega que a incapacidade funcional compreenda trés dimensoes, a fisica, a cognitiva
e a emocional, hd um predominio de pesquisas que utilizam apenas medidas fisicas e instrumentais.
Ainda ndo h4a uma definicdo de modelo para se trabalhar com incapacidade em idosos. Existem
instrumentos de medida especificos que fornecem um escore ou perfil de incapacidade, mas que
variam muito entre pesquisas. As AVDs, as AIVDs e a mobilidade s3o indicadores
preferencialmente utilizados entre os autores e universalmente aceitos na literatura (Alves et al.,

2008).

A incapacidade funcional refere-se, portanto, a dificuldade ou dependéncia em realizar as atividades
essenciais para uma vida independente (Rubenstein et al., 1988). As atividades mais estudadas sdo
classificadas como atividades de vida diaria (AVDs) e atividades instrumentais de vida diaria
(AIVDs). As AVDs sdo as tarefas necessarias para o auto cuidado como tomar banho, trocar de
roupa, usar o banheiro, realizar transferéncia e¢ alimentar (Katz et al., 1963). As tarefas que
permitem a vida independente em comunidade como fazer compras, telefonar, utilizar o transporte,
realizar tarefas domésticas, preparar uma refeicdo e cuidar do proprio dinheiro sdo chamadas

atividades instrumentais de vida didria (AIVDs) (Lawton & Brody, 1969).

Estima-se que 20 a 30% dos idosos maiores de 70 anos que vivem em comunidade convivam com
alguma incapacidade em AVDs e/ou AIVDs (Fried et al., 2004). Em sua maioria, ¢la é resultado de
doencgas clinicas e alteragdes fisioldgicas do envelhecimento associadas a fatores sociais,
econdmicos € comportamentais, bem como ao acesso aos servigos de saude. Aproximadamente
metade dos casos de incapacidade se desenvolve de maneira cronica e progressiva, em associacao
com a gravidade de doencas, comorbidades e fragilidade. Na outra metade ela ¢ determinada por

eventos catastroficos como acidente vascular enceféalico ou fratura de fémur (Ferruci et al., 1996).
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Alguns estudos tem mostrado que a incapacidade em idosos pode ser prevenida através de
programas de intervengdo (Fiatrone et al., 1994, Fried & Guralnik, 1997, Stuck et al., 1997 ¢ 1999 ¢
Tinetti et al., 1994), o que desperta um grande interesse na identificagdo do grupo de idosos com

maior risco de adquirir incapacidades ao longo da vida.

Viarios fatores podem contribuir para o desenvolvimento da incapacidade funcional, podendo ser
classificados em: 1) Fatores predisponentes — existentes antes do processo de incapacidade ser
instalado como caracteristicas demogréaficas, sociais, estilo de vida, ambiente e fatores genéticos; -
2) fatores intra-individuais — mudangas no estilo de vida e comportamento que alteram o curso
natural da doenga, atributos psicossociais, maneiras de lidar com as dificuldades e modificacao das
atividades; - 3) Fatores extra-individuais — acesso a servigos de saude e reabilitagdo, acesso a
medicamentos, dispositivos assistivos, suporte social e adaptacdo de ambiente (Verbrugge & Jette,

1994 e Giacomin, 2008).

A funcionalidade global ¢ a base do conceito de satde do idoso. O declinio funcional e a
incapacidade ocorrem quando ha perda da autonomia ou da independéncia, restringindo a
participagdo social do individuo. A independéncia e a autonomia, por sua vez, estdo intimamente
relacionadas ao funcionamento integrado de varios sistemas funcionais, ¢ entre eles a cognigdo ¢ a

mobilidade sdo fundamentais (Moraes, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia do polimorfismo da apolipoproteina E no desempenho funcional em uma

populagdo de idosos residentes na comunidade.

3.2 Objetivos especificos

- Verificar a associagdo entre o genotipo da apolipoproteina E e medidas de incapacidade funcional,

considerando os potenciais fatores de confusao.
- Verificar a associacdo entre o gendtipo da apolipoproteina E ¢ um fendtipo caracterizado por

auséncia de qualquer dificuldade ao realizar atividades basicas e instrumentais de vida diaria e

tarefas relacionadas a mobilidade.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area e populagdo do estudo

O municipio de Bambui esta localizado na mesorregido centro-oeste do Estado de Minas Gerais, a
215 km da capital Belo Horizonte, sendo que na época de realiza¢ao do estudo (1997) possuia cerca
de 15.000 habitantes. Essa populacdo tinha como caracteristicas principais a baixa taxa de
migracdo, o baixo nivel de escolaridade, a baixa renda e o fato de ter sido uma area endémica para
doenga de Chagas. Em relagdo ao perfil de mortalidade, o acidente vascular encefalico era a
principal causa de morte nessa populacdo, seguido da doenga de Chagas, doenga arterial

coronariana e doenga pulmonar obstrutiva cronica (Lima-Costa et al., 2000 ¢ 2011).

Os participantes da Coorte de Idosos de Bambui foram identificados por meio de um censo
realizado na cidade, entre novembro e dezembro de 1996. Nessa ocasido, todos os 1742 residentes
com idade maior ou igual a 60 anos foram selecionados para participarem da linha de base do
estudo. Desses, 1606 (92,2%) foram entrevistados, 1496 (85,9%) foram examinados ¢ em 1408

(80,8%) foi realizada a genotipagem da apolipoproteina E.

O Projeto Bambui foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Oswaldo Cruz no
Rio de Janeiro, sendo que todos os participantes do estudo assinaram consentimento livre e

esclarecido.

4.2 Avaliacao funcional dos participantes do estudo

A incapacidade funcional foi avaliada considerando as atividades basicas de vida diaria (AVD), as

atividades instrumentais de vida didria (AIVD) e a mobilidade.

A avaliagdao de AVDs foi baseada em perguntas referentes ao grau de dificuldade para tomar banho,
vestir roupa, realizar transferéncia e alimentar sozinho. Idosos que eram capazes de realizar tais
tarefas, ainda que com algum grau de dificuldade, foram consideradas independente para AVDs. As
AIVDs foram avaliadas pelas perguntas referentes a capacidade de fazer compras sozinho,
administrar seu dinheiro, realizar trabalhos domésticos e preparar seu proprio alimento. Da mesma
forma, aqueles que conseguiam realizar as tarefas avaliadas sem ajuda foram considerados

independentes para AIVDs.
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A mobilidade foi avaliada por perguntas referentes a capacidade de caminhar 2 ou 3 quarteirdes,
subir degraus, inclinar, agachar e ajoelhar, levantar ou carregar peso de 5 kg, caminhar de um quarto
a outro, levantar da cadeira sem apoio e se locomover sem auxilio de ortese. Foram considerados

individuos sem comprometimento em mobilidade aqueles capazes de realizar todas essas tarefas.

A prevaléncia de incapacidade foi avaliada para as trés dimensdes consideradas (AVDs, AIVDs e
mobilidade). Posteriormente, os idosos foram classificadas quanto ao nimero de tarefas que ndo

conseguiram realizar (nenhuma, uma, duas ou mais) em cada grupo (AVDs, AIVDs e mobilidade).

Em outra andlise, os idosos que, além de serem capazes de realizar todos as tarefas relacionadas a
AVDs, AIVDs e mobilidade, ndo apresentavam nenhum grau de dificuldade ao realizé-las foram
considerados idosos com “envelhecimento bem sucedido” e foram comparados aqueles que

apresentavam algum grau de dificuldade em pelo menos um dos quesitos avaliados.

4.3 Extracdo do DNA genomico e genotipagem da apoE.

O DNA gendmico foi extraido das amostras de sangue utilizando-se o kit de extracdo de DNA
Wizard (Promega — Madison, Wisconsin, EUA). O DNA extraido foi armazenado a -70° C até o

uso.

Para a genotipagem da apoE as amostras de DNA foram submetidas a amplificacdo pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) utilizando como primer foward 5' TAA GCT TGG CAC GGC TGT
CCA AGG A 3' e como primer reverse 5' ACA GAA TTC GCC CCG GCC TGG TAC AC 3'. As
misturas para PCR foram submetidas a uma desnaturagdo inicial de cinco minutos a 95°C, seguida
de 35 ciclos de amplificacdo com anelamento a 60°C por um minuto, extensdo a 72°C por dois
minutos e desnaturagdo a 95°C por um minuto e, por fim, por uma extensao final a 72°C por dez

minutos.

A sequéncia de DNA amplificada foi submetida a técnica de polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restri¢ao ("restriction fragment length polymorphism" - RFLP), com digestao com 10
unidades da enzima Hhal, a 37°C “overnight” (Hixson & Vernier, 1990). Essa enzima cliva o DNA
sempre que encontra a sequéncia GCGC. Para o alelo &4, existem 6 sitios de clivagem,

determinando 7 fragmentos de DNA. Na apoE3 existe a substituicdo da arginina pela cistina na
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posicao 112 alterando um dos sitios de clivagem que deixa de ter a sequéncia GCGC e passa a ter a
sequéncia GTGC. Assim, a enzima Hhal ndo consegue clivar o DNA nesse ponto e temos apenas 6
fragmentos de DNA. A apoE2 além da substituicdo da arginina por cistina na posi¢do 112 tem essa
mesma substituicdo na posi¢do 158 alterando o ultimo sitio de clivagem. Diferengas nos sitios de
clivagens determinam fragmentos de restricdo com diferentes nimeros de pares de base (pb)
permitindo a genotipagem da apoE. A visualizacao dos fragmentos de restri¢ao foi feita apos corrida

em géis de agarose a 4%, tratamento com brometo de etidio e visualizagdo com luz ultravioleta.

Os fragmentos de restrigdo gerados pelos sitios polimorficos da Hhal permitiram a genotipagem da
apoE. O gendtipo €2/€2 apresentava fragmentos com 91 e 83 pb, o €3/e3 fragmentos com 91, 48 ¢
35 pb, o e4/e4 fragmentos com 72, 48 e 35 pb, o €2/e3 fragmentos com 91, 83 e 48 pb o €2/e4
fragmentos com 91, 83, 72 e 48 pb e o €3/e4 fragmentos com 91, 72 e 48 pb. A avaliacdo dos

fragmentos de restri¢ao foi feita por comparagdo com um padrao de DNA de 100 pb.

Considerando os seis gendtipos possiveis para o polimorfismo da apoE (e2€2, €3¢€3, e4e4, €2¢3,
€2¢e4 e €3¢4), os individuos foram classificados em trés grupos: i) portadores do alelo €3 (€3¢€3), ii)
portadores do alelo €2 (g2¢2, €2¢€3), iii) portadores do alelo €4 (g4e4, e4€3). Em todas as andlises o
genotipo homozigoto (e3€3) foi considerado como grupo de referéncia. Além disso, a populacao

também foi dividida quanto a presenca ou nao do alelo 4.

4.4 Variaveis utilizadas para ajustamento

Varidveis demograficas como a idade, sexo, cor da pele e escolaridade e variaveis que apresentavam
relacdo direta tanto com o genotipo da apolipoproteina E quanto com a incapacidade funcional
como presenca de incapacidade cognitiva, tabagismo, hipertensdo, diabetes, doenca arterial
coronariana (DAC) considerando angina e/ou infarto, passado de acidente vascular encefalico
(AVE) e niveis de HDL, LDL e triglicérides foram selecionadas para ajustamento no modelo de

regressao logistica.

O Mini-Exame do Estado Mental foi utilizado para avaliagdo da presenca de incapacidade
cognitiva. Estudo prévio realizado nessa populacdo definiu um ponto de corte utilizando a
distribui¢do de quartis. O escore menor que 22 correspondeu ao quartil inferior e foi considerado o

ponto de corte (Castro-Costa et al., 2008).
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Foram considerados tabagistas os individuos que relataram ter fumado no minimo 100 cigarros

durante a vida e continuavam fumando no momento da entrevista.

Para avaliacdo de hipertensdo arterial, a pressdo arterial (PA) foi medida no minimo 30 minutos
apds a ultima ingestdo de cafeina ou cigarro fumado, usando esfigmomandmetros de coluna de
mercurio (Tycos 5097-30, EUA) e estetoscopios Littman Cardiology II (EUA). Foram realizadas
trés medidas, apds cinco minutos de repouso, com intervalos de dois minutos. A pressdo arterial foi
considerada como a média aritmética da segunda e terceira medidas. Foram considerados
hipertensos os idosos que apresentaram valores médios de pressdo diastolica maior que 90 mmHg
e/ou média de pressdo sistolica > 140 mmHg e/ou que referiram o uso de medicamentos anti-

hipertensivos.

Os niveis séricos de glicemia de jejum, LDL, HDL e triglicérides foram determinados ap6s um
jejum de 12 horas, utilizando um analisador automatico (Eclipse Vitalab, Merck, Holanda). Foram
considerados diabéticos os idosos que apresentaram glicemia de jejum maior ou igual a 126 mg/dL

ou referiram tratamento para a doenga.

A historia de AVE foi avaliada através de um questiondrio estruturado no qual o individuo responde
as seguintes perguntas: a) "Voc€ ja teve alguma fraqueza ou paralisia em algum lado do seu
rosto/face, um bragco ou uma perna, que durou mais de cinco minutos?"; b) "Vocé j& teve perda
marcante da visdo em um olho ou pronunciado escurecimento ou embaralhamento da visdo em
ambos os olhos, que durou mais de cinco minutos?"; c) "Vocé€ ja teve uma grande tonteira ou
desmaio que durou mais de cinco minutos?"; d) "Vocé ja teve um periodo em que vocé perdeu a fala
ou a capacidade de entender o que uma pessoa estava dizendo a vocé?" (“Plan and operation of the
Third National Health and Nutrition Examination Survey”, 1988-94, 1994). Também foi

considerado o relato de passado de AVE.

A presenca DAC foi verificadas pela utilizagdo de instrumento padronizado, o questionario de
angina OMS/Rose (Rose, 1962), além de ter sido considerada também a historia de diagndstico

médico para infarto.

As entrevistas foram realizadas na residéncia dos participantes por entrevistadores treinados e foram
respondidas pelo proprio idoso ou por um respondente proximo, quando havia impossibilidade por

motivos de saude. A avaliacdo da pressdo arterial e coleta de amostras de sangue para analises
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bioquimicas e extragdo de DNA foram realizadas na clinica de campo do projeto. Para os exames
bioquimicos, os participantes foram orientados a realizarem jejum minimo de 12 horas. As amostras
foram centrifugadas, refrigeradas e, posteriormente, encaminhadas ao Laboratério de Epidemiologia
e Antropologia Médica do Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ em Belo Horizonte (Lima-
Costaetal., 2011)

4.5 Analise dos dados

Primeiramente foi realizada a analise descritiva das caracteristicas dos participantes do estudo, além

do gendtipo da apoE e das atividades consideradas na avaliagao das AVDs, AIVDs e mobilidade.

A existéncia de associagdo entre as variaveis dependentes (AVDs, AIVDs e mobilidade) e os grupos
de gendtipos (ou a presenca do alelo €4) foi avaliada pelo calculo do odds ratio e respectivos
intervalos de confianca (95%), utilizando modelo de regressdo logistica. Essa andlise foi ajustada
pelas varidveis de ajustamento descritas anteriormente (idade, sexo, cor da pele, escolaridade,
incapacidade cognitiva, tabagismo, hipertensao, diabetes, DAC, AVE, HDL, LDL e triglicérides). O

nivel de significancia adotado na testagem de hipoteses de associagdo foi de 5%.
Essa mesma andlise também foi realizada considerando como variavel resposta o fenotipo de
“envelhecimento bem sucedido”. Todos os modelos logisticos gerados foram adequados segundo a

estatistica de Hosmer-Lemeshow e técnicas de andlise grafica de residuos.

Foi utilizada a versdao 10.0 do programa Stata (Stata Corporation, College Station, Texas) para a

analise estatistica dos dados.
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5 RESULTADOS

Dos 1606 individuos que participaram do BHAS, 1408 (80,8%) foram genotipados para os
polimorfismos do gene da apolipoproteina E e foram incluidos no presente estudo. A Tabela 1

descreve as principais caracteristicas dessa populagao.

Pode-se observar que a populacdo estudada tem uma média de idade de 69,1 = 7,1 anos e ¢
composta predominantemente por mulheres (60,4%). E importante notar também que se trata de
uma populacdo com baixa escolaridade (65,3% tem menos de quatro anos de ensino formal). Em
relagdo ao gendtipo da apolipoproteina E, existe uma frequéncia maior do genotipo €3/e3 (63,3%),
seguido do €3/e4 (22,0%) e €2e3 (11,4%). Os homozigotos e4e4 corresponderam a 1,8% da

amostra.

As tabelas 2 e 3 mostram a prevaléncia de incapacidade para cada dominio funcional avaliado e o
nimero de tarefas comprometidas em AVDs, AIVDs e mobilidade, respectivamente. Observa-se que
8,3% dos idosos apresentavam incapacidade em pelo menos uma das AVDs avaliadas. A

incapacidade para tomar banho (6,9%) e vestir roupa (3,8%) foram as mais frequentes.

Apenas 64,9% dos idosos foram considerados totalmente independente para AIVDs. As tarefas com
maiores prevaléncias de incapacidade foram fazer compras (31,9%) e realizar tarefas domésticas
(9,0%). Entre os individuos com comprometimento em AIVDs, a maioria apresentava
comprometimento em apenas uma tarefa (24,2%). Apenas 11,0% apresentavam incapacidade em

duas ou mais tarefas avaliadas.

Observa-se que 25,1% dos idosos do estudo tinham algum comprometimento na mobilidade, sendo
que a incapacidade para inclinar, agachar e ajoelhar foi a mais prevalente (15,4%). Também foram
prevalentes as incapacidades para levantar ou carregar 5 Kg (12,8%) e subir degraus (10,1%). No
caso da mobilidade, ao contrario do que foi visto para AIVDs, a incapacidade em realizar mais de
uma tarefa (13,5%) foi mais comum quando comparada a incapacidade em uma uUnica tarefa

(11,6%).

A associacdo entre os genétipos da apolipoproteina E e a incapacidade funcional para tarefas
relacionadas a AIVDs, AVDs e mobilidade foi verificada através de modelos de regressao logistica

e os resultados ndo ajustados e ajustados pelas variaveis de confusao sao apresentados nas Tabelas 4
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e 5. Foi observada uma associacdo da presenca do alelo €4 com um melhor desempenho nas tarefas
relacionadas a mobilidade, mesmo apds ajuste pelos fatores de confusdo considerados, tanto quando
comparado com o genétipo de referéncia €3/e3 (OR=0,71;1C95%=0,50-1,00) (Tabela 4) quanto
quando comparado com a populagdo que ndo apresentava esse alelo (OR=0,69; 1C95%=0,49-0,97)
(Tabela 5).

Foi testada também a associag@o dos polimorfismos da apolipoproteina E com a independéncia para
realizar todas as tarefas consideradas na avaliacdo de AVD, AIVDs e mobilidade. A Tabela 6 mostra
os resultados da associagdo desse fendtipo de envelhecimento livre de incapacidades ou
“envelhecimento bem sucedido” com os genotipos da apolipoproteina E. Houve uma associacao
estatisticamente significativa entre o que foi considerado um fendtipo de “envelhecimento bem
sucedido” e a presen¢a do alelo €4 na populacdo do estudo (OR=1,41; 1C95%=1,02-1,94). Os
genotipos €3/e4 e e4/e4 determinaram uma chance cerca de 40% maior de apresentar um
“envelhecimento bem sucedido” quando comparado com o gendtipo de referéncia (£3/€3). Mesmo
quando ajustado pela idade e demais varidveis de confusdo a associacdo foi mantida. Chama
atencdo que, excluindo-se a avaliacdo de mobilidade, essa andlise perde a significancia,
evidenciando que a associagdo observada acontece entre a presenca do alelo €4 e os indicadores de

mobilidade nessa populagao (dados nao mostrados).

42



Tabela 1 — Caracteristicas dos participantes do estudo. Linha de base da Coorte de Idosos de

Bambui.

Caracteristica

Frequéncia ou média

Idade em anos, média (= DP)

Sexo, n (%)

Homens

Mulheres
Cor da pele, n (%)

Branca

Morena, mulata ou negra
Anos de estudo, n (%)

0a3

4 ou mais
Mini-mental < 22, n (%)
Tabagismo atual, n (%)
Hipertensao, n (%)
Diabetes, n (%)
HDL, média (+ DP)
LDL, média (+ DP)
Triglicérides, média (= DP)
Angina, n (%)
Infarto, n (%)
AVE, n (%)
Genotipo apoE, n (%)

€2/€2

€2/€3

€2/e4

€3/e3

€3/e4

ed/ed

69,1 (= 7,1)

557 (39,6)
851 (60.,4)

849 (60.3)
559 (39,7)

883 (65.3)
470 (34,7)
282 (20,5)
245 (18,1)
862 (61,3)
198 (14,1)
492 (+ 15,1)
155,0 (& 45,4)
151,1 (= 100,3)
123 (8,8)
70 (5.0)
52 (3,7)

1(0,1)
161 (11,4)
20(1.4)
892 (63,3)
309 (22,0)
25(1,8)
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Tabela 2 - Prevaléncia de incapacidade funcional na amostra do estudo. Linha de base da Coorte de

Idosos de Bambui.

Dominios funcionais avaliados n (%)
AVDs
Tomar banho 96 (6,9)
Vestir roupa 53 (3,8)
Realizar transferéncia 21 (1,5)
Alimentar-se 18 (1,3)
AIVDs
Fazer compras 448 (31,9)
Administrar finangas 87 (6,2)
Realizar tarefas domésticas 126 (9,0)
Preparar o proprio alimento 117 (8,3)
Mobilidade
Caminhar 2 ou 3 quarteirdes 100 (7,1)
Subir degraus 142 (10,1)
Inclinar, agachar e ajoelhar 216 (15,4)
Levantar ou carregar peso de 5 Kg 180 (12,8)
Caminhar de um quarto a outro 21 (1,5)
Levantar da cadeira sem apoio 75 (5,3)
Deambular sem auxilio de ortese 76 (5,4)
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Tabela 3 - Grau de incapacidade funcional avaliado pelo nimero de tarefas comprometidas em
AVDs, AIVDs e mobilidade. Linha de base da Coorte de Idosos de Bambui.

Numero de tarefas comprometidas Frequéncia (%)

AVDS

Nenhum 1.289 (91,7)

1 tarefa 75 (5,3)

2 ou mais 42 (3,0)
AIVDs

Nenhum 912 (64,9)

1 tarefa 340 (24,2)

2 ou mais 154 (11,0)
Mobilidade

Nenhum 1.052 (74,9)

1 tarefa 163 (11,6)

2 ou mais 190 (13,5)
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Tabela 4 - Associagdo entre genotipos da apolipoproteina E e incapacidade funcional para tarefas relacionadas a mobilidade, AIVDs e AVDs. Linha de

base da Coorte de Idosos de Bambui.

OR (IC95%)
Ajuste por idade,
sexo, cor da pele,
0 .
' \ OR (IC95%) . OR (IC95 %) escolaridade,
Incapacidad o OR (IC95%) . . Ajuste por idade, sexo, presenca de
OR (IC95%) . : Ajuste por idade, . . :
e/ ApoE o . . p Ajuste por idade e p p cor da pele, escolaridade, p incapacidade p
N (%) Nao ajustado sexo, cor da pele e . . I
sexo escolaridade presenca de incapacidade cognitiva, DAC,
cognitiva, DAC e AVE AVE, tabagismo,
hipertensdo, diabetes,
HDL,LDLe
triglicérides
Mobilidade
€2 43 (26,54) 0,97 (0,67a1,42) 0,894 1,03 (0,70 a 1,52) 0,869 1,11 (0,75 a 1,65) 0,607 1,16 (0,77 a 1,75) 0,473  1,23(0,80a 1,87) 0,346
€3 241 (27,05) 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia)
g4 68 (20,42) 0,69 (0.5120.94) 0,018 0,69 (0,50 a 0,94) 0,018 0,71 (0,51 2 0,98) 0,035 0,70 (0,50 2 0,97) 0,035 0,71 (0,50 a 1,00) 0,050
AIVDs
€2 61 (37,65 1,13(0,80a1,59) 0,501 1,23 (0,86 a 1,76) 0,263 1,19 (0,82 a 1,72) 0,363 1,26 (0,86 a 1,86) 0,237 1,28 (0,86 a 1,90) 0,229
€3 311 (34,90) 1.00 (referéncia) 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia)
g4 116 (34,83) 1,00(0,77a1,30) 0,982 1,03 (0,78 a 1,35) 0,855 1,01 (0,76 a 1,34) 0,929 1,04 (0,78 a 1,40) 0,783 1,07 (0,78 a 1,44) 0,677
AVDs
€2 14 (8,64) 0,97 (0,54 a1,76) 0,926 1,05 (0,58 a 1,93) 0,863 1,04 (0,56 a 1,95) 0,893 1,10 (0,57 a 2,12) 0,767 1,01 (0,51 a 2,00) 0,968
€3 79 (8,87) 1.00 (referéncia) 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia) 1,00 (referéncia)
€4 23 (6,91) 0,76 (0,47a1,24) 0,271 0,76 (0,47 a 1,25) 0,283 0,70 (0,42 a 1,16) 0,165 0,63 (0,35a1,12) 0,119  0,61(0,33a1,11) 0,104
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Tabela 5 - Associacdo presenga do alelo E4 e incapacidade funcional para tarefas relacionadas a mobilidade, AVDs e AIVDs. Linha de base da Coorte

de Idosos de Bambui.

Incapacidade
/ ApoE n (%)

Mobilidade

Sem &4 284 (26,97)

g4 68 (20,42)
AlIVDs

Sem &4 372 (35,33)

e4 116 (34,83)
AVDs

Sem &4 93 (8,83)

e4 23 (6,91)

OR (IC95%)

Nio ajustado

1.00 (referéncia)
0.69 (0.52 20.94)

1.00 (referéncia)
0,98 (0,76 a 1,27)

1.00 (referéncia)

0,77 (0,48 a 1,23)

OR (IC95%)
Ajuste por idade e

1,00 (referéncia)

0,68 (0,50 2 0,93)

1,00 (referéncia)

0,99 (0,76 a 1,30)

1,00 (referéncia)

0,76 (0,47 a 1,23)

OR (IC95%)
Ajuste por idade,
sexo, cor da pele e

escolaridade

1,00 (referéncia)

0,70 (0,512 0,96) 0,025

1,00 (referéncia)

0,99 (0,75a1,30) 0,925

1,00 (referéncia)

0,69 (0,422 1,14) 0,152

OR (IC95%)
Ajuste por idade,
sexo, cor da pele,

escolaridade,

presenca de
incapacidade
cognitiva, DAC e
AVE

1,00 (referéncia)

0,68 (0,49 2 0,95) 0,022

1,00 (referéncia)

1,01 (0,75 2 1,34) 0,970

1,00 (referéncia)
0,62 (0,35a1,10) 0,102

OR (IC95%)
Ajuste por idade,
sexo, cor da pele,

escolaridade,

presenca de
incapacidade
cognitiva, DAC,
AVE, tabagismo,
hipertensdo,
diabetes, HDL,
LDLe
triglicérides

1,00 (referéncia)

0,69 (0,49 2 0,97) 0,030

1,00 (referéncia)

1,03 (0,77 a 1,38) 0,854

1,00 (referéncia)

0,61 (0,34 a 1,10) 0,098
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Tabela 6 - Associagdo entre gendtipos da apolipoproteina E e fenotipo de envelhecimento bem sucedido. Linha de base da Coorte de Idosos de Bambui.

ApoE

Genotipo
€2
€3
&4

Alelo €4

Nao

Sim

Envelhecimento
bem sucedido

n(%)

37 (22.84)
177 (19,84)
86 (25,75)

214 (20,30)
86 (22,75)

OR (IC95%)

Nao ajustado

1,20 (0,80 a 1,79)
1.00 (referéncia)

1,40 (1,04 a 1,88)

1.00 (referéncia)

1,36 (1,02 a 1,81)

0,384

0,025

0,036

OR (IC95%)
Ajuste por idade
€ Sexo

1,12 (0,74 a 1,70)
1,00 (referéncia)

1,38 (1,02 2 1,87)

1,00 (referéncia)

1,36 (1,01 a 1,82)

0,588

0,038

0,044

OR (IC95%)
Ajuste por idade,
sexo, cor da pele

e escolaridade

1,16 (0,76 a 1,77)
1,00 (referéncia)

1,46 (1,07 a 2,00)

1,00 (referéncia)

1,43 (1,05 a 1,94)

0,497

0,018

0,023

OR (IC95%)
Ajuste por idade,
sexo, cor da pele,

escolaridade,

presenca de
incapacidade
cognitiva, DAC e
AVE

1,09 (0,71 a 1,69)
1,00 (referéncia)

1,45 (1,05 a 1,99)

1,00 (referéncia)

1,42 (1,04 a 1,95)

OR (IC95%)
Ajuste por idade,
sexo, cor da pele,

escolaridade,

presenca de

p incapacidade p
cognitiva, DAC,
AVE, tabagismo,
hipertensao,
diabetes, HDL, LDL
e triglicérides

0,686 1,14(0,73a1,78) 0,562
1,00 (referéncia)

0,025 1,44 (1,03a2,00) 0,031
1,00 (referéncia)

0,027 1,41(1,02a1,94) 0,037
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6 DISCUSSAO

Deve-se ressaltar a importancia de estudos que buscam uma melhor compreensdo do papel do
polimorfismo do gene da apolipoproteina E no envelhecimento, uma vez que a maior parte dos
trabalhos explora a associacdo desse gene com doengas, como aquelas relacionadas as condig¢des
neurodegenerativas e cardiovasculares, mas poucos estdo voltados para a influéncia desse
polimorfismo na funcionalidade. Em idosos, o desempenho funcional ¢ de longe mais importante
que a ocorréncia de doencas, sendo que o presente estudo considerou o desempenho em tarefas
relacionadas a AVDs, AIVDs e mobilidade, caracterizando o fendtipo da funcionalidade dessa
populagdo. O principal resultado desse estudo foi o efeito protetor da presenca do alelo €4 em
relacdo a mobilidade, mesmo apds o ajuste pelos principais fatores que poderiam confundir essa
associacdo. Também foi observado que a presenga do alelo &4 foi significativamente mais
prevalente no subgrupo de idosos sem nenhum grau de comprometimento nas tarefas avaliadas para

os trés dominios.

Os resultados da literatura ndo sdo conclusivos sobre a associacdo entre o gendtipo da apoE e a
incapacidade funcional. Alguns estudos ndo mostraram associacdo significativa entre essas
variaveis na populagdo geral (Verghese et al., 2013; Blazer et al., 2001; Lan et al., 2009; Bader et
al., 1998) ou evidenciaram relagdo entre a presenca do alelo €4 e um pior desempenho funcional
apenas em um dos sexos (Verghese et al., 2013; Blazer et al., 2001). O alelo €4 foi relacionado com
pior funcionalidade em dois estudos (Melzer et al.., 2005; Albert et al., 1995), mas se mostrou
como fator de protecdo para AVD em outro (Kulminski et al.., 2008). Em apenas uma populagéo, a
presenca do alelo €2 foi positivamente associada ao pior desempenho em AIVDs (Kulminski et al.,
2008). Dessa forma, apesar das diferencas metodologicas para avaliagdo da funcionalidade
observada nesses estudos, os resultados evidenciam uma forte inconsisténcia da associagdo entre o
gendtipo da apoE e a funcionalidade em idosos, chamando atencdo para o fato que a maioria desses

estudos foram realizados em paises desenvolvidos.

O primeiro estudo a avaliar a associa¢do do polimorfismo da apolipoprotina E com incapacidade em
idosos foi o estudo de Albert que avaliou 218 idosos residentes na comunidade que nido
apresentavam critérios para deméncia ou doenca de Parkinson e nem tinham passado de AVE. Os
individuos foram recrutados para o estudo por trés fontes: amostra aleatéria de idosos da
comunidade, registro comunitarios de idosos que solicitaram servigos médicos ou sociais e

individuos que foram avaliados no Columbia-Presbyterian Memory Disorder Clinic. A avaliagao
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funcional foi realizada utilizando a escala de Schwab e England para AVD, o Blessed Dementia
Rating Scale (BDRS, parte 1) e o indice de Barthel. Nesse estudo a média do escore na escala de
Schwab e England para AVD foi significativamente menor entre os portadores do alelo €4 (87,3 x
80,9, p<0,05). Metade (50%) dos ndo-portadores do alelo €4 relataram independéncia completa para
AVDs comparado com somente 28% no grupo portador de €4 (p<0,01). Apesar de ser um estudo
pequeno com apenas 60 individuos portadores de pelo menos um alelo €4, esse foi o primeiro
estudo que sugeriu a possibilidade da apolipoproteina E estar ligada ao desempenho funcional de

idosos por uma via diferente da cognigdo (Albert et al., 1995).

Em 1998, Bader e colaboradores publicaram um estudo caso-controle realizado entre os
participantes do estudo italiano “Val Vibrata Aging Project”. Foram comparados 100 octo e
nonagenarios independentes e “saudaveis”, 62 octo e nonagenarios com alto grau de incapacidade,
definida pela escala de Katz, ¢ 91 controles adultos saudaveis. Para a inclusdo no grupo de “idosos
saudaveis” foi considerado: 1) idade > 80 anos, 2) origem no vale Vibrata ou regido de Abruzzo;
3)auséncia de doenga cardiovascular, respiratoria, neurologica, neoplasia, diabetes, deméncia, artrite
incapacitante, depressdo maior ou alcoolismo; 4) auséncia de alteracdes em pardmetros bioquimicos
do sangue, analise de urina ou marcadores neoplasicos sugestivos de doenga oculta e 5) auséncia de
incapacidade. Em cada grupo foi avaliado o genotipo da apolipoproteina E e ndo se evidenciou
nenhuma diferenca estatisticamente significante na frequéncia do alelo €4 entre os grupos entretanto
o alelo €4 foi mais prevalente em octo e nonagenarios “saudaveis” (13,97%) comparado com idosos
com incapacidades (7,4%) e controles adultos (5,95%). Potenciais fatores de confusdo ndo foram
considerados para ajuste. Os autores chamam atencao para a baixa frequéncia do alelo €4 (5,1%) e
pelo consumo da tipica “dieta Mediterranea” por essa populacao, com pouca gordura e colesterol, o

que poderia minimizar o efeito do gendtipo da apoE (Bader et al., 1998).

Em 2001, Blazer, Fillenbaum e Burchett avaliaram a associagdo entre a presenca do alelo €4 ¢ o
declinio funcional, avaliado pela combinag¢dao de indicadores relacionados a AVD, AIVD e saude
fisica, em uma coorte de idosos americanos que participaram do “Duke Established Population for
Epidemiologic Studies of the Elderly” (EPESE) e foram avaliados entre a terceira (1992-93) e
quarta (1996-97) ondas desse estudo. 2550 idosos foram seguida por 4 anos, 1999 com informagdes
a respeito do geno6tipo da apolipoproteina E. Nesse estudo a avaliacao funcional utilizou a escala de
Katz modificada para AVDs, a escala modificada da Old American Resourses and Services (OARS)
para AIVDs e escala abreviada de Rosow Breslau para saude fisica. A idade avangada, sexo

feminino, raca afro-americana, baixa escolaridade, pior condi¢do de saude, pior desempenho
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cognitiva, sintomas depressivos ¢ limitacdo funcional na terceira onda do estudo estiveram
relacionados a um pior desempenho funcional quatro anos depois, entretanto, a presenca do alelo €4
nao foi associado ao declinio funcional (OR 1,16, 1C95% 0,92-1,47). Mesmo em uma analise
multivariada, considerando todas as possiveis variaveis de confusdo, a associagdo do alelo €4 com o
declinio funcional ndo foi observada. Houve, no entanto, uma interacdo significativa desse alelo
com o sexo, tendo sido mais frequente o declinio funcional entre as mulheres portadoras do alelo &4

(Blazer et al., 2001).

E interessante notar que na quanto se fazia uma analise transversal do associagdo do alelo €4 com
status funcional na terceira onda desse do estudo EPESE, que foi considerada linha de base no
trabalho de Blazer, esse alelo parecia conferir uma protecdo contra o declinio funcional (Blazer et

al., 2001), achado também observado em nosso estudo.

Entre idosos participantes do “Longitudinal Aging Study Amsterdam” (LASA), que utilizou
questionario (perguntas sobre capacidade de caminhar 5 minutos e subir 15 degraus sem parar) e
medidas diretas (avaliacdo da velocidade de marcha e tempo necessario para levantar e sentar em
uma cadeira cinco vezes sem ajuda das maos) para avaliagdo da funcionalidade. Na linha de base do
estudo, a presenga do alelo €4 (em comparagdo aos homozigotos para €3) esteve significativamente
associada ao pior desempenho nas medidas diretas, mas ndo nas auto referidas. Na analise
longitudinal (cerca de 6 anos de acompanhamento) o alelo ¢4 aumentou o risco para 6bito ou pior
desempenho no teste da cadeira, mas ndo foi associado aos outros desfechos analisados,

considerando o ajuste por fatores de confusdo (Melzer et al., 2005).

De forma semelhante, o estudo SEBAS (“Social Environment and Biomarkers of Aging Study”),
realizado em Taiwan, também ndo observou associagdo significativa entre a presenca dos alelos €2 e
€4, em comparacdo ao grupo €3, e o declinio funcional em AIVDs, AVDs ou mobilidade,
considerando o ajustamento pelo indice de massa corporal, atividade fisica, incapacidade cognitiva,

doenga cardiaca ¢ AVE (Lan et al., 2009).

Mais recentemente, um estudo avaliando 627 idosos americanos participantes do “Einsten Aging
Study” acompanhados por cerca de trés anos, ndo mostrou associagao do alelo €4 com incapacidade
para AVD ou declinio da velocidade de marcha na populacdo geral. Por outro lado, os homens

portadores do alelo €4 apresentaram maior risco para esses dois eventos durante o periodo de
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acompanhamento do estudo (Verghese et al., 2013). Entre idosos de Bambui o sexo ndo apresentou

interacao significativa com o genotipo da ApoE na associacdo com os trés desfechos avaliados.

Os resultados obtidos entre idosos residentes em Bambui sdo congruentes com os dados do
“National Long-Term Care Survey” (NLTCS), importante estudo conduzido com 1805 idosos norte
americanos, que mostrou resultados opostos aos estudos prévios sobre a associacao entre o
polimorfismo da apoE e a presenga de incapacidades. Entre mulheres idosas com o gendtipo €4/e4
foi observada menor chance de apresentar incapacidades em AVDs (OR = 0,19; IC = 0,40-0,99).
Por outro lado, homens com o genétipo €2/e3 apresentaram maior chance de incapacidade para
AIVDs (OR =2,33; IC = 1,28-4,25). Nesse estudo ndo houve associagdo de polimorfismos da apoE
com a mortalidade (Kulminski et al., 2008). Portanto, esse era, até entdo, o unico estudo que havia
mostrado um efeito positivo do alelo €4 no desempenho funcional de idosos, como foi também

observado em Bambui para o dominio mobilidade.

O alelo &4 ¢ considerado por muitos autores o alelo ancestral que ao longo da evolu¢do humana foi
sendo substituido pelo alelo €3. Para explicar a persisténcia do alelo €4 na populacdo humana, foi
sugerido que os efeitos deletérios da apoE4 podem ter sido compensados em uma era de alta
prevaléncia de doengas infecciosas por um possivel aumento na resisténcia do hospedeiro, mas seus

efeitos adversos foram ampliados com o atual aumento da longevidade (Finch & Morgan, 2007).

Pode-se observar em varias populacdes nas quais a incidéncia de doengas infecto-parasitarias ainda
¢ muito elevada, que o alelo €4 é muito prevalente. Em negros africanos da Nigéria a prevaléncia de
g4 ¢ 29,6% (Sephernia et al., 1988), na Africa sub-Saariana 29,1% (Hallman et al., 1991) e nos
Khoi-San da Africa do Sul 37%. (Sandholzer et al.,1995). Portanto, parece que em regides de baixo
desenvolvimento humano e menor expectativa de vida, a presenca de €4 pode ser vantajosa. Em
Bambuli, 25,3% dos idosos apresentaram pelo menos um alelo €4, chamando aten¢ao também para a
elevada prevaléncia de infecgdo pelo Trypanosoma cruzi (38,1%) nessa populagdo (Lima-Costa et
al., 2011), apesar da doenga de Chagas ndo ter sido associada ao genétipo da apoE (dados ndo
mostrados). Pode-se supor que esses idosos também apresentavam fatores de risco para diversas

outras doengas parasitarias no passado.

Estudos conduzidos em favelas do Ceard, nordeste brasileiro, mostraram que a diarreia e parasitoses
intestinais em criangas de até dois anos sdo menos frequentes na presenca do alelo €4, sugerindo um

papel protetor desse alelo contra esses agravos. Os mesmos autores também verificaram que entre
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as criancas com elevada frequéncia de diarreia nos dois primeiros anos de vida, aquelas que
apresentavam o alelo €4 tinham um melhor desempenho cognitivo no futuro (Oria et al., 2007,

2010).

Portanto, é possivel imaginar que o melhor desempenho funcional dos idosos portadores do alelo &4
pode ser consequéncia da reserva funcional acumulada, que por sua vez pode estar ligada maior

resisténcia a eventos estressores externos, ocorridos ao longo da vida, como doengas infecciosas.

O presente estudo, como sendo de delineamento seccional, esta sujeito ao viés de sobrevida,
fazendo com que portadores do alelo €4 mais “frageis” ndo fossem representados na amostra do
estudo, uma vez que esse alelo tem sido associado a doenca cardiovascular, doenca cérebro
vascular, doenca de Alzheimer e declinio cognitivo. Em Bambui, no entanto, a distribuicdo dos
alelos da apolipoproteina E ndo ¢ influenciada pela idade (Fuzikawa et al., 2007) e ndo se mostrou
associada a mortalidade geral nos nove primeiros anos de acompanhamento da coorte (Lima-Costa
et al., 2008), o que minimiza a influéncia desse possivel viés na interpretagdo dos dados

apresentados.

Outro ponto importante € a utilizagdo de um instrumento com questdes auto referidas para avaliacao
do desempenho funcional dos idosos, uma vez que estudo anterior mostrou associacdo entre a
presenga do alelo ¢4 e um pior desempenho em dois testes de mobilidade, mas ndo observou
nenhuma associagdo quando a mobilidade foi avaliada por desempenho auto referido (Melzer et al.,
2005). Em Bambui foi utilizado um questionario padronizado que permitiu avaliar quatro tarefas
relacionadas a AVD, quatro que avaliaram as AIVDs e sete atividades relacionadas a mobilidade. A
auséncia de testes e medidas objetivas de mobilidade pode ser, em parte, compensada pelo grau de

detalhamento do instrumento de avaliagdo utilizado.

Os resultados da associacdo negativa entre a presenca do alelo €é4 e o comprometimento na
mobilidade foram reforcados na analise dos idosos considerados como ‘“‘envelhecimento bem
sucedido”, ou seja, aqueles que ndo apresentavam nenhuma dificuldade em nenhuma das tarefas
avaliadas. De forma semelhante, apesar de ndo ter sido observada associacdo significativa, entre
idosos italianos, o alelo €4 foi mais frequente na populacdo considerada saudavel, definida nesse
estudo como: (1) idade acima de 80 anos; (2) auséncia de doenga cardiovascular, respiratoria,
deméncia, artrite grave, depressdo maior ou alcoolismo; (3) auséncia de alteragdes em exames

bioquimicos, urinarios ou marcadores tumorais ¢ (4) auséncia de incapacidade (Bader et al., 1998).
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7 CONCLUSAO

O resultado do presente estudo evidenciou o efeito protetor do alelo €4 para a mobilidade de uma
populacdo idosa residente na comunidade, considerando o ajuste para os potenciais fatores de
confusdo. Essa evidéncia foi reforcada pela associagdo desse alelo com um fenotipo de
“envelhecimento bem sucedido”, considerando a auséncia de qualquer grau de comprometimento
para realizagdo de 15 tarefas relacionadas a AVD, AIVD e mobilidade. Apesar da inconsisténcia de
resultados observados nos estudos prévios, os dados de Bambui sdo semelhantes ao que foi
observado no NLTCS, estudo norte americano que demonstrou o efeito protetor desse alelo entre
mulheres idosas em relagao as AVDs (Kulminski et al., 2008). Esse resultado reforga a necessidade
de estudos mais detalhados sobre a influéncia do genotipo da apoE na funcionalidade da populacao
idosa, considerando o possivel efeito das caracteristicas de cada populacdo investigada e incluindo

outros genes relacionados ao processo de envelhecimento.
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