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RESUMO

A funcao cognitiva em idosos saudaveis € motivo de preocupagéao ja que se observa
um envelhecimento da populagdo mundial. Fatores genéticos como o gene APOE
podem predispor a um pior desempenho cognitivo em testes neuropsicoldgicos tanto
na funcao cognitiva global como em dominios especificos da cognigdo. No Brasil,
raros sao os estudos epidemiolégicos envolvendo individuos idosos saudaveis
vivendo em comunidade, que avaliam os fatores que afetam o processo cognitivo
durante o envelhecimento. Os objetivos deste estudo foram avaliar a associagéo do
gene APOE e o comprometimento cognitivo em idosos participantes da linha de
base da coorte de Bambui e também determinar se a associagdo acontece de forma
similar com todos os dominios da cognigcdo mensurados pelo Mini Exame do Estado
Mental. Participantes da linha de base do Projeto Bambui que tiveram amostra de
sangue colhida para genotipagem e a fungdo cognitiva mensurada pelo MEEM
(n=1408) foram incluidos no estudo. Uma versao do MEEM adaptada a populagao
brasileira foi utilizada, tendo um ponto de corte de 22 pontos (total de 30). As
seguintes variaveis foram também consideradas nesse estudo: idade na linha de
base, sexo, estado civil, escolaridade, cor da pele, colesterol HDL, triglicérides,
pressao sanguinea e sintomas depressivos avaliados pelo General Health
Questionnaire-12 (GHQ-12). Os odds ratio (OR) para a associagao foram obtidos
através de regressao logistica ndo ajustada e ajustada em cinco modelos.
Coeficientes 3 nao ajustados e ajustados foram estimados por regresséo linear para
a estimativa da relagao entre o alelo APOE E4 e as dimensdes do MEEM obtidas
pela analise da principal componente (PCA). A homozigose para o alelo E4 foi
significativamente associada ao menor escore do MEEM, e a associac¢ao foi mantida
apos o ajustamento pela idade, sexo, escolaridade, estado civil, cor da pele e outros
possiveis fatores de confusdo (HDL, triglicérides, presséo sistolica e escore do GHQ
(OR = 2,98; IC 95% 1,15 — 7,71). O escore do fator da dimensdo memoria foi
significativamente menor para os portadores do alelo APOE E4 enquanto que o
escore do fator da dimenséo concentracgao foi significativamente menor para os nao
portadores do alelo. A dimensédo memoria esta inversamente associada com o0s
heterozigotos para o alelo APOE E4 (B: -0,15; IC95%: -0,27 a -0,03). Os resultados
mostraram haver uma associagdo somente entre individuos homozigotos para o
alelo E4 do gene APOE e um comprometimento cognitivo medido pelo MEEM. Nao

portadores do alelo e heterozigotos obtiveram o mesmo odds ratio, ndo havendo
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associagdo com o comprometimento cognitivo nestes individuos. Na avaliagado das
dimensdes do MEEM a unica associagdo encontrada foi entre os individuos
heterozigotos para o alelo E4 e o dominio memoria. Apesar de nao ter sido
encontrada associagcado nos individuos homozigotos, houve uma relacédo de dose-
resposta em relacdo ao dominio memoria. Através da utilizacdo de um unico teste
neuropsicolégico (MEEM), foi possivel identificar individuos com um
comprometimento cognitivo associado ao alelo APOE E4 e verificar que dentre as
dimensdes cognitivas avaliadas no teste houve um efeito diferencial, marcadamente

no dominio memaria em associagdo com a presenca do alelo.
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ABSTRACT

Cognitive function of healthy elders has been a global concern since the beginning of
demographic transition. It is well known that some genes, like the APOE gene can
influence the cognitive performance in neuropsychological tests, either on global
cognition performance or on specific domains of cognition. There are few
epidemiological studies in Brazil searching for factors that could affect cognition
during the aging process and which also work with community-dwelling older. Our
first objective was to evaluate a possible association between the APOE genotype
and cognitive impairment in the baseline participants of the Bambui Study. Our
second objective was to analyze if the APOE alleles differentially affect specific
domains of cognition measured by the Mini Mental State Exam (MMSE). All of the
participants at baseline (n = 1,408) who had either a cognitive status measured by
MMSE and blood collected for APOE genotyping were selected for the study. The
study questionnaire includes a standard Brazilian version of the MMSE with a cutoff
point at 22 (out of 30). The following variables were also considered in this study:
baseline age, gender, marital status, educational level, skin color, HDL cholesterol,
triglycerides, systolic blood pressure (SBP) and depressive symptoms as assessed
by General Health Questionnaire-12 (GHQ). The unadjusted and adjusted odds
ratios (ORs) were estimated by using logistic regression to assess the relationship
between the APOE genotype and cognitive impairment. The analysis was based on
five models. Unadjusted and adjusted B coefficients were estimated by linear
regression to assess the relation between APOE E4 carriers and dimensions
underlying the MMSE obtained using a Principal Component Analysis (PCA). APOE
E4 homozygosity was significantly associated with a lower MMSE score, and this
association remained after incrementally adjusting for age, gender, education, marital
status, skin color, and for all other potential confounding variables (HDL, SBP,
triglycerides and GHQ score) (OR = 2.98; 95% CI 1.15-7.71). Memory dimension
was inversely associated with APOE E4 heterozygotes (B: -0.15; 95%CI: -0.27 to -
0.03). Other dimensions were not associated with either APOE E4 homozygotes or
heterozygotes. The APOE E4 allele is solely associated with cognitive impairment in
homozygotes, there is no association with heterozygotes and non-carriers in the
study population. The domains underlying the MMSE were differentially affected
being the memory domain the only one associated with the presence of the allele. By

the use of one neuropsychological test (MMSE) it was possible to identify those
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subjects with cognitive impairment associated with the APOE gene and also identify

which cognitive domain (memory) is affected by the presence of the APOE E4 allele.
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1 INTRODUCAO

Com a mudanca do perfil demografico mundial e o aumento da populagao idosa,
muda também o perfil epidemiolégico e observa-se um predominio de condigbes de
saude crbnico-degenerativas sendo a morbidade e mortalidade dos idosos devida,
principalmente, as doencas cardiovasculares, neoplasias, condi¢cdes musculo-

esqueléticas e alteragbes mentais (WHO — World Health Organization, 1998).

O comprometimento cognitivo no idoso € parte constituinte do processo de
envelhecimento fisiolégico, podendo tornar-se patolégico na presenca de fatores
diversos. Sendo o tipo mais comum de deméncia, a doenga de Alzheimer (DA) tem
aumentado sua incidéncia sendo estimada uma taxa de 1% por ano em individuos
na faixa de 65-69 anos até aproximadamente 14% por ano em individuos acima de
85 anos de idade (Bachman et al., 1993). Além de fatores s6cio demograficos
(Farrer et al. 1997), a constituicdo genética individual &€ condi¢céo predisponente para
o desenvolvimento ndo sé da DA, mas também do comprometimento cognitivo,
considerado um dos sinais prodromicos da doencga (Poirer et al., 1993; Stritmatter et
al., 1995). Como a DA pode levar anos para se desenvolver e individuos normais
podem ser assintomaticos nos estagios iniciais da doenca (Hulette et al., 1998;
Knopman et al., 2003), torna-se importante estabelecer os fatores predisponentes

para idosos sem deméncia.

Varios genes tém sido associados ao comprometimento cognitivo em idosos. O mais
importante e mais bem replicado deles é o gene APOE que com seu alelo E4 afeta a
fungdo cognitiva levando ao comprometimento cognitivo e as doencgas
neurodegenerativas (Corder et al.,1993; Dupuy et al., 2001). A ApoE €& uma
lipoproteina plasmatica que desempenha sua principal fungdo no metabolismo de
lipideos e esta diretamente envolvida na formacao de placas amiloides no cérebro.
Dois polimorfismos na regido codificadora do gene APOE formam trés alelos, APOE
E2, APOE E3 (o mais comum), e APOE E4, e trés isoformas da proteina cada uma

com propriedades diferentes.

Estudos de associacdo do gendtipo APOE e as disfungbes cognitivas,
principalmente a DA (Sohrabi et al, 2009; Gene Chen et al, 2002; Caselli et al, 2009;
Christensen et al, 2008; Jorm et al, 2007), mostraram que portadores heterozigotos

do alelo E4 do gene APOE tém um risco de 3 a 4 vezes maior de desenvolver a
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doenga em comparagdo aos nao portadores e, que os homozigotos para o alelo

possuem um risco 10 a 12 vezes maior de desenvolver DA.

A avaliagdo do papel do alelo E4 do gene APOE no desempenho cognitivo de
individuos saudaveis (Anstey & Christensen, 2000; Lautenschlager, 2005; Bretsky,
2003) também vem sendo testada, ja que a possibilidade de deteccdo precoce do
comprometimento poderia identificar uma fase pré-clinica tratavel (Roberts et al.,
2008). Entretanto, os resultados desses estudos s&o contraditérios, alguns
mostrando um aumento do risco de declinio cognitivo em portadores e outros
mostrando nenhuma associagéo (Wilson, 2002; Small, 2000). No Brasil os estudos
existentes buscam avaliar especificamente a associagao entre o genétipo da APOE
e a doencga de Alzheimer ou o chamado comprometimento cognitivo leve, na maioria
das vezes analisando pacientes institucionalizados (Forlenza et al., 2009; Oliveira et
al, 2008; Bahia et al., 2008; Charchat-Fichman et al, 2004; Ojopi et al, 2004). Um
unico estudo encontrado (Garcia et al., 2008) que avaliou a influéncia da APOE no
comprometimento cognitivo em idosos vivendo em comunidade n&o obteve

resultados para a associagao.

Além de seu efeito na fungao cognitiva global, a presencga do alelo E4 da APOE tem
sido avaliada em relagdo aos dominios especificos da cognicédo e, estudos
demonstram que esse efeito pode ser diferente para dominios especificos
(Greenwood et al, 2000; Greenwood et al, 2005). Na mensuragdo da funcao
cognitiva, varios testes podem ser utilizados, ndo somente para medir a cognigao
global, mas também para medir dominios especificos da cogni¢do. Varios dominios
da cogni¢cdo tém sido utilizados para estabelecer critérios diagnosticos para as
disfungdes cognitivas e a deméncia, e a influéncia do gene APOE tem sido avaliada
em cada um deles, tais como: memoria episddica (Bondi et al., 1995; Jorm et al.,
2007; Packard et al., 2007), habilidade verbal (Mortensen & Hogh, 2001), funcao
executiva (Swan et al., 2005) e velocidade de percep¢ao (Jorm et al., 2007; Packard
et al., 2007). Apesar da divergéncia entre estudos, a maior parte deles encontra o
efeito mais acentuado do alelo E4 nos dominios da memdria e da fungao executiva
(Small et al., 2002), que s&o geralmente as primeiras fung¢des afetadas nos

disturbios cognitivos.

Muitos sao os testes neuropsicologicos utilizados, nos estudos supracitados, para

mensurar a fungcdo cognitiva, alguns medindo o desempenho cognitivo global e
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outros medindo dominios especificos. O Mini Exame do Estado Mental (MEEM)
(Folstein et al, 1975) é a escala de rastreamento mais utilizada para avaliagédo da
funcéo cognitiva global. E um teste rapido e de facil aplicacdo. Compdem o MEEM
onze questdes que se correlacionam em cinco dimensdes ou dominios da cognigao,
quais sejam: concentracdo, linguagem/praxis, orientacdo, memoria e atencdo, com
um escore maximo de 30 pontos. Em estudos epidemioldgicos sua utilizagéo ja foi
extensivamente discutida, ja que as questdes que o compdem sofrem forte influéncia
das caracteristicas so6cio demograficas de uma populacao (Scazufca et al., 2009). O
fator escolaridade e a cultura regional impactam os resultados obtidos através da
aplicacédo do MEEM. A sensibilidade e especificidade do teste variam de acordo com
o nivel de escolaridade, sendo de 100% e 92%, respectivamente para individuos
com mais de 9 anos de educacao formal, enquanto que para individuos com menos
de 8 anos de educacao formal a sensibilidade é de 63,3% e a especificidade de
65,2% (Valle et al, 2009). Além das adaptag¢des culturais, outra controvérsia surge
sobre a interpretacéo dos resultados, ou seja, quais seriam os pontos de corte ideais
para se definir o comprometimento cognitivo sem que houvesse confundimento com
o nivel de escolaridade e para isso foram sugeridas algumas estratégias, tais como:
(1) o ajustamento dos pontos de corte de acordo com a escolaridade (Bertolucci et
al., 1994; Caramelli et al., 1999) e (2) o uso dos pontos de corte baseado na

distribuicdo dos escores na populagéo estudada (Laks et al., 2007).

A aplicagdo de varios testes neuropsicolégicos em estudos epidemioldgicos,
principalmente naqueles de base populacional, € bastante dificultada tanto pela
necessidade de longos periodos de tempo quanto pelo fato destes testes serem
aplicados por médicos especialistas com treinamento especifico. Em populagdes
como a de Bambui isso envolveria uma logistica complexa. A utilizacédo de um teste
como o MEEM além de possibilitar a identificacdo de individuos com
comprometimento cognitivo pode, através da analise de suas dimensdes, identificar
os portadores de alteragbes cognitivas especificas, sendo uma alternativa viavel

para o uso das baterias de testes neuropsicoldgicos.
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2 OBJETIVOS
Geral

Verificar a associagdo entre o genétipo APOE com o desempenho cognitivo em

idosos brasileiros vivendo em comunidade.
Especificos
1° Artigo

Verificar a existéncia de associagédo entre o gendtipo APOE com o escore total do

MEEM entre idosos vivendo em comunidade.
2° Artigo

Verificar a existéncia da associacdo entre o gendtipo APOE com as dimensdes

especificas do MEEM entre idosos vivendo em comunidade.
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3 METODOLOGIA
3.1 Area e Populagao de estudo

O projeto Bambui € um estudo de coorte de base populacional sobre a saude de
idosos, desenvolvido na cidade de mesmo nome, situada em Minas Gerais, Brasil. A
linha de base da coorte foi constituida em 1997 (Lima-Costa et al, 2000). Os
participantes da pesquisa foram identificados por meio de um censo completo
realizado no municipio pela equipe do projeto. Todos os moradores com sessenta
anos ou mais de idade em 1° de janeiro de 1997 (n=1742) foram convidados a
participar do estudo e 1606 (92,2%) participaram da linha de base da coorte. Para o
presente trabalho foram selecionados todos os participantes que tiveram amostra de
sangue colhida para a genotipagem da APOE e que responderam ao MEEM
(n=1408).

3.2 Variavel dependente

O questionario do estudo incluiu uma versdo do MEEM adaptada para a populagao
brasileira (Seabra et al., 1990). Na auséncia de um ponto de corte consensual para a
deteccdo da disfungcdo cognitiva em populagcbes com baixa escolaridade, foi
considerada a distribuicdo em percentis (abaixo do 5° percentil — escore < 13; entre
0 5° e 0 25° percentil — escore entre 14 e 21; quartis superiores = 22) dos escores do
MEEM na populagdo estudada, como previamente sugerido para a mesma (Castro-
Costa et al., 2008). As dimensdes do MEEM foram obtidas através da Analise da
Componente Principal (PCA) determinando uma solugéo de cinco fatores para as 30
questdes do MEEM (Castro-Costa et al. 2009). O MEEM foi aplicado por
entrevistadores com pelo menos 11 anos completos de escolaridade, selecionados
entre moradores da cidade de Bambui. O treinamento foi realizado por psiquiatra
qualificada e os entrevistadores foram certificados somente apds avaliagdo da

confiabilidade intra e entre observadores.
3.3 Variavel independente

A variavel independente deste estudo é o gendétipo APOE dos idosos que
responderam ao MEEM. A analise genotipica foi realizada na linha de base da
coorte de Bambui. A coleta do sangue foi feita por técnicos treinados na Faculdade
de Medicina da UFMG e realizada no Posto Avancado Emmanuel Dias da
FIOCRUZ. As amostras foram entdo, enviadas para o laboratorio de Patologia
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Clinica do projeto localizado no Laboratério de Epidemiologia e Antropologia Médica
do Centro de Pesquisa René Rachou. Para a genotipagem da apolipoproteina E, o
DNA genbmico foi extraido das amostras e armazenado a -70 °C até o uso. As
amostras foram entdo, submetidas a amplificacdo pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e o DNA amplificado foi submetido a técnica dos polimorfismos de

comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP).
3.4 Covariaveis

As seguintes variaveis foram também consideradas nesse estudo: idade, sexo,
estado civil, nivel de escolaridade, cor da pele, colesterol HDL, triglicérides, pressao
sanguinea sistélica e sintomas depressivos avaliados pelo General Health
Questionnaire-12 (GHQ). O nivel de escolaridade foi categorizado em até 4 anos de
estudo ou mais de 4 anos de estudo. Os entrevistadores classificaram a cor da pele
dos participantes baseados em fotografias representativas de diferentes tons
(branco, mulato claro, mulato escuro, preto). Os niveis séricos de colesterol HDL e
triglicérides foram medidos ap6s 12 horas de jejum com kits especificos (Boehringer
Mannhein Corp., Ingelheim, Germany) em um analisador automatico (Eclipse
Vitalab, Merck, Netherlands). A presséo sanguinea foi medida por 3 vezes com
esfingmomanometro de mercurio. A primeira medida foi tomada pela manha apés 5
minutos de descanso, seguida por medidas a intervalos de 2 minutos ou ap6s 30
minutos do ultimo cigarro ou ingesta de cafeina. Foi considerada para a presséo

sanguinea a média aritmética da segunda e terceira afericao
3.5 Analise estatistica

As associagbes ndo ajustadas do genodtipo da APOE com os fatores sécio
demograficos, biomarcadores e sintomas de saude mental foram mensuradas
utilizando-se o x* de Pearson ou ANOVA para avaliar a significancia estatistica das
diferencas entre as variaveis categoricas e continuas respectivamente. Odds ratios
(ORs) néo ajustados e ajustados foram estimados através de regresséao logistica
avaliando a relagao entre o gendtipo APOE e o comprometimento cognitivo. A
analise foi baseada em cinco modelos. Primeiramente foi calculada a associagao
bruta entre o escore do MEEM e o gendétipo da APOE, em seguida o célculo foi
ajustado aditivamente por sexo, idade, escolaridade (modelo2); estado civil e cor da
pele (modelo 3); HDL, triglicérides e pressao sistolica (modelo 4); e o escore do
GHQ (modelo 5). Além disso, interagbes dos portadores de APOE E4 com sexo e
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cor da pele também foram testadas. Coeficientes  ndo ajustados e ajustados foram
estimados por regressao linear para a estimativa da relagao entre o alelo APOE E4 e
as dimensdes do MEEM. A analise foi baseada nos cinco modelos supracitados.

Todas as analises foram feitas utilizando-se o software STATA.
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4 RESULTADOS
4.1 ARTIGO 1

HOMOZIGOSE PARA O ALELO E4 DO GENE APOE ESTA ASSOCIADA A
FUNGAO COGNITIVA DE IDOSOS VIVENDO EM COMUNIDADE - PROJETO
BAMBUI

Quintino-Santos, S.R. et al. Homozygosity for the APOE E4 allele is solely associated with lower

cognitive performance in Brazilian community-dwelling older adults — The Bambui Study. Rev Bras
Psiquiatr. 2012; 34:440-445.

RESUMO

OBJETIVO: Demonstrar que a presenca do alelo APOE E4 esta associada ao
declinio cognitivo em idosos vivendo em comunidade. METODO: Participaram do
estudo 1408 residentes na cidade de Bambui (MG) com 60 ou mais anos de idade.
A variavel dependente do estudo foi a fungdo cognitiva, mensurada pelo Mini Exame
do Estado Mental (MEEM). A variavel de interesse do estudo foi o gendtipo da
apolipoproteina E (APOE). Para efeito de ajustamento na regresséao logistica foram
consideradas como covariaveis 0 sexo, escolaridade, cor da pele, estado civil,
sintomas depressivos, dosagem de triglicerideos, HDL e pressao sistélica.
RESULTADOS: A frequéncia alélica do gene APOE (E4, E3, E2) mostrou
distribuicdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. Foi detectada uma forte associagao
entre a presenca do alelo E4 e o comprometimento cognitivo quando em
homozigose (OR: 3,1; IC 95%: 1,39-6,99) mesmo ap6s ajustamento por todas as
potenciais variaveis de confusdo (OR:2,9; 1C95%: 1,15-7,71). CONCLUSOES: Os
resultados mostraram que existe uma forte associagéo entre a presencga do alelo E4
da APOE e a funcéo cognitiva em idosos. Esta associagdo existiu somente entre
individuos homozigotos (E4E4), indicando dependéncia da dose génica no

comprometimento cognitivo.
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ABSTRACT

OBJECTIVES: To show that APOE E4 allele status is associated with the cognitive
functioning of elderly people. METHODS: Participants (1408) for the Bambui Cohort
Study of Aging were selected based on results from both variables (APOE genotype
and MMSE score). Gender, age, education, marital status, skin color, GHQ score
and biological measures were used as confounding factors for adjusting the logistic
regression. RESULTS: The population was in Hardy-Weinberg equilibrium, the
APOE E4 allele frequency was 13.4%. The homozygosis for APOE E4 allele
conferred increased risk for cognitive impairment (OR=3,1, Cl 95%) compared to
heterozygotes for E4 allele (OR=0,99, Cl 95%) even when adjusted for age, sex,
education, marital status, skin color, triglycerides, HDL, systolic pressure, GHQ
(OR=2,9 CI 95%). No differences were noticed between the others covariates.
CONCLUSIONS: APOE E4 allele was observed to have a dramatic effect on
cognitive impairment, especially in homozygotes, which comprised about 2% of the

population.

KEY WORDS: Cognitive performance, Apolipoprotein E, MMSE, Elderly.
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INTRODUCAO

Os polimorfismos do gene da apolipoproteina E (APOE) sdo um dos mais
importantes e bem pesquisados fatores genéticos de risco para a doenca de
Alzheimer (DA).' A ApoE é uma lipoproteina plasmatica composta por 299
aminoacidos que desempenha sua principal fungdo no metabolismo de lipideos e
estd diretamente envolvida na formacéo de placas amiloides no cérebro. Dois
polimorfismos na regiao codificadora do gene APOE formam trés alelos, APOE E2,
APOE E3 (o mais comum), e APOE E4, e trés isoformas da proteina cada uma com
propriedades diferentes. Resultados conjuntos de estudos de associagdo mostraram
que portadores do alelo E4 do gene APOE tém um risco de 3 a 4 vezes maior de
desenvolver a DA em comparagao aos néo portadores e, homozigotos para o alelo
possuem um risco 10 a 12 vezes maior de DA.? Devido a essa associagdo, existe
também um interesse no papel do alelo E4 no desempenho cognitivo de individuos
saudaveis.® Entretanto, os resultados desses estudos tem sido contraditérios,
alguns mostrando um aumento do risco de declinio cognitivo em portadores e outros
mostrando nenhuma associacd0.®’ Os estudos realizados no Brasil t&ém focado,
principalmente, na relagédo entre o gene APOE e o declinio cognitivo patoldgico
(Alzheimer) em individuos que procuram atendimento clinico.®'" Somente um estudo
populacional encontrado pesquisou a relacéo entre a fungcdo cognitiva e o gene
APOE. Esse estudo mostrou a auséncia de associagao entre o alelo APOE E4 e o

comprometimento cognitivo em uma populacdo de idosos vivendo em comunidade.’

O objetivo desse estudo é investigar a relagao entre a presenca do alelo E4 do gene
APOE e o desempenho cognitivo em uma populagdo de idosos vivendo em
comunidade. Serdo considerados varios fatores de confusdo, em potencial, que

foram previamente descritos como relacionados com a fungao cognitiva.
METODOS
Projeto Bambui

A coorte de Bambui foi utilizada como populagdo de base para as analises feitas
nesse estudo.”” E um projeto longitudinal populacional sobre saude e
envelhecimento de individuos de 60 anos ou mais, residentes na cidade de Bambui,
uma cidade de 15.000 habitantes, localizada em Minas Gerais, regidao sudeste do

Brasil. Um censo completo foi realizado durante os meses de novembro e dezembro
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de 1996 para a selegao dos participantes. Desde 1998 essa populagédo tem sido
acompanhada anualmente através do uso de entrevistas e exames selecionados.

Toda a equipe de campo foi treinada e certificada antes de cada avaliagao.

O Projeto Bambui foi aprovado pelo Comité de Etica da Fundagéo Oswaldo Cruz, no
Rio de Janeiro em 1996 e, a presente analise foi aprovada pelo Comité de Etica da
Fundacao Oswaldo Cruz em Belo Horizonte em 2006. Todos os participantes deram

consentimento escrito para a participagao.
Populagao

Dos 1742 residentes com idade de 60 anos ou mais, 1606 (92,2%) foram
entrevistados e 1496 (85,9%) foram examinados fisicamente (amostras de sangue,
testes laboratoriais, medidas fisicas e eletrocardiograma). Todos os participantes
(n=1408) que tiveram ambos, fungcéo cognitiva medida pelo MEEM e amostras de

sangue genotipadas para APOE, foram selecionados para esse estudo.
Medidas
Cognicao

O questionario do estudo incluiu uma versdo do MEEM adaptada para a populagao
brasileira.”™ O MEEM & um dos instrumentos mais utilizados na medida da fungao
cognitiva, entretanto, sua aplicacdo na pesquisa € bem mais abrangente.15 Ele é
usado para medir a fungéo cognitiva em estudos clinicos e estudos epidemiologicos
com individuos saudaveis. A versao validada no Brasil consta da modificacdo de
algumas perguntas de acordo com a populagéo alvo."® No subitem Orientacéo as
perguntas sobre estagao do ano, edificio e andar, foram trocadas por periodo do dia,
quarto e endereco. No subitem Registro e Recall as palavras usadas foram gato,
arvore e violdo. Para Atencédo e Calculo, a série de setes foi trocada por série de

cincos e a palavra “world” foi trocada pela palavra “Maria” para soletrar invertido.

O escore do MEEM ¢ influenciado pelo nivel educacional’’

€ nao existe um ponto de
corte consensual validado para individuos com baixa escolaridade. Devido ao fato
da populagdo estudada ser de baixa escolaridade os pontos de corte foram
baseados na distribuicdo em percentis dos escores. Nesse estudo utilizamos o ponto

de corte de 21/22 pontos (em 30), correspondente ao quartil mais baixo.'®
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Apolipoproteina E

O DNA gendmico foi extraido de amostras de sangue total usando Wizard® Genomic
Purification System (Promega, Madison, WI, USA). Aliquotas de DNA foram
amplificadas pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e digeridas com enzima
Hha | e a andlise dos fragmentos de restricdo (RFLP) foi feita como descrita
previamente.” As aliquotas de DNA foram submetidas a PCR com os seguintes
primers: direto 5TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCA AGG A3’ e reverso 5ACA
GAA TTC GCC CCG GCC TGG TAC AC3. As condigdes da PCR foram:
desnaturacdo 95°C por 5 minutos; 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 60°C por 1
minuto, e 70°C por 2 minutos; e extenséo final a 72°C por 10 minutos. A analise dos
RFLPs seguiu os seguintes padrdes: E2E2 91 e 83pb; E3E3 91, 48 e 35 pb; E4E4
72, 48 e 35 pb. Cada um dos heterozigotos continham os fragmentos de ambos os
alelos do APOE.

As seguintes variaveis foram também consideradas nesse estudo: idade na linha de
base, sexo, estado civil, escolaridade, cor da pele, colesterol HDL, triglicérides,
pressdo sanguinea, e sintomas depressivos que foram avaliados pelo General
Health Questionnaire-12 (GHQ-12) usando-se um ponto de corte de 4/5 definindo a
sintomatologia como recomendado pra a populagao de Bambui.?® A escolaridade foi
definida como tendo 4 anos ou menos de 4 anos de estudo. Os entrevistadores
classificaram os individuos quanto a cor da pele baseados em fotografias
representativas de individuos de cores diferentes (branco, mulato claro, mulato
escuro e preto). Os niveis séricos de colesterol e triglicérides foram dosados ap6s
jejum recomendado de 12 horas com os kits comerciais (Boehringer Mannhein
Corp., Ingelheim, Germany) em analisador automatizado (Eclipse Vitalab, Merck,
Netherlands) como descrito anteriormente.”® Trés medidas de pressdo sistolica
foram tomadas no bracgo direito com esfingmomanometro de mercurio. As medidas
foram tomadas pela manha, apds descanso inicial de 5 minutos e, subsequentes
medidas a intervalos de 2 minutos, e 30 minutos ap6s ingesta de cafeina ou cigarro.
A pressao sanguinea foi calculada como a média aritmética da segunda e terceira
medidas de acordo com os critérios do Seventh Joint National Commitee. Os
sintomas de desordens mentais comuns foram definidos pelo GHQ-12 com o ponto
de corte 4/5.%°
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Analise Estatistica

As associag¢des ndo ajustadas do gendtipo da APOE com as caracteristicas socio
demograficas, biomarcadores e sintomas de saude mental foram mensuradas
utilizando-se o x* de Pearson ou ANOVA para avaliar a significancia estatistica das
diferencas entre as variaveis categoricas e continuas respectivamente. Odds ratios
(ORs) nao ajustados e ajustados foram estimados através de regresséo logistica
avaliando a relagdo entre o gendtipo APOE e o comprometimento cognitivo. A
analise foi baseada em cinco modelos. Primeiramente foi calculada a associagéo
bruta entre o escore do MEEM e o gendétipo da APOE, em seguida o calculo foi
ajustado aditivamente por sexo, idade, escolaridade (modelo2); estado civil e cor da
pele (modelo 3); HDL, triglicérides e pressao sistélica (modelo 4); e o escore do
GHQ (modelo 5). Além disso, interagbes dos portadores de APOE E4 com sexo e
cor da pele também foram testadas no modelo 5. Todas as analises foram feitas

utilizando-se o software STATA.
RESULTADOS

Foram incluidos nessa analise 1408 participantes dos 1606 da coorte, na linha de
base, que tiveram seu estado cognitivo mensurado e sangue genotipado para APOE
(145 foram excluidos por ndo consentir na genotipagem e 53 por nao responder ao
MEEM). Quando comparados, os individuos incluidos na analise com aqueles
excluidos ndo foram constatadas diferencas com respeito a idade (69,0 £ 7,1 e 69,3
17,4, respectivamente; p = 0,14), ou sexo (60,4% mulheres e 60% mulheres,

respectivamente; p = 0,81).

As frequéncias alélicas e genotipicas da APOE dessa populagdo foram
demonstradas previamente.?’ O alelo mais frequente foi o E3 (80%), seguido pelo
alelo E4 (13,5%) e o alelo E2 (6,5%); essa distribuicdo é representativa da maioria
das populagdes ocidentais. O gendétipo E3E3 foi o mais comum (63,4%), seguido por
E3E4 (21,9%), E2E3 (11,5%), E4E4 (1,8%), E2E4 (1,4%) e E2E2 (0,1%). A

frequéncia alélica mostrou estar em equilibrio de Hardy-Weinberg (p = 0,05).’

A Tabela 1 mostra as caracteristicas da populagao relacionadas a presenca do alelo
E4 da APOE. A média do escore do MEEM foi de 24,4 + 4,7. Os escores foram

menores entre homozigotos para o alelo E4 quando comparados aos heterozigotos
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E3E4 e E2E4. As outras caracteristicas da populagdo ndo mostraram

significativa entre os genotipos (p 11 0,05).

Tabela 1: Caracteristicas de base da populagéo por genotipo APOE

diferenca

) APOE4 APOE4 APOE4
CARACTERISTICAS NEGATIVO HETEROZIGOTO | HOMOZIGOTO | valorp
n=1054 n=329 n=25
MEEM (média/DP) 24,5 (4,7) 24.6 (4,6) 21,2 (4,9) 0,001
Sexo Feminino (%) 61,0 59,6 48,0 0,394
Idade (média/DP) 69,0 (7,0) 69,2 (7,3) 67,8 (7,0) 0,641
Escolaridade 24 anos (%) 36,0 32,8 24,0 0,287
Estado Civil (%) 0,766
1. Casado 49,7 51,6 50,0
2. Solteiro 10,3 8,6 4,2
3. Divorciado/Separado 5,6 3,8 4,2
4. Viuvo 34,3 36,0 41,7
Cor da pele (%) 0,053
1. Branco 59,7 62,9 48,0
2. Moreno 34,9 30,7 32,0
3. Mulato 3,3 3,6 8,0
4. Negro 1,9 2,7 12,0
Triglicérides (média/DP) 150,7 (102,3) | 152,7 (95,2) 145,1 (74,8) 0,910
HDL (média/DP) 49,3 (14,9) 48,7 (15,7) 50,0 (16,1) 0,812
Presséo Sistolica (média/DP) | 137,1 (23,0) 137,3 (20,7) 141,8 (28,6) 0,594
GHQ 25 (%) 38,6 35,4 33,3 0,555

A Tabela 2 mostra as estimativas de odds ratio ajustado e ndo ajustado para a
associagdo entre portadores do alelo E4 e o comprometimento cognitivo. A
homozigose para o alelo E4 foi significativamente associada ao menor escore do
MEEM, e a associagao foi mantida ap6s o ajuste pela idade, sexo, escolaridade,
estado civil, cor da pele e outros possiveis fatores de confusdo (HDL, triglicérides,
pressao sistolica e escore do GHQ) (OR = 2,98; IC 95% 1,15 — 7,71). A homozigose
para E4 permaneceu associada mesmo quando os participantes abaixo do 5°
percentil (ponto de corte 13/14) foram removidos da analise, minimizando a chance

de mascarar os resultados com possiveis individuos com DA n&o diagnosticados.
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Tabela 2: Associagdo da APOE com o comprometimento cognitivo

Alelo | Escore OR (IC95%) Ajustado para idade, | Ajustado para Ajustado para Ajustado para idade,
e4 MEEM ndo ajustado sexo, idade, sexo, idade, sexo, sexo, escolaridade,
escolaridade escolaridade, escolaridade, estado civil, cor da
222 <22 estado civil, cor da | estado civil, corda | pele, triglicérides,
pele pele, triglicérides, HDL,
HDL, pressao pressao sistolica,
sistélica GHQ
0 824 207 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
1 255 64 0,99 (0,73-1,36) | 0,92 (0,65 —1,28) 0,94 (0,65-1,34) | 0,95 (0,66 —1,37) | 0,95 (0,66 —1,38)
2 14 11 3,12(1,39-6,99) | 2,99 (1,22 -7,32) 291(1,13-7,50) | 2,81(1,09-7,28) | 2,98 (1,15-7,71)

Embora interagdes entre sexo e cor da pele com portadores do alelo E4 da APOE
tenha sido testada no ultimo modelo, a heterogeneidade entre sexo (p = 0,92) ou
entre cor de pele (p = 0,31) nédo foi significativa estatisticamente (dados né&o

mostrados).
DISCUSSAO

Esse estudo mostrou evidéncias epidemioldgicas de que a homozigose para o alelo
E4 da APOE esta associada ao comprometimento cognitivo em uma populacéo de
idosos vivendo em comunidade, e que essa associagado manteve-se apos o controle

por potenciais fatores de confuséo.

Em nosso entender, esse é o primeiro estudo a avaliar a associagéo do alelo e4 da
APOE com o estado cognitivo em uma coorte populacional no Brasil. As vantagens
desse estudo sdo: (1) o uso da distribuicdo em percentis do escore do MEEM, na
auséncia de pontos de corte comparaveis na populacéo brasileira; (2) o tamanho da
populagcdo com alto indice de resposta; (3) o ajustamento dos calculos por uma
gama de variaveis incluindo, cor da pele, HDL e sintomas depressivos. A
equivaléncia cultural do MEEM foi uma preocupacgéo, entretanto, para sobrepor esse
problema foi utilizado uma versdao adaptada que funcionou bem para essa

populacéo.?

Embora os estudos que investigam a associagdo dos portadores do APOE E4 e o
estado cognitivo de idosos vivendo em comunidade sejam raros na América Latina,
estudos em outros paises sugerem que exista a associagéo entre a presenca do
alelo E4 e o desempenho cognitivo. Em uma meta-analise recente,?* 38 estudos
mostraram que a associagdo entre os heterozigotos para o APOE E4 né&o foi

significativamente diferente com relagdo aos nao portadores do alelo. Entretanto, os
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homozigotos para o APOE E4 exibiram uma significativa piora no desempenho
quando comparados aos ndo portadores; esses resultados foram confirmados em

nosso estudo.

Os achados do nosso estudo sao comparaveis aos de varios estudos que
observaram um déficit aumentado no desempenho cognitivo de homozigotos para
APOE E4. Yaffe e colaboradores® demonstraram em uma populagdo de 1750
mulheres vivendo em comunidade com funcdo cognitiva normal, idade igual ou
superior a 65 anos, nos EUA, que apds ajustamento para idade, escolaridade e
depressao, a redugéo no escore do MEEM foi de 0% em né&o portadores do APOE
E4, 1,9% em heterozigotos para o alelo e 3,7% para os homozigotos para o alelo.
Em um estudo transversal com individuos com cogni¢ao normal (entre 30 e 70 anos
de idade), Caselli e colaboradores®® demonstraram um declinio de memoria em 8
dos testes utilizados (inclusive o MEEM) nos homozigotos APOE e4. Mais ainda,
nosso estudo avaliou uma populagédo maior do que o unico outro estudo brasileiro'

que nao encontrou associagao entre o alelo E4 e o estado cognitivo.

E sabido que o alelo APOE e4 representa um fator de risco em varias populacdes e
€ considerado o mais importante fator de suscetibilidade ao desenvolvimento da DA.
Portadores heterozigotos para esse alelo tem um risco aumentado de 3 a 4 vezes de
se tornarem dementes com DA, e homozigotos APOE e4 tém um risco de 10 a 12
vezes maior de desenvolver DA.?” Em um estudo escocés recente,”® no seguimento
de uma coorte os resultados indicaram que o gendtipo da APOE esta associado as
mudancas cognitivas nos idosos, eles também sugeriram que a influéncia do
genoétipo esteja restrita a dominios especificos da cognicdo. Este estudo é
consistente com nossos resultados mostrando uma significativa relagdo entre o

genodtipo APOE e o desempenho cognitivo.

Em conclusédo, na populacdo analisada, o comprometimento cognitivo esta
associado a homozigose para o alelo APOE e4, mas ndo com a heterozigose,
sugerindo um efeito de dose génica na cognicdo. Estudos futuros sdo necessarios
para avaliar o papel complexo dos marcadores genéticos como o gene APOE no
desempenho cognitivo de idosos brasileiros. Os dados da analise longitudinal dessa

populacdo devem ajudar a elucidar nossos achados.
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4.2 ARTIGO 2

APOE E4 E AS DIMENSOES DO MINI-EXAME DO ESTADO MENTAL EM UMA
AMOSTRA COM BAIXA ESCOLARIDADE: PROJETO BAMBUI

Sandra R Quintino-Santos, Breno Satler Diniz, Josélia O A Firmo, Emilio Moryguchi, Maria Fernanda
F Lima-Costa, Erico Castro-Costa

Submetido ao American Journal of Geriatrics Society em 25/02/2014

RESUMO

OBJETIVO: Avaliar a associagédo do alelo E4 do gene APOE com as dimensdes
medidas pelo Mini Exame do Estado Mental (MEEM). METODO: Participaram do
estudo 1408 residentes na cidade de Bambui (MG) com 60 ou mais anos de idade.
Coeficientes B ndo ajustados e ajustados foram estimados por regressao linear para
a estimativa da relacdo entre o alelo APOE E4 e as dimensbdes do MEEM obtidas
através da Analise da Principal Componente (PCA). Para efeito de ajustamento
foram consideradas como covariaveis o sexo, escolaridade, cor da pele, estado civil,
sintomas depressivos, dosagem de triglicerideos, HDL e pressao sistélica.
RESULTADOS: O escore do fator da dimens&o concentragao foi significativamente
menor para ndo portadores do alelo enquanto que o escore do fator da dimensao
memoria foi significativamente menor para os portadores do alelo APOE E4. Houve
uma associagéo estatistica inversa da dimens&o memoria (f: -0,16; 95%CI: -0,27 a -
0,04) com a presenca do alelo APOE E4, principalmente com individuos
heterozigotos (B: -0,15; 95%CI: -0,27 a -0,03). Houve também uma associagao forte
mas nao estatisticamente significativa com os individuos homozigotos para o alelo
APOE E4 (B: -0,30; 95%ClI: -0,74 a 0,13). CONCLUSOES: Nesta populagéo de
idosos brasileiros, o efeito do alelo APOE E4 demonstrou ser especifico para o
dominio memoéria do MEEM. Com utilizagdo do escore dos fatores das dimensdes
do MEEM, obtidos através da PCA, demostrou-se uma associagcéo diferenciada

entre o alelo APOE E4 e os dominios da cognigéo.

PALAVRAS CHAVE: Cognigcéo, Memoria, APOE, Envelhecimento.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To analyze the association between E4 allele of APOE gene and the
dimensions underlying the Mini Mental State Exam (MMSE). METHODS: Participants
(1408) for the Bambui Cohort Study of Aging were selected based on results from
both variables (APOE genotype and MMSE score). Dimensions underlying the
MMSE were obtained using Principal Component Analysis (PCA). Unadjusted and
adjusted B coefficients were estimated by linear regression to assess the relation
between APOE E4 carriers and dimensions underlying the MMSE. RESULTS: Factor
score of concentration dimension was significantly lower for APOE E4 non-carriers
while factor score of memory dimension was significantly lower for APOE E4 carriers.
Only memory dimension was inversely statically associated (p3: -0.16; 95%CI: -0.27 to
-0.04) mainly with APOE E4 heterozygotes (B: -0.15; 95%CI: -0.27 to -0.03). Also,
there was strong, but not statically, significant association between APOE E4
homozygotes (B: -0.30; 95%CI: -0.74 to 0.13). CONCLUSIONS: In this Brazilian
elderly population, there was a strong effect of the APOE E4 allele only on the
memory dimension underlying the MMSE. The use of the scores of dimensions
underlying MMSE obtained through PCA shown that the E4 allele a specific

association with the cognitive domains.

KEY WORDS: Cognition, Memory, APOE, Elderly.
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INTRODUCAO

Varios genes tém sido associados ao comprometimento cognitivo em idosos. O mais
importante e mais bem replicado deles € o gene APOE, que com seu alelo E4 afeta
a funcdo cognitiva levando ao comprometimento cognitivo e as doencas
neurodegenerativas'™. Resultados de estudos de associacdo demonstram que
individuos portadores do alelo APOE E4 possuem uma chance aumentada de 3 a 4
vezes de se tornarem comprometidos cognitivamente e, que individuos homozigotos
para o mesmo t&m um risco de 10 a 12 vezes maior de serem afetados®. Atualmente
também existe um interesse no papel do alelo E4 do gene APOE como fator de risco
de comprometimento cognitivo em individuos sem deméncia®. Resultados de uma
meta-analise mostraram que individuos homozigotos APOE E4 tém um pior
desempenho de cognicao global, memoéria episodica e fungédo executiva do que os
nao portadores, enquanto que os heterozigotos para o alelo ndo mostram diferenca

significativa dos nao portadores®”.

Com o proposito de avaliar a fungcdo cognitiva em estudos epidemiologicos a
utilizacdo de uma bateria de testes neuropsicologicos especificos para os diferentes
dominios da cognigao € dispendiosa e demorada, n&o justificando seu uso em uma
populacdo que em sua maioria ndo tenha sinais de comprometimento cognitivo. Um
teste bem administrado para a fungédo cognitiva global seria mais adequado, mais
rapido e de mais facil aplicagdo. Tais testes s&o informativos sobre o
comprometimento cognitivo e podem gerar dados sobre as dimensdes cognitivas em

grandes estudos.

Um dos testes neuropsicolégicos mais utilizado em estudos internacionais, o Mini
Exame do Estado Mental (MEEM) mede a cognicdo global®, mas possui dimensdes
subjacentes com equivaléncia entre culturas distintas®. A maioria dos estudos tem
investigado a associagado entre o alelo APOE E4 e os dominios da cognigcéo

1015 Somente o

utiizando um conjunto de testes neuropsicolégicos especificos
estudo de Blasi e colaboradores (2009)'® mostrou uma associacdo do alelo APOE
E4 com um pior desempenho na dimensdo memoéria (‘recall and registration”)

medido pelo MEEM.

Nenhum estudo prévio avaliou a relagéo entre o genétipo APOE e as dimensdes da

cognicdao medidas pelo MEEM usando fatores gerados pela Analise da Componente
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Principal (PCA). Também investigamos se a dose génica para o alelo APOE E4

contribui na presenca e magnitude do comprometimento cognitivo associado.

METODOS
Estudo Bambui (The Bambui Cohort Study of Aging)

A anadlise desse estudo foi feita na linha de base da coorte de Bambui (Bambui
Cohort Study of Aging)'’. A coorte de Bambui é um estudo longitudinal de base
populacional sobre saude e envelhecimento, com participantes de idade igual ou
maior que 60 anos moradores da cidade de Bambui, localizada no estado de Minas
Gerais, sudeste do Brasil. Durante os meses de novembro e dezembro de 1996 foi
realizado um censo completo dos 15.000 habitantes para a selecdo dos
participantes no projeto. Desde 1998 seguimentos anuais tem sido feitos nesta
populacdo através do uso de entrevistas e exames. A entrevista inicial na linha de
base teve duracdo de 90 minutos e foi administrada por moradores locais com mais
de 11 anos de escolaridade que foram intensivamente treinados nos procedimentos

por uma psiquiatra qualificada.

O Estudo de Bambui foi aprovado pelo Comité de Etica da Fundagdo Oswaldo Cruz
em 1996, na cidade do Rio de Janeiro, RJ, Brasil e, a presente analise foi aprovada
pelo Comité de Etica da Fundagdo Oswaldo Cruz em 2006, na cidade de Belo
Horizonte, MG, Brasil. Todos os participantes deram seus consentimentos

plenamente informados.
Participantes do estudo

Dos 1742 residentes com idade = 60 anos, 1606 (92,2%) foram entrevistados e 1496
(85,9%) foram fisicamente examinados (amostras de sangue, testes laboratoriais,
medidas antropométricas e eletrocardiograma). Todos os participantes que tiveram
tanto seu estado cognitivo mensurado pelo MEEM, quanto sangue coletado para a

genotipagem de DNA (1408) foram selecionados para o presente estudo.
Medidas
Funcéo Cognitiva

O questionario desse estudo incluiu uma versdo brasileira padronizada do MEEM®.

Na validagao do teste no Brasil algumas questées foram modificadas de acordo com
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sua relevancia na populacédo alvo'®. Na segdo Orientacdo de Folstein, as questdes
sobre estacédo do ano, prédio e andar, foram trocadas por periodo do dia, quarto e
endereco. Para Memoria (“Registration and Recall’) as palavras utilizadas foram
gato, arvore e violao. Para Atencédo e Calculo (“Attention”), uma série de cincos foi
utilizada no lugar da série de setes, e a palavra Maria, mais comum na cultura

brasileira'®, substituiu a palavra “World”.

As dimensdes do MEEM foram obtidas através da Analise da Componente Principal
(PCA) néo rotacionada, baseada numa matriz de correlagéo tetracérica seguido por
uma rotagdo obliqgua (PROMAX) e um exame do grafico Catell determinando uma
solucdo de 5 fatores para as 30 questdes do MEEM®. O primeiro fator
(Concentracao) foi consistente com os itens de atencao/calculo (série de cincos)
com carga alta (0,79-0,89). O segundo fator (Linguagem/Praxis) teve carga média
para alguns dos itens de linguagem (“pode repetir: sem se, e ou mas”, “escreva a

sentenca completa”, “ndo consegue ler nem seguir instrugdes”, e “copiar o desenho
de 2 poligonos”) e para itens de orientacéo (“que periodo do dia € esse?”). O terceiro
fator (Orientagdo) teve carga média para ambos os itens tempo e local. Finalmente,
o quarto fator (Atencdo) e o quinto fator (Memoria) tiveram carga alta dos itens de
‘recall” imediato e atrasado, respectivamente. Cinco itens “em que quarto

estamos?”, “qual é a data?”, “pode nomear um relogio”, “pode nomear uma caneta”,

e 0 comando em trés passos, tiveram carga baixa em todos os cinco fatores.
Apoliproteina E

Para a genotipagem de APOE, o DNA foi extraido de amostras de sangue usando
Wizard® Genomic DNA Purification System (Promega, Madison, WI, USA). As
amostras de DNA foram amplificadas pela reacao em cadeia da polimerase (PCR),
seguido de digestdo com enzima Hha | e anadlise dos fragmentos de restricdo
(RFLP), como descrito previamente'®. Os primers utilizados para a PCR foram:
forward 5' TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCA AGG A 3' e reverse 5' ACA GAA
TTC GCC CCG GCC TGG TAC AC 3'. As condigdes da PCR foram: desnaturacgéo a
95°C por 5 minutos, 35 ciclos de 95°C por 1 min., 60°C por 1 min., e 70°C por 2
min., para a extensao final 72°C por 10 minutos. A analise dos polimorfismos de
restricdo (RFLP) seguiu os seguintes padrbes: E2E2, 91 e 83 pb; E3E3, 91, 48 e 35
pb; E4E4 72, 48 e 35 pb. Cada um dos heterozigotos continham ambos os grupos

de fragmentos®.
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Covariaveis

As seguintes variaveis foram também consideradas nesse estudo: idade, sexo,
estado civil, nivel de escolaridade, cor da pele, colesterol HDL, triglicérides, pressao
sanguinea sistolica e sintomas depressivos avaliados pelo General Health
Questionnaire-12 (GHQ) com ponto de corte 4/5 como recomendado para a
populagao de Bambui?'. O nivel de escolaridade foi categorizado em 4 anos de
estudo ou mais de 4 anos de estudo. Os entrevistadores classificaram a cor da pele
dos participantes com base em fotografias representativas de diferentes tons
(branco, mulato claro, mulato escuro, preto). Os niveis séricos de colesterol HDL e
triglicérides foram medidos ap6s 12 horas de jejum com Kits especificos (Boehringer
Mannhein Corp., Ingelheim, Germany) em um analisador automatico (Eclipse
Vitalab, Merck, Netherlands) como descrito previamente'’. A pressdo sanguinea foi
medida por 3 vezes com esfingmomanometro de mercurio. A primeira medida foi
tomada pela manha ap6s 5 minutos de descanso, seguida por medidas a intervalos
de 2 minutos ou ap6s 30 minutos do ultimo cigarro ou ingesta de cafeina. Foi
considerada para a pressdo sanguinea a média aritmética da segunda e terceira

aferigao.
Analise Estatistica

A associagdo nao ajustada do alelo APOE E4 com os fatores sécio demograficos,
biomarcadores e sintomas de satide mental foram avaliados usando o teste do x° de
Pearson, ou ANOVA para avaliar a significancia estatistica das diferencas entre as
variaveis categoricas e continuas, respectivamente. Coeficientes 3 n&o ajustados e
ajustados foram estimados por regressao linear para a estimativa da relacdo entre o
alelo APOE E4 e as dimensdes do MEEM. A analise foi baseada em cinco modelos:
(modelo 1) associagao bruta entre o escore dos fatores de cada dimenséo com o
gendtipo APOE; (modelo 2) associagdo ajustada adicionalmente por idade e sexo;
(modelo 3) associagao ajustada adicionalmente por estado civil, escolaridade e cor
da pele; (modelo 4) ajuste adicional por HDL, triglicérides e pressdo sanguinea e,
(modelo 5) ajuste pelo escore do GHQ. Interagbes com sexo e cor da pele foram
também testadas no ultimo modelo. Todas as analises foram realizadas no
programa STATA.
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RESULTADOS

Dos 1606 membros da coorte, foram incluidos nesse estudo aqueles (1408) que
tiveram seu estado cognitivo avaliado pelo MEEM e sangue colhido para a
genotipagem de APOE (145 foram excluidos por ndo fornecerem amostras de
sangue e 53 por ndo responderem ao MEEM). Nenhuma diferengca com respeito ao
sexo (60,4% e 60% mulheres; p=0,81) e a idade (69,0+7,1 e 69,3t7,4 anos; p=0,14)

foi observada quando comparados os participantes incluidos com os excluidos.

As caracteristicas da amostra estdo sumarizadas na Tabela 1. A idade média dos
participantes foi de 69 (£7,1) anos, a maioria do sexo feminino e com baixa
escolaridade predominante. A Tabela 1 sumariza também a analise néo ajustada
dos fatores associados com a presenga do alelo APOE E4. O escore do fator da
dimensdo Concentragdo foi significativamente menor para ndo portadores do alelo
enquanto que o escore do fator da dimensédo memoéria foi significativamente menor

para os portadores do alelo APOE E4.

Tabela 1: Caracteristicas dos participantes por zigosidade para APOE E4

Caracteristicas Total Nao portadores | Portadores Valor
n= 1.408 n=1.054 n=344 P

Dimensées do MEEM (escore do fator)(média/DP)

1.Concentragédo 0,025(0,9) -0,003(1,0) 0,112(0,9) 0,033
2.Orientagao 0,050(0,9) 0,053(0,9) 0,040(0,9) 0,836
3. Linguagem/Praxis 0,026(0,9) 0,024(0,9) 0,033(1,0) 0,445
4. Atencgao 0,190(0,9) 0,005(0,9) 0,061(0,7) 0,176
5. Memodria 0,026(0,9) 0,060(0,9) -0,0078(1,0) | 0,030
Sexo(Feminino) (%) 60,4 61,0 58,8 0,454
Idade (média/DP) 69,0(7,1) 69,0 (7,0) 69,2 (7,3) 0,821
Escolaridade 2 4 anos (%) 35,1 36,0 32,2 0,192
Estado civil (%) 0,386
1. Casado 50,2 49,7 51,5

2. Solteiro 9,8 10,3 8,3

3. Divorciado 52 5,6 3,8

4. Viavo 34,8 34.3 36,4

Cor da pele (%) 0,258
1. Branco 60,3 59,8 61,8

2. Mulato claro 33,9 34,9 30,8

3. Mulato escuro 3,5 3,3 3,9

4. Negro 2,3 2,0 3,4

Triglicérides (média/DP) 151,1(100,2) | 150,7 (102,3) 152,2 (93,2) | 0,407
HDL (média/DP) 49,2(15,1) 49,3 (14,9) 48,8 (15,7) 0,612
Pressado sanguinea sistélica (média/DP) 137,3(22,6) 137,1 (23,0) 137,6 (21,3) | 0,359
GHQ escore 25 (%) 37,7 38,6 35,3 0,287
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Na Tabela 2 observa-se uma associagao estatistica inversa da dimensdo memoria
(B: -0.16; 95%CI: -0.27 a -0.04) com a presenga do alelo APOE E4 no modelo final

(5). Nao houve associagao entre a presencga do alelo com as outras dimensdes.

Na Tabela 3, a dimensdo memoria encontra-se inversamente associada com os

heterozigotos para o alelo APOE E4 (B: -0.15; 95%CI: -0.27 a -0.03).
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DISCUSSAO

Esse estudo descreve o que acreditamos ser a primeira investigacao da associagao
entre os fatores dos escores das dimensées do MEEM obtidos pela PCA e a presenca
do alelo E4 do gene APOE em idosos vivendo em comunidade, levando em
consideracdo uma gama de potenciais fatores de confusdo. Na populagdo de Bambui
estudada, somente a dimensdo Memoria do MEEM foi inversamente associada a

presenca do alelo APOE E4 em individuos heterozigotos.

As vantagens desse estudo incluem: (1) o uso das dimensdes cognitivas de um teste de
cognicao global em um grande estudo epidemiolégico; (2) analise feita a partir dos
fatores dos escores do teste, em vez da soma dos subitens; (3) medidas da associagao
para heterozigotos e homozigotos para o alelo APOE E4 e finalmente (4) utilizacao de

uma versao do MEEM validada para a populagéo brasileira.

Entretanto existem algumas limita¢des: primeiro, as dimensées do MEEM n&o incluem
todos os dominios da cognicédo. Testes neuropsicologicos validados para dimensdes
especificas seriam desejaveis, embora a incorporacédo destes num grande estudo
epidemiolégico de comunidades envolva desafios logisticos e testes para a funcéo
cognitiva global sejam mais utilizados. Segundo, o pequeno numero de participantes
homozigotos para o alelo APOE E4 (25 participantes; 1,8%), problema que é
frequentemente demonstrado mesmo em amostras de meta-analises®’. Por fim, o

estudo foi transversal, ndo permitindo definir a causalidade das relagdes encontradas.

A presenca do alelo APOE E4 foi associada a um pior desempenho em testes de
funcao cognitiva global, meméria episddica e funcdo executiva®’. O impacto do alelo E4

no dominio memodria episddica em idosos nao dementes parece ser maior e mais

consistente em estudos longitudinais'1%232¢

27,28

, quando comparados aos estudos sobre a
fungdo executiva Estudos anteriores mostraram diferencas metodoldgicas na
demonstragao da associagao do alelo com o dominio meméria episodica apesar de nao

haver diferencas na interpretacdo dos dados'®'¢%,

Em todos os estudos os participantes foram avaliados durante um exame neurolégico'®
16.23.24 A meméria episddica foi testada utilizando baterias de testes neuropsicologicos
especificos, compostas por diversos instrumentos. A excec¢ao foi no estudo italiano de
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Blasi e colaboradores que avaliou a memoria por 2 testes especificos e pela
somatédria dos escores dos subitens do exame de cognicao global. Outras diferencas
metodologicas entre os estudos incluem a diferenga no tamanho das amostras, a
classificagcdo dos participantes (voluntarios sadios, individuos com historico de
familiares com DA, idosos negros, idosos sem deméncia, individuos com histérico de
doencgas vasculares ou sob risco devido a hipertensdo, uso de cigarros e diabetes,
pacientes em atencéo primaria), e também a variagdo das faixas etarias (acima de 50

anos, acima de 65 anos, adultos jovens ou distribuicdo estratificada)®’.

Os resultados de Bambui sdo comparaveis, em parte, somente com os achados do

estudo de Blasi e colaboradores (2009)'

, ho qual a memoria episddica foi avaliada
como resultado das mesmas medidas (dimensées do MEEM), e por testes
neuropsicologicos aplicados em idosos saudaveis vivendo em comunidade. Em ambos
os estudos os itens de “recall” foram associados com o alelo APOE E4. Entretanto os
itens de “registration” foram associados ao alelo no estudo italiano, mas n&o no
presente estudo. Uma explicagédo possivel seria a diferengca na estimativa dos escores
das dimensdes nos dois estudos. No estudo presente as dimensdes foram analisadas
pela PCA e no estudo italiano as dimensées foram agrupadas em subitens. Além disso,
a diferenca entre os participantes dos dois estudos podem contribuir para as variagdes
achadas. Os participantes do nosso estudo tém uma menor escolaridade e nivel
socioecondmico pior do que os idosos italianos. Os idosos de Bambui foram
entrevistados em casa ao contrario dos italianos que foram entrevistados em clinicas, o

que pode contribuir para a reducéo da atengao nos nossos participantes.

A comparagdo com outros estudos é limitada pelo fato de terem sido utilizados
diferentes instrumentos de avaliacao'*'%%25% Todos os outros estudos utilizaram uma
bateria de testes neuropsicologicos, que incluiam testes especificos para a memdria
episddica durante o exame clinico, entretanto, a configuracédo e a duragé&o dos testes

variaram enormemente entre os estudos.
Implicag6es dos resultados do estudo

Nesta populacao de idosos brasileiros, as dimensdes sob o MEEM puderam avaliar a

associacao entre o alelo APOE E4 e a memoria episddica, frequentemente mensurada
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por varios testes neuropsicolégicos em estudos clinicos. Medidas especificas para os
diferentes dominios da cognigédo s&o raras em epidemiologia geriatrica. A utilizagdo das
dimensdes dos testes de cogni¢ao global torna possivel esta analise. Muitos estudos
epidemiolégicos continuam focando suas investigagdes em testes de cognicao global
como uma escala unidimensional. Portanto, n6s propomos a utilizacdo da analise das
dimensdes sob os testes de cogni¢cao global como uma alternativa, na impossibilidade
de uma bateria de testes neuropsicologicos especificos em grandes estudos
epidemiologicos. Futuros estudos nessa area sao necessarios para investigar se esse

resultado pode incrementar a analise da fun¢ao cognitiva em estudos epidemiolégicos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O comprometimento cognitivo, por ser comum no processo de envelhecimento, se
tornou, atualmente, um problema de saude publica. O comprometimento cognitivo no
idoso demanda uma avaliacéo criteriosa e rapida para que se possa prover uma melhor
qualidade de vida a todos os envolvidos. Os estudos sobre este assunto envolvendo
idosos vivendo em comunidade sdo raros no pais e os resultados obtidos sobre a
distribuicdo do comprometimento cognitivo e a associacédo com fatores que influénciam
no seu desenvolvimento nos idosos de Bambui, demonstram a necessidade de um
melhor entendimento das disfungdes cognitivas que possa ser aplicado a populacao
brasileira em geral. Os artigos incluidos nesse volume apresentam a analise dos dados
obtidos na linha de base (1997) do Projeto Bambui. Pelo nosso conhecimento, este foi
o primeiro estudo a investigar a associacéo entre o alelo E4 do gene APOE e as
dimensdes do MEEM geradas pela analise da principal componente (PCA). Esse é
também, o primeiro grande estudo brasileiro de base populacional que investigou a
associacado entre o alelo APOE E4 com o comprometimento cognitivo em idosos

vivendo em comunidade.

Os resultados do primeiro artigo demonstram que o alelo E4 do gene APOE quando em
homozigose esta significativamente associado com o comprometimento cognitivo. Estes
achados sdo diferentes do estudo brasileiro anterior, mas confirmam os resultados da

maioria dos estudos internacionais.

O segundo artigo demonstrou que somente a heterozigose para o alelo E4 esta
estatisticamente associada com o comprometimento cognitivo. Mas, apesar da
homozigose ndo estar associada com o comprometimento cognitivo, também se
observa um efeito de dose génica na relacéo. Esses resultados reforcam a associagéo
do alelo APOE E4 com a dimensdao memobria episoddica, achados através de uma
bateria de testes neuropsicoloégicos especificos para essa dimensao, mesmo quando
utilizada uma escala de rastreamento como o MEEM. A partir desse resultado, a analise
das dimensdes do MEEM passa a ser uma alternativa na auséncia do emprego de uma
bateria de testes neuropsicolégicos especificos tanto nos estudos epidemioldgicos

quanto na realidade da pratica clinica.
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Ao longo dos dois artigos houve uma preocupacdo metodolégica em minimizar as
limitagbes do uso de uma escala de rastreamento como o MEEM para a deteccéo do
comprometimento cognitivo e a generalizacao dos resultados. Para isso, empregou-se a
verséo brasileira validada do MEEM com o ponto de corte baseado na distribuigdo em
percentis, ja que n&o existem pontos de corte comparaveis na populacao brasileira.
Além disso, a analise dos dados de um grande estudo de base populacional, com alta
taxa de resposta de idosos de uma populacdo ndo isolada e com caracteristicas sécio-
demograficas muito semelhantes as da populagéo brasileira, foi feita ajustando-se as
associagdes por um numero muito grande de potenciais fatores e confuséo. Por fim, as
dimensdes do MEEM foram geradas pela PCA a partir de uma matriz tetracérica que

reduz a presenca de vieses para a interpretagédo dos resultados encontrados.

Algumas limitagdes ainda se encontram presentes no estudo: (1) as dimensbes do
MEEM n&o cobrem todos os dominios descritos para a fungdo cognitiva; (2) um
pequeno numero de participantes homozigotos para o alelo E4 do gene APOE; (3)
sendo um estudo seccional ndo se pode distinguir uma relagdo de causa e efeito em

todas as relagdes encontradas.

Concluindo, este estudo demonstrou a forte associacao do alelo E4 do gene APOE com
o comprometimento cognitivo, mais especificamente com a dimensdo da memoria
episoédica, mesmo com o emprego de uma escala de rastreamento como o MEEM na
populacéo idosa de Bambui. O uso de baterias neuropsicologicas especificas para os
diferentes dominios da cognicdo € o mais desejado nos estudos epidemioldgicos, no
entanto, o longo tempo gasto para sua aplicacdo, a necessidade de profissionais
altamente qualificados (médicos ou neuropsicologos), e o0 grande numero de
participantes inviabilizam a sua aplicacdo. Com isso, o emprego das dimensbes
especificas do MEEM pode ser uma alternativa para suprir essa limitagdo nos estudos
epidemiolégicos.
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6 ANEXOS

6.1 Artigo publicado
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APQE and Cognitive Performance

Homozigose para o alelo E4 do gene APOE est4 associada & fungdo cognitiva de idosos

Objetivo: Demonstrar que a presenca do alelo APOE E4 esta associada ao declinio cognitivo em
idosos vivendo em comumidade. Metode: Participaram do estudo 1408 residentes na cidade de
Bambui (MG) com 60 ou mais anos de idade. Avariavel dependente do estudo foi a funcao cognitiva,
mensurada pelo Mini Exame do Estado Mental (MEEM). A variavel de interesse do estudo foi o
gendtipo da apolipoproteina E (APOE). Para efeito de ajustamento na regressao logistica foram
consideradas como covariaveis o sexo, escolaridade, cor da pele, estado civil, sintomas
depressivos, dosagem de triglicerideos, HDL e pressao sistolica. Resultados: A frequéncia alélica
do gene APOE (E4, E3, E2) mostrou distribuicao em equilibrio de Hardy-Weinberg. Foi detectada
uma forte associacao entre a presenca do alelo E4 e o comprometimento cognitive quando
em homozigose (OR: 3,1; IC 95%: 1,39-6,99) mesmo apos ajustamento por todas as potenciais
variaveis de confusao (OR: 2,9: IC95%: 1,15-7,71). Conclusdes: Qs resultados mostraram que
existe uma forte associagao entre a presenca do alelo E4 da APOE e a fungao cognitiva em idosos.
Esta associacao existiu somente entre individuos homozigotos (E4E4), indicando dependéncia

DESCRITORES:
Desempenho Cognitivo; vivendo em comunidade - Projeto Bambui
Apolipoproteina E;
MEEM; Resumo
Idoso.
da dose génica no comprometimento cognitivo.
Introduction

Polymorphisms of the apoliprotein E gene (APOE) are
one of the most important and well-replicated genetic
risk factors for Alzheimer's disease (AD).' ApoE is a 299
amino acid plasma glycoprotein that plays a major role
in lipid metabolism and is directly involved in amyloid
plaque formation in the human brain. Two polymorphisms
in the APOE coding region result in three alleles, APOE
E2, APOE E3 (the most common allele) and APOE E4,
and three major isoforms of the protein, each having
different properties. Pooled results from association
studies demonstrated that APOE E4 carriers have a
3- to 4-fold increased risk of developing AD, in contrast
to the 10- to 12-fold increase that is observed for APOE
E4 homozygotes.” There is also currently interest in the
role of APOE E4 as a risk factor for cognitive performance
in cognitively intact subjects.”* However, the results of
these studies are contradictory; some show an increased
risk for cognitive decline in association with the allele
status, and some show no association.®’ Brazilian stud-
ies have focused primarily on the relationship between
the APOE gene and pathological cognitive decline (i.e.,
Alzheimer’s disease) in individuals who were attended at
health-service locations.*'" Only one previous community-
based study has examined the relationship between APOE
E4 and cognitive function. This study demonstrated a lack
of association between the APOE E4 allele and cognitive
impairment in cognitively intact, community-dwelling
elderly individuals.™

The current study aims to investigate the relationship
between the presence of the APOE E4 allele and cognitive
performance in a large, community-based sample of Brazilian
elderly individuals. The study will consider several potential
confounding factors that were previously described to be
related with cognitive impairment.

Methods

The Bambui Cohort Study of Aging

The analysis presented herein was performed using data from
the Bambui Cohort Study of Aging"* as a baseline. The Bambui
Cohort Study is a longitudinal, population-based study on the
health and aging of participants aged at least 60 years from
Bambui, a town of 15,000 inhabitants in Minas Gerais State,
Southeastern Brazil. A complete census was performed during
November and December 1996 to choose the participants. Since
1998, annual follow-ups have been performed in this population
by utilizing interviews and selected exams. The fieldwork staff
members were trained and certified before each examination.

The Bambui Cohort Study was approved by the Ethics
Committee of the Oswaldo Cruz Foundation in Rio de Janeiro,
Brazil in 1996, and the present investigation was approved
by the Ethics Committee of the Oswaldo Cruz Foundation in
Belo Horizonte, Brazil in 2006. All of the participants provided
full-informed written consent.

Study participants

Of the 1,742 residents aged 60 years or more, 1606 (92.2%)
were interviewed and 1496 (85.9%) were physically exam-
ined {blood sample, laboratory tests, physical measurement
and electrocardiogram) according to the cohort study base-
lines. All of the participants (N = 1,408) who had either a
cognitive status measured by Mini-Mental State Exam (MMSE)
or blood collected for APOE genotyping were selected for
inclusion in the present study.

Measures

Cognitive status

The study questionnaire includes a standard Brazilian version
of the MMSE. ™. MMSE is a widely used instrument for assessing
cognitive impairment. ' However, its application to research
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is much broader; it is specifically used to measure cognitive
function in clinical and epidemiological studies of cognitively
intact individuals. In the Brazilian validation study, some
of the questions were modified according to their relevance
to the target population.”™ In the orientation section by
Folstein, questions regarding the season of the year, building
and floor were replaced with period of the day, room, and
address. In the registration and recall section, the words
used were “cat”, “tree”, and “guitar”. In the attention and
calculation section, serial fives replaced serial sevens,
and spelling “world” backward was replaced by “Maria,”
which is more commonly used in the Brazilian culture.

The MMSE score is influenced by education,”” and there
is no consensual validated cutoff point to be used for in-
dividuals with a low education. Because a low education
level predominated in the study population, cognitive status
was categorized by the percentile distribution of the MMSE.
In this study, we used the cutoff point 21/22 (out of 30)
that corresponded to the lower quartile of the MMSE score
distribution,™

Apoliprotein E

Genomic DNA for APOE genotyping was extracted from blood
samples using the Wizard” Genomic DNA Purification System
(Promega, Madison, Wl, USA). DNA samples were amplified by
polymerase chain reaction (PCR), which was followed
by digestion with Hhal and restriction fragment length poly-
morphism (RFLP) analysis as previously described.™ The DNA
samples were subjected to PCR with the following primers:
forward 5 TAA GCT TGG CAC GGC TGT CCAAGG A 3 and re-
verse 5 ACA GAATTC GCC CCG GCC TGG TAC AC 3. The PCR
conditions were denaturation at 95'C for 5 min.; 35 cycles
of 95°C for 1 min., 60 'C for 1 min., and 70 C for 2 min.;
and a final extension at 72" C for 10 min. The RFLP analysis
yielded the following patterns: E2E2, 91 and 83 bp; E3E3,
91, 48 and 35 bp; and E4E4, 72, 48 and 35 bp. Each of the
heterozygote genotypes contained both sets of fragments
from each APOE allele.

The following variables were additionally considered in
this study: baseline age, gender, marital status, educational
level, skin color, HDL cholesterol, triglycerides, systolic
blood pressure (SBP) and depressive symptoms as assessed
by General Health Questionnaire-12 (GHQ) using a cutoff of
4/5 to define case-level symptomatology as recommended for
the Bambui cahort study population.® The educational level
was categorized as either 4 years or = 4 years of schooling.
The interviewers classified the subjects’ skin color based on
photographs that were representative of individuals with
different skin colors (white, light tan, dark tan, and black).
After a 12-hour recommended overnight fast, the levels of
HDL cholesterol and triglycerides were determined using
commercial kits {Boehringer Mannhein Corp., Ingelheim,
Germany) and an automated analyzer (Eclipse Vitalab, Merck,
Metherlands) as described previously."” Three blood pressure
(BP) measurements were taken on the right arm with an ap-
propriately sized cuff using a mercury sphygmomanometer.
The BP measurements were taken early in the morning
following a 5 min. initial rest, and they were subsequently
taken at 2 min. intervals and after 30 min. or more from
the last instance of caffeine intake or cigarette smoked. BP
was considered as the arithmetic mean of the second and

third measurements. According to the Seventh Joint National
Committee criteria,” the symptoms of common mental disor-
ders were assessed by General Health Questionnaire-12 (GHQ)
using a cutoff of 4/5 to define case-level symptomatology.™

Statistical Analysis

Unadjusted associations of APOE genotype with socio-
demographic factors, biomarkers and mental health symp-
toms were evaluated using a Pearson x? test or AMOVA for
assessing slatistical significance of differences between the
categorical and continuous variables, respectively. The un-
adjusted and adjusted odds ratios (ORs) were estimated by
using logistic regression to assess the relationship between
Lhe APOE genotype and cognilive impairment. The analysis
was based on five models. The crude association between
the MMSE score and APOE genotype was estimated first,
and it was then adjusted incrementally for gender, age and
education (model 2); marital status and skin color (model 3);
HOL, triglycerides and SBP (model 4); and GHQ score (model
5}. In addition, gender and skin color interactions with APOE
E4 carriers were tested in model 5. All of the analyses were
performed with the STATA software package.

Results

Of the 1,606 cohort members, those who were included in the
present analysis were the 1,408 baseline participants from
whorm cognitive status and APOE genotyping were determined
(145 were excluded for refusing to perform blood tests, and
53 were excluded because they did not answer the MMSE).
When comparing those individuals who were included in this
analysis with those who were excluded, no difference was
observed with respect to age (mean age = 69.0 + 7.1 and
69.3 = 7.4 years, respectively; p = 0.14) or gender (60.4%
were men and 60.0% were women; p = 0.81),

The APOE allelic and genotypic distributions in this
population were previously demonstrated.” The most
frequent allele was E3 (80.0%), which was followed by E4
(13.5%) and E2 (6.5%); this distribution is representative
of most western populations. The E3E3 genotype was the
most common (63.4%), and it was followed by EIE4 (21.9%),
E2E3 (11.5%), E4E4 (1.8%), E2E4 (1.4%), and E2E2 (0.1%).
The allelic frequencies were within the Hardy-Weinberg
equilibrium (p » 0.05).%

Table 1 shows the selected characteristics of the study
population based on the presence of APOE E4. The overall
mean MMSE score was 24.4 + 4.7.The MMSE was lower among
APQE E4 homozygotes when compared to the E2E4 and
E3E4 heterozygotes. The other characteristics of the study
participants did not differ significantly (p » 0.05) among the
APOE genotypes.

Table 2 shows the unadjusted and adjusted OR for the
associations between the APOE E4 carriers and cognitive
impairment. APOE E4 homozygosity was significantly associ-
ated with a lower MMSE score, and this association remained
after incrementally adjusting for age, gender, education,
marital status, skin color, and for all other potential con-
founding variables (HDL, SBP, triglycerides and GHQ score)
(OR = 2.98; 95% CI 1.15-7.71). Allele E4 homozygosity re-
mained associated even when the participants who scored
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Table 1 Baseline characteristics of participants by APOE genotype

CHARACTERISTICS Total Total APOE E4 NEGATIVE APOE E4 HETEROZYGOTE ~ APOE E4 HOMOZYGOTE p value
n=1,408 n= 1,054 n= 319 n=25
MMSE (mean/5D}) 4.4 (4.7) 24,5 (4.7) 24.6 (4.6) 21.2 (4.9) 0.001
Gender (Female) (%) 60.4 61.0 59.6 48.0 0.394
Age (mean/SD) 69.0 (7.1) 69.0 (7.00 69.2 (7.3) 67.8 (7.0) 0.641
Education = 4 years (%) 351 36.0 2.8 24.0 0.287
Marital Status (%) 0.766
1. Married 50.2 49.7 51.6 50.0
2. Single 9.8 10.3 8.6 4.2
3. Divorced 5.2 5.6 38 4.2
4, Widowed 348 343 36.0 4.7
Skin Color (%) 0.053
1. White 60.3 59.7 1.9 48.0
1. Light Tan 339 4.9 30.7 3zo
3. Dark Tan 15 13 3.6 8.0
4, Black 1.3 1.9 7 2.0
Triglycerides (mean/SD) 151.1 (100.2) 150.7 (102.3) 152.7 195.2) 145.1 (74.8) 0.910
HOL (mean/SD) 49.2 (15.1) 49.3 (14.9) 48.7 (15.7) 50.0 (16.1) 0.812
Syafotic Blodd Prsitire 137.3122.6) 137.1 22.0) 137.3(20.7) 141.8 (28.6) 0.594
{mean/5D)
GHO = 5 (%) 7.7 18.6 15.4 13.3 0.555
MMSE: Mini-Mental State Exam; GHQ: General Health Questionnaire-12
Table 2 Association of APOE E4 and cognitive impairment
Allele E4 Scoremc“m o -OR. icl 95%) Adjusted for Age, Sex, Adjusted for Age, Adjusted for Age, Adjusted for Age,
=12 <22 Mot adjusted Education Sex, Education, Sex, Education, Sex, Education,
Marital Status, Skin  Marital Status, Skin Marital Status, Skin
Color Color, Triglycerides,  Color, Triglycerides,
HDL, Systolic HDL, Systalic Pressure,
Pressure GHQ
o 824 07 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
1 155 &4 0.99(0.73 - 1.36) 0.9210.65 - 1.18) 0.94 (0.65 - 1.34) 0.95 (0.66 - 1.37) 0.95 (0.66 - 1.38)
) 14 1" 32139 6.99) 299 (1.22-7.32 .91 (1,13 - 7.50) 2.81 (1.09 - 7.28) .98 (115 -7.71)

below the 5" percentile (cutoff 13/14) were removed from
the analysis, minimizing the chance of masking the results
with the undiagnosed AD subjects.

Although gender and skin color interactions with APOE
E4 carriers were tested in the final model, the heterogene-
ity between the genders (p = 0.92) ar among the skin colors
{p = 0.31) was not statistically significant (data not shown),

Discussion

This study provides epidemiological evidence that APOE E4
homozygosity is associated with cognitive impairment in a
population of Brazilian community-dwelling elderly, and the
observed association persisted after carefully controlling for
potential confounding variables,

To our knowledge, the current study is the first to
evaluate the association of APOE E4 presence and cognitive
status in a large, population-based cohort in Brazil. The
strengths of this study include the following: (1) the use of
an MMSE score percentile distribution in the absence
of comparable cutoff points in the Brazilian population;
(2) a large study population with a higher response rate
(87.6%) of Brazilian elderly in a non-isolated population;
(3) the adjustment for a range of potential confounders,
including skin color, HOL and depression symptoms. The
cross-cultural equivalence of the MMSE is concerning;
however, to overcome this problem, we used a cultur-
ally adapted version of the MMSE that performed well in
the studied population.”
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Although studies investigating the association of APOE E4
carriers and cognitive status in community-living elderly are rare
in Latin America, previous studies worldwide have suggested
that an association exists between APOE E4 and cognitive per-
formance. In a recent meta-analysis,” 38 studies showed that
this associaticn in heterozygous E4 carmiers was not significantly
different from non-carriers. However, the E4E4 homozygotes
exhibited significantly poorer performance when compared
with non-carriers; these results were confirmed in our study.

The findings from our study are most comparable with
several studies that observed greater deficits in cognitive
performance among APOE E4 homozygotes. Yaffe et al.”
demonstrated in 1,750 cognitively intact, community-dwelling
women aged 65 years and older in the United States that after
adjusting for age, education, presence of a severe tremor, and
depression, the MMSE reduction was 0% for individuals lacking
APOE E4, 1.9% for APOE E4 heterozygotes, and 3.7% for APOE
E4 homozygotes. In a cross-sectional exploratory study of
cognitively normal residents (between 30 and 70 years of age),
Caselli et al.” established that memory declined on all eight
memory measures (including MMSE) in APOE E4 homozygotes.
Memory declined on two of the eight measures in the hetero-
zygotes, and it declined on one of eight in the non-carriers.
Moreover, our study evaluated a larger sample than the only
other Brazilian study’, which failed to demonstrate an as-
sociation between the APOE E4 allele and cognitive status.

The APOE E4 allele is known to represent a genetic
risk factor in many populations, and it is considered as the
most important susceptibility factor for AD development.
Heterozygous APOE E4 carriers are at a 3- to 4-fold increased
risk of becoming demented with AD, and APOE E4 homozygotes
are at a 10- to 12-fold increased risk of developing AD.” In a
recent study of a Scotland cohort longitudinal follow-up,* the
findings indicated that the APOE E4 status is associated with
cognitive changes in old age; they also suggested that the influ-
ence of allelic status may be restricted to specific domains of
cognitive functioning. This study is cansistent with our findings
with respect to the observed sigmficant relationship between
the APOE E4 allelic status and MMSE performance.

In conclusion, in the analyzed population, cognitive im-
pairment was associated with homozygosity of the E4 allele
of the APOE gene but not with heterozygosity, indicating
a likely gene dosage effect. Further studies are needed to
evaluate the complex role of genetic markers, such as the
APOE gene, on cognitive performance in Brazilian elderly
individuals. Data from a prospective analysis of this popula-
tion could help to elucidate our findings.
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