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RESUMO

Os polimorfismos da apolipoproteina E (APOE) tém se constituido no principal
meétodo para identificar grupos de risco para desenvolver a doenca de Alzheimer
de inicio tardio e para servir de prognoéstico da recuperacao da funcao cognitiva
apods traumatismo craniano. Entretanto, o impacto da APOE no desenvolvimento
cognitivo de criancas de areas pobres do Brasil, onde ndés ja temos encontrado
associacoes profundas e significativas entre os eventos de diarréia infantil precoce
(aos 0-2 anos de idade) com o comprometimento duradouro do crescimento,
cognicao e performance escolar, nao €é ainda conhecido. Portanto, nds
conduzimos um estudo da genotipagem da APOE em 72 criancas da Comunidade
Goncalves Dias, em Fortaleza, Nordeste do Brasil, acompanhadas por um projeto
coorte desde o nascimento, utilizando DNA extraido de amostras de células bucais.
Nesse trabalho, encontramos uma elevada freqiéncia dos alelos da APOg4 (18% vs
9-11% esperada) em criangas com baixa morbidade de diarréia. Quando avaliamos
as criancas que apresentaram elevada morbidade de diarréia (> mediana de 7
episdédios nos primeiros 2 anos de vida), aquelas portadores do alelo APOg4
mostraram uma melhor performance cognitiva no subteste de coding (39 + 9,9;
n=7, p=0,01), quando comparadas com criangas negativas para o alelo APOg4 com
similar morbidade de diarréia (25 + 12,7, n=27). CorrelacOes positivas entre a
ocorréncia do alelo APOe4 e os escores de coding permaneceram, mesmo apas
controlar para renda familiar, educacédo materna e aleitamento materno (p<0,05).
Além disso, o grupo positivo para APOe4, com elevada morbidade de diarréia,
preservou a fluéncia seméantica e a diferenca média dos escores de fluéncia
semantica (DIFF), n=73, p=0,025, um coeficiente padrdo para avaliar o impedimento
desproporcional da fluéncia verbal. Nossos achados, portanto, mostram que o alelo
APOg4 é relativamente comum em criancas da Comunidade Gongalves Dias, no
Nordeste do Brasil, e sugerem um papel protetor do alelo APOg4 em criancas com

histéria de alta morbidade de diarréia nos primeiros dois anos de idade.

Palavras-chave: apolipoproteina E, cognicéo, criangas, diarréia, DNA de células

bucais, fluéncia semantica
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ABSTRACT

Polymorphisms in the apolipoprotein E (APOE) have constituted the major
rationale to identify potential risk groups for developing late-onset Alzheimer’s
disease and help to predict recovery of cognitive function after brain injury.
However, the APOE impact on cognitive development in children living in poor areas
of the developing world, where we have discovered profound significant
associations of early childhood diarrhea (at 0-2 yo) with lasting impairments of
growth, cognition and school performance, is not known. Therefore, we conducted
APOE genotyping in 72 Brazilian shantytown children under active surveillance since
birth, using purified DNA extracted from buccal cell samples. We found a high
frequency of APOE4 alleles (18% vs 9-11% expected) in children with lower diarrhea
burdens. When we examined the children who experienced the heavier diarrhea
burdens (> median of 7 illnesses in the first 2 years of life), those with APOE4 did
significantly better in the coding subtest (39 + 9.9; n=7, p=0.01), when compared with
APOE4 negative children with similar diarrhea burdens (25 + 12.7; n=27). Positive
correlations between the APOE4 occurrence and coding scores remained even
after adjusting for family income, maternal education and breast-feeding (p<0.05).
Moreover, the APOE4 positive group, under heavy burdens of diarrhea, preserved
semantic fluency and the mean difference in fluency scores (DIFF), n=73, p=0.025, a
standardized coefficient for disproportional verbal fluency impairment. Our findings
show that APOE4 is relatively common in children from the Goncalves Dias
Community in the Northeast Brazil and suggest a protective role of APOE4 allele in

children with a history of heavy burdens of diarrhea in their first 2 years of life.

Key words: apolipoprotein E, cognition, children, diarrhea, buccal cell DNA,

semantic fluency.



LISTA DE ABREVIATURAS

B-VLDLs lipoproteinas ricas em colesterol no plasma com alto conteudo
de apoE

ABCA1 transportador ligado a adenosina Al

Ach acetilcolina

AMPA acido propidnico a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol

ARP argenin-riched protein, proteina rica em argenina

CETP proteina de transferéncia do estér de colesteril

cm centimetro

CNTF fator neurotréfico ciliar

DA Doenca de Alzheimer

DALYs Disability Adjusted Life Years = Anos de Vida Perdidos por
Incapacitacao

DC doenca coronariana

DiA diarréia aguda

DIFF diferenca dos escores de fluéncia verbal

DMPC dimetil fosfatidilcolina

DP diarréia persistente

EEG eletroencefalografico

grama

32



GPS Global Position System

GSF fator sinaptogénico derivado da glia

HAZ altura por idade

HDL lipoproteinas de alta densidade

HDL1 HDL-contendo apoE

HL lipase hepatica

HLP hiperlipoproteinemia

HLP Il hiperlipoproteinemia tipo i

HSPG heparano-sulfato proteoglicanas

IRM imagem por ressonancia magnética

LCAT lecitina-éster-colesterol-acetil-transferase

LCE les&o do cortex entorrinal

LCR liguido céfalo-raquidiano

LDL lipoproteinas de baixa densidade

LDLR receptor de lipoproteina de baixa densidade
LPL lipase lipoprotéica

LRP proteina relacionada com o receptor LDL
LTM Long term memory = memoria de duragao longa
LTP Long Term Potentiation = potenciacao de longo prazo
ml mililitro

NCHS Centro Nacional de Estatistica em Saude




Neuro-2a células de neuroblastoma

NMDA N-metil-D-Aspartato

NPC1 proteina Niemann-Pick 1 tipo C

°C graus celsius

OMS Organizacao Mundial de Saude

PCR Reacao da cadeia de polimerase

PCR-RFLP Polimorfismo por fragmento de restricdo por PCR
Ql guociente de Inteligéncia

RGCs células ganglionares da retina

RNAm RNA mensageiro

SNC Sistema Nervoso Central

SNP Sistema Nervoso Periférico

STM Short term memory = memoaria de duragao curta
TONI Il Teste de Inteligéncia Nao Verbal lll

VLDL lipoproteinas de muito baixa densidade

WAZ peso-por-idade

WHZ peso-altura-por-idade

WISC-III Escala de Inteligéncia de Wechsler para criancas lll

34



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura tridimensional da apoE, mostrando as diferencas entre 32
as suas isoformas.

Figura 2: Representacdo esquematica das pontes ibnicas que 33
diferenciam as isoformas APOE3 e APOE4 e influenciam na configuracao
estrutural e propriedades biolégicas.

Figura 3: Separacao isoelétrica do VLDL, apds extracao lipidica, 35
mostrando trés fenotipos homozigotos da apokE, E2/2, E3/3 e E4/4.

Figura 4: Eliminacao das lipoproteinas remanescentes no figado. 38
Figure 5: Vias principais para o movimento do colesterol no corpo. 41
Figura 6: (A) Efeito dos alelos da apoE nos parametros de lipidios. (B) 46
Efeitos dos fen6tipos da apoE nos niveis plasmaticos da apoE e apoB.

Figura 7: Ciclo vicioso da diarréia e desnutricao. 76
Figura 8: Vista area do Gongalves Dias onde se encontra a populacao 83
do estudo.

Figura 9: Genotipagem da Apolipoproteina E pela enzima de restricao 91
Hhal

Figura 10: Area utilizada para genotipagem da APOE no laboratério do 97
Centro para Saude Global da Universidade de Virginia

Figura 11: Sequéncias de DNA e da proteina de regiées amplificadas, 98
codificando isoformas comuns da apoE e localizacao dos sitios de
clivagem da Hhal.

Figura 12: Diagrama dos mapas de clivagem pela enzima Hhal e 99

separacao eletroforética dos fragmentos de restricdo, depois do

35



processo de amplificacéao a partir de PCR.

Figura 13: Genotipagem da apolipoproteina E a partir de digestao pela
enzima de restricado Hhal, usando DNA purificado de amostras de células

bucais.

100

Figura 14: Indicadores de desnutricdo ao nascimento (0) e aos 2 anos (24) de idade,

ilustrados em z escores em 77 criangas coortes do Gongalves Dias.

112

Figura 15: Escores dos testes cognitivos (exceto fluéncia verbal),
aplicados nas criancas coortes da Comunidade Goncgalves Dias, de
acordo com a morbidade de doencas diarréicas nos primeiros dois anos
de idade.

113

Figura 16: Correlacao entre os escores de QI (TONI-III) aos 6-12 anos de
idade e o numero de episédios de diarréia nos 2 primeiros anos em 64

criangas coortes do Gongalves Dias.

114

Figura 17: Escores dos testes cognitivos (exceto fluéncia verbal),
aplicados nas criancas coortes da Comunidade Goncgalves Dias, de
acordo com a morbidade de doencas diarréicas nos primeiros dois anos
de idade.

115

Figura 18: Correlagéo entre os escores de fluéncia verbal aos 6-12 anos
de idade e o nimero de episédios de diarréia nos 2 primeiros anos em

73 criangas coortes do Gongalves Dias.

116

Figura 19: Escores de fluéncia verbal, incluindo fluéncias Semantica e
Fonética, em criancas coortes da Comunidade Goncgalves Dias, de
acordo com a morbidade de doencas diarréicas nos primeiros dois anos
de idade.

119

Figura 20: Escores de fluéncia verbal de acordo com a faixa etaria em
criangas coortes da Comunidade Goncgalves Dias, de acordo com a
morbidade de doencas diarréicas (diarréia persistente e nao

persistente) nos primeiros dois anos de idade.

121

36



Figura 21: Escores de fluéncia verbal, incluindo fluéncias Semantica e
Fonética, em criancas coortes da Comunidade Goncalves Dias, de
acordo com a morbidade de doencas diarréias nos primeiros dois anos
de idade.

122

Figura 22: Escores de fluéncia verbal em criangas coortes da
Comunidade Goncalves Dias, de acordo com a morbidade de

doencas diarréicas (em gquartis) nos primeiros dois anos de idade.

123

Figura 23: Correlagdo entre os escores de fluéncia fonética com o
niumero de episédios e dias de diarréia nos 2 primeiros anos em 73

criancas coortes do Goncalves Dias.

126

Figura 24: Correlacao entre os escores fluéncia seméantica com numero
de episédios e dias de diarréia nos 2 primeiros anos em 73 criangas

coortes do Goncgalves Dias.

127

Figura 25: Escores de fluéncia seméantica de acordo com a faixa etaria
em criancas coortes da Comunidade Goncalves Dias, de acordo com a
morbidade de doencas diarréicas (diarréia persistente e nao

persistente) nos primeiros dois anos de idade.

128

Figura 26: Escores de fluéncia seméantica de acordo com a faixa etaria
em criancas coortes da Comunidade Goncalves Dias, de acordo com a

morbidade de doencas diarréicas nos primeiros dois anos de idade.

129

Figura 27: Escores de fluéncia fonética de acordo com a faixa etaria em
criangas coortes da Comunidade Gongalves Dias, de acordo com a

morbidade de doencas diarréicas nos primeiros dois anos de idade.

130

Figura 28: Escores de Coding de acordo com a faixa etaria em criancas
coortes da Comunidade Goncalves Dias, de acordo com a morbidade

de doencas diarréicas nos primeiros dois anos de idade.

131

37



Figura 29: Produtos de amplificacao (270 bp), resolvidos em 2% agarose

gel, apos protocolo de PCR.

136

Figura 30: Genotipagem da apolipoproteina E a partir de digestao pela
enzima de restricado Hhal, usando DNA purificado de amostras de células

bucais.

137

Figura 31: Sequenciamento do gene da APOE apds purificacao do
produto de PCR ao nivel do motif 112 em quatro diferentes amostras.
Notar a sequéncia TGC, em destaque (presente nos alelos €2 e €3, mas

nao no alelo ¢4).

138

Figura 32: Sequenciamento do gene da APOE apds purificacao do
produto de PCR ao nivel do motif 158 em quatro diferentes amostras.
Notar a sequéncia CGC em destaque (presente nos alelos €3 e g4, mas

nao no alelo ¢4).

139

Figura 33: Criangcas APOs¢4 negativas ndo apresentaram uma melhor
performance em todos o0s testes cognitivos avaliados, quando

comparadas com as criancas APOeg4 positivas.

142

Figura 34: Escores de Coding em criancas coortes da Comunidade
Goncalves Dias, de acordo com a morbidade de doencas diarréicas

nos primeiros dois anos de idade.

143

Figura 35: Escores de Fluéncia Seméantica em criancas coortes da
Comunidade Goncalves Dias, de acordo com a morbidade de

doencas diarréicas nos primeiros dois anos de idade.

144

Figura 36: Diferenca Média dos Escores de Fluéncia (DIFF) em criancas
coortes da Comunidade Goncgalves Dias, de acordo com a morbidade

das doencas diarréicas nos primeiros dois anos de idade.

145

Figura 37: A. Aumento de sinaptogénese e extensao dendritica ao longo
dos dois primeiros anos de vida, no coértex frontal humano,

representando um periodo critico de plasticidade neuronal. B.

151

38



Crescimento do cérebro humano no periodo pds-natal, comparado

com outras espécies animais.

Figura 38: Diagrama esquematico do controle da funcao executiva e
memadria semantica. Notar que o cortex frontal e areas subcorticais sdo
necessarios para o0 acesso da memoéria seméantica (memoria

conceitual), incluida no substrato do lobo temporal.

163

Figura 39: Diagrama das areas neuroanatbmicas envolvidas no
armazenamento e acesso da memoaria semantica, requeridas durante
0s testes de fluéncia verbal e um modelo proposto para o efeito da

diarréia e desnutricao.

164

Figura 40: Laténcia de respostas idealizadas em um teste de fluéncia
semantica em pacientes com doenca de Alzheimer (DA), doenca de
Huntington (HD) e seus controles (Cl=controle idoso; CA= controle

adulto).

169

39



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Caracteristicas demograficas e dados antropométricos das
77 criancas do estudo coorte com histéria de diarréia, aos 6-12 anos

de idade, em Fortaleza-CE, Brasil.

111

Tabela 2: Caracteristicas demograficas, QI e escores de fluéncia
verbal em 73 criancas da comunidade Goncgalves Dias, de acordo

com a morbidade de diarréia nos dois primeiros anos de idade.

117

Tabela 3: Média e desvios padrbes dos escores de fluéncia verbal e
histéria de diarréia das 73 criancas coortes da Comunidade

Goncalves Dias de acordo com a idade.

118

Tabela 4: Andlises de regressao linear dos escores de fluéncias
semantica e fonética nas 73 criancas coortes (faixa etaria de 6-12
anos), com histéria de diarréia infantil (0-2 anos de idade), em relacao
aos indicadores nutricionais, escores neuropsicolégicos, e parasitas

intestinais.

120

Tabela 5: Analises de regressao linear em multiplas etapas dos escores
de fluéncia fonética e seméantica em 44 criancas coortes (faixa etéaria
de 6-12 anos), com histéria de diarréia infantil aos dois anos de idade,

levando-se em conta indicadores nutricionais e parasitas intestinais.

124

Tabela 6: Comparacao dos grupos de acordo com a histéria de
diarréia infantil nos primeiros 2 anos de vida e escores de fluéncia

verbal em 73 criancas coortes da Comunidade Goncgalves Dias.

125

Tabela 7: Quantidade total e concentracdo de DNA e coeficientes de

pureza em 72 amostras extraidas de células bucais.

135

Tabela 8: Gendtipo da ApoE e frequéncia alélica (f) em criancas

coortes (6-12 anos de idade) com diferentes morbidades de diarréia

140

40



na Comunidade Goncalves Dias (GD), Fortaleza-CE, Brasil (N=72).

Tabela 9: Gendtipos e freqliéncia alélica, de acordo com a 141
performance nos testes cognitivos em criancas do Gongalves Dias,
Fortaleza-CE, Brasil.

Tabela 10: Impacto do alelo APOt¢4 na performance cognitiva de 146
acordo com a historia de diarréia.

Tabela 11: Dados demograficos, antropométricos e nutricionais da 147

populacéo do estudo, de acordo com a distribuic&o dos alelos APO¢e4.

41



LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Sumario das caracteristicas e aplicacfes dos testes 89
neuropsicolégicos utilizados.

Quadro 2: Sequenciamento da regiao amplificada do gene da APOE 101
humana.

Quadro 3: Medidas antropométricas em z escores correspondendo ao 103

numero de desvios padrao acima ou abaixo dos valores de mediana

do Centro Nacional de Estatistica em Saude (NCHS).

42



SUMARIO

1. INTRODUCAO 23
1.1. Apolipoproteina E 24
1.1.1. Estrutura e funcéao 24
1.1.2. ApoE e o tecido nervoso 44
1.1.3. Evolucao e Distribuicao dos alelos APOE no mundo 57
1.1.4. Neuroplasticidade 60
1.1.5. Desnutricdo, doencas diarréicas e declinio cognitivo 66
2. JUSTIFICATIVA, HIPOTESE E OBJETIVOS 74
2.1. Justificativa &
2.2. Hipotese 77
2.3. Objetivos 78
2.3.1. Objetivos Gerais 8
2.3.2. Objetivos Especificos 8
3. DESENHO EXPERIMENTAL E METODOS &
3.1. Local e Populacéo do Estudo 80
3.1.1. Sujeitos 80
3.2. Projeto Coorte 8l

81

3.2.1. Critério de Diarréia

43



3.3. Critérios de Inclusdo e Exclusdo do Estudo 82
- 84
3.4. Recrutamento dos Sujeitos
~ . 84
3.5. Protecao Contra Riscos
~ ! . 85
3.6. Protecdo da Confidencialidade
. 86
3.7. Cronograma Experimental
3.8. Procedimentos e Testes Neuropsicolégicos 86
. . . 90
3.9. Colheita de Células Bucais
~ 92
3.10. Extracéo do DNA
3.10.1. Protocolo de Extrac&o do DNA a partir de Células Bucais 92
93
3.10.2. Tratamento pela RNAse
- ~ . 93
3.10.3. Precipitacao de Proteinas
. ~ 94
3.10.4. Precipitacédo do DNA
. ~ 94
3.10.5. Hidratag&o do DNA
. 95
3.11. Protocolo para Genotipagem
. . 101
3.11.1. Protocolo para Sequenciamento do Gene da APOE
3.12. ANTROPOMETRIA E INDICADORES DE NUTRICAO 102
3.13. ANALISES ESTATISTICAS 104
4. RESULTADOS 106
g . 107
4.1. Dados Demograficos em 77 criancas do estudo coorte
" . 107
4.2. Testes cognitivos em 77 criangas do estudo coorte
132

4.3. Purificac&o do DNA e Genotipagem da APOE

44



4.4. Dados demograficos de acordo com a genotipagem da APOE 132
4.5, Testes cognitivos de acordo com a genotipagem da APOE 133
5. DISCUSSAO 148
. A A 149
5.1. Comprometimento da fluéncia seméantica
e - . , 154
5.2. O déficit cognitivo e o polimorfismo da APOE
Y 157
5.3. APOE e doencgas parasitarias
- L S 160
5.4. Substrato anatémico da memoaria seméntica
5.5. Perspectivas 167
5.6. O alelo APOe¢4 preserva a fluéncia seméantica em criancas com pesada 170
morbidade de diarréia: Um fator de sobrevivéncia?
6. CONCLUSAO 174
E A 177
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
200

APENDICE

45



46

INTRODUCAO



47

1. INTRODUCAO

1.1. Apolipoproteina E

1.1.1. Estrutura e funcéo

Lipoproteinas sdo vesiculas transportadoras de lipidios que asseguram a
solubilidade dos lipidios em liquidos bioloégicos. As particulas de lipoproteinas
consistem de um nucleo ndo polar, contendo trigliceridios e ésteres de colesterol,
envoltos por uma monocamada de fosfolipidios. A extremidade polar do grupo de
fosfolipidios é orientada para a fase aquosa, contribuindo para estabilizar a
particula lipoprotéica e garantindo sua solubilidade. O colesterol ndo esterificado e
as proteinas anfipaticas, apolipoproteinas, também estdo presentes na superficie da
monocamada, onde ficam disponiveis para interagir com fosfolipidios de outras
particulas lipoprotéicas e com as membranas celulares. As apolipoproteinas podem
agir como cofatores em reacdes enzimaticas durante o metabolismo lipidico ou
atuarem como ligantes para receptores celulares, os quais medeiam o influxo

dessas particulas de lipoproteinas para seu metabolismo subsequiente (BASSETT et al,

2000; LADU et al, 2000; MAHLEY& RALL, Jr., 2000).

As apolipoproteinas, o Unico componente protéico das lipoproteinas, se
unem com o colesterol livre, fosfolipidios, colesterol esterificado e alguns trigliceridios
para formar lipoproteinas. O plasma humano contém cerca de uma duzia de
diferentes apolipoproteinas agrupadas em cinco tipos principais (A, B, C, D e E),
algumas das quais sdo ainda categorizadas em subtipos (ex. A-l, -ll e =IV; C-I, -ll e 1ll)

(EICHNER et al, 2002).

Dentre as diversas apolipoproteinas plasmaticas, a apolipoproteina E é
melhor caracterizada, considerando suas propriedades estruturais e funcionais. Em
geral, as apolipoproteinas servem para regular o metabolismo das lipoproteinas e
controlar o transporte e redistribuicdo do colesterol nos tecidos. As apolipoproteinas

atuam de trés maneiras principais: 1. estabilizam a estrutura pseudomicelar das
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particulas lipoprotéicas, devido a sua capacidade de se ligar aos lipidios. 2. podem
agir com cofatores ou ativadores de varias enzimas ou proteinas de transferéncia
de lipidios, participando no metabolismo e remodelagem das lipoproteinas que
circulam no plasma. 3. Servem de ligantes para receptores de superficie celular
para as lipoproteinas. Outras funcdes atribuidas a apolipoproteina E incluem um
papel na imunorregulacdo, na regeneracao de nervos periféricos, na modulacao
do colesterol durante a esteroidogénese em células adrenais, € como ativadora ou
moduladora da lipase hepatica (HL), lipase lipoprotéica (LPL) e da lecitina-éster-

colesteril-transferase (LCAT) (WEISGRABER, 1990; WEISGRABER, 1994).

A primeira descricdo da apolipoproteina E foi publicada em 1973 por Shore &
Shore, sendo inicialmente identificada como um dos componentes das
lipoproteinas de muito baixa densidade, com alto conteido de colesterol, VLDL,
sendo, chamada de argenin-riched protein, ARP, (proteina rica em arginina),
porque ela apresentava um elevado conteido de arginina, comparada com
outras apolipoproteinas, cuja composicdo de aminoacidos ja era conhecida na
época. Em 1975, Utermann sugeriu a designacao de “apoE” para esta proteina, de
acordo com a nomenclatura alfabética em voga para designar estas proteinas.
Entretando, esta designacdo nao foi universalmente adotada por varios anos.
Assim, durante o final da década de 70 (do século XX), esta apolipoproteina

continuou sendo chamada tanto de ARP ou apoE (WEISGRABER, 1994).

Utermann, em 1975, foi o primeiro a descrever a técnica de separacao
isoelétrica da apoE em um gel de poliacrilamida, mostrando sua heterogeneidade
fenotipica em maultiplas bandas e foi o pioneiro a reconhecer que o polimorfismo da
apoE era geneticamente determinado. A base genética do polimorfismo foi melhor
compreendida em 1981 com Zannis & Breslow, que propuseram o modelo de trés
alelos em um Uunico locus génico, para explicar o padrao de multiplas bandas
(MAHLEY& RALL, Jr., 2000; WEISGRABER, 1994).

Em 1982, a nomenclatura proposta para os produtos (isoformas) dos trés
alelos, designados como apoE2, apoE3 e apoE4, foi adotada pela comunidade
cientifica. A designacdo numérica leva em conta o pl relativo de cada proteina

durante separacao isoelétrica em gel, sendo a apoE2 a isoforma mais acida (pl ~
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5.7); e a apoE4, a isoforma mais basica (pl ~ 6.1), considerando a posicao da apoEl
para as isoformas sializadas. Os fen6tipos homozigotos, portanto, foram descritos
como: E2/2; E 3/3 e E4/4 e os fendtipos heterozigotos como: E3/4; E2/4 e E2/3
(WEISGRABER, 1994).

Apolipoproteina E (proteina, apoE; alelo, APOE) € um dos constituintes das
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), sintetizadas pelo figado e uma
subclasse de lipoproteinas de alta densidade (HDL), envolvidas no transporte do
colesterol entre as células. ApoE medeia a ligacdo de alta afinidade, entre as
particulas de lipoproteina, contento apoE, ao receptor LDL (receptor de
lipoproteina de baixa densidade), portanto sendo responsavel pela captacao
celular dessas particulas (PIEDRAHITA et al, 1992).

Lipoproteinas de muito baixa densidade, VLDL, (densidade <1,006 g/ml) sao
sintetizadas no figado e participam no transporte de lipidios. Os triglicerideos nessas
particulas séo hidrolisados pela lipase lipoprotéica no plasma e no figado, gerando
peqguenas lipoproteinas ricas em colesterol, conhecidas como lipoproteinas de
densidade intermediaria, IDL, (densidade 1,006-1,019 g/ml) e lipoproteinas de baixa
densidade, LDL (densidade 1,019-1,063 g/ml). Particulas menores de VLDL e LDL sao
referidas como VLDL remanescentes e sdo aterogénicas. Os VLDL e quilomicrons
remanescentes sdo chamados de B-VLDL. Cerca da metade dos remanescentes de
VLDL sé&o eliminados diretamente pelo figado, através de um processo mediado
pela apoE. O restante € convertido em LDL, contendo apoBic, 0 produto final do
catabolismo do VLDL e a principal lipoproteina transportadora de colesterol no
plasma (MAHLEY& HUANG, 1999).

Em modelos animais em caes, porcos e camundongos, alimentados com
dieta rica em gorduras, ocorre o acumulo de HDL-contendo apoE (também
chamada de HDL: ou HDLc). O HDL (lipoproteina de alta densidade), em complexo
com apoE, representa uma importante classe de lipoproteina nessas espécies
animais. Em humanos, o HDL associado com apoE é menos proeminente,
transportando cerca de 20% do colesterol plasmatico. A distribuicdo do HDL-
contendo apoE, numa dada espécie, esta relacionada com a atividade da

proteina de transferéncia do éster de colesteril — lecitina-éster-colesteril-transferase
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(LCAT). A LCAT transfere os ésteres de colesteril das HDLs para as VLDLs, IDLs e LDLs,
pela troca de trigliceridios. Espécies com baixa ou nenhuma atividade de
transferéncia (ratos, camundongos, caes e porcos) transportam a maior parte do
colesterol plasmatico em HDLs, nos quais o HDL-contendo apoE (HDL:) é a subclasse
principal. Em espécies com moderada ou elevada atividade de transferéncia pela
LCAT (humanos, coelhos e primatas), as particulas de HDLs s&o menos proeminentes
€ a maioria do colesterol plasmatico é transportado a partir das LDLs. Essa relacéao

de “baixo HDL/alto LDL” é revertido em humanos com deficiéncia da enzima LCAT
(MAHLEY& RALL, Jr., 2000).

A apoE também representa a principal proteina constituinte dos quilomicrons,
sintetizados no intestino. Este papel é critico. Seres humanos e camundongos
transgénicos com deficiéncia da apoE desenvolvem uma grave retencdo dos
quilomicrons remanescentes no plasma. Um distirbio na ligacado da apoE com seus
receptores resulta em acumulo das particulas de lipoproteinas ricas em colesterol no
plasma (B-VLDLs) com alto conteudo de apoE, e constitui a causa da
hiperlipoproteinemia tipo Il (disbetalipoproteinemia familiar), uma doenca genética
caracterizada por elevados niveis de trigliceridios (> 2mMol/l) e colesterol
plasmaticos (>7,5 mMol/l), associados a uma doenca coronariana adiantada
(ZAIOU et al, 2000). Aproximadamente 90% dos pacientes com hiperlipoproteinemia
tipo Ill (HLP lll) s&o homozigotos para apoE2, mas somente 1-2% dessa populacao
desenvolve a HLP I, sugerindo que outros genes ou fatores ambientais sao

necessarios para a expressao da doenca (MAEKAWA et al, 1995).

Os quilomicrons (d < 0,95 g/ml) sdo sintetizados no intestino e transportam o
colesterol e triglicerideos da dieta. Os triglicerideos no nucleo dessas particulas sao
hidrolisados pela lipase lipoprotéica (uma enzima encontrada na superficie
endotelial dos capilares, especialmente no tecido adiposo, coracdao e musculo
esquelético), resultando na producdo de remanescentes ricos em colesterol.
Quando sintetizados e liberados do intestino, os quilomicrons ndo contém apokE, mas
a medida que circulam e sao processados, essas particulas adquirem apoE de
outras classes de lipoproteinas. Isso resulta no desvio da distribuicdo da apoE no

plasma para os remanescentes. Os quilomicrons remanescentes, entdo, sao
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rapidamente removidos do plasma por um processo mediado pela apoE
(WEISGRABER, 1994).

Nas espécies de mamiferos, a apoE € sintetizada e secretada
predominantemente pelo figado e cérebro, mas é também sintetizada nos tecidos
periféricos, como nas adrenais, testiculos, pulmdes, linfonodos mesentéricos e rins. A
apok esta associada com as lipoproteinas de muita baixa densidade (VLDL) ou com
uma subclasse de lipoproteinas de alta densidade (HDL) e tem um papel no
transporte reverso do colesterol (0 colesterol dos tecidos periféricos é transportado
para o figado, tanto diretamente através da apoE-contendo HDL, ou pela
transferéncia dos estéres de colesteril para particulas maiores, por ativacao da
enzima colesteril-ester-transferase via lecitinas), imunossupressao e possivelmente a
promocao de interacdes célula-matriz (LADU et al, 2000; MAHLEY& RALL, Jr., 2000;
YAMAUCHI et al, 1999).

A apolipoproteina E humana & uma proteina de 299 aminoacidos, com uma
massa molecular de ~ 30 KDa, sendo sintetizada primariamente no figado e no
cérebro. O gene da apoE esta localizado no braco longo do cromossoma 19q13.2,
sendo polimdrfico. O gene completo foi sequienciado, contendo 3597 nucleotideos
em comprimento, com quatro exons e trés introns. O gene com 3.6 Kb codifica uma
proteina precursora de 317 residuos de aminoacidos e um prepeptidio de 18
aminoacidos (que serve de sinal durante a secregao), sendo co-traducionalmente
removido. O gene também inclui regides que codificam a apoC-l, apoC-I’ e apoC-li
(HOFKER, VAN VLIJMEN, HAVEKES, 1998; MAHLEY& RALL, Jr., 2000).

A digestdo da apoE pela trombina, com pontos de clivagem nos residuos 191
e 215, produz um fragmento de 22 KDa (residuos 1-191), correspondente ao dominio
NHz-terminal e um fragmento de 10 KDa (residuos 216-299), correspondente ao
dominio COOH-terminal. A extensiva analise cristalografica da apok revelou que o0s
dominios estruturais também definem os dominios funcionais. Enquanto a regiao
NHz-terminal é responsavel pela ligagdo da apoE ao receptor LDL (a qual se liga a
fracdo lipidica apenas fracamente), a regiao COOH-terminal medeia a ligacao
com a superficie das lipoproteinas, sem entretanto se ligar ao receptor LDL (WILSON

et al, 1991).
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A apoE possui, portanto, dois distintos dominios estruturais e funcionais, um
dominio hidrofébico e um dominio de ligacao hidrofilico para o receptor. O dominio
NHz-terminal de 22 KDa contém a regiao de ligacao da proteina com o receptor.
Essa regido foi identificada entre os residuos 136 e 150 e é essencialmente formada
de aminoacidos basicos, especialmente constituida por aminoacidos de lisina e
arginina, que sao essenciais para ligacdo ao receptor e a fragcado de heparina. Na
auséncia de lipidios, nem o dominio NHz-terminal, nem a molécula de apoE inteira é
reconhecida pelo receptor LDL. O dominio NHz-terminal possui menor afinidade
pelas lipoproteinas plasmaticas em relacdo ao dominio COOH-terminal, contudo, o
dominio NHz-terminal € capaz de se unir as vesiculas fosfolipidicas e de transforma-
las em complexos discoides, que se ligam ao receptor LDL, com uma eficiéncia
similar a toda proteina. Os dois dominios estdo unidos por uma regiao sensivel a

digestdo por uma protease (MAHLEY& RALL, Jr., 2000; RAUSSENS et al, 2002).

Interacdes entre as regides espacialmente distantes dos dois dominios tém
um papel critico na definicdo da atividade biolégica da apoE; mudancas
estruturais em um dominio podem influenciar as propriedades do outro dominio, um
fendbmeno referido como dominio de interacdo. Por exemplo, a heterotroca
cisteina-arginina na posicdo 112, que distihgue a apoE3 da apoE4, ocorre no
dominio amino-terminal da molécula, mas influencia seu dominio de ligacgéao lipidico
na extremidade carboxi-terminal, alterando a afinidade por uma determinada
classe de lipoproteina. A apolipoproteina E3 possui uma elevada afinidade pelo
HDL, assim como a apoE2 (cisteina na posicdo 112), enquanto a apoE4 tem
preferéncia pelo VLDL (arginina na posicao 112). O dominio de interacdo é
responsavel pela afinidade de ligacao as lipoproteinas pela apoE (WEISGRABER&
MAHLEY, 1996).

A isoforma E4 possui uma atividade normal de ligacao ao receptor LDL mas
apresenta uma elevada taxa de clearance a partir do plasma em relagaa a apok3.
Em relacdo a apokE3, a isoforma apoE4 é mais encontrada em particulas de VLDL
do que em particulas de HDL. Remanescentes dos quilomicrons sdo eliminados mais
rapidamente em individuos com apoE4 do que naqueles com apoE3. A apoE4 esta
mais frequentemente associada com a hiperlipoproteinemia (HLP) tipo V,

caracterizada por uma marcante hipertrigliceridemia, devido ao acumulo de
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quilomicrons e VLDL, assim como um maior risco para pancreatite recorrente
(MAEKAWA et al, 1995) (WEISGRABER, 1990).

As estruturas terciarias dos dominios amino-terminal das apoE4, apoE3 e
apoE2 foram reconhecidas através de cristalografia por raios X de alta resolucao,
Figura 1. O dominio aminoterminal da apoE exibe uma hélice quadrupla, com os
seguintes limites: hélix 1, residuos 24-42; hélix 2, residuos 54-81; hélix 3, residuos 87-122;
hélix 4, residuos 130-164. Uma hélice acessoéria curta (residuos 44-53) conecta as
hélices 1 e 2. As quatro hélices estao dispostas num arranjo anti-paralelo. Os sitios de
ligacdo a heparina e ao receptor, que sao essencialmente coincidentes, se
dispdem ao longo da hélice 4. As estruturas das trés isoformas possuem uma
variacao sutil, porém importante. A substituicdo da cisteina por arginina no residuo
158 na apoE2, quando comparada com a apokE3, altera drasticamente as pontes
ibnicas ao longo da hélice 4 e entre as hélices 3 e 4, além disso, reduz o potencial
ibnico positivo do sitio de ligacdo com o receptor (residuos 140-150). A substituicao
da arginina por cisteina no residuo 112 na apoE4 (comparado com a apoE3) causa
uma apreciavel mudanca da orientacdo na cadeia molecular de residuos
especificos, assim como, novos rearranjos de algumas pontes idbnicas. A presenca
da arginina no residuo 112 na apoE4 leva a formacao de novas pontes ibnicas entre
0 acido glutamico 109 e o residuo 112 na hélice 3, e mais importante, causa a
mudancga da arginina 61, que adota uma posicao diferente e mais exposta na

hélice 2 (MAHLEY& RALL, Jr., 2000; WILSON et al, 1991), Figuras 1 e 2.

O &cido aspartico 154 muda sua interacao ibnica para arginina 150 na
apokE2, por causa da substituicdo pela cisteina 158, deslocando a cadeia lateral da
arginina 150 para fora da regi&o de concentracéo idnica positiva, reduzindo em
100X seu potencial catidbnico e causando uma reducado na afinidade de ligacao ao
receptor LDL. (B) Estrutura em hélice quadrupla da apoE, mostrando o rearranjo
critico da cadeia lateral da arginina 61. A substituicdo pela arginina 112 na apoE4
leva a uma interacao ibnica com o acido glutamico 109, que exclui a cadeia
lateral da arginina 61 da sua posicao usual, levando a arginina 61 a ficar mais
exposta lateralmente na hélice 2, permitindo sua interacdo com o acido glutamico
255 no dominio carboxi-terminal da apoE. Essa alteragcdo confere a afinidade

especifica por uma classe de lipoproteina, Figura 2.
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A estrutura cristalina do dominio hidrofilico da apoE €é homdloga
estruturalmente ao dominio hidrofiico da familia de fatores de crescimento de
quatro-hélices, incluindo o fator neurotréfico ciliar (CNTF), (GUTMAN et al, 1997).
Ambas as proteinas apoE e CNTF formam homodimeros. representando um ligante
de alta afinidade para varios receptores hepaticos de lipoproteinas, incluindo o
receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLR) e proteinas relacionadas, e
para as proteoglicanas heparanossulfatadas de superficie celular. A partir da
capacidade de se ligar a esses receptores, a apoE participa do metabolismo dos

lipidios e na homeostase do colesterol (ZAIOU et al, 2000).
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ApoE4

Helix 1 Helix 2

Helix 4

Fonte: Mahley, R.W., Rall, S.C., 2000

Figura 1: Estrutura tridimensional da apoE, mostrando as diferencas entre as
suas isoformas. (A) A regido da hélice 4 (enquadrada) € o sitio onde ocorre o
rearranjo de uma ponte ibnica na apoE2, reduzindo a carga iénica positiva no sitio

de ligacao para o receptor LDL.
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C-terminus Hélice 2

Glu-255 Asp-65

|

Arg-61

ApOE3
ApOE4

seeannessannes Ligagao iGnica

Hélice 3

Glu-109

Arg-112
Cis-112

Fonte: Bentley et al, 2002 (Biochem. J., 366, p. 275)

Figura 2: Representacdo esquematica das pontes idbnicas que diferenciam as

isoformas APOs3 e APO¢4 e influenciam na configuracao estrutural e propriedades

bioldgicas.
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A base molecular do polimorfismo é ilustrada por mudancas nos residuos
cisteina (TGC)-arginina (CGC), dos sitios 112 e 158, o que determina o aparecimento
de trés alelos co-dominantes. O polimorfisimo leva a presenca de seis gendétipos
diferentes em humanos, a saber: trés homozigotos (£3/e3, £2/¢2, e4/¢4) e trés

heterozigotos (¢2/¢3, €2/¢4, €3/¢4) (BALLERINI et al, 2002; GUTMAN et al, 1997).

A apolipoproteina E humana existe em trés isoformas principais, apok2 (Cis!12,
Cis1%8), apoE3 (Cisl12, Argl®8) e apoE4 (Argii2, Arg'®8), as quais sdo codificadas por trés
alelos, €2, €3, €4, num Unico locus. A isoforma apoE4 é a mais catibnica e difere da
apoE3 por uma carga elétrica e da apoE2 por duas cargas elétricas. Um segundo
tipo de polimorfismo, ndo geneticamente determinado, resulta da variagao pos-
traducional por sializacdo, que contribui para a adicdo de uma carga negativa.
Essas isoformas sializadas contribuem com cerca de 10 a 20% da apoE plasmatica.
As variantes da sializacao ocorrem pela ligacao de carboidratos & molécula da
apoE num sitio dnico: num sitio de O-glicosilacdo associado a um residuo de
treonina 194. As isoformas nao sializadas da apoE carecem nado somente do acido
sidlico, mas de todos os outros agucares neutros em geral (MAHLEY& RALL, Jr., 2000),

Figura 3.

A interacdo da apoE com os receptores de lipoproteinas é critica para o
metabolismo do colesterol e trigliceridios em humanos. A analise das sequéncias de
aminoacidos da apoE em dez espécies diferentes revelou que os dominios 140-150
de aminoacidos contém lisinas nas posicoes 143 e 146 e argininas nas posigcoes 142,
145, 147 e 150. Esses aminoacidos participam na ligacao ao receptor LDL (LDLR) e
sdo conservados ao longo da apoE2, apoE3 e apoE4 e em todas as espécies
examinadas, com excecado dos bovinos, onde a prolina é substituida por arginina
na posicao 145. Esse alto grau de conservacao entre as espécies sugere gque esse
dominio tem um papel crucial na interacado ibnica entre a apoE e seu receptor

(ZAIOU et al, 2000).
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Fonte: Mahley, R.W., Rall, S.C., 2000

Figura 3: Separacao isoelétrica do VLDL, apds extracao lipidica, mostrando
trés fendtipos homozigotos da apoE, E2/2, E3/3 e E4/4. As isoformas da apoE2, E3 e
E4 diferem sequencialmente pela diferenca de uma unidade de carga ibnica,
como resultado da substituicdo dos aminoacidos ilustrados no quadro. As isoformas
menores representam isoformas sializadas. Os poélos do catodo (+) e anodo (-) estao

indicados, tanto quanto as posicoes das isoformas apoC do VLDL.
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A ligacdo da apoE a familia de receptores LDL requer a conservacao de
residuos de lisina e arginina no dominio 136-150 da apoE. Mutagéneses dirigidas nos
sitios 143, 146 e 147 demonstraram que a carga positiva e ndo a presenca de
aminoacidos basicos especificos € necessaria para a ligacdo com o receptor LDL,
juntamente com a adequada conformacao da a-hélice anfipatica (STRITTMATTER&
BOVA, 2002).

O colesterol plasmatico e as concentracfes de LDL sdo influenciados pelo
polimorfismo da apoE. Tem se estimado que 60% das variacdes dos niveis do
colesterol plasmatico sdo geneticamente determinadas e que o polimorfismo da
apoE é responsavel por 14% dessa variagdo genética. O fendtipo da apoE afeta a
concentracao total de colesterol plasmatico da seguinte forma: E2/2 < E2/3 < E3/3 <

E3/4 < E4/4 (com excecao da hiperlipidemia tipo Ill) (WEISGRABER, 1990).

Hertz e colegas identificaram pela primeira vez a proteina relacionada com o
receptor LDL, o LRP. O LRP possui uma ampla variedade de ligantes, incluindo a
apoE. Juntamente com o LDLR, o LRP parece participar do clearence das
lipoproteinas no figado. O LRP na superficie hepatica age interagindo com
complexos heparano-sulfato proteoglicanas (HSPG) para completar o processo de
acoplamento ligante-receptor. A apoE parece se ligar primeiro ao complexo HSPG
antes de interagir com o LRP. Este papel do complexo HSPG no catabolismo das
lipoproteinas remanescentes no figado ratifica a relevancia fisioldgica da ligacéo
da apoE com moléculas heparina-similes (MAHLEY& HUANG, 1999; MAHLEY& Jl,
1999).

Num modelo proposto por Mahley et al, 1999, Figura 4, a captacao das
lipoproteinas remanescentes no figado via HSPG-LRP ocorre através de trés vias:
sequestramento, processamento e captacao. Inicialmente, particulas de
lipoproteinas sdo sequestradas no espaco de Disse, rico em apoE, la as particulas
adquirem apoE, a qual interage com moléculas HSPG, ancoradas na superficie
hepatica. Durante esse processo, as lipoproteinas retidas passam por eventos
lipoliticos envolvendo tanto a lipase lipoprotéica ligada a lipoproteina, quanto a
lipase hepatica ligada a superficie dos hepatdcitos. O papel secretor e de captura

da apokE facilita a interacao das lipoproteinas com os receptores LDL, LRP ou HSPG
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(atuando como receptor). As lipoproteinas contendo apoE sdo transportadas a
partir do HSGP para a LRP, em seguida, ocorre a captacdo do complexo receptor-
ligante por endocitose ou entdo a captacao conjunta do complexo HSPG-LRP-

lipoproteina pelos hepatocitos (MAHLEY& HUANG, 1999; MAHLEY& JI, 1999).
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Figura 4: Eliminagado das lipoproteinas remanescentes (R) no figado, através
de trés vias principais: (1) captacao direta pelo receptor LDL, (2) via proteina
relacionada com o receptor LDL (LRP), em complexo com heparano-proteoglicana,
HSPG-LRP, (2a) remanescentes transferidos para captacao a partir da LRP ou (2b)
através da internalizacao do HSPG-LRP e (3) captacdo mediada apenas pela HSPG.
LDLr, receptor LDL; LRP, proteina relacionada com o receptor LDL; HSPG, heparanossulfato
proteoglicana; LPL, lipase lipoprotéica; LH, lipase hepatica; E, ApoE; R, remanescentes de

lipoproteinas.
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A maioria do colesterol é proveniente da sintese de novo em tecidos extra-
hepaticos. O colesterol se desloca do reticulo endoplasmatico, ao longo do
aparelho de Golgi e por complexos ricos em glicoesfingolipidios para estabelecer
microdominios na membrana plasmatica, como nas cavéolas. Embora, algum
esterol também se movimente lateralmente na fase lipidica da membrana, a
maioria deixa a célula pela influéncia do transportador ABCAL1 (transportador ligado
a adenosina Al), sendo ligado a apoAl e entdao esterificado através da lecitina-
colesterol acetiltransferase. A porcado de éster de colesteri pode ainda ser
transferida para uma particula de lipoproteina apoB, sendo posteriormente
metabolizada no figado. O restante de éster de colesteril € conduzido diretamente
para o figado, utilizando o transportador SRB1, scavenger receptor tipo | classe B. Ao
mesmo tempo, menores quantidades de colesterol sdo aborvidas nas células
intestinais a partir da dieta, esterificados em éster de colesteril pela enzima
acetilcoenzima A-colesterol transferase, e encaminhadas para o figado como

remanescentes dos quilomicrons.

Apés serem processadas, a partir de via de endocitose mediada por
receptor, o colesterol se mistura com outros pools de esterdis dentro dos hepatocitos
e é, entdo, parcialmente esterificado, através da enzima aceticoenzima A-
colesterol transferase. O éster de colesteril € em seguida incorporado em particulas
VLDL e secretado no plasma. Durante o metabolismo dessas particulas de muita
baixa densidade, uma parte do éster de colesteril € incluida em particulas LDL, e
uma pequena fracdo é metabolizada pelas células em tecidos extra-hepaticos,
utilizando o receptor LDLR presente em vesiculas revestidas. Ap6s 0 processamento
das particulas de LDL e hidrélise do éster de colesteril nos lisosomas, o colesterol é
entdo transferido através da proteina Niemann-Pick 1 tipo C (NPC1) para a via
metabdlica celular, movendo o colesterol recém-sintetizado para a membrana
plasmatica, a partr da via Golgi/complexos detergente-insoliveis de
glicoesfingolipidios. O clearence das lipoproteinas contendo apoB (LDL e
remanescentes de VLDL e quilomicrons) ocorre em grande quantidade no figado,
utiizando o receptor LDLR. Dois ligantes sdo responsaveis pelo movimento dessas
particulas, incluindo a apoBiow € a apoE. A Figura 5 ilustra muitas das proteinas

utilizadas no movimento do colesterol ndo esterificado (CE) em diferentes érgaos e
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sua excrecao nas fezes, tanto como esterdis neutros e acidos. (DIETSCHY& TURLEY,
2001; MAHLEY& JI, 1999).
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Figura 5: Vias principais para o movimento do colesterol no corpo.

As regides anatdmicas celulares sdo mostradas em italico; as proteinas principais
estdo enquadradas e os ligantes das proteinas transportadoras de membrana sao
mostrados em parénteses. ABCAL, transportador ligado a adenosina Al; ABCB4,
transportador ligado a adenosina B4; ABCB11, transportador ligado a adenosina B11; Ac,
acetil coenzima A; ACAT, coenzima A-colesterol-transferase; ApoAl, apolipoproteina Al;
ApoBaioo, apolipoproteina Bioo; ApoD, apolipoproteina D; ApoE, apolipoproteina E; ApoER2,
receptor 2 da apolipoproteina E; ApoJ, apolipoproteina J; BA, acido biliar; CETP, éster de
colesteril-proteina de transferéncia; CM, quilomicron; DIGs, complexos de glicoesfingolipidio
detergente insoltveis; ER, reticulo endoplasmatico; LCAT, lecitina: colesterol acetiltransferase;
LDLR, receptor LDL; LRP, proteina relacionado ao receptor LDL; Liso, lisosoma; NPC1, proteina

Niemann-Pick 1 tipo C; SR-BI, scavenger receptor tipo | classe B,; VLDLR, receptor VLDL.
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Uma propriedade comum das apolipoproteinas solliveis € a sua capacidade
de se combinar com vesiculas de fosfolipidios para formar particulas discoides. Os
fosfolipidios, nesses complexos de lipoproteina, sdo organizados de forma bilaminar,
com a apolipoproteina orientada para a perifeia do disco. Quando a
apolipoproteina é distribuida juntamente com um complexo de fosfatidilcolina
(DMPC), numa razdo de peso molecular de 3,75:1 (fosfolipidio:proteina), sao
formadas particulas discoides, contendo quatro moléculas de apoE
(tetramerizacao). Utilizando estas particulas de apoE foi demonstrado que a apoE
se liga ao LDLR, com uma afinidade similar & LDL (Ka ~2,6 x 10° M). Modelos
moleculares mostraram que o aumento da atividade do receptor esta relacionado
com o numero de moléculas da apoE na emulsdo. A adicao de mais moléculas,
além de quatro moléculas por particula, ndo potencializou a sua capacidade de
ligacdo. A capacidade de ligacao multireceptora da apoE (4 moléculas da apoE
por particula : 4 moléculas do receptor, dois dimeros) em relacdo ao LDL (1
molécula de apoB-LDL para cada molécula do receptor) tem importantes
consequéncias no metabolismo das lipoproteinas. As particulas de lipoproteinas,
com uma molécula de apoE por particula, irdo competir mais ou menos de
maneira equivalente com o LDL pelos receptores LDL (LDLRs), com as mesmas taxas
de clearence, contudo, quando o contelddo de apoE aumenta para quatro ou
mais moléculas por particula, isso determina o aumento dramatico de sua
afinidade, a partr de uma interacdo multireceptora, com a correspondente

melhoria nas taxas de remocao (LADU et al, 2000; WEISGRABER, 1994).

Substituicdes na sequéncia de aminoacidos modificam a afinidade de
ligacdo da apoE com seus receptores e influenciam os niveis de colesterol no soro.
A isoforma E4 liga-se com igual ou ligeiramente maior afinidade que E3, enquanto
E2 se liga ao receptor apenas com 2% de afinidade, quando comparada com a
isoforma E3. O reduzido potencial catiénico dos residuos 140-150 da apoE2 parece
ser a principal causa da ligacao deficiente com o receptor (i.e. reduzida forca de
interacao ibnica com os sitios anidbnicos de ligacao no receptor LDL). A ligacao da
apoE ao LDLR, portanto, envolve uma interacdo eletrostatica entre o dominio

basico de ligacdo ao receptor da apoE e o dominio acido de repeticdes
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dissulfidicas no LDLR. Além disso, a estrutura anfipatica em a-hélice da apoE (regiao
140-150) é necessaria para a ligacao normal ao receptor. Lisinas e argininas sao
cruciais para essa interacao, e apesar das similaridades de carga, a heterotroca
desses residuos pode comprometer a eficiéncia da ligagcdo (MAHLEY& RALL, Jr.,
2000; WEISGRABER, 1990).

Os portadores do alelo E2 exibem menor eficiéncia em transferir VLDLs e
quilomicrons do plasma sangiineo para o figado por causa das propriedades de
ligacdo da apolipoproteina. Em contraste, portadores do alelo E3 e E4 sdo muito
mais eficientes nesse processo. Enquanto a apoE4 e a apoE3 se ligam com
aproximadamente igual afinidade aos receptores de lipoproteinas, a apoE2 se liga
com menos do que 2% dessa afinidade. Portanto, quando comparados com 0s
portadores E3 e E4, os portadores do alelo E2 s&o mais lentos para realizar o

clearance dos lipidios da dieta (EICHNER et al, 2002).

As lipoproteinas associadas com a isoforma apoE4 s&do metabolizadas de
maneira mais eficiente do que aquelas que estdo associadas com as isoformas
apoE2 e apoE3. Dessa forma, os homozigotos para apoE4 apresentam niveis mais
baixos de apoE tanto no soro, liquor e o cérebro em comparagcdo com as outras

isoformas (POIRIER, 2000).

As diferencas na distribuicao das classes de lipoproteinas assumem um papel
central nos diferentes efeitos que a apoE3 e apoE4 exercem nas concentragdes de
LDL e colesterol plasmaticos. A distribuicdo preferencial da apoE4 nas lipoproteinas
ricas em trigliceridios (VLDL e quilomicrons) parece ser responsavel pela maior taxa
de captacao intestinal e hepatica dessas particulas remanescentes, porque mais
moléculas de apoE por particula aumenta a afinidade dessas particulas pelo
receptor LDL. O aumento resultante da captacao pode causar um estado de down
regulation dos receptores hepaticos, sugerindo um efeito cinético. Também tem
sido postulado que o acumulo da apoE4 em particulas de VLDL poderia mediar a
conversao do VLDL em LDL, causando o aumento das concentracdes plasmaticas

de LDL (WEISGRABER, 1990; WEISGRABER, 1994).

Varios ensaios clinicos tém relacionado a isoforma E4 com o aumento dos

niveis de colesterol plasmatico e E2 com baixos niveis (EICHNER et al, 2002). Estudos
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epidemioldgicos tém mostrado que as isoformas E3 e E4 sdo mais freqlentes, sendo
a ocorréncia da isoforma E3 alcancando mais de 60%. A frequéncia da isoforma E4
€ variavel: nos orientais (com uma baixa incidéncia de enfermidade isquémica e
baixos niveis de colesterol) a freqluéncia do alelo €4 representa cerca de 0,08; nos
aborigenes australianos é de 0,39. Em geral, a presenca da isoforma E4 é
acompanhada de um alto risco de contrair doencas cardiovasculares (GAMBOA et
al, 1999). A isoforma E2 é rara e se relaciona geralmente com um baixo colesterol
plasmatico. Por outro lado, cerca de 2% dos homozigotos E2 desenvolvem um tipo
de hiperlipidemia geralmente associada com outras anormalidades metabdlicas

presentes no alcoolismo e no diabetes (CASTELLI, 1998).

Estudos epidemiolégicos tém demonstrado o direto impacto da APOE na
doenca coronariana, pela influéncia nos niveis do colesterol. Esses estudos tém
levado em conta diferentes aspectos: 1) o polimorfismo da APOE é um fator de risco
independente para a doenca; 2) sua contribuicdo para os niveis de colesterol e
lipoproteinas. Um estudo conduzido em homens de meia-idade, em nove diferentes
populacbes, estimou o aumento do risco de mortalidade para doencas
coronarianas em ~ 40% em portadores do alelo ¢4, quando comparado com
portadores do gendtipo £3¢3 ou com portadores do alelo 2 (EICHNER et al, 2002;
STENGARD, WEISS, SING, 1998). A Figura 6 ilustra o efeito dos alelos da apoE nos

parametros séricos de lipidios.

Portadores do alelo ¢4 da apoE apresentam valores séricos para colesterol
total e pressdo sanguinea sistolica mais altos em adultos, estes parecem ser fatores
independentes de risco para a doenca de Alzheimer de inicio tardio, sugerindo que
outros fatores, além do desequilibrio nos niveis séricos de lipidios, contribuem para o
desenvolvimento do declinio cognitivo observado na doenca de Alzheimer
(KIVIPELTO et al, 2002).

1.1.2. ApoE e o tecido nervoso

O Sistema Nervoso Central representa cerca de 2% da massa corporal, mas

contém quase a metade do colesterol ndo esterificado presente em todo o
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individuo. Este esterol esta presente amplamente em dois pools, a saber: o colesterol
nas membranas especializadas de mielina e nas membranas plasmaticas de células
gliais € neurdnios. Cerca de 0,02% (humanos) ou 0,4% (camundongos) do colesterol
dessas reservas € utilizado a cada dia, de tal forma que o fluxo absoluto de esterois
através do cérebro é de aproximadamente apenas 0,09% em relacédo a velocidade
de utilizacdo do colesterol do restante do corpo nessas respectivas espécies

(DIETSCHY& TURLEY, 2001).

O entrada do colesterol no Sistema Nervoso Central tem origem quase
inteiramente da sua sintese in situ. A velocidade de sintese e degradacao do
colesterol € aumentada em doencgas neurodegenerativas e existem evidéncias que
sugerem que grandes quantidades de colesterol também sao utilizadas por células
gliais e neurbnios durante o crescimento do cérebro, remodelacdo e reparo
neuronal. A reciclagem interna do colesterol envolve ligantes como a
apolipoproteina E. Mudancas do balanco do colesterol ao longo de todo o corpo
podem causar alteracdes na reciclagem de esterdis e da expressao da
apolipoproteina E em varias partes do Sistema Nervoso Central, podendo afetar a
integridade de neurbnios e da mielina. H& atualmente pouca evidéncia da
transferéncia, a partir do plasma, de esterdis para o cérebro do feto, neonato ou de

adultos (DIETSCHY& TURLEY, 2001; STRITTMATTER& BOVA, 2002).
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Figura 6: (A) efeito dos alelos da apoE nos parametros de lipidios. TG,
trigliceridio plasmético total; VLDL-C, VLDL colesterol; HDL-C, HDL colesterol, LDL-B,
LDL apoB; LDL-C, LDL colesterol; TC, colesterol plasmatico total. (B) Efeitos dos

fendtipos da apoE nos niveis plasméaticos da apoE e apoB.
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Enquanto alguns nutrientes alcancam as células através de transportadores,
outros, incluindo o colesterol, sdo ativamente importados para as células, através de
receptores especializados. Esses receptores continuadamente reciclam a superficie
celular via vesiculas intracelulares. O material é transportado a partir da superficie
celular via endocitose mediada por receptor, em endosomas associados a
molécula clatrina. Ap6s o transporte, o receptor retorna a superficie celular para um

novo ciclo de importacado (COOPER& HOWELL, 1999).

A reciclagem do colesterol pode ocorrer continuadamente ao longo do
SNC, e pode ser critica para o reparo neuronal e remodelagem, mesmo no cérebro
adulto. Contudo, ainda nao se sabe ao certo quais sdo as proteinas envolvidas
nesse processo. Ao contrario das células do resto do corpo que primariamente
utiizam o receptor LDL (LDLR), para a recaptacdo do complexo lipoproteina-
colesterol, as células do cérebro expressam muitos transportadores da familia do
receptor LDL, inclusive ele proprio, mas também LRP, o receptor VLDL, o receptor 2
da apoE (apoER2), megalina e outros. Essas proteinas sdo encontradas tanto em
neurdnios quanto na glia. O cérebro também sintetiza varios ligantes, incluindo a
apoE, apoD e apoJ (DIETSCHY& TURLEY, 2001).

A apolipoproteina E € a principal lipoproteina no cérebro e no liquido céfalo-
raquidiano. O liquido céfalo-raquidiano (LCR), produzido em grande parte pelo
plexo cordide, também contém produtos ndo reabsorvidos derivados do espaco
extracelular do cérebro e, em menor grau, do plasma. As lipoproteinas do LCR tém
o tamanho entre 7-15nm e uma densidade semelhante ao HDL plasmatico,
contendo um centro lipidico de colesterol esterificado e com conformacéao
esférica. As lipoproteinas do LCR parecem ser heterogéneas em relagcdo ao
conteudo, sendo que a apoE representa a lipoproteina mais abundante, localizada
nas maiores particulas. A apoAl e apoAll sdo encontradas em particulas
gradualmente menores e a apoJ se distribui entre todas as particulas (BASSETT et al,

2000; LADU et al, 2000).

As concentracdes da apok, colesterol total e fosfolipidios no LCR ndo sdo as
mesmas do soro, sugerindo que a apoE e os lipidios no plasma sdo incapazes de

atravessar a barreira hemato-encefélica, portanto, as concentragcdes podem refletir
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a producéao local ao longo do SNC. A falta de uma correlacdo entre a apoE,
proteina total, IgG e o nimero de células no LCR também indicam uma regulacao

independente da apoE no liquido céfalo-raquidiano (YAMAUCHI et al, 1999).

O alelo ¢4 é o gene que determina a susceptibiidade para a doenca de
Alzheimer e outros disturbios degenerativos. As isoformas da apoE sdo responsaveis
por diferentes efeitos no crescimento de dendritos in vitro, em cultura de neurdnios e

na estabilidade do citoesqueleto e do aparelho microtubular (JI et al, 2002).

A doenca de Alzheimer (DA) é uma entidade clinico-patolégica, com
diferentes causas. A forma autossObmica dominante familiar, relativamente rara,
(parcela de menos de 5% de todos os pacientes com DA) se deve, na maioria das
vezes, as mutacdes em trés diferentes genes: proteina precursora amildide,
prenisilina 1 e prenisilina 2. Contudo, a forma mais comum da doenca de Alzheimer,
do tipo esporadica, ndo herdada, ndo tem uma causa bem definida. Varios fatores
de risco para a DA do tipo esporadico foram identificados, incluindo idade
avancada, histéria de trauma cerebral e a heranca de certos alelos do gene da

apolipoproteina E (APOE).

A idade do inicio da doenca de Alzheimer permite classificar a apresentacao
da doenca em inicio precoce (antes de 65 anos) e em inicio tardio (ap6s 65 anos).
Estudos preliminares tém mostrado a influéncia de fatores genéticos para a forma
precoce da doenca (genes para prenisilina 1 e 2 e para proteina precursora de B-
amiléide). Na forma tardia da doenca, a frequéncia do alelo ¢4 do gene da
apolipoproteina E (APOE) foi identificada como o principal fator genético de risco
para a DA, de maneira dose-gene-dependente, contando por cerca de 40-50% dos

casos (HELBECQUE& AMOUYEL, 2000).

A dosagem do gene APOeg4, um dos trés mais comuns alelos em humanos,
esta diretamente relacionada com o risco aumentado para adquirir a doenca de
Alzheimer (DA), idade inicial média reduzida e progressédo mais rapida da doenca.
Em humanos, o alelo ¢4 parece ser um importante fator de risco para a Doenca de
Alzheimer esporadica e familiar de inicio tardio (DEPREZ, 1994; MOLERO, PINO-
RAMIREZ, MAESTRE, 2001).
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A apoE possui uma caracteristica impar entre as apolipoproteinas, por causa
de sua relevancia no tecido nervoso. Ela atua coordenando a mobilizacdo e
redistribuicAo do colesterol durante o reparo, crescimento e manutencao da
mielina durante o desenvolvimento ou apdés uma lesdo no Sistema Nervoso
Periférico (SNP). No Sistema Nervoso Central (SNC), a apoE possui um papel critico
na mobilizacéo e redistribuicdo do colesterol e fosfolipidios durante a remodelacao

da membrana e durante a plasticidade sinaptica (GUTMAN et al, 1997).

Pouco se sabe a respeito da presenca de diferentes apolipoproteinas (apos)
no parénquima cerebral. Os RNAs mensageiros (RNAm) que traduzem a maioria das
apos como a apoA-l, apoA-ll, apoA-IV, apoB, apoC-ll, apoC-lll, apoF e apoH néao
foram identificados nos extratos totais do tecido cerebral de varias espécies de
mamiferos através de diferentes técnicas incluindo Northern blot, RNA dot blot e em
estudos com RNAses. Embora esses resultados ndo excluem a possibilidade da
existéncia de baixos niveis da expressdo do RNAm em determinadas populacdes
celulares, a falta de outras classes de apolipoproteinas plasmaticas, como a apoA e
apoB no SNC reforga ainda mais a funcdo critica da apoE no tecido nervoso

cerebral (BEFFERT et al, 1998; POIRIER, 1994).

No SNC, a apoE é primariamente sintetizada e secretada por astrocitos e
macrofagos, sendo que sua sintese é estimulada apo6s a injaria. O colesterol nao
esterificado, liberado apds uma lesdo, é esterificado e transportado através da

7

apoE para os neurbnios que estao se reinervando, e entdo é capturado via
receptor da lipoproteina de baixa densidade (LDL-R), onde é utilizado como
precursor para a sintese de novos terminais sinapticos (NATHAN et al, 1995; POIRIER

et al, 1993).

Em cérebros de adultos humanos e ratos, a deteccao imunocitoquimica
para apoE foi reconhecida em astrécitos, tanto na substancia branca quanto na
cinzenta, incluindo astrocitos especializados como as células gliais de Bergmann,
tanicitos e pituicitos. A imunoreatividade positiva também foi identificada nas
membranas basais, tanto ao longo da superficie pial como nos vasos sanglineos,
contudo, oligodendrécitos, ependimécitos e o epitélio cordide foram

imunonegativos. A apoE é detectada por imunocitoquimica ao longo das placas
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senis extracelulares, emaranhados neurofibrilares intraneuronais e em vasos
sanglineos contendo B-amiléide em cérebros de pacientes com Alzheimer (BEFFERT
et al, 1998; ZAROW& VICTOROFF, 1998).

Numerosos estudos tém documentado a localizacao imuno-histoquimica da
apoE em astrécitos e em células microgliais de roedores, primatas ndo-humanos e
pacientes com a doenca de Alzheimer (DA). Nos cérebros de pacientes
autopsiados com DA, a presenca da apoE foi identificada amplamente nos
emaranhados neurofibrilares de neurdnios corticais afetados. No rato, apds lesdo
hipocampal, a expressédo da apokE em astrécitos parece estar aumentada durante
a astrogliose reativa. Em estudos com cérebros de pacientes submetidos a
reseccao do lobo temporal, como medida para epilepsia intratavel, além da
intensa imunoreacdo a apoE em muitos astrécitos, também foi detectada a
imunomarcagao de alguns neurénios corticais, assim como em espécimes controles
para DA. Esses achados histolégicos sugerem a localizacdo predominantemente
citoplasmatica da apoE em neurbnios e em células gliais (HAN et al, 1994; MASLIAH

et al, 1995).

Embora pouco estudada, a apoE tem um papel importante no transporte de
lipidios no cérebro, como um dos componentes de varias classes de lipoproteinas
do plasma e do liguido céfalo-raquidiano (LCR) e como um ligante para trés tipos
de receptores de lipoproteinas: o receptor para lipoproteina de baixa densidade
(LDLR); proteina relacionada com o receptor para LDL (LRP), também chamado de
receptor a2-macroglubina, o receptor para lipoproteina de muita baixa densidade
(VLDLR), LR8/apoE receptor-2 e o receptor megalina/glicoproteina 330 (HUSSAIN,
STRICKLAND, BAKILLAH, 1999; LADU et al, 2000; WEISGRABER& MAHLEY, 1996).

Astrocitos expressam LDLR em diversas regides do Sistema Nervoso Central
(SNC). Ap6s a internalizacdo do colesterol, transportado a partir da lipoproteina,
ocorre uma down regulation da expressdo do receptor. Outros estudos em varias
espécies, incluindo humanos, demonstraram a presenca do LDLR em
oligodendrdcitos, células piais, microglia e células endoteliais dos capilares
cerebrais, sugerindo que muitos tipos celulares no SNC podem expressar o receptor
(BEFFERT et al, 1998; PAGE, HOLLISTER, HYMAN, 1998).
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Quando um nervo periférico é seccionado ou comprimido, o segmento distal
passa por alteragfes funcionais e histoldgicas tipicas, incluidas na chamada
degeneracédo Walleriana: as fibras nervosas mielinizadas comegcam a degenerar,
sendo formados corpos de mielina ovdides, que em seguida sdo convertidos em
complexos sudanofilicos (particulas enriquecidas com colesterol e fosfolipidios). Os
ésteres de colesterol acumulam-se localmente até que a regeneragcdo da mielina
seja iniciada. Em resposta as grandes quantidades de lipidios liberadas nessa fase,
macrofagos sintetizam e liberam apoE ao longo da lesao, na tentativa de scavenge
do colesterol a partir dos debris celulares e da mielina (HANDELMANN et al, 1992;
POIRIER et al, 1993).

Na lesdo do nervo periférico, macréfagos residentes ou migratoérios sintetizam
apoE, que é secretada na forma de particulas lipoproteina-simile. As particulas
lipoproteina-simile parecem regular a remocao do colesterol, liberado a partir da
mielina em degeneracao e de debris celulares apds a fagocitose. A expressao do
gene da apoE em macréfagos é induzida pelo colesterol. O aumento de sua
expressdo esta diretamente relacionado com o aumento do transporte do
colesterol por essas células e, ao mesmo tempo, com o aumento da biossintese e

secrecao da apoE (LEBLANC& PODUSLO, 1990).

A producao da apoE durante as respostas de reparo dos nervos periféricos,
apo6s uma lesdo, sugere um papel da apoE no transporte de lipidios e nas agdes
neurotréficas associadas ao reparo neuronal. A expressao de RNAm para 0s
receptores LDL ocorre tanto na periferia como em neurbnios do SNC e
possivelmente na glia. Apds lesdo do nervo ciatico, macréfagos infiltrados
produzem e liberam apoE, com intuito aparente de transportar o colesterol e outros
componentes da membrana para serem reciclados e para regenerarem neuritos,

via receptores LDL (POIRIER et al, 1991).

Em modelos de lesdo do nervo ciatico de ratos, ocorre um aumento rapido
dos niveis de RNAm da apoE principalmente entre 1-4 dias, alcancando o nivel
maximo entre 12-14 dias ap6s a lesdo, contudo, sem alteracao significativa nos 14-
35 dias seguintes. De acordo com LEBLANC e colegas, 1990, um mecanismo

traducional ou pos-traducional, ao invés de transcricional ou pds-transcricional,
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pelos axbnios em regeneracao, parece regular os niveis do RNAn da proteina
(LEBLANC& PODUSLO, 1990).

Utilizando cultura de neurbnios ganglionares da raiz dorsal de coelhos,
Handelmann et al, 1992, comprovaram experimentalmente que a apoE atua
induzindo o crescimento e extensdo de neuritos por um mecanismo de
redistribuicdo do colesterol, mediado por receptor. Os autores sugerem que o papel
da apoE de transportar lipidios e redistribui-los para neurbnios, a partir da captacao
das lipoproteinas, contribui para induzir a ramificacdo e aumento do comprimento
dos processos dendriticos em cada célula ganglionar. A associagéo da apoE com a
matriz extracelular pode diminuir a adesao entre o brotamento neuritico e a matriz
extracelular, contribuindo para o aumento de sua extensdo. Isso pode ser
particularmente importante in vivo, o que facilitaria o acesso dos neuritos aos tubos

celulares de Schwann, durante a regeneragéao Walleriana na periferia.

O papel de promotor da viabilidade celular em neurdnios hipocampais em
cultura é potencializado pela apoE. Na auséncia de apoE, a viabilidade neuronal
com 1 ng/ml de CNTF (fator neurotréfico de crescimento neuronal) € de apenas
20% acima dos valores de sobrevivéncia das culturas de controle. Por outro lado, na
presenca da apoE, a sobrevivéncia dos neurdnios hipocampais com 1 ng/ml de
CNTF é de 40% acima dos valores controles. Esses achados indicam uma nova
funcdo da apoE no sistema nervoso, apoiando a hipotese de que a
apolipoproteina E secretada localmente nos sitios de injaria tecidual, poderia
facilitar o reparo promovendo a atividade de certos fatores de crescimento, como

0 CNTF (GUTMAN et al, 1997) .

As isoformas apoE e apoE4 parecem possuir papéis distintos na indugdo do
crescimento de neuritos em células neuronais em cultura. Andlises bioquimicas,
ultra-estruturais e imuno-histoquimicas sugerem que, na presenca de lipidios, a
apokE3 estimula o crescimento neuritico enquanto a apoE4 tem um papel inibitério.
Estudos com células de neuroblastoma (Neuro-2a) indicam que quando as células
sao tratadas com apoE4, elas exibem um nimero reduzido de microtubulos e uma
baixa densidade de polimerizacdo da tubulina monomérica quando comparadas

com células tratadas com apoE3, sugerindo que a despolimerizacdo dos
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microtlbulos e a inibicdo do crescimento neuritico induzida pela apoE4, pode ter
um papel na patogénese da doenca de Alzheimer (NATHAN et al, 1994; NATHAN et
al, 1995; NATHAN et al, 2002).

O papel da apoE na plasticidade no SNC foi estudado em detalhes por
diferentes grupos de pesquisa, utilizando o modelo de lesdo do coértex entorrinal
(LCE). A deaferentacdo do hipocampo pela LCE em ratos, se constitui no principal

modelo animal para deaferentacao hipocampal vista na doenca de Alzheimer.

A LCE causa a degeneracdo da conexdo nervosa do coértex entorrinal as
células granulares e células piramidais da regiao CAl do hipocampo, dessa forma
removendo conexdes corticais para o hipocampo, causando uma perda de
aproximadamente 60% do input sinaptico para as células da camada granular.
Contudo, a perda de sinapses € temporaria. Apos poucos dias, novas sinapses sao
formadas, compensando a deaferentacdo ao longo de dois meses. Essas novas
sinapses originam-se dos neurbnios septais colinérgicos, células piramidais de
associacao e comissuriais glutamatérgicas das areas CA3 e em menor extensao de

neurdnios do coértex entorrinal contralateral (BEFFERT et al, 1998).

A deaferentacdo experimental resulta numa rapida ativagao dos astrocitos,
seguida da invasao dendritica das células granulares da camada molecular do giro
dentato, ao longo da zona deaferentada, através de expansdes de fibras
comissuriais e associativas glutamatérgicas das células piramidais do hipocampo e
de fibras colinérgicas a partir do septum. A sinaptogénese comeca quatro dias pos-
les@o e continua por semanas. A conexao (input) contralateral do cértex entorrinal
para as células granulares da camada molecular é pequena (5%) em relacao a via
ipsilateral e mostra relativamente pouco brotamento dendritico apds lesdo

unilateral.

Nesse modelo, evidéncias apontam para o papel critico da apoE durante a
sinaptogénese reativa no hipocampo do rato adulto, ilustrado pelo aumento da
imunoreatividade e expressao do RNAm da apoE em astrécitos reativos (mudanca
da forma arredondada para a forma estrelada), com pique da expressao a partir
de seis dias p6s-LCE, apoiando a idéia da funcdo neurotréfica da apoE. A apoE

secretada por astrocitos poderia, dessa forma, influenciar o processo de
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remielinizacao, contribuindo para plasticidade que se segue a lesdo. A reciclagem
do colesterol poderia explicar os niveis reduzidos da sintese de colesterol e o
aumento da expressdo da apoE durante a sinaptogénese reativa (POIRIER et al,
1991; POIRIER et al, 1993).

A analise autoradiografica dos sitios de ligacao do receptor LDL, na zona de
deaferentacdo do hipocampo pos-LCE, revelou um aumento na expressao do
receptor LDL nas células granulares (sob remodelacao dendritica e sinaptogénese),
durante a fase aguda do processo de reinervacao (BEFFERT et al, 1998; POIRIER et
al, 1993).

Estudos recentes tém relacionado a frequéncia do alelo APOg4 com uma
baixa sobrevida apo6s acidente vascular cerebral e hemorragia intracraniana
(MCCARRON et al, 1998; MCCARRON et al, 1999). Em modelos de isquemia focal e
global em camundongos APOE-deficientes, foram observadas areas aumentadas
de infarto em comparacdo com os controles, e que a infusdo intraventricular da
apoE reduziu o dano neuronal em regides do nucleo caudado e hipocampo

(GRAHAM et al, 1999; HORSBURGH et al, 2000; LASKOWITZ et al, 1997).

O gendtipo da APOE pode servir como fator preditivo da recuperagdo apos
traumatismo craniano leve. Varios estudos indicam a baixa probabilidade de
recuperacao em pacientes comatosos portadores do alelo g4, com um periodo
mais longo de inconsciéncia (FRIEDMAN et al, 1999; GRAHAM et al, 1999; LICHTMAN
et al, 2000). Além do impedimento da fungao cognitiva em boxeadores profissionais

aposentados (deméncia pugilistica) (JORDAN et al, 1997).

A presenca de depositos de placas da proteina B-amildide no cortex
cerebral de pacientes, que morreram apos traumatismo, parece estar diretamente
relacionada ao alelo APOe¢4. Pacientes com traumatismo craniano, portadores do
alelo APOg4, apresentam quatro vezes mais depositos de p-amildide em relacéo aos
controles sem esse alelo, assim, constituindo uma populagédo Unica de alto risco
para um prognostico reservado e com pior desempenho em terapias de
reabilitacao (LICHTMAN et al, 2000; TEASDALE et al, 1997).
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Em modelos animais, utilizando camundongos transgénicos APOE deficientes
(knockout), o traumatismo craniano experimental induziu uma degeneracao
neuronal extensa e disseminada, marcadamente ao longo da regiao hipocampal,
com significativos déficits cognitivos e motores em relagdo aos animais controles
(wild type), que receberam a mesma lesao. Em estudos com camundongos knock
in, houve um elevado indice de mortalidade nos animais portadores da APOg4
humana, em comparacdo com o0s outros animais transgénicos nao APOg4
submetidos ao mesmo procedimento (CRAWFORD et al, 2002; LOMNITSKI et al, 1997;
LOMNITSKI et al, 1999a; LOMNITSKI et al, 1999b; SABO et al, 2000).

ARENDT e colegas (ARENDT et al, 1997), a partir de um estudo morfolégico
abrangente, confirmaram a influéncia do polimorfismo da apoE na plasticidade
neuronal em pacientes autopsiados com doenca de Alzheimer. A partir de
impregnacao argéntica de Golgi e métodos histoquimicos, os autores confirmaram
um efeito dose gene dependente na remodelagem cerebral. Pacientes com 1 ou 2
alelos da APOe¢4 nao s6 mostraram uma severa degeneracdo em diversas regidoes
cerebrais como também exibiram menores respostas de plasticidade dendritica
compensatdria (comprimento e arborizagéo), sugerindo o comprometimento da

reorganizagao neuronal durante o processo de reparo.

O mal de Alzheimer é uma afeccao neurodegenerativa caracterizada pela
presenca no cérebro de dois achados histopatolégicos patognomonicos: placas
senis e emaranhados neurofibrilares. Os emaranhados neurofibrilares sdo estruturas
qgue se acumulam no corpo do neurbnio e consistem de filamentos helicoidais
pareados, principalmente compostos da proteina tau hiperfosforilada. Tau é uma
proteina associada aos microtubulos, expressa sobremaneira, mas nao
exclusivamente, no tecido nervoso, e sua funcédo normal é de se ligar e estabilizar os
microtibulos. No cérebro dos pacientes com DA a proteina tau apresenta-se
hiperfosforilada (cerca de 4 vezes mais conteudo de fosfato do que o normal). Essa
hiperfosforilagdo parece reduzir a afinidade da proteina tau pelos microtubulos,
desestabilizando o citoesqueleto neuronal, contribuindo com a degeneracao senil
observada na doenca. Existe uma convergéncia de achados na literatura que

mostra que a tauopatia pode ser um ponto comum na patogénese de outras
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doencas neurodegenerativas do SNC (GENIS et al, 1995; HUANG et al, 2001,
YANAGISAWA et al, 1999).

A apolipoproteina E esta presente em placas senis em cérebros de pacientes
com Alzheimer, sendo que os individuos com o alelo para apoE4 apresentam
placas mais densas e maiores contendo B-amildide, em relacdo aos pacientes
homozigotos para o alelo da apos3 mais prevalente (BEFFERT et al, 1999; GENIS et al,
1995). Além disso, estudos in vitro revelaram que a apoE4 se liga com mais afinidade
do que a apoE3 a proteina p-amildide (BA). Isto sugere que a apoE3 reduz a
velocidade da formacéao do padrao helicoidal in vivo, retardando a fosforilagdo da
proteina tau e que os efeitos deletérios associados a apoE4 na DA parecem estar
relacionados com a incapacidade de diminuir este processo, dessa forma,
contribuindo para a formacao desses emaranhados (CASTELLI, 1998; DEPREZ, 1994;
GENIS et al, 1995).

A apolipoproteina E pode agir como uma proteina acompanhante para o
peptidio BA, controlando parcialmente o metabolismo e o clearance do complexo
BA soluvel e nao fibrilar no cérebro humano, prevenindo sua agregacao e limitando
sua acao neurotoxica. A interacao entre a apoE e o BA parece ser apoE-isoforma
especifica. As isoformas apoE2 e E3 formam complexos mais estaveis com o
peptideo BA in vitro, enquanto a isoforma E4 ndo interage com BA. Portanto, apoE4
pode contribuir para a neuropatologia da DA pela incapacidade de se ligar ao

complexo soltuvel com o peptideo BA (DROUET et al, 2001).

Além disso, existem evidéncias cada vez mais fortes do papel da apoE como
uma molécula reguladora das concentracdes extracelulares da proteina p-amildide
(BA), na forma soluvel. O processo ocorre através de sua internalizagao, via receptor
da apoE, pela atividade endosomal/lisosomal, no cérebro de individuos com
doenca de Alzheimer (POIRIER, 2000) (POIRIER et al, 1993). Segundo modelo
proposto por Poirier, 2000, o complexo ApoE/lipoproteina poderia agir como
scavenger do B-amiléide nao agregado e lipofilico, normalmente secretado no
meio extracelular in vivo. A producao e a liberacao do p-amiléide serveriam como
modulador da ligacdo e internalizacdo da apoE, primariamente através do

receptor LDL. A liberagdo do BA no meio extracelular, dessa forma, atuaria como
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indutor da ligacao e internalizacdo do complexo apokE-lipoproteina. Num modelo
de DA, os niveis reduzidos da apoE, observados nos individuos carreadores da
APOe¢4 (especialmente nos individuos APOg 4/4), poderiam resultar no
comprometimento do clearance do BA solivel e o aumento da taxa da deposicao

da proteina amiléide no compartimento extracelular.

1.1.3. Evolugéo e distribuicdo dos alelos APOE no mundo

Apesar de algumas discrepancias na literatura cientifica, existe uma
concordancia geral em atribuir ao alelo APOe4 o fator de risco para a doenca
coronariana e aterosclerose (EICHNER et al, 2002). E mais recentemente, o alelo
APOe4 tem sido implicado na susceptibilidade para a doenca de Alzheimer (DA)
(STRITTMATTER& BOVA, 2002). Esses achados sugerem que um ou dois alelos APO¢e4

poderiam aumentar 3 a 4 vezes o risco para adquirir a doenca de Alzheimer.

Estudos em primatas nao humanos revelaram que eles possuem somente um
alelo tipo APO¢g4, sugerindo que o alelo €4, na verdade, trata-se do alelo ancestral.
Filogeneticamente, apos a separacao das linhagens de humanos e chimpanzés ao
longo de milh&es de anos, os alelos APOg2 e APOe3 surgiram a partir de mutacdes e
mais tarde se disseminaram nas populacées humanas. Considerando, que os trés
alelos diferem em véarias de suas propriedades funcionais, forgas seletivas poderiam
ter contribuido para a distribuicdo alélica atual. O alelo APOe3 € o mais frequente
nas populacdes humanas e sua freqUiéncia € sempre negativamente
correlacionada como o alelo APOe4, indicando que o alelo ancestral foi
gradualmente substituido por um novo alelo, carreando uma mutacao 112arg—cis.
Dessa forma, sendo o ¢4 o alelo ancestral, entdo o alelo €3 seria um produto de
mutacéo [CGC —» TCGJiz e o alelo €2, formado a partir da mutagéo [CGC —

TCG]iss (CORBO& SCACCHI, 1999) (GERDES et al, 1996).

Segundo, Hanlon & Rubinsztein, 1995, o alelo ¢4 pode ser postulado como o
alelo ancentral porque ele contém argininas em ambos 0s sitios de aminoacios 112
e 158. Esses cdédons possuem dinucleotideos CpG. Em geral, a direcdo da mutacao

€ esperada no sentido argininas para cisteinas, devido a relativa alta frequéncia de
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metilacdo das citosinas ao longo dos dinucleotideos CpG e a predisposicao das
metil-citosinas para deaminacdo em timinas. Portanto, seria esperado uma direcao
favoravel para mutacao de 2 argininas (¢4) para 2 cisteinas (¢2). Outra evidéncia a
favor do alelo ¢4 vem da andlise do sequenciamento do DNA de mamiferos,
incluindo babuinos, chimpanzés, bovinos, cobaios, coelhos, ratos e camundongos.
Todas essas espécies de mamiferos estudadas, exceto o coelho, contém argininas
nas posicoes homologas para 112 e 158. A sequéncia do coelho foi similar ao alelo

€3 nessas posicoes.

Nenhum polimorfsmo na posicdo 112 foi observado em qualquer das
espécies de primatas examinadas, sugerindo que em todos 0s primatas nao
humanos, os alelos APOE correspondem ao alelo APOg4 humano. Portanto, durante
um curto espaco de tempo, ao longo da evolucao, na divergéncia das linhagens
de humanos e macacos, duas mutacdes sucessivas devem ter ocorrido no mesmo
locus cromossémico, gerando os alelos APOE3 e APOE2. TransicOes C para T podem
ter sido resultado de deaminacdes de metil-citosinas em dinucleotideos CpG
(HANLON& RUBINSZTEIN, 1995) (CORBO& SCACCHI, 1999).

Apesar da presenca de R112 e R158 em quase todos 0s mamiferos
estudados, como também em humanos portadores do alelo g4, outras substituicoes
de aminoacidos influenciaram o fenétipo da apoE. Humanos possuem um residuo
impar de arginina (R61), enquanto que a maioria dos outros mamiferos, incluindo o
macaco rhesus, possui treonina (T61) no mesmo sitio, o que influencia a afinidade
de ligacao (dominio carboxi-terminal) pela classe de lipoproteina. A substituicao de
R61 para T61 altera a preferéncia de ligacao da apoE de VLDL para HDL, levando a
uma afinidade ¢3-simile nesses animais, aonde a apok se liga preferencialmente as

particulas de HDL (FINCH& SAPOLSKY, 1999).

A frequéncia do gene da apoE em diferentes populacdes, incluindo
populacbes caucasianas da Europa, mostra uma distribuicdo geogréafica
caracteristica. As populacdes do norte da Europa (finlandeses e alemaes) tendem
a possuir altas frequéncias (~14-19%) do alelo ¢4 em relacao ao sul da Europa
(franceses e italianos) (~ 7-12%). Nigerianos, japoneses e finlandeses possuem uma

baixa frequéncia (~3-4%) do alelo €2. Americanos mexicanos e indios americanos
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também possuem baixas freqlUéncias (~2-4%) do alelo 2. Em um outro grupo
populacional, consistindo de nove tribos de indios sul-americanos, nenhum alelo €2

foi encontrado (EICHNER et al, 2002).

Nas diversas populacdes, a influéncia do polimorfismo na distribuicdo dos
fendtipos (lipoproteinas plasmaticas) € complexa e recebe a colaboracao de
outros fatores. Contudo, quando consideractes mais restritas sdo feitas em estudos
interpopulacionais, o gendétipo da APOE parece seguir uma tendéncia constante,
apesar de todas as diferencas étnicas e ambientais. Os portadores do alelo €2
(gendtipos €2/2, €2/3) geralmente possuem niveis médios mais baixos do colesterol
plasmatico e niveis mais altos de triglicerideos em relagcdo ao gendtipo £3/3,
enquanto os portadores do alelo €4 (genétipos ede4, £3¢4) possuem geralmente
niveis médios mais altos de colesterol e triglicerideos (CORBO& SCACCHI, 1999;
GERDES et al, 1996). A distribuicdo geografica dos alelos da APOE pode ser um fator
preditivo importante da variacao interpopulacional nos niveis de colesterol sérico
total e na taxa de mortalidade por doencas coronarianas. Em particular, a
distribuicdo do alelo g4 pode conferir uma informacéao valiosa do potencial risco
ecolégico, tendo um impacto na conducao da abordagem clinica em saude

publica (STENGARD, WEISS, SING, 1998).

E interessante notar que as populacdes do sul da Europa possuem a mesma
frequéncia alélica da apoE em relagcéo as populagdes do Japdo, enquanto que as
populacdes caucasianas nas regides do norte da Europa, Canada e EUA possuem
uma alta frequéncia do alelo APOs4, comparativamente 1,5 a 2 vezes maior. A
distribuicdo epidemiodemografica da APOE nas populacdes caucasianas ilustra
bem as diferencas entre esses grupos populacionais no que diz respeito a
mortalidade por doencas coronarianas (DC). Assim, as taxas de mortalidade por DC
sdo 1,5 a 3 vezes maiores nas regides do norte da Europa em relacdo ao sul. Tal
distibuicdo poderia explicar melhor a variabilidade inter-populacional da
incidéncia de doencgas coronarianas, relacionando o polimorfismo da APOE aos
habitos alimentares. Os individuos portadores do alelo ¢4, portanto, poderiam ser
mais sensiveis ao alto consumo de gorduras saturadas e colesterol tipico da dieta
do norte da Europa. Dessa forma, o polimorfismo para APOE, notadamente a

frequéncia do alelo &4, poderia ser um importante fator, contribuindo para a
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variabilidade nas taxas de mortalidade de doencas coronarianas, contudo sem

deixar de lado outras importantes variaveis (GERDES et al, 1992).

A auséncia do alelo €2 foi detectada em amostras de populacgtes de origem
esquimoé da regido do Ammassalik na Groelandia ocidental, nos Maias no México,
indios Yanomame do Brasil, em outros Amerindios de nove diferentes tribos da
América do Sul e Central e aparentemente em aborigenes australianos. Por outro
lado, altas frequéncias do alelo €2 (12-15%) foram confirmadas em chineses e em
aborigenes da Malasia e Papua Nova Guiné. A frequéncia do alelo &4 é
relativamente alta na populagdo esquimo e é igualmente elevada nas populacdes
em Saami, na Finlandia, em africanos e em aborigenes da Malasia, Papua Nova
Guiné e Australia. Baixas frequiéncias do alelo ¢4 (menos de 10%) foram encontradas
em populacdes maias do México, em chineses, turcos, italianos, sardenhos,
espanhdis e em gregos da ilha de Chipre (CORBO& SCACCHI, 1999; GERDES et al,
1996; SKLAVOUNOWU et al, 1997).

1.1.4. Neuroplasticidade

A formacdo do Sistema Nervoso Central (SNC) de mamiferos envolve uma
complexa sequéncia de eventos, regulados de modo preciso, para estabelecer um
intrincado circuito neural. Esse circuito, uma vez criado, se tornara critico na
integragao de informacgodes sensoriais, estabelecendo as fungdes cognitivas e muitos
aspectos da coordenacao do movimento voluntario em adultos. A construcao de
circuitos neurais requer a geracao, migracao e diferenciacdo controlada de
neurdnios e glia. A sincronizacao desses eventos é essencial para que as regides
especificas do cérebro sejam organizadas no tempo e espacgo corretos, formando
circuitos funcionais e definindo a estrutura modelavel do cérebro (BERGER-

SWEENEY& HOHMANN, 1997).

O desenvolvimento harmonioso do SNC, durante a embriogénese, nao
apenas requer o curso normal de eventos geneticamente controlados, mas
também a influéncia apropriada de varios processos de sinalizacdo. Fatores

intrinsecos e extrinsecos parecem regular o comportamento das populacdes de
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células progenitoras neurais durante a maturacao do cérebro. Varias moléculas tais
como fatores de crescimento, hormdnios, neurotransmissores sao importantes
candidatos para mediar a sinalizacao transcelular, coordenando os processos de
desenvolvimento, proliferacdo, migracdo e diferenciacdo das células neurais

(CAMERON, HAZEL, MCKAY, 1998; NGUYEN et al, 2001; RICE& BARONE S JR, 2000).

A neuroplasticidade é o substrato tanto para aprendizagem e memoria,
qguanto para mediacao das respostas apo6s lesdo no SNC (plasticidade
compensatdria). Representa um processo continuo de reacao a atividade, lesdo,
morte e génese de neurbnios, envolvendo a modulacao estrutural e funcional dos
processos axonicos, dendriticos e de sinapses. A variedade de elementos estruturais
relacionados com a plasticidade inclui LTP (Long Term Potentiation), eficacia
sinaptica, remodelagem sinaptica, sinaptogénese, extensdo neuritica e dendritica,
neurogénese e recrutamento celular. Num sentido amplo, 0s processos
fenomenoldgicos que se manifestam no evento da plasticidade sdo: sinapses
(elétricas, bioquimicas, estruturais), neuritos (axdénio, dendrito), corpos celulares de
neurdnios, transporte anterégrado (em direcao a neuritos distais) e retrogrado (a
partir de neuritos distais), interagcdes celulares (neurénio-glia), circuitos neurais,

atividades comportamentais, psicoloégicas e sociolégicas (TETER et al, 2002).

E importante reconhecer que o sistema nervoso continua a se remodelar,
ndo apenas durante o periodo inicial, mas também durante todo o periodo de
desenvolvimento, em resposta as influéncias ambientais e aos eventos
geneticamente programados. Embora a influéncia da plasticidade seja mais
pronunciada durante os periodos criticos de desenvolvimento poés-natal, declinando
durante a adolescéncia, um nivel significativo de adaptabilidade permanece

mesmo durante a vida adulta.

Num estudo classico de Hubel, Wiesel e Levay, 1977, citado por Rapoport et
al, 2001, macacos com um olho completamente coberto desde o nascimento
desenvolveram um grande numero de aferentes, a partir do ndcleo geniculato
lateral em direc&o ao cortex visual, estruturalmente relacionado com o olho aberto
em comparacdo com o olho suturado. As vias sinapticas associadas ao olho

suturado mostram um declinio de atividade, pela auséncia da estimulagcéo sensorial
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apropriada vinda do ambiente, enquanto que as vias sinapticas associadas ao olho
aberto mostram mais eficiéncia sendo adequadamente ativadas. Destarte,

ilustrando o processo de plasticidade chamado de maturacao por experiéncia.

Uma outra forma de plasticidade pode ser demonstrada pelos estudos em
roedores, que mantidos em ambientes ricos em estimulos, apresentam um aumento
significativo da espessura do cortex cerebral, extensa ramificacdo dendritica,
aumento na densidade sinaptica, elevada atividade acetilcolinesterasica, aumento
da razdo RNA/DNA, diversidade de transcricAo de RNA e aumento das
concentracfes de determinadas proteinas quando comparados com animais
mantidos em ambientes pobres em estimulos ou em condigbes laboratoriais
padronizadas. Esses resultados sugerem que estimulos ambientais, que ndo sao
predeterminados e que variam entre individuos, contribuem para a estrutura do

cérebro (RAPOPORT et al, 2001; ROSENZWEIG& BENNETT, 1996).

A exposicao as condicdes ambientais enriquecidas, precocemente no
desenvolvimento, também resulta em melhoria na performance nos testes de

aprendizagem em ratos (ROSENZWEIG& BENNETT, 1996).

O ambiente durante os primeiros anos de vida em humanos também é
responsavel por profundos efeitos na estrutura e fungédo do sistema limbico, que é
critico para a funcao social e emocional (RICE& BARONE S JR, 2000; ROSENZWEIG&
BENNETT, 1996).

Rosenzweig & Bennett, 1996, descreveram uma cascata de eventos
neuroguimicos apds uma estimulacao inicial, que leva a sintese de proteina e
mudancas estruturais no cérebro, utilizando um modelo animal em galinhas. No
inicio, uma estimulagdo sensorial ativa 6rgdos receptores, que por sua vez, ativam
neurdnios aferentes, utilizando varios sistemas neurotransmissores sinapticos como
acetilcolina (Ach) e glutamato. Inibidores da atividade sinaptica colinérgica, como
a escapolamina e pirenzepina, podem prevenir a memoria de duragao curta (STM,
short term memory), assim como inibidores de receptores glutamatérgicos, incluindo
tanto receptores NMDA e AMPA. Alteracdes da regulacao de canais ibnicos podem
inibir a formacao de STM, pelo tratamento com cloreto de lantanio em canais de

calcio e a ouabaina nos canais de soédio e potassio. A inibicado de segundos
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mensageiros também tem um papel amnésico. Por exemplo, a inibicdo da
adenilato ciclase pela forscolina ou do diacil glicerol pela bradicinina. Agentes que
nao bloqueiam proteinas quinases calcio-calmodulina dependentes, mas que
bloqueiam a proteina quinase A ou a proteina quinase C previnem a formacao da
memoria de duracdo longa (LTM, long term memory). Uma Unica sessao de
treinamento leva ao aumento da producdo de RNA total no cérebro desses
animais. O processo neuroquimico envolvido na producao de memadria em galinhas
parece ser o mesmo relacionado com o mecanismo de memdria através da
potenciacdo de longa duracdo (long term potentiation) em cérebros de

mamiferos.

A velocidade de transmissdo neural nhdo depende somente do contexto
sinaptico, mas também das propriedades estruturais das fibras de conexao,
incluindo o didmetro axonal e a espessura da bainha de mielina. Os axdnios
constituintes dos principais tratos de fibras nervosas do cérebro humano, como os
do corpo caloso e do trato corticoespinhal continuam a se desenvolver ao longo
da infancia e adolescéncia. Achados do pos-mortem sugerem que o diametro
axonal e a bainha mielinica passam por um desenvolvimento conspicuo durante os
primeiros dois anos de vida pés-natal, porém nao se tornam plenamente maduros

antes da adolescéncia ou mesmo na vida adulta tardia (PAUS et al, 1999).

O cérebro humano, segundo critério de circunferéncia cefélica, parece
passar por periodos de rapido crescimento, intercalados com periodos de
crescimento relativo mais lento, sugerindo que o desenvolvimento possa ocorrer em
estadios de pique. O estadios de pique ocorrem nas faixas etarias de 2-4; 5-8; 10-13
e 14-18 anos. Os dados da literatura também apontam para um dimorfismo em
relacao ao sexo: as mulheres apresentam um substancial aumento da perimetria
cefdlica em torno dos 11 anos, enquanto os homens apresentam crescimento

significativo em torno dos 15 anos (EPSTEIN, 1986).

As sinapses, substratos para quase toda comunicacao célula a célula no
SNC, amadurecem em torno de trés semanas, durante o periodo pds-natal em ratos
e ao longo da adolescéncia em macacos e humanos. Lagercrantz & Ringsted,

2001, descreveram cinco ondas de sinaptogénese identificadas em estudos do
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cortex visual primario de macacos, com resultados extrapolados para humanos. A
fase 1 se inicia em torno de 6-8 semanas de gestacdo, no mesmo periodo em que
comeca a proliferacdo neuronal. Esse processo € limitado as estruturas inferiores
como a subplaca cortical. A fase 2 se inicia ap6s 12-17 semanas, ocorrendo na
placa cortical, de modo esparso. Essas sinapses iniciais formam contatos com 0s
brotos dendriticos de neurbnios. A fase 3 é mais rapida, ocorrendo em torno do
meio da gestacao (20-24 semanas) e persiste até 8 meses apos 0 nascimento. A
taxa de sinaptogénese tem sido estimada em 40.000 novas sinapses a cada
segundo, em cada cortex estiado do macaco. Esse processo ocorre
simultaneamente a crescente arborizacdo de axonios e dendritos. A fase 4 se
extende até a puberdade, apresentando também uma elevada frequéncia. Na
fase 5, a sinaptogénese continua até o envelhecimento, em torno dos 70 anos, mas,
ao mesmo tempo, exibindo perdas consideraveis (LAGERCRANTZ& RINGSTEDT, 2001;
RICE& BARONE S JR, 2000).

As primeiras duas fases parecem nao ser afetadas pela auséncia de
estimulacdo sensorial, enquanto a terceira fase parece ser parcialmente
dependente do input sensorial. A sinaptogénese durante essa terceira fase é
parcialmente intrinseca e parcialmente dependente da estimulacdo sensorial.
Portanto, coincide com os periodos criticos de desenvolvimento do cérebro. A
maioria das habilidades cognitivas, motoras e sensoriais funciona muito cedo apo6s o
nascimento, quando a arquitetura sinaptica esta sendo fortemente modelada. A
sinaptogénese durante a quarta fase é ainda mais dependente da experiéncia.
Durante essa fase ocorre a reorganizacdo e o ajuste fino dos circuitos neuronais.
Ap6s a puberdade, parece haver uma lentiddo de todo o processo

(LAGERCRANTZ& RINGSTEDT, 2001).

A capacidade robusta para atividade sinaptogénica depende da ativacao
orquestrada de elementos pré e pds-sinapticos, a partir principalmente do
fenbmeno da potenciacdo de longo prazo (LTP, Long Term Potentiation). Assim
como no modelo para formacao de memaria, € necessario a formacao e remocgao
dinAdmica de sinapses e mudancas em sua morfologia. A sinalizacdo para
plasticidade sinaptica inclui mensageiros intraneuronais (retréogrados e

anterégrados), interneuronais (transinaptica e extra/parasinaptica) e intercelulares,
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através da glia. Essa sinalizacao inclui muitas moléculas de diferentes familias tais
como: moléculas da matrix extra-celular, semaforinas/colapsinas, imunoglobulinas,
inibidores associados a mielina, receptores tirosina quinase, netrinas, fatores
neurotréficos, fatores de crescimento, citocinas da resposta inflamatéria e
neurotransmissores, € muitas das moléculas inibidoras pertencem as mesmas classes

(HORNER& GAGE, 2000; TETER et al, 2002).

A formacao de contatos sinapticos representa um processo critico durante o
desenvolvimento do sistema nervoso e desempenha um papel crucial no processo
de plasticidade sinaptica de longa duracdo. A capacidade dos neurénios do SNC
de formar sinapses parece depender da disponibilidade do colesterol. A
sinaptogénese massiva precisa de grandes quantidades de colesterol, a partir da
producédo por células gliais e sua distribuicao via lipoproteinas contendo apoE. O
colesterol no SNC é produzido principalmente in situ (o transporte através do liquido
céfalo-raquidiano é limitado), sugerindo um laco importante entre a sinaptogénese
e a sintese de colesterol glial, dessa forma, ajudando a esclarecer porque a
sinaptogénese somente ocorre apo6s a diferenciacao da macroglia central, durante

o desenvolvimento do cérebro (MAUCH et al, 2001).

Pfrieger e colaboradores, num artigo publicado na Science, 2001,
demonstraram, de forma elegante em culturas purificadas de células ganglionares
da retina (RGCs), que o fator sinaptogénico derivado da glia (GSF) representa de
fato o proprio colesterol. E o efeito maximo da atividade sinaptogénica do
colesterol esta relacionado diretamente com a fragcado associada a apoE. Baseado
nesses achados, é possivel especular que mutacdes na apoE podem comprometer
a distribuicdo do colesterol derivado da glia para os neurbnios, causando uma
perda gradual das sinapses e células nervosas em areas especificas cerebrais.
Ainda, o transporte do colesterol mediado pela apoE poderia contribuir para
regeneracado das conexdes sinapticas apos injuria cerebral (MAUCH et al, 2001)

(GORITZ et al, 2002).

Além disso, trabalhos de Koudinov & Koudinova, 2001, sugerem que a sintese
de lipidios e o efluxo de colesterol sdo eventos criticos para o processo de

potenciacdo de longo prazo (Long Term Potentiation - LTP), em neurbnios
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hipocampais. No SNC, tanto lipoproteinas contendo apoE, secretadas por
astrocitos, como particulas HDL-simile no liquido céfalo-raquidiano poderiam
funcionar como aceptores e veiculos para distribuicdo do colesterol para sitios de
remodelagem de membrana, durante a morfogénese dendritica provocada pela
atividade sinaptica de longa duracdo. A redistribuicdo e sintese do colesteral,
eventos mediados por lipoproteinas contendo apoE, representariam processos
complementares, entretanto cruciais, principalmente nos estadios precoces ou
tardios da plasticidade estrutural das espinhas dendriticas, supostos sitios de

formacao da memoaria.

Mapas da taxa de crescimento local revelam a complexidade e
heterogeneidade do crescimento tecidual durante o processo de desenvolvimento
e maturacao do cérebro humano. Individuos, com faixa etaria de 3-6 anos exibem
um foco de crescimento em pico, ao longo do corpo caloso anterior, em circuitos
frontais que auxiliam a manutencao do estado de vigilia e regula a organizacao e
planejamento de novas acdes. O rapido crescimento local € consistente com o
aumento extraordinario nas taxas do metabolismo de glicose no coértex frontal nas
idades de 2 e 4 anos, com as taxas metabdlicas frontais permanecendo na taxa de
199% em relagdo aos seus valores no adulto. Em individuos com 7-11 anos, a
estabilidade comparativa dos sistemas de fibras espleniais e rostrais do corpo caloso
se contrasta com o rapido crescimento focal do istmo caloso. Em individuos com
faixa etaria de 15-16 anos, as maiores taxas de crescimento ocorrem no sistema
temporo-parietal, areas funcionalmente especializadas para linguagem e para o

entendimento das relac6es espaciais (EICHNER et al, 2002).

1.1.5. Desnutricao, doencas diarréicas e declinio cognitivo

O estado nutricional é provavelmente a maior influéncia ambiental para o
feto e para o neonato. Um adequado suprimento de nutrientes é necessario para a
manutengao do crescimento e para o desenvolvimento normal de todas as fungcdes
fisiolégicas. Segundo Morgane et al, 1993, o fornecimento adequado de nutrientes
€ essencial para o feto por causa de trés processos basicos: (1) manutencao, isto €,

a atividade quimica ou de transporte, concentragcdo e o trabalho mecéanico
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necessario para a existéncia de um estado de equilibrio dindmico celular (steady
state); (2) crescimento, isto €, a formacdo de novo citoplasma, membranas
celulares e organelas; e (3) diferenciacao, isto €, alteragcbes da composicdo e

caracterizacao de tecidos especificos.

A desnutricdo infantil € diagnosticada atualmente pela comparacao das
medidas antropométricas da criangca com as referéncias médias internacionais,
considerando a idade e o sexo, e expressando os resultados em escores de desvio

padrdo (DPs) (GRANTHAM-MCGREGOR& ANI, 2001).

Os efeitos da desnutricAo no desenvolvimento cognitivo de criancas sao
extremamente complexos. O desenvolvimento € comprometido por diversos
fatores, incluindo genéticos, caracteristicas individuais; ambiente proximal, incluindo
a qualidade das relacdes com os membros da familia e a quantidade de estimulos
em casa; ambiente distal, incluindo cultura, area residencial e status socio-
econdbmico, tanto quanto salde e a nutricdo da crianca. Além disso, essas
influéncias operam ao longo da infancia, com esses efeitos sendo dependentes de
influéncias prévias, atuais e futuras, tanto quanto do seu estadio de

desenvolvimento (GRANTHAM-MCGREGOR& ANI, 2001).

Dessa forma, o estado de desnutricdo envolve aspectos bioldgicos,
sociolégicos e psicolégicos. Por causa desses fatores, predisposicdo e o0
comportamento associados a desnutricdo tendem a passar de uma geragao para
outra. Consequentemente, esses efeitos s&o perpetuados e podem se acumular ao

longo de véarias geracoes.

Multiplos estudos ao longo das ultimas cinco décadas tém avaliado os efeitos
da desnutricAo no SNC em animais experimentais e em humanos. Os resultados
desses estudos revelam a reducdo do suprimento de energia e/ou de varios
nutrientes essenciais durante os primeiros estadios de desenvolvimento, com
profundos efeitos na estrutura e funcdo do cérebro. A desnutricdo compromete o
desenvolvimento cerebral, diminuindo o nimero de ciclos de replicacao celular,
com a reducao do DNA total, restringindo a arborizagcdo dendritica, portanto,

reduzindo as conexdes entre neurdnios. Em humanos, a ma nutricdo na fase



91

intrauterina e especialmente no inicio do periodo pdés-natal afeta o numero de

células, explicando a reducéo do conteudo de DNA (UAUY, MENA, PEIRANO, 2001).

O desenvolvimento do cerebelo, coértex cerebral e hipocampo € o mais
afetado na deprivacao nutricional no periodo perinatal. As conexdes sinapticas sao
comprometidas, especialmente quando a desnutricAo acorre apds 0 nascimento
até os trés anos de idade. Alteracdes nos precursores dietéticos influenciam os niveis
de neurotransmissores (serotonina, norepinefrina, dopamina e acetilcolina) em
regides especificas do cérebro. A deficiéncia do suprimento de lipidios essenciais e
nao essenciais afeta a composicao estrutural do cérebro e a formacao das bainhas
de mielina. Os achados funcionais associados incluem alteragcbes no perfil
eletroencefalografico (EEG), respostas evocadas visuais e auditivas incipientes,
desenvolvimento cognitivo e motor e capacidade de socializacdo comprometidos
(ALMEIDA, TONKISS, GALLER, 1996; POLLITT, 2000; PRENTICE& PAUL, 2000; UAUY, MENA,
PEIRANO, 2001).

Em modelos animais em ratos, quando a fémea prenha adulta é submetida
a uma dieta pobre em proteina no inicio da gestacao, ao longo das primeiras duas
semanas (correspondendo ao primeiro trimestre da gravidez em humanos), nao
ocorre modificagBes importantes na citoarquitetura, matriz extracelular e na maioria
dos parametros de diferenciacao glial e neuronal nos cérebros dos recém-nascidos.
Entretanto, durante as primeiras 2 semanas de vida po6s-natal (correspondendo em
humanos ao terceiro trimestre de gestacdo e ao periodo neonatal), astrogénese,
producdo de matriz extracelular, diferenciacdo neuronal e morte celular
programada apresentam alteragces marcantes na progénie dos animais com
déficit de proteina no periodo pré-natal. Dessa forma, ilustrando uma enorme
plasticidade do cérebro em desenvolvimento ap0s uma agressao inicial (GRESSENS

et al, 1997).

Animais submetidos a desnutricdo crénica também apresentam deficiéncia
nos processos de maturacao social e de comportamento. O animal desnutrido se
isola funcionalmente das experiéncias de aprendizagem, essencialmente rejeitando
a interacdo com o ambiente. A desnutricdo poés-natal e a deprivacao do estimulo

ambiental tendem a agir sinergicamente para isolar funcionalmente o animal de
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seu ambiente fisico e social. Portanto, ele se torna apatico e mostra pouco
envolvimento social e pouco interesse pela exploracdo do ambiente, resultando em
significativa perda sensorial, geralmente envolvendo varias modalidades. O animal
geralmente mostra dificuldade em se adequar as novas situacdes que requerem
respostas adaptativas e acomodacado as nhovas exigéncias do ambiente
(MORGANE et al, 1993).

InfeccBes em criancas e a conseqlente desnutricao contribuem anualmente
por 13 milhdes de mortes ao redor do mundo, afetando principalmente criancas
com menos de 5 anos de idade. Os dados epidemioldgicos globais mostram que a
diarréia € a causa mais comum de morbidade na infancia e tem um profundo
impacto negativo na saude e desenvolvimento. Infec¢cdes podem levar a reducao
no consumo de alimento devido ao estado anoréxico, perda de nutrientes por
causa de vomitos, diarréia, ma absorcao e febre crbnicas, levando a deficiéncia
nutricional com consequéncias importantes no crescimento e higidez do sistema

imunolégico (EHIRI& PROWSE, 1999).

A diarréia é uma das principais causas de mortalidade e morbidade entre
criancas em paises subdesenvolvidos (KOSEK, BERN, GUERRANT, 2003). Uma revisao
recente feita pelos referidos pesquisadores, concentrada nas taxas de mortalidade
atribuidas as doencas diarréicas, demonstrou que criangas com faixa etaria < 5
anos tiveram uma mediana de 3,2 episddios de diarréia/ano. As estimativas de
mortalidade revelaram que 4,9 criancas /1000/ano em areas pobres morrem como
resultado de complicacdes da diarréia nos primeiros 5 anos de vida, representando
um declinio em relacao as estimativas anteriores de 13,6 e 5,6 criancas/1000/ano.
Essa reducdo foi mais pronunciada em criangcas menores de 1 ano de idade.
Contudo, apesar da tendéncia da reducao das taxas de mortalidade, a diarréia
ainda é responsavel pela mediana de 21% de todas as mortes de criangas com
menos de 5 anos de idade nos paises subdesenvolvidos, sendo ainda responsavel
por 2,5 milhdes de mortes anuais. Além disso, ndo houve queda da morbidade
atribuida a diarréia. Como resultado do crescimento populacional e falta de infra-
estrutura basica e sanitaria em regides pobres do planeta, o componente de
morbidade devido a diarréia, de fato aumentou em relagdo as estimativas
anteriores (GUERRANT et al, 2002a).
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Um estudo longitudinal recente de Moore e colegas, com dados do projeto
coorte do Goncalves Dias (1989-1996), acompanhou as mudancas epidemioldgicas
do perfil da prevaléncia da diarréia e desnutricdo em criancas, confirmando
declinio nas taxas de diarréia de seis episdédios/crianca/ano (1991) para dois
episédios/crianca/ano (1996) e também nos dias de diarréia de 30,8
dias/crianca/ano para 3-8,5 dias/criangca/ano. Confirmando, ainda, que tanto os
escores de peso-por-idade e altura-por-idade foram importantes fatores preditivos
para a incidéncia de diarréia, e que beneficios do estado nutricional correlacionam
significativamente com a reducéao das taxas de diarréia nessa populacdo (MOORE
et al, 2000).

Doencas infecciosas e parasitarias em criancas das areas mais pobres do
terceiro mundo sdo provavelmente o principal fator que contribui para as
diferencas nas exigéncias energéticas. A maioria das doencgas afeta tanto o
consumo, quanto a utlizacdo, alterando a equacdo do balanco energético,
levando dessa forma, em maior ou menor extensdo, ao comprometimento do
crescimento. Em muitos casos, os efeitos anoréxicos, associados as reducdes na
absorcao de nutrientes devido as infeccdes agudas, como nas gastroenteropatias e
em doencgas parasitarias gastrointestinais, sdo provavelmente dominantes. Assim, a
energia s6 sera utiizada com méaxima eficiéncia quando todos os nutrientes
estiverem presentes em quantidades adequadas, na situacao de deficiéncia de
nutrientes, por consequéncia de doencas infecciosas e parasitarias, havera um

comprometimento do balanco energético (PRENTICE& PAUL, 2000).

Estudos do grupo do Dr. Lima demonstraram correlagcdes positivas entre as
infeccdes parasitarias por Cryptosporidium parvum (GUERRANT et al, 1999; NEWMAN
et al, 1994), Giardia lamblia (NEWMAN et al, 2001) e Escherichia Coli
enteroagregativa (STEINER et al, 1998) com a incidéncia de diarréia nos primeiros
anos de vida e correlacbes negativas como parametros do desenvolvimento

normal de criancas (estado nutricional e fatores antropométricos).

A DALY (Disability Adjusted Life Years = Anos de Vida Perdidos por

Incapacitacao) atual para doencas diarréicas € estimada em ~100 milhdes, com
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>95% devido a mortalidade. Caso apenas 5% das criancas que tiveram em média
quatro a oito episédios repetidos de diarréia nos primeiros dois anos de idade
apresentem uma incapacitacdo de longo termo, mesmo no menor grau de
incapacitacao, isso por si sO, poderia dobrar os valores de DALYs totais para a
diarréia (GUERRANT et al, 2002a). Diarréia é definida como a acorréncia de >3 fezes
liquefeitas precedendo um periodo de 24-h. Um episédio de diarréia é descrito com
uma doenca diarréica com duracao >1 dia e separado de outro episédio por um
intervalo de >48h sem diarréia. Diarréia aguda é definida como um episdédio de
diarréia com duracédo de <14 dias e diarréia persistente como um episédio com

duracéao de >14 dias(GUERRANT et al, 2002b).

A complexidade desses problemas €é agravada pela limitacdo das
estratégias atuais de controle das doencas diarréicas que enfatizam a remediacao
terapéutica em detrimento da relacdo crucial entre a diarréia e os fatores
econdbmicos e socio-culturais (EHIRI& PROWSE, 1999). Mais numerosos, e portanto
mais importante para a sociedade, sdo 0s casos marginais de desenvolvimento
cerebral sub6timo, isto €, o ndo preenchimento do potencial genético do individuo.
E geralmente aceito que a maturacdo do Sistema Nervoso Central e o
desenvolvimento pleno da inteligéncia dependem de trés fatores criticos: (1)
hereditariedade ou diretrizes genéticas, (2) estimulo ambiental, (3) nutricdo

adequada (MORGANE et al, 1993).

Trabalhos desenvolvidos na Unidade de Pesquisas Clinicas (UPC) e Instituto de
Biomedicina (IBIMED) da Universidade Federal do Ceara, em colaboracdo com a
Universidade de Virginia, foram um dos primeiros a identificar que a diarréia infantil
precoce esta associada com déficits do crescimento linear (MOORE et al, 2001),
subsequente impedimento fisico (GUERRANT et al, 1999) e impedimento da funcao
cognitiva (GUERRANT et al, 1999; GUERRANT et al, 2002b; LIMA et al, 2000) em um
estudo coorte de longa duracédo no Nordeste do Brasil, portanto, ilustrando a
relacdo da diarréia infantil precoce com déficits funcionais de longo prazo (NIEHAUS
et al, 2002).

Nos primeiros trabalhos do grupo do Dr. Aldo Lima sobre o impacto da

diarréia ao de longo prazo em criangas, com historia de diarréia, esses autores
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demonstraram reducao dos escores de aptidao fisica (avaliados pelo método de
Haward), 4-7 anos ap6s a histéria de diarréia, correlacionada diretamente com 0s
episédios de diarréia nos primeiros dois anos de vida, e infeccao por
criptosporidiose. Esses achados foram independentes dos escores respiratorios,
afetados por pneumonia, e outras variaveis como anemia, infeccdes helminticas e
mesmo valores antropométricos (GUERRANT et al, 1999). As reducdes de 4-8% dos
escores do teste de Haward foram comparaveis as diferencas de 6,9% observadas
com tratamento por albendazole versus placebo em criancas quenianas, em idade
escolar com infestacdo helmintica (STEPHENSON et al, 1993); e em média de 4,3%
da diferenca dos escores em trabalhadores rurais cortadores de cana, tratados
para esquistossomose que se correlacionou com a diferenca de 16,6% na

produtividade no trabalho (NDAMBA et al, 1993).

Economistas utilizam escores de idade escolar (IE) e idade de inicio da
escolaridade (llE) como fator preditivo da produtividade econémica. Num recente
estudo, envolvendo 75 criancas com perfii de diarréia conhecido e que
completaram a maior parte do estudo coorte, com faixa etaria de 6-12, GUERRANT
et al avaliaram os efeitos da diarréia infantil (nos primeiros dois anos de idade) nos
parametros de escolaridade. Os dados demonstraram que os escores de lIE foi
significativamente aumentado, correlacionando-se com a carga de diarréia,
mesmo considerando outras co-variaveis como antropometria (que se
correlacionou de forma independente com a histéria de diarréia), assim como
educacao materna, status socioecondmico e outras doencas diarréicas. Achados
semelhantes foram observados também com idade escolar (GUERRANT et al,
2002b).

O grupo do Dr. Aldo Lima foi o pioneiro na caracterizacao e quantificacao
da etiologia da diarréia (episdédios de diarréia e dias de diarréia) no impacto tardio
em funcdes cognitivas em criancas. Num estudo preliminar para avaliar a funcao
cognitiva de criancas (6-10 anos), que foram acompanhadas desde o nascimento,
a partir de um projeto coorte, foi observado uma correlacéo inversa dos escores
dos testes QI (TONI lll), mesmo apds controlar por educacao materna, aleitamento
exclusivo, e helmintiase (Ascaris ou Trichuris), com o niumero de episdédios de diarréia

infantil (dois primeiros anos de vida). Além disso, os escores do Wechsler Intelligence
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Scale for Children (WISC-IIl) “Coding” e WISC-lIl “Digit Span” (total e reverso) foram
também significativamente comprometidos em 17 criancas com histéria de diarréia
persistente nos primeiros dois anos de vida, mesmo controlando por helmintiase e

educacao materna (NIEHAUS et al, 2002).

A partir dos dados apresentados no encontro da Sociedade Americana de
Medicina Tropical e Higiene (ASTMH) em Houston, 2000, e submetidos
posteriormente para publicacdo, LORNTZ e colaboradores identificaram que a
idade de inicio escolar e o fator idade-escolaridade sao significantemente
atrasados, correlacionando com o indice de diarréia infantil precoce. Na verdade,
o melhor predisponente da performance escolar nessas criangas foi a quantidade
de diarréia nos primeiros dois anos de vida, mesmo quando controlando para
educacado materna, renda familiar e peso ao nascer (GUERRANT et al, 2002b). Esses
achados levantam questfes basicas acerca da relagdo entre os marcadores
genéticos e ambientais e fatores relacionados a saude, mesmo controlando para
outras co-variaveis, dessa forma, ajudando a identificar potenciais grupos de risco
para uma intervencao futura e para o estabelecimento de estratégias de
prevencdo. Sabe-se que criancas de baixo perfil socioecondmico apresentam,
desproporcionalmente, maior risco de exposicao a fatores ambientais prejudicais a
salude e ainda apresentam evolucdo negativa a essa exposicdo, quando
comparadas com outras criangas gque cresceram em circunstancias menos

adversas (BELLINGER et al, 1988).
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2. JUSTIFICATIVA, HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1. Justificativa

Foi demonstrado que ndo ha associacao entre os polimorfismos da
apolipoproteina E e a capacidade cognitiva geral em uma populagdo pediatrica
saudavel em Cleveland, OH, (TURIC et al, 2001). Contudo, pouco se sabe a respeito
de como fatores genéticos, tal como os alelos da APOE, influenciam os efeitos
adversos das doencas diarréicas na maturacéo cerebral. Em contrapartida, APO¢4
significativamente se correlaciona com uma recuperagao deficiente, apods lesao
cerebral por traumatismo craniano (GRAHAM et al, 1999; LIBERMAN et al, 2002;
LICHTMAN et al, 2000). Diante de um ambiente inadequado, criancas podem
apresentar impedimento cognitivo induzido por diferentes fatores, incluindo
doencas diarréicas e desnutricao (independentemente de anemia ou aleitamento
materno) (BARRES& SMITH, 2001; CHECKLEY et al, 2002; GUERRANT et al, 1999;
NIEHAUS et al, 2002), anemia ferropriva (CARVALHO et al, 1995; IRWIN& KIRCHNER,
2001; YOUDIM, 2000), desequilibrios da dieta (PRENTICE& PAUL, 2000), curto periodo
de aleitamento (GORDON, 1997; MAEKAWA et al, 1995; XIANG et al, 2000),
deficiéncias protéica, vitaminica e mineral (GRANTHAM-MCGREGOR, WALKER,
CHANG, 2000; MORLEY& LUCAS, 1997; POLLITT, 2000; WASANTWISUT, 1997),

contribuindo para a perda do potencial plastico do cérebro.

Dessa forma, criancas portadores dos alelos APOg4 poderiam ser mais
vulneraveis ao comprometimento cognitivo, secundariamente aos efeitos
persistentes e recorrentes da diarréia infantil precoce. A possivel causalidade devido
ao alelo APOeg4 aos efeitos deletérios da diarréia no desenvolvimento cognitivo
poderia dar subsidios criticos para a identificacdo de grupos de risco nas
populacdes pediatricas em areas pobres e para o planejamento de potenciais
intervengdes precocemente, quebrando o ciclo vicioso da diarréia/desnutricdo <
déficits cognitivos, Figura 7, destarte contribuindo para a execucao de politicas de

saude preventivas localmente.
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Esse trabalho (primeiro estudo de genotipagem da APOE no Nordeste do
Brasil) pode assim oferecer dados epidemio-demograficos para elucidar os
mecanismos farmacolégicos envolvidos na possivel relagao dose-gene-dependente
do polimorfismo da APOE e seu impacto no desenvolvimento, especialmente sobre

condicdes de estresse ambiental.

DOENCAS Causalidade?
,,’ DIQ\RREICA’S o~ _
P g INFECCOES ENTERICAS “‘
i %
LY -
- -~
“s ~ I'
-~ DESNUTRICAO -—
Déficit de Crescimento
Comprometimento Cognitivo Genético
(Apo E4)?
Dobro da DALYs
Guerrant et al Tr Paras 18: 191, 2002.

Figura 7: Ciclo vicioso da diarréia e desnutricao, contribuindo para o aumento da
DALYs, com incomensuraveis perdas para o desenvolvimento pleno da crianca e
com repercussfes imensas para economia e soberania nacionais. Existe
causalidade da perda cognitiva (e plasticidade) por causa da diarréia/desnutricao

com o polimorfismo da APOE durante o desenvolvimento infantil?
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2.2. HipGtese

NG6s postulamos que a prevaléncia do alelo APOeg4 irA aumentar a
vulnerabilidade das criancas ao comprometimento cognitivo, confimado pela
reducdo dos escores neuropsicolégicos nessas criancas, com histéria de diarréia
persistente e recorrente nos primeiros dois anos de vida, em comparagcdo com 0s

controles que tiveram melhores escores nos testes, com similar histéria de diarréia.
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2.3. Objetivos

2.3.1. Objetivos gerais:

Essas questdes sdo o foco desse estudo piloto. Para isso, avaliamos o perfil
cognitivo de parte da populacao pediatrica na area urbana do Goncalves Dias,
em Fortaleza, Nordeste do Brasil, comparando a histéria prévia de diarréia nos
primeiros dois anos de idade, em relacao a prevaléncia dos alelos da APOE. A patrtir
dai, examinamos, entao, se o0s alelos APOg¢4 correlacionaram com o déficit
cognitivo de fungdes executivas corticais, no qual ja foi previamente demonstrada
a associacao com a severidade da diarréia (GUERRANT RL, 2003; GUERRANT et al,
1999; MAHLEY& JI, 1999; NIEHAUS et al, 2002). Portanto, nesse estudo, nés abordamos
as interrelactes entre o gendtipo da APOE e o desenvolvimento cognitivo em

criangas, tdo profundamente relacionado com as doencgas diarréias infantis.

2.3.2. Objetivos especificos:

(1) Avaliar a metodologia para genotipagem da apolipoproteina E (incluindo
extracao de DNA a partir de células bucais) e para construcao e
gerenciamento de dados e analise das variaveis envolvidas.

(2) Fornecer o primeiro levantamento epidemiolégico do polimorfismo da
apolipoproteina E no Nordeste do Brasil.

(3) Definir a correlacdo da frequéncia alélica APOg4 em criancas com pior
desempenho cognitivo nos testes de funcao executiva e inteligéncia (isto
€, escores de TONI e fluéncia seméantica < que a mediana da populagédo
do estudo) de acordo com a histéria pregressa de diarréia nos primeiros
dois anos de vida.

(4) Identificar os testes neuropsicoldégicos (e dominios cognitivos) mais
sensiveis ao impacto da diarréia.

(5) Identificar grupos de risco de acordo com a morbidade de diarréia e

déficits cognitivos.
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3. DESENHO EXPERIMENTAL E METODOS

3.1. Local e populacao do estudo

O desenho experimental trata-se de um estudo coorte realizado
longitudinalmente envolvendo 77 criancas, que fazem parte de uma populacao
estratificada (com estudos em andamento), com histéria de diarréia infantil nos
primeiros anos de vida conhecida e atualmente residente na area do Gongalves
Dias, em Fortaleza, Nordeste do Brasil. O Goncalves Dias € uma comunidade de
mais de 1800 pessoas (fevereiro, 1993), cerca de 13,5% sdo criancas com menos de
5 anos de idade. Uma visdo aérea da area do Gongalves Dias, com o
mapeamento das casas envolvidas no projeto coorte por GPS, Global Position
System, préoximo do Instituto de Biomedicina, IBIMED, e Unidade de Pesquisas
Clinicas, UPC, (apenas alguns blocos de distAncia da populacdo em estudo)
aparece na Figura 8. O método de GPS representa um sistema de navegacao por
satélite utilizado em pequisa epidemiolégica. A comunidade do Gongalves Dias foi

descrita com mais detalhes por (LIMA et al, 2000).

3.1.1. Sujeitos:

Criancas (com mais de 6 anos de idade) com histéria de diarréia nos
primeiros dois anos de vida conhecida, sendo acompanhadas desde o nascimento
por um projeto coorte, morando no Gongalves Dias (populacdo aproximada de
1800 moradores), favela localizada no Bairro Rodolfo Tedfilo, em Fortaleza
(populacao estimada de 2,3 milhdes habitantes), capital do estado do Ceara

(populacao aproximada de 6 milhdes) no Nordeste do Brasil.
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3.2. Projeto coorte

As mulheres gravidas eram idenficadas na comunidade pela equipe de
campo (duas enfermeiras e uma agente de saude) e eram solicitadas para serem
incluidas no projeto. Ap6s darem o consentimento informado, as mulheres
escolhidas para participar do estudo preenchiam um detalhado questionario
demografico e socio-econdmico com a ajuda da enfermeira do estudo. A casa de
cada crianca recém-nascida era Vvisitada trés vezes semanalmente
(acompanhadas desde o nascimento) pela enfermeira do projeto coorte, que
resgistrava os episédios de diarréia e informacdes da dieta. A prevaléncia da
diarréia e dados antropomeétricos foram computados num banco de dados extenso
do projeto coorte. A mae ou responsavel da crianca com diarréia fornecia
informacdes clinicas acerca da doencga, incluindo outros sintomas (febre, vomito,
desidratacao), consisténcia e caracteristica das fezes e medicacdes utilizadas. A
enfermeira do estudo coorte visitava a familia da crianca diariamente até 48h

depois da resolucao da diarréia.

3.2.1. Critério de diarréia

A diarréia foi definida como a acorréncia de mais de trés fezes liquidas
precedendo um periodo de 24h, segundo critério preconizado pela Organizacao
Mundial de Saude (WHO, 1997). Um episédio de diarréia foi definido como diarréia
com duracao de > 1 dia e intercalado de outro episédio de diarréia por um periodo
de > 48h sem diarréia. Nos definimos como diarréia aguda um episédio com

duracao de < 14 dias e diarréia persistente como um episédio de > 14 dias.
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3.3. Critérios de inclusao e exclusdo do estudo

Os critérios de inclusdo ao estudo foram: Consentimento dos
pais/responsaveis; criancas participantes com mais de 6 anos de idade,
atualmente morando nas favelas do Goncalves Dias, sendo acompanhadas para
avaliar a morbidade por diarréia desde o nascimento e tendo nascidas a termo

(incluidas no projeto coorte do Gongalves Dias).

Os critérios de exclusdo ao estudo foram: criancas que se mudaram para
uma outra area; evidéncias de disturbios neuropsiquiatricos; incapacidade de
participar dos testes padronizados; objecao dos pais/responsaveis ou do médico da

familia.
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Figura 8: Vista aérea do Gongalves Dias (Bairro Rodolfo Tedfilo) onde se encontra a

populacdo em estudo, mapeada por GPS (Global Position System). Os pontos

mostram as residéncias onde o projeto coorte atende.
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3.4. Recrutamento dos sujeitos

NGs recrutamos aleatoriamente 77 criancas, com reconhecida histéria de
diarréia na favela do Goncalves Dias (GD), para avaliar o grau de impedimento
cognitivo tardio durante a infancia (isto é, > 6 anos de idade). A populacao
pediatrica inteira no Gongalves Dias (GD) inclui cerca de 380 criangas que foram
incluidas nesse estudo coorte, no qual tanto o acompanhamento médico e fichas
demogréaficas sdo disponiveis para controle interno. Desses, 77 criancas atingiram >

6 anos de idade a tempo de serem incluidas nesse projeto.

3.5. Protecao contra riscos

Os pais ou responsaveis das criancas elegiveis para o estudo foram
abordados pelo investigador do estudo ou alguém delegado por ele (como a
enfermeira da equipe de campo), para explicar as caracteristicas do estudo. Com
a concordancia de participar do estudo, juntos leram e assinaram o termo de
consentimento aprovado. Todos os detalhes do estudo e o conteudo do termo de
consentimento foram explicados. Foi tomado um cuidado especial para assegurar
a confidencialidade da informacéo. A escovacao das células bucais representou
minimo ou mesmo nenhum risco para os participantes da pesquisa. Uma técnica
experiente conduziu a colheita de células bucais. Precaucdes de rotina foram

seguidas para reduzir 0s riscos.

A possibiidade pequena de que os resultados cognitivos e ficharios
associados ao individuo fossem revelados, foi superada pelo potencial beneficio
desse estudo. Ambas as amostras de células bucais e resultados cognitivos foram
identificados com cdédigo andénimo. O esclarecimento desses fatos estava contido

no termo de consentimento.
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O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, sob o namero
264/04, de acordo os principios regidos pela Resolugdo n° 196/96 da Comissao de

Etica em Pesquisa, do Conselho Nacional de Saude (CONEP).

3.6. Protec&o da confidencialidade

Nao disponibilizamos nenhuma informacéo, em relacao aos resultados prévios
dos testes cognitivos das criangas, para nenhum membro da equipe de campo. Os
espécimens bucais foram identificados somente por cédigos. O método de células
bucais propicia uma fonte n&o invasiva de DNA para estudos epidemiologicos. E
um método simples e efetivo para conduzir a extracdo de DNA, com uma
importante vantagem de ser indolor e envolver minimo risco. E adequado para
estudos de coorte de larga escala (FEIGELSON et al, 2001; GARCIA-CLOSAS et al,
2001; LE MARCHAND et al, 2001; SATIA et al, 2002), e tem sido testado com sucesso,
em populacdes pediatricas (LONDON et al, 2001; ZHENG et al, 2001).
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3.7. Cronograma experimental

O cronograma experimental do estudo foi realizado a partir de trés etapas

distintas.

Etapa 1: Realizacdo da avaliacao cognitiva, a partir da conducao de testes
neuropsicolégicos cegos (GUERRANT et al, 2003; NIEHAUS et al, 2002; RICE& BARONE
S JR, 2000), em uma amostra de 77 criancas que ja tiveram > 90% do projeto coorte
completado nos primeiros 2 anos de idade e que ja atingiram 6 anos de idade. Esses

resultados foram corrigidos por idade para analise.

Etapa 2: Extracdo e purificagcdo do DNA gendbmico de células bucais para
genotipagem da APOE, utilizando a técnica de PCR-RFLP, em uma populagado
pediatrica estratificada, apds revisar questionarios e entrevistas com 0s pais, no
intuito de obter informacdes do estado socioeconémico, dados antropométricos e

condicdes das instalagcdes sanitarias domiciliares.

Etapa 3: Nessa etapa realizamos: 1. Andlises estatisticas; e 2. Mapeamento de
potenciais grupos de risco, avaliando o nivel de educacao e outras co-variaveis

relacionadas ao estudo.

3.8. Procedimentos e testes neuropsicoldgicos

A seguir, descrevemos 0s testes neuropsicolégicos administrados. O tempo
estimado para conduzir os testes foi de aproximadamente 60 minutos, semelhante
ao ultimo estudo no Brasil realizado por (NIEHAUS et al, 2002). Todos os testes foram
adaptados para o portugués, com a ajuda de agentes de saude participantes do
estudo coorte ha comunidade Goncalves Dias, Fortaleza, CE, Brasil. Todos os testes
cognitivos foram conduzidos de uma forma padronizada, com instrucdes dadas em
portugués, e com a assisténcia de um agente de salude da equipe de campo. Dois

neuropsicologos treinados revisaram os resultados dos testes cegamente.
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Fluéncia Verbal: Os testes de fluéncia verbal foram adaptados do Exame
Neuropsicolégico e Desenvolvimento, NEPSY (The Psychological Corporation®, San
Antonio,1998). Os testes de fluéncia verbal avaliam a habilidade de gerar palavras
em categorias semanticas (idades 3-12 anos) e restricbes fonéticas (idades 7-12
anos). Para o teste de fluéncia semantica, foi solicitado que as criancgas
enumerassem o0 maior numero de nomes de animais possivel em 1 minuto. No teste
de fluéncia fonética, as criancas foram solicitadas a produzir o maximo de palavras
comecando com as letras F e S em sessfes de 1 minuto. O escore total foi obtido a
partr do nimero de palavras ditas, evitando palavras que ndo pertenciam a
categoria requisitada ou palavras sem sentido, repeticdes das palavras usadas
como exemplo e em formas diminutivas. Num nivel descritivo, as tarefas de fluéncia
linglistica envolvem (1) imediata atencdo para iniciar a geracao de palavras, (2)
um conhecimento disponivel de palavras para cada uma selecionada, (3) a
habiidade de acessar a memodria declarativa verbal, e (4) uma habilidade
executiva de coordenar esse processo, incluindo a memoéria de trabalho para

monitorar a performance, evitando corromper as regras (RUFF et al, 1997).

Os testes de fluéncia verbal foram utilizados para avaliar a geragao de idéias
e motivacao. Durante a aplicacédo dos testes, as palavras foram tabuladas pelo
experimentador e conferidas por um assistente. Uma outra confirmacédo foi feita
pela equipe de investigadores, durante a transferéncia dos dados. Nenhuma

discrepéancia foi observada durante a recontagem dos escores de fluéncia verbal.

Coding: O teste de Coding (WISC-lIl Coding Paired Associated Symbol Recall,
idades 8-16 anos) foi administrado de acordo com o subteste padronizado no
manual WISC-IIl. Os escores foram dados de acordo com o manual de instrugées
(The Psychological Corporation®, San Antonio,1999). A crianca precisou lembrar de
simbolos associados com digitos especificos e desenhar o correspondente simbolo
para cada digito. O subteste Coding confere escores do total de erros em uma
sessdo-teste de 120 segundos e escores do numero de simbolos desenhados
corretamente a cada intervalo de 30-segundos. A crianca foi recompensada com 1
ponto para cada desenho do simbolo apropriado. O total de escores foi, em

seguida, convertido em escore escalonado, de acordo com o formato padrao
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WISC-Ill. A resposta foi considerada correta, mesmo quando o simbolo foi

desenhado com imperfeigbes, mas ainda identificavel como o simbolo chave.

TONI-3: O TONI-3, Teste de Inteligéncia Nao Verbal (Pro. Ed. Inc., Austin, Texas,
1997) é um teste livre de linguagem, atividade motora reduzida e medida de
funcionamento intelectual (com reduzida influéncia cultural), podendo ser aplicado
em individuos > 6 anos de idade. Existem duas formas equivalentes do teste
contendo 45 itens cada. Todos os itens requerem a solucéao do problema através de
abstracao de figuras. O examinador da instrucdes em pantomima. O individuo
observa os itens de estimulo e responde apontando, ou com um outro gesto
significativo. Itens foram organizados de acordo com o grau de dificuldade,
comecando com os itens mais faceis, progredindo para os itens mais dificeis. O
teste continua até o item 45 ou até que o individuo cometa trés respostas incorretas
em cinco itens consecutivos. O escore total do TONI-3 é simplesmente o niumero de

respostas corretas feitas pelo aplicante entre os itens 1 e o item teto.

Labirintos Elithorn: Nesse teste, a crianca precisa resolver uma série de
labirintos, tracando uma linha do centro de cada labirinto até sua saida, sem que a
linha cruze as passagens bloqueadas ou atravesse suas paredes. O teste é
interrompido com dois erros consecutivos. O tempo limite para completar cada
labirinto é de 30 segundos. O crédito completo é dado quando o teste é feito no

tempo limite sem nenhum erro.

O Quadro 1 mostra o sumario das caracteristicas e aplicacdes dos

testes neuropsicoldgicos utilizados.
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Quadro 1: Sumario das caracteristicas e aplicagdes dos testes neuropsicoldégicos

utilizados.

Dominios cognitivos Testes Idade Escore Total
_ . | semantica 3-12 Somatorio das palavras em
1. Linguagem; Fluéncia categorias.
2. Funcéo Executiva Verbal —
- Somatorio das palavras de
Fonetica 7-12 L
acordo com a letra inicial
Todas as Somatério das respostas
3. Inteligéncia Nao-Verbal TONI I . corretas até o item final.
idades L
(escore méaximo: 45)
4 Memgr!a ¢ Aprendlzagem Coding 8-16 Escores de 5-24
Memodria Visual Recente
5. Funcéo Executiva Labirintos Elithorn 6-12 Escores maximo 28 pontos

* Os testes de fluéncia verbal foram extraidos do NEPSY (The Psychological Corporation®, San
Antonio, 1998). O teste de Coding e labirintos Elithorn foram retirados do manual WISC-III
(Wechsler Intelligence Scale-lll, The Psychological Corporation®, San Antonio, 1998).
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3.9. Colheita de células bucais

As criancas foram recrutadas individualmente por um agente de salde
treinado (conhecido pelas criancas), que foi responsavel pelas instrugcdes da coleta.
A colheita era feita pelo menos meia hora depois de qualquer refeicao prévia. Sob
observacao do pai ou responsavel, o agente de salde solicitava que cada crianca
gentimente bochechasse e ingerisse 20ml de agua potavel para eliminar as
particulas de alimentos. Com ajuda do agente de saude, a crianca entao
umedecia as cerdas de uma escova citologica descartavel (Medical Packaging,
Camarillo, CA, USA) em um copo contendo 10ml de agua potavel para amacia-las.
Em seguida, a crianca escovava a superficie da bochecha 10 vezes (cada vez
com um movimento para cima e para baixo), e entao era solicitado que ele/ela
expectorasse a saliva em um tubo de 50ml estéril de polipropileno, repetindo o
processo no lado oposto da boca. Em seguida, era feito um bochecho com 10ml
de agua por 45 seg, com o agente de saude cronometrando o tempo. Entdo o
individuo expectorava a saliva no mesmo tubo de 50ml. Todo material utilizado era

descartavel e de uso individual para cada crianca.

No final da coleta, um técnico adicionava 5ml de etanol a 99% sobre as
cerdas da escova dentro do mesmo do tubo de 50-ml, para prevenir a
contaminagcdo e para encaminhamento l|aboratorial. Todos o0s testes
neuropsicoldgicos, colheita de células bucais, extracdo de DNA e amplificacao das
sequéncias da apoE foram realizadas com sucesso em amostras coletadas em

estudos pilotos em Fortaleza e em Charlottesville, Figura 9.
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L2 3/3 213 44 213 34 L1

<+ 125pb

Figura 9: Genotipagem da Apolipoproteina E pela enzima de restricdo Hhal,
apos andlises de controles gentilmente cedidos pela Dr. Leonard G.D. Debra, Chefe
do Centro de Diagndéstico Molecular do Departamento de Patologia e Medicina
Laboratorial da Universidade de Pensilvania, Escola de Medicina, Filadélfia, PA. Os
fragmentos de restricdo foram resolvidos em gel de agarose a 4%. O gendtipo de
cada amostra esta indicado acima de cada linha. L1: 25-pb DNA ladder e L2: 10-pb
DNA ladder.
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3.10. Extracao do DNA

O DNA das amostras de células bucais foi extraido utilizando o protocolo
modificado Gendra Puregene® (Gendra System, Minneapolis, MN), a partir de
etapas de lise celular, tratamento com RNAse, precipitacdo de proteinas,
precipitacdo do DNA e hidratacdo do DNA, como descrito por (LONDON et al,
2001).

As etapas do protocolo para extracdao do DNA a partir das células bucais,

aposs coleta no campo e envio para o laboratério, estdo descritas abaixo.

3.10.1. Protocolo de Extracdo do DNA a partir de Células Bucais

1. As escovas do tubo de 50ml foram removidas, repousando as cerdas num
papel toalha absorvente (para remover o excesso de alcool) e em seguida,
foram incluidas num tubo limpo de 15ml, contendo 3ml da solucdo de lise

celular.

2. Ostubos de 50ml com o expectorado foram centrifugados por 10 min a 2000
X g para concentrar as células em um pellet. Imediatamente, desprezamos o
sobrenadante, deixando apenas 100ul do liquido residual. Caso as amostras,
apd6s a centrifugacao, permanecam muito tempo em repouso, podem

apresentar um pellet disperso e mal compactado.

3. O pellet junto com uma pequena quantidade do sobrenadante foi
vortexado vigorosamente por 5 seg para resuspender as células no

sobrenadante residual. Isso facilitou em muito a lise celular no préximo passo.

4. As escovas foram comprimidas no fundo do tubo vigorosamente, no mesmo
tubo de 15ml, contendo 3ml da Solucdo de Lise e em seguida, retiramos o

excesso de fluido das cerdas e descartamos as escovas.
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Transferimos as células resuspensas do tubo de 50ml para o mesmo tubo de
15ml, contendo a solucéo de lise celular e, em seguida, vortexamos por 5
segundos em velocidade média para maximizar o contato entre as células e

a solucao de lise celular.

Adicionamos 15ul de proteinase K (20 mg/ml) e incubamos o lisado a 55°C

por 1 hora.
3.10.2. Tratamento pela RNAse
Adicionamos 15ul da solucdo de RNAse A no lisado celular.

Homogeneizamos a amostra, invertendo o tubo 25 vezes e, em seguida,

incubamos a 37°C por 15-60 minutos.

3.10.3. Precipitacao de Proteinas
Resfriamos a amostra em temperatura ambiente (5 min).
Adicionamos 1ml da solucéo de precipitacédo de proteinas ao lisado celular.

Homogeneizamos vigorosamente em alta velocidade durante 20 segundos
para homogeneizar a solucao de precipitacao uniformemente com o lisado

celular.

Colocamos o tubo em banho com gelo por 10 minutos para assegurar um

pellet mais compacto na préxima etapa.

Centrifugamos o tubo contendo a amostra em 2000 X g por 10 minutos. O
precipitado protéico deve formar um pellet firme. Se o pellet de proteinas

nao estiver compacto e bem aderido ao tubo, repetimos os passos 3, 4 € 5.
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3.10.4. Precipitacdo do DNA

Despejamos o sobrenadante contendo o DNA (descartando o pellet com o
precipitado de proteinas) num tubo limpo e estéril de 15ml, contento 3ml

100% isopropanol (2-propanol) e 5,0 ul da solugédo de glicogénio (20 mg/ml).

Homogeneizamos a amostra, invertendo com cuidado o tubo 50 vezes e, em

seguida, incubamos em temperatura ambiente por no minimo 5 minutos.

Centrifugamos a 2000 X g por 10 minutos. O DNA pode ou nao se tornar
visivel como um pequeno pellet esbranquicado, dependendo da sua

guantidade.

Descartamos o sobrenadante e drenamos o tubo num papel absorvente
limpo. Adicionamos 3ml de etanol a 70% e invertemos o tubo varias vezes

para lavar o pellet de DNA.

Centrifugamos a 2000 X g por 3 minutos. Cuidadosamente descartamos o
etanol. Para evitar que o pellet se desprendesse do tubo, descartamos o

alcool com cuidado, observando o pellet constantemente.

Invertemos e drenamos o tubo em um papel absorvente limpo e esperamos

secar em temperatura ambiente por 10-15 minutos.

3.10.5. Hidratacdo do DNA

Adicionamos 200ul da solugcéo de hidratacdo de DNA (20ul confere uma

concentracao de 50ng/ul, se a quantidade de DNA for 1ug).

Reidratamos o DNA, incubando a amostra por 1 hora a 65°C e/ou 12 horas
em temperatura ambiente. Homogeneizamos o tubo periodicamente para

dispersar o DNA na solucao hidratante.

No caso de um longo armazenamento, a amostra foi homogeneizada e em

seguida, o DNA foi transferido para um criotubo (Eppendorf) de 1,5 ml. Ent&ao,
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centrifugamos o tubo brevemente e congelamos a amostra a - 20°C ou -80°C
(podem ser estocadas a 4°C a 8°C por 1 a 2 dias). Para obter uma reserva,

preparamos aliquotas de 100 ul da emulsao.

3.11. Protocolo para genotipagem

O protocolo experimental envolve uma amplificacdo das sequéncias da
apokE, a partir da técnica de PCR, Figura 10, a partir do DNA gendmico e digestao
através da enzima de restricdo Hhal descrita pela primeira vez por (HIXSON&

VERNIER, 1990), Figuras 11 e 12.

O DNA das células bucais foi extraido utiizando amostras de criancas do
Goncalves Dias. O DNA das células bucais foi entdo amplificado pelo método de
PCR em DNA Thermal Cycler, utilizando os iniciadores (primers) F4 (5’-
GCACGGCTGCCAAGGAGCTGCAGGC-3%) e F6 (5’-
GGCGCTCGCGGATGGCGCTGAG-3’), descrito por (TSUKAMOTO et al, 1993) de
acordo com o protocolo recomendado por Addya e colegas (ADDYA, WANG,
LEONARD, 1997). Além do tampao e os componentes nucleotidicos descritos pelo
fornecedor da Hot Taqg polimerase (Qiagen). Cada reacdo de amplificacao
contém cerca de 1 pg do DNA extraido de células bucais, 1 pmol/ul de cada
primer, 10% dimetil sulféxido, e 0.025 unidades/ul da Hot Taqg polimerase num volume
final de 50 ul. Cada mistura da reacao foi aquecida a 95°C por 15 min (etapa de
ativacao da Hot Taq polimerase), seguido de 95°C por 4 min; 62°C, 30 s; 72°C, 1 min,
e submetida a 39 ciclos de amplificacao (95°C, 15 s; 62°C, 15 s; 70°C, 15 s), seguidos
por uma extensao final (72°C, 3 min) e armazenamento a 4°C. N6s obtivemos
aproximadamente 300 ng das sequéncias amplificadas da apoE para cada reacao
de amplificacdo (com 270 pb). Para visualizar os produtos ndo digeridos, 10ul de
50ul do produto de PCR serdo submetidos a eletroforese em gel de Ultrapure
agarose (Gibco-BRL) a 2%, contendo 0.4ug/ml de brometo de etidio e 1,0 X TAE (Tris-
acetato- 0,04 mol + EDTA- 0,001 mol).
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Depois da amplificacéo por PCR, 5 unidades de Hhal foram adicionadas a
cada mistura de reacao para digestdo das sequéncias da apoE (3h at 37°C). Esse
processo nao requer a purificacédo dos produtos de PCR ou adicdo de um tampao
especifico para realizar a digestao pela enzima Hhal, e a digestao incompleta nao
se constituiu um problema, haja vista que grandes quantidades de sequéncias
amplificadas sédo formadas em cada reacédo (5 unidades de Hhal/300 ng DNA).
Cada mistura da reacao foi adicionada em um gel de agarose a 4% (3% gel
Nursuive GTG + 1% gel Ultrapuro), contendo 0.4 ug de brometo de etidio em 0,5 X
TBE (Tris-borato- 0,045 mol + EDTA- 0,001 mol) e submetido a eletroforese por 1h sob
voltagem constante (100 V). O gel foi montado em bandeja de 10 X 15 cm. Apés a
eletroforese, os fragmentos de DNA foram visualizados através de iluminagédo UV. Os
tamanhos dos fragmentos digeridos pela enzima Hhal foram estimados a partir de

DNA ladders conhecidos.

A isotipagem de restricio da apoE se deve a clivagem nos sitios polimaorficos
pela Hhal que distinguem as seqUéncias para €2, €3 e ¢4, evitando hibridizacao por
Southern blots ou dots-blots com sondas ASO. O primeiro passo € a amplificacao
das sequéncias da APOE, contendo aminoacidos nas posicdes 112 e 158 do DNA
gendmico. O segundo passo é a clivagem das sequéncias amplificadas da apoE
pela Hhal para eletroforese em gel agarose. Como observado acima, noés
realizamos com sucesso esse protocolo, a partir do DNA de células bucais, obtidas

por escovacao, em nossos estudos pilotos, Figura 13.
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Figura 10: Area utiizada para a genotipagem da APOE no laboratério do Centro

para Saude Global da Universidade de Virginia. Termociclador utilizado no processo
de PCR (Reacao de Cadeia da Polimerase) e o estojo de purificacdo do produto

de PCR (Qiagen) sdo indicados pela seta.
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primer Fé
DNA taagcttG GCA CGG CTG TCC AAG GAG CTG CAG GCG GCG CAG GCC CGG CTG GGC 53
protein Ala Arg Leu Ser Lys Glu Leu Gln Ala Ala Gln Ala Arg Leu Gly

112

T

TY

| CGC CGC CTG GIG CAG TAC GAG GTG CAG GCC ATG
Arg Arg Leu Val Gln Tyr Glu Val Gln Ala Met
Cys
Cys

CGG GTG CGC CTC GCC CTG _CGC AAG CTG CGT
Arg Val Arg Leu Ala Leu Arg Lys Leu Arg

158

T

CY’ primer F4'

| CGC GTG TAC CAG GCC GGG
Asp Leu Gln Lys|Arg Val Tyr Gln Ala Gly
Arg
Cys

GAC CTG CAG AAG

GCgaattctgt

Figura 11: Sequéncias de DNA e da proteina de regides amplificadas,
codificando isoformas comuns da apoE e localizacdo dos sitios de clivagem da
Hhal. Substituicdes dos nucleotidios que distinguem as isoformas E2 e E3 sao
mostradas acima da seqiéncia de nucleotideos de E4. As substituicbes de
aminoacidos sdo mostrados abaixo da sequéncia de E4 (sitios de substituicdo nos
codons 112 e 158 estdo enquadrados). Os sitios de clivagem da Hhal na sequéncia

de nucleotidios de E4 estdo sublinhados e indicados por setas.
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Figura 12: Diagrama dos mapas de clivagem pela enzima Hhal e separacao
eletroforética dos fragmentos de restricao, depois do processo de amplificagdo por
PCR. As setas indicam os pontos de clivagem da enzima de restricdo Hhal (H) ao
longo do gene da APOE. Notar que nos residuos 112 e 158, ocorre clivagem pela
enzima Hhal, ao longo do alelo E4 (gerando fragmentos de 72 e 48 pb, ver
esquema), contudo, ndo ocorre clivagem no residuo 112 no alelo E3 (gerando
fragmentos de 91, 48 e 35 pb) e em ambos residuos 112 e 158 no alelo E2 (gerando

fragmentos de 91 e 83 pb).
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3/3 33 3/3 33 34 313 L1

< 100 pb

Figura 13: Genotipagem da apolipoproteina E a partir da digestao pela enzima de
restricao Hhal, usando DNA purificado de amostras de células bucais. Os fragmentos
de restricao foram resolvidos em gel de agarose a 4%. O gendtipo de cada amostra

é indicado acima de cada linha. L1: 25-pb DNA ladder.
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3.11.1. Protocolo para Sequenciamento do Gene da APOE

No intuito de obter um diagndstico genético acurado dos polimorfismos da
APOE, também realizamos o sequenciamento do DNA-dupla hélice em algumas
amostras, apos realizar testes pilotos com controles internos. Dessa forma, para
algumas amostras, fizemos um contra-teste por sequenciamento para obter um
genodtipo correto, sem ambiglidade. Para isso, purificamos o produto de
amplificagéo de PCR, a partir do método Qiagen (Qia-Quick PCR Purification Kit,
Qiagen). O produto de amplificacao foi gerado a partir do primer, descrito por
HIXSON AND VERNIER, 1990, Figura 11, obtendo um produto de 244 pb, confimado
por eletroforese em gel de agarose (2%). O seqienciamento foi realizado apo6s
envio do produto purificado de PCR para o Departamento de Microbiologia, no
setor de Pesquisa Biomolecular da Universidade de Virginia (Charlottesville, VA, USA).
O Quadro 2 mostra o sequenciamento da regidao amplificada do gene da APOe3

humana.

Em suma, foram adicionados 200ul de tampao PB (de acordo, com as
recomendacdes do fabricante) para 40ul do produto de amplificagcdo de PCR (1:5).
Utiizando a coluna de filtragcdo (QIAquick) num tubo eppendorf (2,0 ml),
centrifugamos por 30-60 s (~ 13.000 rpm), e em seguida, descartamos o filtrado,
recolocando a coluna no mesmo tubo. Em seguida, adicionamos 0,75 ml do
tampao PE, repetindo o processo de centrifugacdo (30-60 s) e discartando o
fitrado. Centrifugamos mais uma vez em alta velocidade por 1 minuto. Colocamos
a coluna em um novo tubo estéril e para obter o volume final, adicionamos 50ul de
tampéao EB (10mM Tris-Cl, pH 8.5) e cetrifugamos a coluna por 1 minuto. O

sequenciamento foi realizado usando o sistema Prism DNA Sequencer.

Quadro 2: Sequenciamento da regiao amplificada do gene da APOE humana. Em
negrito estdo os residuos 112-T e 158-C. Os cédons TGC (para Cis) e CGC (para ArQ),

caracterizam o alelo €3, o mais amplamente distribuido no mundo.

GNTCGGCGGCGCGGCCCGGCTIGGGCNCGGACATGGAGGACGTGIGCGGCC
GCCTGGTGCAGTACCGCGGCGAGGTGCAGGCCATGCTCGGCCAGAGCACCG
AGGAGCTGCGGGTGCGCCTCGCCTCCCACCTGCGCAAGCTGCGTAAGCGGCT
CCTCCGCGATGCCGATGACCTGCAGAAGCGCCTIGGCAGTIGTACCAGGCCGG
GGGCGAATTCTGTANNNNNNNNNNNANNACN
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3.12. Antropometria e Indicadores de Nutricdo

Utilizamos o sistema da Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) para definir
um caso de diarréia, como foi descrito por (MOORE et al, 2001). ApOs o treinamento
dos investigadores e testando para reprodutibilidade (entre 0,1 cm de comprimento
e 0,1 kg peso). A equipe de campo mediu a altura e peso das criancas envolvidas
no estudo. O comprimento foi medido supino ao ponto mais proximo com margem
de 0,1cm, com uma fita métrica. As medidas de comprimento foram convertidas
em z escores da altura-por-idade (HAZ) e o peso foi convertido em z escores do
peso-por-idade (WAZ), ambos indicadores foram convertidos em z escores de peso-
altura-por-idade (WHZ), utilizando o sofware para estudo antropométrico Epilnfo,
2002. Utilizamos os indicadores do novo NHANES Il para referenciar os dados. Essas
medidas antropométricas em z escores correspondem ao numero de desvios
padrdo acima ou abaixo dos valores de mediana do Centro Nacional de Estatistica
em Saude (NCHS), como referéncia internacional para populacdes (WHO, 1997), ver

Quadro 3.

A medida do comprimento supino e da perimetria cefalica occipito-frontal
foi conduzida como descrito por (ZEMEL, RILEY, STALLINGS, 1997), assumindo que a
forma da cabeca é determinada durante o0s primeiros meses de vida. Em
circurstancias normais, o crescimento rapido e continuo do cérebro em crescimento
molda o cranio no sentido de acomoda-lo. A falta de fusdo firme dos 0ssos
cranianos ao longo da convexidade craniana permite o aumento do cranio para
acomodar o cérebro em crescimento. Muitos estudos confirmam a relacao entre o
tamanho da cabeca e os escores de QI (Quociente de Inteligéncia). Um formato
reduzido da cabeca pode indicar disturbios do desenvolvimento cerebral, incluindo
proliferacao neuronal, migracido e processos encefaloclasticos (HANSEN& LOU,
2000; NELLHAUS, 1968; NELSON& DEUTSCHBERGER, 1970). Além disso, a perimetria
cefdlica, como um indicador do perfil nutricional passado e do desenvolvimento
cerebral, tem sido descrita como o parametro antropométrico com melhor valor
preditvo para o desempenho escolar e para variabilidade da capacidade

intelectual (DESCH, ANDERSON, SNOW, 1990; IVANOVIC et al, 2002).
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Quadro 3: Medidas antropométricas em z escores correspondendo ao nimero de

desvios padrao acima ou abaixo dos valores de mediana do Centro Nacional de

Estatistica em Saude (NCHS), como referéncia internacional para populacdes

(WHO, 1997).

Indicadores de

Desnutricao

HAZ
Altura por idade

WAZ
Peso por idade

WHZ
Peso/Altura por idade

Z<-10

Levemente
abaixo da altura

Levemente
abaixo do peso

Levemente
abaixo
do peso/altura

2<-20

Moderadamente
abaixo da altura

Moderadamente
abaixo do peso

Moderadamente
abaixo
do peso/altura

2<-3.0

Severamente
abaixo da altura

Severamente
abaixo do peso

Severamente
abaixo
do peso/altura
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3.13. Analises estatisticas

Esse estudo coorte foi desenvolvido com intuito de obter resultados
preliminares, no que diz respeito a distribuicdo dos alelos da APOE e o status
cognitivo em criangas com histéria de diarréia infantil nos primeiros dois anos de
idade, em um ambiente de favela. A contagem de alelos e o calculo de suas
proporcdes serviu para determinar as frequéncias alélicas. As caracteristicas
demograficas foram descritas em termos de taxas e percentagens. Medidas de
associacao entre variaveis categoricas foram feitas, utilizando teste qui-quadrado,
corrigido por Mantel-Haenszel e teste exato de Fisher, com intuito de verificar se a
freqUéncia de alelos estava em concordancia com a frequéncia esperada, de
acordo com hipo6tese de equilibrio de Hardy-Weinberg (DESCH, ANDERSON, SNOW,
1990).

O teste de Mann-Whitney e o teste T Student ndo pareado foram utilizados
para variaveis continuas (significancia de P<0,05). Foram utilizados softwares para
analise estatistica, incluindo SPSS (SPSS, Inc, Chicago, IL, versao 10.1) e GraphPad
Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, versao 3.0). Foram feitas analises de
correlacao e regressao multiinear, com intuito de evitar potenciais confounders,
incluindo indicadores de desnutricdo, status socioeconémico, nivel de educacao
materna e helmintiases. A selecdo do modelo estatistico e técnicas de reducao de
dados foram usadas para definr um subgrupo de “importantes variaveis
independentes” entre um grande numero de fatores “candidatos”. Comparamaos 0s
resultados dos testes neuropsicolégicos de acordo com o0s episddios de diarréia
infantil aguda ou persistente ou utilizando o critério da mediana (acima ou abaixo
da mediana) dos episdédios de diarréia como referencial para dividir a populacao
em dois grupos, com maior morbidade e menor morbidade de diarréia,

respectivamente.

O critério para selecionar variaveis na equacao de regressao linear foi o nivel
de significancia de P<0,05. Todas as variaveis independentes foram checadas para
normalidade e linearidade com as variaveis dependentes antes da realizacao das

analises de correlagao e regressao linear. Mdltipla regressao linear (em duas etapas)
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e analises de correlacao foram feitas utlizando o programa SPSS, para avaliar
potenciais co-variaveis. O test T Student e ANOVA foram aplicados para
comparacoes bivariaveis (P<0,05 foi considerado significativo). O banco de dados
foi duplamente checado para validacdo dos resultados. Valores antropométricos,
perimetria cefalica, perfil cognitivo, infestacdes parasitarias e episdédios de diarréia
foram consideradas as principais variaveis dependentes avaliadas para o
polimorfismo da APOE, enquanto, educacao materna, grau de escolaridade e faixa
etaria da crianca, aleitamento materno exclusivo e renda familiar como as

principais variaveis independentes desse estudo.
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Dados demograficos em 77 criancas do estudo coorte

As caracteristicas da populacao pediatrica do Goncgalves Dias, incluindo
medidas demograficas, antropométricas, nutricionais e status socioeconémico,
juntamente com a histéria de diarréia infantil nos primeiros dois anos de idade,
aparecem ilustradas na Tabela 1. Apenas 22,2% das maes (ou responsavel) das
criancas envolvidas no estudo coorte concluram o segundo grau,
aproximadamente a metade possui uma renda familiar de menos de 2 salarios
minimos (1 salario minimo = US$ 86,6/mensal). O numero médio de episdédios de
diarréia nos primeiros dois anos de vida foi de 9,10 (+ 6,86 SD), semelhante aos
achados preliminares de Niehaus e colegas (NIEHAUS et al, 2002), com sujeitos da
mesma populagéo, contudo utilizando um menor numero. O HAZ-24, altura-por-
idade, aos 2 anos de vida, representou o indicador de nutricao mais afetado pela
histéria de diarréia nas criancas do estudo coorte da comunidade Gongalves Dias,

Figura 14.

4.2. Testes cognitivos em 77 criancas do estudo coorte

N&o houve diferenca estatistica significante nos escores totais dos testes de
Coding, TONI Il e nos labirintos Elithorn, qguando foram comparados os grupos de
criancas com diferentes histérias de doencas diarréicas, nos primeiros anos de vida,
Figura 15. Criancas com histéria de alta morbidade de diarréia (devido a episddios
de diarréia persistente ou com mais do que a mediana no niumero de episdédios de
diarréia), de modo surpreendente, ndo apresentaram declinio cognitivo nesses
testes, quando comparadas com criancas do mesmo estudo coorte, com baixa

morbidade de diarréia (sem episddios de diarréia persistente ou com menos do que
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a mediana no numero de episédios de diarréia), nos primeiros anos de vida.
Contudo, n6s percebemos uma significante correlagédo negativa entre os valores de
QI, obtidos pelo teste TONI-lll, e o numero de episédios de diarréia nos primeiros dois
anos de idade (n=64, r=-0,351, p=0,004) Figura 16, e ainda a partir da andlise da
média do total dos escores de TONI Il (p=0,039), Figura 17. Além disso, em um
subgrupo de 73 criancas que completou os testes de fluéncia verbal, o total de
episddios de diarréia nos primeiros anos de vida se correlacionou negativamente
com o0s escores de fluéncia verbal total, fluéncia semantica + fluéncia fonética

(p=0,029, r=-0,255), Figura 18.

As caracteristicas demograficas e os valores do coeficiente de inteligéncia,
Ql, dessas 73 criancas que completaram os testes de fluéncia verbal, aparecem na
Tabela 2. Além disso, quando os grupos foram estratificados de acordo com a
idade, o grupo com histéria de diarréia persistente (N=17), apresentou menores
escores de fluéncia total quando comparados com o grupo sem histéria de diarréia
persistente (N=56), especialmente na faixa etaria de 6-8 anos (p<0,05; Tabela 3),
contudo isso ndo ocorreu quando os grupos foram estratificados de acordo com o
critério da mediana dos episdédios de diarréia, Figura 19. A Tabela 4 mostra a
planilha de regressao linear, em relacdo aos valores de fluéncia semantica e
fonética das 73 criancas envolvidas no estudo, controlando para os indicadores
nutricionais e parasitas intestinais. De forma surpreendente, nés detectamos um
impedimento desproporcional da fluéncia seméantica em relacdo a fluéncia
fonética em criangas com historia de alta morbidade de doencas diarréicas
(incluindo as criancas com histéria de diarréia persistente) nos primeiros dois anos de
vida, (p < 0,05), Figuras 20 e 21, inclusive de acordo com o critério da morbidade
de diarréia em quartis de episédios, Figura 22. E digno de nota, que os déficits de
fluéncia seméantica, mas nao de fluéncia fonética, correlacionaram com infeccao

por Giardia lamblia (r=-0,285; p=0,039), Tabelas 4 e 5.

Andlises utilizando escores padronizados descritos por Monsh et al, 1997,
mostraram que o déficit semantico visto, quando cada escore de fluéncia
semantica do grupo de criancas com diarréia persistente (DP), era subtraido da
meédia dos escores do grupo com diarréia aguda (DiA), e dividido pelo desvio

padréao do grupo com diarréia aguda (DiA), da seguinte forma:
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[escore de fluéncia semdntica do grupo PD — a média dos escores de
fluéncia semdntica do grupo DiA]/[desvio padrdo dos escores de fluéncia

semdntica do grupo DiA].

Considerando o escore de MONSCH et al, 1997, as criangas com histéria de
diarréia persistente (DP) apresentaram cerca de duas vezes maior
comprometimento da fluéncia semantica (média dos escores=-0,69), quando

comparado com a fluéncia fonética (média dos escores=0,33), F(3,19)=16, P=0,012.

Além disso, a média da diferenca dos escores de fluéncia verbal, descrito por
(CERHAN et al, 2002), (escore de fluéncia fonética menos o escore de fluéncia
semantica de cada crianga) foi muito negativo em criangas do grupo DiA quando
comparado com o grupo DP (p<0,001; Tabela 6). Além disso, detectamos uma
correlagcao negativa entre o numero de episédios de diarréia nos primeiros dois anos
de vida, quando consideramos 0s escores semanticos, contudo essa correlagcao
nao persistiu quando avaliamos os escores fonéticos (p=0,016; r= -0,280 e p=0,106,
r=0,190, respectivamente), Figuras 23 e 24. O periodo critico para o déficit no
desempenho semantico nas criancas do grupo DP foi observado aos 6-8 anos de
idade (p<0,05), Figura 25, contudo, quando consideramos 0s grupos de acordo
com mediana dos episddios de diarréia, o grupo com mais episdédios de diarréia, de
acordo com esse critério, apresentou um déficit cognitivo na fluéncia semantica e
fonética aos 11-12 anos (P<0,05), Figuras 26 e 27. Apesar da falta de diferenca
estatistica no teste de Coding, Figura 15, nés detectamos um atraso nas curvas
normais de desenvolvimento no grupo com alta morbidade de diarréia (= mediana
dos episddios de diarréia) e diarréia persistente (DP) em comparagado com O grupo
com morbidade leve de diarréia (< mediana dos episédios de diarréia) e diarréia
aguda (DiA), Figura 28, porque foi evidenciado um aumento significativo da média
dos escores nesse teste com a idade, somente no primeiro grupo mas nao no ultimo
(p<0,05).

O numero total de episdédios de diarréia permaneceu como um forte fator

preditivo da fluéncia verbal (n=47, beta= -0,314, p=0,036) e particularmente dos
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escores semanticos (n=47, beta= -0.367 p=0.013), mesmo apds termos controlado

para educacao materna e renda familiar ao nascimento.

Educacdo materna também se constituiu um significante fator preditivo
(n=47, p=0,038, beta= -0,299) dos escores de fluéncia verbal, mesmo quando
controlando para episddios de diarréia e renda familiar ao nascimento. Contudo, o
numero total de episdédios de diarréia nao se constituiu um significante fator
preditivo (p=0,211) dos escores de fluéncia fonética, mesmo apds controlar para
educacao materna e renda familiar ao nascimento. O nivel de educacao materna
permaneceu como um significante fator preditivo (n=47, p=0,030, beta= -0,322) dos
escores de fluéncia fonética, mesmo apds ajustar para os episdédios de diarréia e

renda familiar ao nascimento.

Além disso, analises de regressao linear em mdltiplas etapas foram utilizadas
para confirmar se a relagao entre episddios de diarréia e os escores de fluéncia
semantica permaneceu, mesmo controlando por outras possiveis variaveis
envolvidas. Episddios de diarréia (nos primeiros dois anos de idade) permaneceram
como um significante fator preditivo dos escores de fluéncia semantica, mesmo
apods controlar para escolaridade infantil, educagcdo materna e aleitamento
materno, ver Tabela 5. As mesmas analises foram feitas para fluéncia fonética sem

alcancar grau de significancia.
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Tabela 1: Caracteristicas demograficas e dados antropométricos das 77 criangas do

estudo coorte com histéria de diarréia, aos 6-12 anos de idade, em Fortaleza-CE,

Brasil.

Caracteristicas No. De Criancas Média + SD
Idade média (anos) _ 9,58 +1,77
Sexo
Masculino
Femini
eminino 30 (38,96%)
Média do no. de episddios de 47 (61,04%)
diarréia aos 0-2 anos -
9,10 + 6.86
Peso ao Nascer (g) 59 3285 +470,7
Status Nutricional aos 2 anos
Média altura-por-idade (2) 69 -0,99 +1,22
Média peso-por-idade (Z) 69 -0,55+ 1,05
Média peso-por-altura (Z) 69 -0,06 + 0,94

Educacdo Materna
Sem Escolaridade primaria

> Escolaridade primaria
Renda familiar mensal”
Abaixo de 2 salarios minimos

> 2 salarios minimos

Desconhecido

56 (77,77%)
16 (22,23%)

45,20%
23,30%

31,50%

“1 salario minimo: ~ US$ 86,6/més, de acordo com o cambio flutuante na época do estudo.
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Figura 14: Indicadores de desnutricdo ao nascimento (0) e aos 2 anos (24) de idade,
ilustrados em z escores em 77 criancas coortes do Goncalves Dias. As trés linhas
horizontais representam os quartis 25%, 50% e 75%. Note que a medida

antropométrica de HAZ24 se mostrou mais reduzido nessa populacao.

HAZ 0; WAZ 0; WHZ 0=z escores de altura, peso e altura-peso por idade, respectivamente, ao nascimento.
HAZ 24; WAZ 24; WHZ 24= z escores de altura, peso e peso-altura por idade, respectivamente, aos dois anos de vida.

As barras representam Média + SD dos escores.
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Figura 15: Escores dos testes cognitivos (exceto fluéncia verbal), aplicados nas
criancas coortes da Comunidade Goncalves Dias, de acordo com a morbidade de
doencas diarréicas nos primeiros dois anos de idade. As barras representam Média +

SD dos escores; pelo teste T student ndo pareado. * p<0,05.
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Figura 16: Correlacao entre os escores de QI (TONI-lll) aos 6-12 anos de idade e o

numero de episddios de diarréia nos 2 primeiros anos em 64 criancas coortes do

Goncalves Dias.
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Figura 17: Escores dos testes cognitivos (exceto fluéncia verbal), aplicados nas
criancgas coortes da Comunidade Goncalves Dias, de acordo com a morbidade de
doencas diarréicas nos primeiros dois anos de idade. As barras representam Média +

SD dos escores; pelo teste T student ndo pareado. * p<0,05.
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Figura 18: Correlacao entre os escores de fluéncia verbal aos 6-12 anos de idade e
0 numero de episédios de diarréia nos 2 primeiros anos em 73 criancas coortes do

Goncalves Dias.
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Tabela 2: Caracteristicas demograficas, QI e escores de fluéncia verbal em 73 criancas da comunidade Goncalves Dias, de

acordo com a morbidade de diarréia nos dois primeiros anos de idade.

DiA (N=56)

DP (N=17)

PMD (N=35)

BMD (N=38)

Sexo

Idade
Intervalo

Educacéao (grau)
Intervalo

F. Seméantica
Intervalo

F. Fonética
Intervalo

QI (TONI 111"

Intervalo

36 meninas/20 meninos

9,66 (SD=1.74)
6-12
3,38 (SD=1,96)
1-7
19,52 (SD=7,92)"
0-37
8,51 (SD=6,50)
0-26
86,70 (SD=10,05)

68-115

9 meninas/8 meninos

9,64 (SD=1,80)
7-12
3,62 (SD=1,54)
1-6
14 (SD=8,35)
0-29
10.71 (SD=12,26)
0-46
82,47 (SD=7,74)

70-100

24 meninas/11 meninos

9,80 (SD=1,81)
6-12

3,85 (SD= 2,00)
1-7

21,46 (SD=7,96)"
8-37

10,51 (SD=9,56)
0-46

88,14 (SD=9,73)

70-115

20 meninas/18 meninos

9,52 (SD=1,68)
7-12

3,05 (SD=1,65)
1-6

15,26 (SD=7,54)
0-29

7,65 (SD=6,44)
0-30

83,73 (SD=9,42)

68-107

Pelo teste Mann-Whitney U Test. * p<0,05.

SD= desvio padrao

** para criancas com diarréia aguda, N=47; para o grupo com elevada morbidade de diarréia, N=33; e para o grupo com baixa morbidade de diarréia , N=28.
DiA= diarréia aguda; DP= diarréia persistente
PMD= elevada morbidade de diarréia; BMD= baixa morbidade de diarréia.
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Tabela 3: Média e desvios padrdes dos escores de fluéncia verbal e histéria de
diarréia das 73 criancas coortes da Comunidade Goncalves Dias de acordo com a
idade.

Carga de DP DiA DP DiA DP DIiA

Diarréia
Idade 6-8 9-10 11-12

(anos)

Fluénciaa Média SD Média SD Média SD Média SD Média SD Média SD

Semantica 7,66 6,83 16,07 8714 1867 3,78 1865 6,30 17 8,42 2250 8,32

Fonética 533 650 4,71 425 1433 472 785 4,09 1338 1639 11,55 8,04

* p<0,05, quando comparado os escores de fluéncia seméantica em criangas com histéria de diarréia

persistente (DP) com criangas com histdria de diarréia aguda (DiA), aos 6-8 anos de idade.
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Figura 19: Escores de fluéncia verbal de acordo com a faixa etaria em criancas
coortes da Comunidade Goncalves Dias, de acordo com a morbidade de doencas
diarréicas nos primeiros dois anos de idade. As barras representam Média + SD dos

escores; pelo teste T student ndo pareado. * p<0,05.

a: p< 0,01, comparando escores de fluéncia em criangas com histéria de alta morbidade de diarréia
aos 9-10 anos (N=10) e aos 6-8 anos de idade (N=12). b: p<0,05, comparando escores de fluéncia em
criangcas com histéria de baixa carga de diarréia aos 11-12 anos (N=14) e aos 9-10 anos de idade
(N=13). c: p< 0,01, comparando escores de fluéncia em criangas com histéria de baixa morbidade de

diarréia aos 11-12 anos (N=14) e aos 6-8 anos de idade (N=8).
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Tabela 4: Andlises de regressao linear dos escores de fluéncias seméantica e fonética
nas 73 criancas coortes (faixa etaria de 6-12 anos), com histéria de diarréia infantil
(0-2 anos de idade), em relacao aos indicadores nutricionais, escores

neuropsicoldgicos, e parasitas intestinais.

Fluéncia Verbal

Semantica Fonética

R? P R? P
Covariaveis antropométricas”
Altura-por-idade (2) 0,016 0,312 0,009 0,436
Peso-por-idade (2) 0,035 0,132 0,011 0,404
Peso-por-altura (2) 0,034 0,138 0,011 0,397
Peso ao Nascer 0,040 0,129 0,008 0,486
Perimetria cefélica™ 0,001 0,786 0,099 0,006
Testes Neuropsicologicos
TONIL Il 0,227 ,0001 0,102 0,011
Coding 0,349 <,0001 0,266 <,0001
Labirintos Elithorn 0,166 ,0006 0,195 ,0002
Parasitas Intestinais (0-2 anos)
Criptosporidium 0,005 0,607 0,013 0,400
Giardia 0,081 0,039 0,001 0,759
Helmintos 0,002 0,735 0,001 0,772

* HAZ, WAZ e WHZ aos 2 anos de idade.
** Medidas de perimetria cefalica foram feitas antes da aplicagcdo da bateria de testes
neuropsicolégicos.
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Figura 20: Escores de fluéncia verbal, incluindo fluéncias Semantica e Fonética, em

criancas coortes da Comunidade Goncalves Dias, de acordo com a morbidade de

doencas diarréicas nos primeiros dois anos de idade. Diarréia persistente foi definida

como um estado diarréico com duracéo de > 14 dias e diarréia aguda como um

estado diarréico com duracao de < 14 dias. As barras representam Média + SD dos

escores; pelo teste T student ndo pareado. * p<0,05.
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I Alta Mordidade de Diarréia
1 Baixa Mordidade de Diarréia

*p=0,001

N=35

Fluéncia Semantica Fluéncia Fonética

Figura 21: Escores de fluéncia verbal, incluindo fluéncias Semantica e Fonética, em

criangas coortes da Comunidade Gongalves Dias, de acordo com a morbidade de

doencas diarréias nos primeiros dois anos de idade. Alta morbidade de diarréia foi

definida como (> a mediana dos episddios de diarréia) e baixa morbidade de

diarréia foi definida como (< a mediana dos episédios de diarréia) nos primeiros dois

anos de idade. As barras representam Média + SD dos escores; pelo teste T student

nado pareado. * p<0,05.
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Figura 22: Escores de fluéncia verbal em criangas coortes da Comunidade
Goncalves Dias, de acordo com a morbidade de doencas diarréicas (em quartis)

nos primeiros dois anos de idade. As barras representam Média = SD dos escores;

pelo teste T student ndo pareado. * p<0,05.
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Tabela 5: Analises de regressao linear em multiplas etapas dos escores de fluéncia fonética e seméantica em 44 criancas coortes
(faixa etaria de 6-12 anos), com histéria de diarréia infantili aos dois anos de idade, levando-se em conta indicadores

nutricionais e parasitas intestinais.

Semantica Fonética
Variaveis - . GT"?‘”Ade_ Coeficiente Coeficiente . Gfa_‘“fje. Coeficiente
Coeficiente Significancia R2 pss Significancia R2
psss (P=) (P=)
Etapa 1l
Idade -,151 443 -,124 .610
Sexo -,046 , 716 -,353 ,030"
Perimetria -,161 ,270 -,003
. ,988
Cefdlica s
HAZ 24 88 -,322 ,060 -,202 ,331
Aleitamento -,076 ,539 -,163
,290
materno
Educacéao -,136 ,295 ,022
M ,891
aterna 0,42 0,23
Grau escolar ,854 ,000 ,657 ,012*
Etapa 2
Episdédios de -,051 , 754 0,44 -,127 ,536 0,25
diarréia
Etapa 3
Criptosporidium -,146 ,362 -,190 341
Giardia =277 ,037* ,052 , 745
Helmintos -,145 ,344 0.49 -,006 977 021

§ Perimetria cefdlica foi realizada durante a bateria de testes neuropsicolégicos.
§8 7 escores da altura-por-idade aos dois anos de vida.
888 Coeficientes B foram feitos baseados no modelo final.
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Tabela 6: Comparacao dos grupos de acordo com a histéria de diarréia infantil nos
primeiros 2 anos de vida e escores de fluéncia verbal em 73 criancas coortes da

Comunidade Gongalves Dias.

GRUPO GRUPO T P
(DP) (DIA)
MEDIDAS M SD M SD
FF 10,71 12,26 8,51 6,50 0,9735 0,333
FS 14 8,35 19,52 7,92 2,486 0,015*
(FF - FS) -3,29 3,91 -11,01 -1,42 12,46 < 0,001*

Nota: FF= Escore total de fluéncia fonética; FS= escore total de fluéncia seméantica; DIFF= Escore médio
da diferenca das fluéncias * p< 0,05 and ** p=0,001 pelo teste T student ndo pareado. M= Média;

SD=Desvio Padrao.
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Figura 23: Correlacao entre os escores de fluéncia fonética com o niumero de

episddios e dias de diarréia nos 2 primeiros anos em 73 criangas coortes do

Goncalves Dias.

Nota: O conceito de diarréia foi definido como sendo > 3 fezes liquidas em um periodo de 24h. Um

episddio de diarréia foi definido como sendo diarréia com uma duracado >1dia, separado de outro

episddio de diarréia por um intervalo de >48h sem diarréia.
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Figura 24: Correlacao entre os escores fluéncia seméantica com nimero de episddios

e dias de diarréia nos 2 primeiros anos em 73 criangas coortes do Gongalves Dias.

Nota: O conceito de diarréia foi definido como sendo > 3 fezes liquidas em um periodo de 24h. Um

episédio de diarréia foi definido como sendo diarréia com uma duragédo >1dia, separado de outro

episédio de diarréia por um intervalo de >48h sem diarréia.
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Figura 25: Escores de fluéncia semantica de acordo com a faixa etaria em criancas
coortes da Comunidade Goncalves Dias, de acordo com a morbidade de doencas
diarréicas nos primeiros dois anos de idade. As barras representam Média + SD dos

escores; pelo teste T student ndo pareado. * p<0,05.

a: p<0,05, comparando escores de fluéncia seméantica em criangas com histdria de diarréia persistente
aos 9-10 anos (N=3) e aos 6-8 anos de idade (N=6). b: p<0,05, comparando escores de fluéncia
semantica em criancas com histéria de diarréia persistente aos 11-12 anos (N=8) e aos 6-8 anos de
idade.
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Figura 26: Escores de fluéncia seméantica de acordo com a faixa etaria em criangas
coortes da Comunidade Goncalves Dias, de acordo com a morbidade de doencas
diarréicas nos primeiros dois anos de idade. As barras representam Média + SD dos

escores; pelo teste T student ndo pareado.

a: p<0,05, comparando escores de fluéncia semantica em criangas com histéria de alta morbidade de

diarréia aos 9-10 anos (N=13) e aos 6-8 anos de idade (N=12).
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Figura 27: Escores de fluéncia fonética de acordo com a faixa etaria em criancas

coortes da Comunidade Goncalves Dias, de acordo com a morbidade de doencas

diarréicas nos primeiros dois anos de idade. As barras representam Média + SD dos

escores; pelo teste T student ndo pareado. * p<0,05.

b: p< 0,01, comparando escores de fluéncia fonética em criangas com histéria de baixa morbidade de

diarréia aos 11-12 anos (N=14) e aos 6-8 anos de idade (N=8). c: p= 0.012, comparando escores de

fluéncia fonética em criancas com histéria de baixa morbidade de diarréia aos 11-12 anos (N=14) e

aos 6-8 anos de idade (N=8). d: p= 0.027, comparando escores de fluéncia fonética em criangcas com

histéria de baixa morbidade de diarréia aos 9-10 anos (N=13) e aos 6-8 anos de idade (N=8).
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Figura 28: Escores de Coding de acordo com a faixa etaria em criancas coortes da
Comunidade Goncalves Dias, de acordo com a morbidade de doencas diarréicas
nos primeiros dois anos de idade. As barras representam Média + SD dos escores;

pelo teste T student ndo pareado. * p<0,05.

c: p<0,01, comparando escores de coding em criangcas com histdria de diarréia aguda aos 9-10 anos
(N=20) e aos 6-8 anos de idade (N=13). d: p<0,001, comparando os escores de coding em criangas
com histéria de diarréia aguda aos 11-12 anos (N=22) e aos 6-8 anos de idade (N=7). e: p<0,01,
comparando coding escores criancas com histdria de diarréia aguda aos 11-12 anos (N=22) e aos 9-10
anos de idade (N=20).



155

A infeccao por giardia também foi um forte fator preditivo para a fluéncia
semantica (beta = -0,28, p=0,04) e juntamente com outros parasitas contabilizou
para 5% da variancia na performance da fluéncia. Além disso, a relagcdo entre
diarréia e o declinio cognitivo perdeu a forca de significancia (beta=0,05, p=0,75),

apobs ajustar para giardiase.

4.3. Purificac&o do DNA e Genotipagem da APOE

O método de escovagao-bochecho foi considerado um método viavel para
realizacdo da genotipagem da APOE, por causa das altas taxas de sucesso tanto
no processo de amplificacdo por PCR e durante a digestdo enzimatica. A
concentracdo do DNA, quantidade total de DNA e coeficiente de pureza obtidos a

partir das amostras de células bucais estao ilustradas na Tabela 7.

4.4. Dados demogréaficos de acordo com a genotipagem da APOE

Das 77 criancas que realizaram os testes cognitivos, 72 (93.5%) foram incluidas
no protocolo genético. Das 5 criancas que foram excluidas do estudo, trés se
mudaram para outra localidade e somente duas delas, 0s pais ndo concordaram
em assinar o termo de consentimento. As caracteristicas demogréaficas das 72
criancas do estudo coorte incluidas no protocolo para genotipagem da APOE
aparecem na Tabela 7, de acordo com a presenca ou auséncia do alelo g4. As
Figuras 29 e 30 representam fotografias de gel de agarose mostrando o produto de
amplificacdo (270 pb) e genotipagem completa da apoliproteina E,
respectivamente. As Figuras 31 e 32 mostram seqlienciamento para confirmacao

de gendtipos.

A média dos valores de todas as variaveis antropométricas avaliadas e as
caracteristicas socio-econdmicas foram semelhantes entre o grupo de criancas

APOcg4 positivas (portadores dos gendtipos 2/4, 3/4, 4/4) e o grupo de criancas
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APOg4 negativas (portadoras dos gendétipos 2/3, 2/2, 3/3). A distribuicao alélica e
genotipica de toda populacéo esta ilustrada na Tabela 8. A frequéncia do alelo ¢4
nessa populacdo pediatrica do Gongalves Dias foi considerada relativamente
elevada (14.6%), levando em consideracdo a frequéncia esperada de 9-12%
observada na populacdo geral brasileira, como descrita em diferentes
levantamentos epidemioldégicos (ALMEIDA& SHIMOKOMAKI, 1997; DE ANDRADE et
al, 2000; SOUZA et al, 2003; SOUZA, 1998), Tabelas 8 e 9. Contudo, quando naés
consideramos dois grupos aparte, de acordo com o grau de doencas diarréicas nos
primeiros anos de vida, como mostrado na Tabela 8, a frequéncia do alelo ¢4 foi
superior no grupo com histéria de menos episdédios de diarréia infantil (menos que a
média de episddios de diarréia na populacdo como um todo), sendo de 17,5%, em
relacao ao grupo de criancas com histéria de alta morbidade de diarréia infantil
(com mais do que a média de episédios de diarréia na populagdo como um todo),

sendo este de 10,8% (p<0,03, pelo teste y quadrado).

4.5. Testes cognitivos de acordo com a genotipagem da APOE

Ao contrario da hipdétese inicial, as criancas APOeg4 negativas nao
apresentaram melhor rendimento em todos os testes cognitivos avaliados, Figura 33.
Ao contrario, as criancas APOg4 positivas mostraram uma tendéncia para uma
melhor performance em todos 0s testes cognitivos, contudo sem alcancar valores
com forca de significAncia estatistica, Figura 15. Além disso, quando nos
comparamos as criancas que experimentaram alta morbidade de doencas
diarréicas (= mediana de 7 episdédios nos primeiros 2 anos de idade), aquelas
portadores da APOe4 tiveram um desempenho significativamente melhor no teste
de Coding (39 + 9,9; n=7, p=0,01), quando comparadas com as criancas APO¢t4

negativas provenientes do mesmo estudo coorte (25 + 12,7; n=27), Figura 34.

Além disso, observamos que criancas do grupo APOg4 positivo, com histéria
de alta morbidade de diarréia, apresentaram um declinio da fluéncia semantica
(mais comprometida na maioria das criancas devido as doencas diarréicas e

desnutricdo, predominantemente nas criangas APOg¢4 negativas, p<0,01), com o
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aumento do numero de episddios de diarréia, e a média da diferenca dos escores
de fluéncia verbal (DIFF), p=0,025, um coeficiente padronizado para avaliar o grau
e a proporcao do impedimento da fluéncia verbal, Figuras 35 e 36. As criancas
portadoras da APOg4 com histéria de alta morbidade de diarréia também

preservaram os escores de fluéncia verbal total, p<0,05.

As Tabelas 9 e 10 apresentam os genoétipos e freqiéncias alélicas das
criangas de acordo com a faixa etaria e performance cognitiva, respectivamente.
A freqUéncia do alelo g4 foi significantemente mais elevada (X?=4,34, p=0,037) nas
criancas com melhores escores no teste TONI Il (> mediana dos escores de Ql),
Tabela 10, entretando isso nao foi suficiente para determinar diferenca estatistica no
fendtipo avaliado pelo teste, quando, por outro lado, comparamos a média dos
escores de Ql, em ambos 0s grupos de acordo com a presenca ou auséncia do

alelo ¢4.

Entretanto, sob condicBes de alta morbidade de diarréia, (> mediana de 7
episdédios nos primeiros 2 anos de vida), a alta frequéncia do alelo €4 (X2=7,69,
p=0,011) nas criancas com melhor performance no teste do Coding (> mediana dos
valores dos escores), se correlaciona bem com o melhor rendimento das criancas
APO¢g4 positivas (~35%) em comparacao com as outras criancas do estudo coorte

gue nao possuem o alelo &4, tabela 10 e Figura 34.

Além disso, o numero médio de episddios de diarréia infantil nos portadores
do alelo ¢4 (8,2 + 1,8, N=21) foi significativamente menor (p<0,001), quando
comparado com nao portadores do alelo ¢4 (9,7 + 0,9, N=51), Tabela 11. Ainda, as
criancas do grupo APOeg4 ndo apresentaram correlagcdo positiva (n=17, r=0,16,
p=0,53) entre a infeccao por Giardia lamblia e episédios de diarréia, como foi

observado em portadores do alelo ¢4 (n=36, r=0,42, p=0,01).
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Tabela 7: Quantidade total e concentracdo de DNA e coeficientes de pureza em

72 amostras extraidas de células bucais.

Razao Razao
DNA Conc. DNA
Estatistica 260/280 260/230
(ng) (ng/mi)
Minimum 2,0 0,10 0,0 0,10
25th 0p 18,0 0,90 1,27 0,66
Mediana 28,5 1,40 1,32 0,73
75t % 59,0 2,95 1,44 0,79
Maximum 317 15,9 3,0 1,12
Média 45,61 2,27 1,41 0,73
CV % 107,2 107,7 25,17 19,20
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<+— 350 pb

Figura 29: Produtos de amplificacao (270 pb), resolvidos em 2% agarose gel, apos
protocolo de PCR. A seta indica a banda do DNA ladder (50 pb), correspondente a
350 pb, que serve de referencial para diagnéstico da amplificacdo do gene da

APOE humana.
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L10 L9 L8 L7 L6 L5 L4 L3 L2 L1

Linha 1: 25 pb- DNA ladder
Linha 2: APOE 3/4

Linha 3: APOE 3/3

Linha 4: APOE 3/3

Linha 5: APOE 3/4

Linha 6: APOE 3/3

Linha 7: APOE 2/3

Linha 8: APOE 3/4

Linha 9: APOE 3/3

Linha 10: APOE 3/3

Figura 30: Genotipagem da apolipoproteina E a partir de digestao pela enzima de
restricao Hhal, usando DNA purificado de amostras de células bucais. Os fragmentos
de restricao foram resolvidos em gel de agarose a 4%. O gendétipo de cada amostra

€ indicado ao lado. A seta indica uma banda de 150 pb do DNA ladder.
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CGCCTGGTGCAGTACCGCGGCGAGGTGCAGGCCATGCTCGGCCAGAGCACCGAGGAGCTGCGGGTGCGOCTI
CGCCTGGTGCAGTACCGCGGCGAGGTGCAGGCCATGCTCGGCCAGAGCACCGAGGAGC TGCGGGTGEGEC T
CGCCTGGTGCAGTACCGCGGCGAGGTGCAGGCCATGCTCGGCCAGAGCACCGAGGAGC TGCGGGTGEGEC T

% frag bases T3 T5a = T78 ] ] 1153 Tii8 T128 1138
selected at G50 IP_G_C?F!_C_E'_TQ GAGGACETC GCGGCC BT A A e AT e CAGE AT CTCEEECABAGCACCEAGGAGETECGEGTECECETS
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Figura 31: Sequenciamento do gene da APOE ap6s purificagado do produto de PCR
ao nivel do motif 112 em quatro diferentes amostras. Notar a sequéncia TGC, em

destaque (presente nos alelos €2 e €3, mas ndo no alelo €2).

Alelo 2= Cédon TGC (residuo 112 — Cis) e Cédon TGC (residuo 158 - Cis).
Alelo €3= Codon TGC (residuo 112 — Cis) e Cédon CGC (residuo 158 — Arg).
Alelo ¢4= Cédon CGC (residuo 112 — Arg) e Cédon CGC (residuo 158 - Arg).
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52305—1?441_063D1 CGCCTCCCHACCTGOGCAAGC TGO G TAAGCGGCTCCTCCGLCGATGCCGATGACCTGCAY GCAGTGTACCAGGCCGGGGGCCGRAATTCTGTA
52305—1?442_083D1 CGCCTCCCACCTGOGCAAGC TGHGTAAGCGGCTCCTCCGLGATGCCGATGACCTGCAG
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q

[ freg bames Ti48 1158 168 Ti78 KL T198 T=a8 =18 TZ=0 TZ58
selected at CBCC T LA T BCBC ARG TEC B TARG G T CCTCCBC AT BCCGATGACCTECAGAAGEBCCTEBCAGTETACCAGBCCGEGG6CCOARATTCTETA
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Chromatograms from Contig] 0006]
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D Cisq12;Argss=¢€3 CGC=Arg .

Figura 32: Sequenciamento do gene da APOE ap6s purificagado do produto de PCR
ao nivel do motif 158 em quatro diferentes amostras. Notar a sequéncia CGC em

destaque (presente nos alelos €3 e ¢4, mas n&o no alelo £4).

Alelo 2= Cédon TGC (residuo 112 — Cis) e Cédon TGC (residuo 158 - Cis).
Alelo ¢3= Cédon TGC (residuo 112 — Cis) e Cédon CGC (residuo 158 — Arg).
Alelo ¢4= Codon CGC (residuo 112 — Arg) e Cddon CGC (residuo 158 - Arg).

Notar que as seqiiéncias observadas no motif 112 (TGC=Cis), figura 31, e motif 158 (CGC=Arg), figura

32, resultam no diagndéstico do alelo €3.
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Tabela 8: Gendtipo da ApoE e frequiéncia alélica (f) em criancgas coortes (6-12 anos
de idade) com diferentes morbidades de diarréia na Comunidade Goncgalves Dias
(GD), Fortaleza-CE, Brasil (N=72).

Genotipos Alelos
APOE 2/2 2/3 3/3 2/4 3/4 4/4 2 3 4
Grupo 1 01 03 21 02 05 00 07 50 07

N (fo%) (3,12) (9.37) (6563) (6,25) (1563) (00)  (10,9) (782)  (10,9)

Grupo 2 00 05 21 00 14 00 05 61 14
N (f %) (00) (125) (525) (00) (35  (00)  (6,2) (76,3) (17.,5)

Total 01 08 42 02 19 00 12 111 21*
N (f%) (1,4) (111) (583) (28) (264) (00)  (83) (77.1)  (14,6)

Grupo 1: Criangas coortes com > média de episddios de diarréia (N=32).
Grupo 2. Criangas coortes com < média de episédios de diarréia (N=40).

Média de episddios de diarréia nos primeiros 2 anos de idade= 9,28

* versus 10-12% da freqiiéncia do alelo ¢4 na populagado geral brasileira (Souza et al, Braz J Med Biol
Res 36: 919, 2003; Andrade et al, Braz J Med Biol Res 33: 529, 2000).
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Tabela 9: Gendtipos e freqiiéncia alélica, de acordo com a performance nos testes cognitivos em criancas do Goncalves

Dias, Fortaleza-CE, Brasil.

Todo TONI HI Fluéncia Verbal Semantica Fonética Coding Elithorn
Grupo
>Md <Md > Md <Md > Md <Md > Md <Md > Md <Md >Md <Md

N=72 N=27 N=29 N=34 N=33 N=34 N=32 N=32 N=31 N=34 N=31 N=30 N=28
€262 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0
€2¢3 8 4 3 6 2 6 2 5 2 4
e2e4 2 2 0 2 0 2 0 1 0 2 0
e3e3 42 12 22 15 22 14 24 15 21 15 21 13 18
e3ed 19 9 4 11 8 11 6 11 7 13 6 10 8
eded 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n % n %

Alelos APOE

€2 12 8.3 6 111 3 5.2 8 11,8 4 6,1 10 147 2 31 6 9,4 4 6,4 6 8,8 5 8,1 7 11,7 2 3,6
€3 111 771 37 685 51 879 47 691 54 818 45 662 56 875 46 719 51 823 47 691 51 822 42 70 45 80,3
el 21 146 11 204 4 6.9 13 191 8 121 13 191 6 9,4 12 187 7 113 15 221 6 9,7 11 183 9 16,1

Total 144 54 58 68 66 68 64 64 62 68 62 60 56

N= numero de sujeitos
n=numero de alelos
Md= mediana
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Testes Cognitivos

43 EEE APOE4(+)
APOEA4(-)
754
(]
2
u% 50 N 21
48 48
254
20 44
N N
TONI 111 Fluéncia Coding Elithorn

Figura 33: Criancas APOc4 negativas ndo apresentaram uma melhor performance
em todos os testes cognitivos avaliados, quando comparadas com as criancas

APOg¢4 positivas.
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Declinio de
45 - 35%
B APOE4(+)
APOEA4(-)
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Baixa Morbidade Alta Morbidade

Figura 34: Escores de Coding em criancas coortes da Comunidade Gongalves Dias,
de acordo com a morbidade de doencas diarréicas nos primeiros dois anos de
idade. As barras representam Média + SD dos escores; pelo teste T student nédo
pareado. * p=0,011. APO¢4 “protege” os déficits cognitivos (Coding) em criancas

com elevada morbidade de diarréia.

Elevada Morbidade: Criangas coortes com > mediana de episédios de diarréia.
Baixa Morbidade: Criangas coortes com < mediana de episédios de diarréia.

Mediana de episddios de diarréia nos primeiros 2 anos de idade=7,0
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Fluéncia Semantica

*%

25+
BN APOE4(+)

APOEA4(-)

19

Escores

27

Baixa Morbidade Alta Morbidade

Figura 35: Escores de Fluéncia Seméantica em criangas coortes da Comunidade
Goncalves Dias, de acordo com a morbidade de doencas diarréicas nos primeiros
dois anos de idade. As barras representam Média + SD dos escores; pelo teste T
student ndo pareado. * p=0,009. Os escores de fluéncia verbal s&o comprometidos
apenas em criancas ApoE4- com elevada morbidade de diarréia. ApoE4+ previne
esse declinio nas criancas com grau comparavel de diarréia nos primeiros dois anos

de idade.

Elevada Morbidade: Criangas coortes com > mediana de episédios de diarréia.
Baixa Morbidade: Criancas coortes com < mediana de episddios de diarréia.

Mediana de episddios de diarréia nos primeiros 2 anos de idade=7,0
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DIFF

(Baixa Morbidade) (Alta Morbidade)

| B APOEA4(+)
s APOE4()
7

Figura 36: Diferenca Média dos Escores de Fluéncia (DIFF) em criangas coortes da

1
()

AN
o

Diferenga média dos
escores de fluéncia

-15

Comunidade Goncgalves Dias, de acordo com a morbidade das doencgas diarréicas
nos primeiros dois anos de idade. As barras representam Média = SD dos escores;
pelo teste T student ndo pareado. * p=0,025. Os escores de DIFF s&o comprometidos
apenas em criancas ApoE4- com alta morbidade de diarréia. ApoE4+ previne esse
declinio nas criancas com grau comparavel de diarréia nos primeiros dois anos de

idade.
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Tabela 10: Impacto do alelo APOe4 na performance cognitiva de acordo com a histéria de diarréia.
Populacéo Total Criancas com Alta Morbidade de Diarréia**

APOE4(+)  APOE4(-) APOE4(+)  APOE4(-)

. . 0 2 0 2
Perfil Cognitivo N (f%) N (%) OR 95% ClI P X N (%) N (i%) OR 95% ClI P X
TONI 1 11 43 4 20
> mediana (20,4) (79,6) (16,6) (83,4)
345 1028 g3 434 028 29 4519 215
TONI I 04 54 ' 11,61 ’ ' 2 36 ' 1,58 ' !
< mediana (6,9) (93,1) (5.2) (94,8)
Semantica 13 55 4 24
> mediana (19,1) (80,9) (14,2) (85,8)
0,81a 0,02 a
Semantica 06 58 2,28 6,43 0111 2,52 1 37 016 1,56 015 3,08
< mediana 9.,4) (90,6) (2,6) (97.4)
Fonética 12 52 4 28
> mediana (18,8) (81,2) (12,5) (87.5)
0,66 a 0,098 a
Fonética 07 55 1.8l 4,96 0,243 1,36 2 30 0.47 2,54 0.67 0.72
< mediana (11,3) (88,7) 6,2) (93,8)
Fluéncia Total 13 55 5 25
> mediana (19,1) (80,9) (16,6) (83,4)
0,65 a 0,069 a
Fluéncia Total 08 58 1,71 445 0267 123 2 34 029 1,59 028 210
< mediana (12,1) (87,9) (5.5) (94.5)
Coding 15 53 7 27
> mediana (22,1) (77,9) (20,5) (79.5)
0,95 a 0,002 a *
Coding 06 56 2,64 731 0,056 3,64 0 34 0,05 0,97 0,011 7,69
< mediana 9,7) (90,3) (100)
Elithorn 11 49 4 26
> mediana (18,3) (81,7) (13,3) (86,7)
0,44 a 0,09a
Elithorn 09 47 L7 3,08 0,748 0,10 2 24 0,54 3,232 0.67 0,46
< mediana (16,1) (83,9) (7,6) (92,4)

Abreviacdes: OR, odds ratio; Cl, intervalo de confianca.
* P<0,05, ap0s corregédo por Mantel-Haenszel. ** Criangas com > mediana dos episédios de diarréia da populag&o nos primeiro 2 anos de vida.
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Tabela 11: Dados demograficos, antropométricos e nutricionais da populacao do
estudo, de acordo com a distribuicéo dos alelos APOe4.

Caracteristicas Criancas Coortes

APOg 4(+) APOg 4(-)
Média de Idade 10,1+1,6 952+1,7
(anos) (N=21) (N=48)
Perimetria 542+1.8 53,561+2,1
Cefalica (N=21) (N=47)
Peso ao Nascer (g) 3434 £478 3255 £ 431
(N=17) (N=38)
Média de 82+1.8 9,7+ 0.9*
epis_édi(?§ de (N=21) (N=51)
diarréia
Feminino 15 (71%) 29 (57%)
Sexo Masculino 06 (29%) 22 (43%)
HAZ 24 -1,14 +1,48 -0,90 £ 1,126
(N=20) (N=44)
Perfil Nutricional WAZ 24 -0,78+1,23 -0,46 £1,01
aos 2 anos de (N=20) (N=44)
idade WHZ 24 -0,04 £1,44 0,08 £ 0,90
(N=20) (N=44)
< Escolaridade 15 (71%) 35 (69%)
primaria
Educagdo > Escolaridade 6 (29%) 11 (21%)
Materna primaria
Desconhecido - 5 (10%)
<2 9 (43%) 22 (43%)
Renda familiar >2 7 (33%) 9 (18%)
Mensal”
(Salario minimo) Desconhecido 5 (24%) 20 (39%)

*p<0,001 pelo teste T student ndo pareado e Mann Whitney.

HAZ 24; WAZ 24; WHZ 24= z escores de altura, peso e altura-peso por idade, respectivamente, aos dois anos de vida.
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5. DISCUSSAO

5.1. Comprometimento da fluéncia seméantica

Em recentes estudos preliminares, realizados pelo grupo do Dr. Guerrant e Dr.
Aldo Lima, no Brasil (GUERRANT et al, 1999; NIEHAUS et al, 2002) e de outros
(BERKMAN et al, 2002; POLLITT et al, 2000), tem sido documentada uma significativa
associacado do desempenho cognitivo de criancas, em areas urbanas pobres, com
histéria de diarréia infantil nos primeiros dois anos de vida (considerado como um
critico periodo formativo, ver Figura 37), mesmo controlando para diferentes co-

variaveis.

Nesse trabalho realizado em colaboracdo com a Universidade de Virginia,
por intermédio do Centro para Saude Global (Center for Global Health), nés
abordamos o impacto da diarréia infanti no desenvolvimento das funcdes
executivas, linguagem, memoria e coeficiente de inteligéncia nao verbal, avaliado
a partir de quatro testes neuropsicolégicos, a saber: labirintos Elithorn, fluéncia
verbal (semantica e fonética), Coding e TONI lll, respectivamente. Todos estes testes
tém sido utilizados como rotina em estudos de neuropsicologia para avaliar

elementos da funcao cognitiva, especialmente envolvendo controle executivo.

Como um grupo, as criangas com histéria de alta morbidade de diarréia ou
diarréia persistente nos dois primeiros anos de vida apresentaram um
comprometimento significativo na fluéncia semantica e fluéncia verbal total,
relacionado com a idade, mas ndao mostraram deficiéncia nos testes de Coding e
labirintos Elithorn, quando comparado com o grupo sem histéria de diarréia
persistente. Contudo, uma evolucdo do desempenho cognitivo nos testes de
fluéncia verbal foi observada com a idade, sugerindo que os déficits das funcdes
executivas tém um componente idade dependente, com impedimentos aos 6-8
anos (no critério de diarréia persistente) e aos 11-12 anos de idade (quando
consideramos o0 maior niumero de episédios de diarréia) e que uma recuperacao

parcial pode ocorrer, a partir de novas experiéncias.
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Um estudo recente, utlizando protocolo de imagem por ressonancia
magnética (IRM), demonstrou alteracgdes relacionadas com a idade na substancia
branca do fasciculo arqueado (a via neural que medeia as interagcdes sensorio-
motoras das regides de linguagem), com as criancas de 6-8 anos de idade
apresentando curvas de mielinizacado mais rapidas em relacao as outras faixas

etarias (PAUS et al, 1999).
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Além disso, alguns estudos tém demonstrado a influéncia de fatores
relacionados com a idade durante reabiltacdo, ap6s traumatismo craniano, na
fluéncia verbal semantica em populacdes pediatricas (EWING-COBBS et al, 1998;
LEVIN et al, 1996). Em particular, processos tais como arborizagdo dendritica,
mielinizacado e sinaptogénese apresentam um grande desenvolvimento durante a
média infancia, numa escala hierarquica, com as regides anteriores, sendo as

ultimas a se desenvolver (ANDERSON, 2001).

De maneira surpreendente, a habilidade de fluéncia seméntica foi
desproporcionalmente comprometida, apds considerar escores padrdes médios de
fluéncia verbal, nas criancas com historia de diarréia crébnica nos primeiros 2 anos
de vida. Na verdade, criancas com histéria de alta morbidade de diarréia
mostraram uma tendéncia (apesar de forma ndo significativa) de melhor
performance na fluéncia fonética (enumerar palavras comecando com uma letra
especifica), em comparacdo com criancas coortes sem histéria de diarréia cronica,
atingindo escores comparaveis com criancas saudaveis em um recente estudo
italiano, abordando os aspectos de desenvolvimento da fluéncia verbal (RIVA,
NICHELLI, DEVOTI, 2000), mesmo considerando que o conhecimento [éxico
necessario para a fluéncia fonética envolve um set maior de vocabulario do que a
fluéncia semantica (em categorias), que exige apenas uma busca mais restrita por

nomes de animais ou alimentos.

Os escores de fluéncia semantica, mas nao os de fluéncia fonética,
correlacionaram com a morbidade de diarréia nos primeiros formativos 2 anos de
vida. O impedimento desproporcional da fluéncia seméantica, mas nao da fluéncia
fonética, observado nas criancas com diarréia infantil precoce ndo parece estar
relacionado com déficits no vocabulario (Iéxico), jA que ambos os grupos possuem
um mesmo perfil escolar e porque nao houve correlacdo entre o grau de

educacao materna com os escores de fluéncia total (r=0,001, p=0,991).

Déficits na capacidade |éxico-semantica e em sentengas semanticas sao
considerados como caracteristicas cardinais de deficiéncias cognitiva-linguisticas,
apobs severo traumatismo craniano (HINCHLIFFE et al, 1998). A avaliacao da fluéncia
verbal representa um dos métodos mais sensitivos para detectar varios niveis de
disfuncado cerebral (RUFF et al, 1997) e em individuos saudaveis para avaliar funcoées

executivas (CROWE, 1998; LADU et al, 2000; LEVIN et al, 2001; RUFF et al, 1997).
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O teste de fluéncia semantica é considerado sensitivo para o funcionamento
do lobo frontal e significantemente se correlaciona com a extensdo das lesdes
frontais do cérebro. Além disso, o grau de fluéncia seméantica se correlaciona com a
integridade de todo o hemisfério esquerdo, sendo particularmente sensivel para
avaliar o funcionamento do lobo temporal (JURADO et al, 2000). Contudo, achados
de (MARTIN et al, 1990), sugerem que tanto a lobectomia temporal esquerda ou

direita significamente reduz a fluéncia seméantica e fonética.

O neocortex temporal, principalmente seu aspecto posterior, tem sido
indicado como o substrato anatbmico para a reserva semantica, enquanto o lobo
frontal e as vias neurais fronto-subcorticais parecem estar relacionadas com as
acoes de busca (BARR& BRANDT, 1996; MARTIN et al, 1994; NATHAN et al, 1994). A
fluéncia seméantica parece requerer um sistema de vias neurais mais amplamente
distribuidas do que na fluéncia fonética, desde que a resposta semantica € mais
comprometida apos lesdo axonal difusa em relagcdo ao contexto fonético

(WALLESCH et al, 2001).

Os testes de fluéncia verbal requerem rapidez da construcao léxica.
Promovendo acesso léxico automatico e refletem a organizacao Iéxica eficiente.
Os componentes dos testes de fluéncia verbal incluem: (1) o componente linguistico
associado com a funcao do hemisfério esquerdo e (2) um componente associado
com a integridade do lobo frontal. A performance exige ainda um componente de
memoaria de trabalho porque a crianca precisa recrutar novas palavras enquanto
relembra palavras previamente ditas, com intuito de evitar a reverberacao de erros.
A habilidade de auto-monitoramento (evitando fugir das regras do teste), iniciativa
e desvios reforcam a idéia de um teste para a fungcao executiva (WATSON, BALOTA,

SERGENT-MARSHALL, 2001).

Nesse estudo, nés fomos capazes de identificar um decremento de longo
prazo na fluéncia seméntica com a severidade das doencas diarréicas, indicando
que outros fatores podem estar também envolvidos. Especialmente, por que o
efeito mais severo se restringe a fluéncia semantica e nao a fluéncia fonética. Esse
déficit desproporcional da fluéncia verbal (fluéncia seméantica mais comprometida
em relacao a fluéncia fonética) também é observado em pacientes com doenca
de Alzheimer (ALBERCA et al, 1999; GOLDBLUM et al, 1998; LAMBON RALPH et al,
2001; MONSCH et al, 1997), mas nao nas deméncias subcorticais (EPKER, LACRITZ,
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MUNRO, 1999; GOLDBLUM et al, 1998; LAFOSSE et al, 1997; LAMBON RALPH et al,
2001; MONSCH et al, 1997; ROSSER& HODGES, 1994; SCIARMA et al, 1990; TIERNEY et
al, 2001), embora n&o se constitua num achado universal (NEBES& BRADY, 1988).

Individuos com mal de Alzheimer apresentam grande dificuldade para
realizar uma variedade de provas semanticas, incluindo nomear objetos, gerar
membros de uma dada categoria semantica, codificar atributos semanticos de um
estimulo e identificar funcdes de objetos (MONSCH et al, 1997). Esse padrao de
impedimento parece ser atribuido ao comprometimento estrutural do
conhecimento semantico (FAMA et al, 2000). Esse defeito ndo parece estar
relacionado apenas com o processo de busca, mas parece envolver um disturbio
do armazenamento da memdadria cognitiva e comprometimento das vias neurais
envolvidas durante o curso da doenca (CHAN, BUTTERS, SALMON, 1997).
Recentemente, novos achados estruturais e funcionais tém correlacionado a
fluéncia fonética apenas com areas do lobo prefrontal, enquanto a fluéncia
semantica parece envolver mais fortemente areas prefrontais e temporais do
hemisfério esquerdo (DUNCAN& OWEN, 2000; KITABAYASHI et al, 2001; WARBURTON
et al, 1996).

5.2. O déficit cognitivo e o polimorfismo da APOE

Alguns estudos sugerem que a desnutricdo e fome podem influenciar na
fisiopatologia do mal de Alzheimer e podem interferir no inicio da doenca
(HENDERSON et al, 1992; YANAGISAWA et al, 1999). O comprometimento da
habilidade linguistica na infancia pode possuir uma forte relagcdo com a reduzida
fungd@o cognitiva, o risco de deméncia do tipo Alzheimer e a baixa expectativa de

vida nas ultimas décadas de vida (SNOWDON et al, 1996).

A apolipoproteina E (apoE) desempenha um papel crucial no controle da
homeostase de lipidios e também participa nos processos de reparacgado do tecido
nervoso (GRAHAM et al, 1999; HUNG et al, 2001; REICH et al, 2001). A apoE é
principalmente sintetizada por astrécitos, onde é armazenada juntamente com

colesterol e fosfolipidios em complexos de lipidio/proteina, onde sdo entéo liberados
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para o meio extracelular (LADU et al, 2000). Esses complexos se ligam aos receptores
da apoE na superficie das células nervosas, sendo internalizados, servindo de
mecanismo para reparo e manutengcado das membranas celulares, crescimento de

neuritos e sinaptogénese (POIRIER et al, 1993).

A formacdo de contatos sinapticos representa um processo critico durante o
desenvolvimento cerebral e contribui para a plasticidade de longo-termo no SNC
do adulto (LAGERCRANTZ& RINGSTEDT, 2001). Os neurbnios do SNC produzem
suficiente colesterol para sobreviver e para crescimento, porém a formacao de
numerosas sinapses mais maduras requer uma quantidade adicional de colesterol
que deve ser produzida pela glia. Sintese, transporte e captacao do colesterol no
SNC pode diretamente interferir na maturacdo, plasticidade e eficiéncia dos
circuitos neuronais. Novas linhas de evidéncias indicam que o colesterol produzido
pelas células gliais e secretado em complexos de lipoproteina representa o fator

glial envolvido na regulacao da sinaptogénese (GORITZ et al, 2002).

A ocorréncia do alelo ¢4 tem sido relacionada com um maior risco para
doencas cardiovasculares e aterogénese, pelo aumento dos niveis de LDL-
colesterol plasmatico e é considerada como um fator de risco genético para o
desenvolvimento da doenca de Alzheimer de inicio tardio na maioria dos estudos
epidemiolégicos ao redor do mundo (CORBO& SCACCHI, 1999; ROSES, 1996). Além
disso, o alelo ¢4 tem sido relacionado com baixo grau de reabilitacdo apos
traumatismo craniano (CRAWFORD et al, 2002; FRIEDMAN et al, 1999) e
comprometimento da plasticidade no Sistema Nervoso Central, possivelmente
através do ganho de uma nova funcéao, talvez relacionado com um insulto téxico,
de uma forma dose-dependente (TETER et al, 2002). Entretanto, até agora, poucos
estudos tém revelado o impacto do alelo ¢4 no desenvolvimento e maturacao
cerebrais. Recentemente, um novo impeto em neurociéncia tem sugerido um efeito
protetor do alelo ¢4 durante o desenvolvimento embriolégico e durante a infancia
(WRIGHT et al, 2003; ZETTERBERG et al, 2002), apoiando esses achados em criancas

com diarréia infantil precoce, com reduzidas condigfes sanitarias e ambientais.

A melhor performance cognitiva em criancas portadoras do alelo g4, em
relacao as criancas do mesmo estudo coorte, com comparavel histéria de diarréia
persistente nos primeiros dois anos de vida, pode estar relacionada com o aumento

da absorcdo e distribuicAo de colesterol para a populacdo neuronal em
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desenvolvimento. Numerosos estudos tém mostrado o papel do polimorfismo da
APOE no controle do peffil lipidico, mesmo precocemente na infancia, sendo que,
criancas com fendtipo da apoE4 apresentaram maior absorcdo do colesterol da
dieta do que criancas com fendtipo da apoE3 e elevados niveis de trigliceridios,
LDL-colesterol e de apoB (HERRMANN et al, 1994; TAMMI et al, 2000),
predominantemente em criangcas com reduzido peso ao nascer (GARCES et al,
2002). Além disso, os niveis de colesterol total plasmatico podem ser afetados pela
elevada morbidade de diarréia, por situacado de deficiéncia nutricional (ETUKUDO et

al, 1999; HOUSSAINI et al, 1999).

Embora seja aceito que o colesterol plasmatico ndo pode atravessar a
barreira hemato-encefalica, mesmo durante as primeiras fases de desenvolvimento
do Sistema Nervoso Central (a maioria do colesterol € sintetizada in situ) (DIETSCHY&
TURLEY, 2001), é possivel que durante o rapido crescimento neonatal, o conteudo
de colesterol cerebral possa ser modulado pelos niveis de colesterol plasméatico, por
uma via de sinalizacdo indireta (em resposta a ingestdo de colesterol), como
sugerido por (BOLEMAN et al, 1998). Os nossos achados apoiam essa hipotese, ja
que numa situacdo de deficiéncia de colesterol dietético, as criangas portadoras
do alelo ¢4, com maior morbidade de diarréia, preservaram mais eficientemente a
habilidade cognitiva, pelo menos nas categorias cognitivas avaliadas nos testes
neuropsicoldgicos utilizados. Ainda assim, nés ndo podemos eliminar a possibilidade
de que a elevada morbidade de diarréia possa ter causado alteragcdes sutis na
permeabilidade da barreira hemato-encefalica, principalmente por afetar o

balanco oxidativo cerebral (NOSEWORTHY& BRAY, 1998).

Durante a infancia, os niveis de trigliceridios e de LDL plasmaticos tendem a
serem mais elevados em criangas amamentadas do que em sujeitos desmamados
precocemente (OWEN et al, 2002). Porém, ndo podemos atribuir o melhor
rendimento cognitivo nas criangas portadoras do alelo ¢4 apenas ao aleitamento
materno, jA que a duracdo do aleitamento materno ndo foi diferente
significativamente entre os grupos estudados e porque a performance nos testes
cognitivos avaliados ndo se correlacionou com o tempo de aleitamento (dado nao

mostrado).

Foi demonstrado que o colesterol dietético pode aumentar a densidade

cortical de neurénios apoE imunoreativos ao longo do cértex frontal e hipocampal
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no cérebro de coelho, que pode ser acompanhado pelo aumento do transito de
lipidios e remodelagcdo dos complexos apoe-colesterol (SPARKS et al, 1995). E
plausivel especular que o aumento da expressao da apoE pode melhorar a
disponibilidade de colesterol plasméatico para as mesmas areas do cérebro
humano, que, sabidamente, amadurecem mais tardiamente durante a infancia e
adolescéncia e também representam as mesmas areas mais susceptiveis as lesdes e
gue mostram o0s sinais mais precoces de neurodegeneracao (RICE& BARONE S JR,
2000). Além disso, o colesterol da dieta pode também afetar a plasticidade neural,

afetando a expressao do gene da mielina (SALVATI et al, 2002).

5.3. APOE e doencas parasitarias

E interessante notar a correlacéo entre os déficits de fluéncia semantica, mas
nao fluéncia fonética, e a infeccdo por Giardia lamblia. De forma intrigante, a
correlacao entre giardiase e o numero de episddios de diarréia nos primeiros dois
anos de idade ndo prevaleceu em criancas portadores do alelo ¢4, sugerindo uma
possivel protecdo contra agentes infecciosos. Recentemente, estudos conduzidos
por Wozniak et al, sugerem um beneficio do alelo ¢4 na hepatite C (WOZNIAK et al,
2002) e susceptibiidade a malaria (WOZNIAK et al, 2003). Segundo esses autores, 0
mecanismo envolvido pode estar relacionado a competicdo pelo receptor.
Individuos portadores do alelo ¢4 apresentam altos niveis séricos de LDL e baixa
expressdo de receptores LDL (LDLR). O virus para hepatite C, por exemplo, pode
utilizar o LDLR como via de entrada nas células hepaticas, levando a uma reduzida

disseminacao do virus, competindo com o LDL pelo mesmo receptor.

Além disso, em geral, 0os agentes parasitarios ndo conseguem sintetizar
colesterol e ainda podem induzir a formacao de anticorpos naturais que, por sua
vez, podem metabolizar o colesterol por opsonizagao ou reduzir os niveis de lipidios
circulantes, por inibir a atividade enzimatica do sistema colesterol lecitina
acetiltransferase dependente (LCAT), dessa forma contribuindo para reduzir os niveis

de colesterol sangiineo. De fato, o trabalho de (DOENHOFF et al, 2002) em
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camundongos APOE transgénicos tem confimado o efeito anti-aterogénico do

Schistosoma mansoni.

Agentes do tipo giardia ou entamoeba que infectam cerca de 1 bilhdo de
pessoas anualmente, parasitando o trato intestinal e causando diarréia, ma
absorcado e outros problemas nao conseguem sintetizar colesterol e precisam obter
colesterol a partir do hospedeiro, utilizando o processo de endocitose mediada por
receptor, envolvendo a mesma via de receptor LDL. Um possivel mecanismo que
interfra na captacdo do colesterol poderia reduzir a sobrevida intracelular do
parasita em células infectadas. Colesterol, ceramida, fosfatidil colina, esfingomielina
e acido palmitico sdo captados pela giardia, para replicagcdo e desenvolvimento
em experimentos, utilizando lipidios conjugados com fluorocromos (DAS et al, 2002).
Todos esses compostos sdo importantes no processo de sintese de mielina durante o
desenvolvimento das principais redes neurais ao longo dos criticos primeiros dois
anos de vida poés-natal (JUREVICS, KIDWAI, MORELL, 1997; MORELL& JUREVICS, 1996).
Além disso, a presenca de esfingomielina nha membrana plasméatica de trofozoitos
encistados e ndo encistados sugere a papel desse lipidio para manter a integridade
da superficie de membrana da Giardia lamblia, no ambiente do trato intestinal

(STEVENS et al, 1997).

O ciclo de vida da giardia apresenta duas formas morfologicamente
distintas: tropozoitos e cistos. A doencga é causada por tropozoitos com a presenca
frequente de episddios de diarréia aguda ou crénica. Os trofozoitos colonizam o
intestino delgado superior de hospedeiros e se diferenciam em cistos que, em
seguida, sao eliminados nas fezes (ADAM, 2001). Lujan e colegas demontraram que
a indisponibilidade de colesterol induz a diferenciacdo e encistacdo da Giardia
lamblia no intestino delgado. Além disso, a adicido de colesterol, lipoproteina de
baixa densidade e de muita baixa densidade ao meio de cultura inibe a expressao
de proteinas da parede cistica, geracao de vesiculas cisticas e por fim a biossintese

da parede do cisto (LUJAN et al, 1996).

Num estudo recente desse mesmo projeto coorte do Gongalves Dias,
Newman e colaboradores mostraram que em 157 criancas acompanhadas por
cerca de 3 meses, 43 (27,4%) estavam infectadas por Giardia, sendo que a
infeccao era mais comum em criancas com diarréia persistente (20,6%), em relacao

as criancas que tiveram diarréia aguda (7,6%), dessa forma confirmando a alta
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prevaléncia dessa infeccao nessa comunidade e sua relacdo com uma substancial

morbidade nos primeiros anos de vida (NEWMAN et al, 2001).

Portanto, postulamos que os individuos portadores do alelo ¢4 podem
apresentar uma protecao contra giardiase por apresentarem mais altos niveis de
colesterol e dessa forma exibindo down regulation de receptores LDL e aumento da
competicdo pelo mesmo receptor LDLR. Destarte, reduzindo a captacao de
colesterol pelo parasita, a viruléncia dos trofozoitos e estimulando a diferenciacao e
encistacao intestinal e ainda desviando o pool de colesterol utilizado pela carga de
infestacdo parasitaria para o cérebro em desenvolvimento, durante o periodo

critico de mielinizacao e sinaptogénese.

Nesse estudo coorte, identificamos um impedimento desproporcional na
fluéncia seméantica em criancas da comunidade Goncalves Dias, com alta
morbidade de diarréia nos primeiros dois anos de idade (Patrick et al, no prelo).
Paradoxalmente, documentamos uma acao protetora do alelo E4 na fluéncia
semantica, mas nao na fluéncia fonética, sugerindo diferentes papéis da APOE4
durante o desenvolvimento e envelhecimento. Além disso, nossos achados com o
teste de coding, um teste cognitivo geralmente associado com memoria de
trabalho, mas que também parece requerer a memoaria de longo prazo semantica
(GREENWALD et al, 2003), reforca a vantagem das criancas portadoras do alelo E4
com alta morbidade de diarréia, no sentido de realizar tarefas linguisticas e

categdricas.

Por outro lado, as criancas portadoras da APOE4 podem apresentar niveis
plasmaticos elevados de LDL e com isso apresentar um acumulo hepatico, down-
regulating os receptores LDL no figado e aumentando a competicao pelo receptor.
O crescimento neonatal ou fetal comprometido pode ainda contribuir com um
reduzido desenvolvimento hepatico, podendo contribuir ainda mais para reduzir a
populacdo de receptores no figado, possivelmente interferindo no pragrama
genético da expressdo do receptor (BARKER et al, 1993; HARDY& KLEINMAN, 1994).
Portanto, apesar das vantagens no desempenho cognitivo na infancia, essas
criancas portadoras do alelo g4 estariam num grupo de risco para O
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas nas ultimas décadas de vida,
(principalmente em relag&o ao risco de adquirir a doencga de Alzheimer) e doencgas

cardiovasculares com alteracdes no perfil da dieta e consumo calérico, juntamente
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com pouco exercicio durante a vida adulta. Recentemente, achados de (MOCERI
et al, 2000) reforcam a importancia das relagdes genéticas-ambientais durante o

inicio da vida e o risco de desenvolver o mal de Alzheimer.

5.4. Substrato anatdbmico da memaoria semantica

A fluéncia verbal (fonética e semantica) € considerada um importante
componente do conjunto de testes neuropsicoldégicos para avaliar funcoes
executivas e a integridade dos sistemas de linguagem (BALDO& SHIMAMURA, 1998;
RUFF et al, 1997). A performance tanto na fluéncia semantica (fluéncia categoérica)
ou na fluéncia fonética (fluéncia da palavra ou léxica) tem sido utilizada com
sucesso como indice medidor da integridade do lobo frontal (a regido do cérebro
envolvida no controle das funcdes executivas) em varios estudos neuropsicoldgicos
e de neuroimagem (JURADO et al, 2000; RICCI et al, 1999; RIVA, NICHELLI, DEVOTI,
2000; THOMPSON-SCHILL et al, 1998). Uma excelente revisdo do papel dos lobos

frontais no controle das funcdes executivas corticais foi feita por Royall et al, 2002.

No teste mais comum de fluéncia seméantica, o pesquisador simplesmente
pede para a crianca dizer o maior niumero de palavras pertencentes a uma
determinada categoria, como animais ou frutas em um intervalo de 1 minuto. Por
outro lado, no teste de fluéncia fonética, o pesquisador pede que a crianca diga o
maior de numero de palavras comecadas com uma letra especifica em um teste
de 1 minuto. Dessa forma, os testes de fluéncia requerem uma elaborada busca de
palavras a partir da memaria conceitual (semantica) e Iéxica (fonética), recrutando
areas especificas cerebrais em um periodo restrito de tempo. Esse processo de
busca utiliza circuitos neurais sensério-motores, conectando dominios corticais e
subcorticais do cérebro, no intuito de ter acesso e decodificar os estoques de
memoria remota, que sao continuadamente moldados e organizados num padrao
hierarquico, exigindo um processo de plasticidade funcional e estrutural

permanente (FUNAHASHI, 2001).

Curiosamente, a demanda da acdo executiva cresce com o aumento do
grau de dificuldade durante o processo de busca na fluéncia verbal, isto €, a

habilidade de escolher corretamente (sem quebrar as regras do teste) uma lista
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seleta de palavras, requer maior planejamento, monitoramento, julgamento e
tomada de decisdo e, a0 mesmo tempo, também requer que um controle inibitério
gerenciando o padréo de escolha e precisao nas respostas, no sentido de evitar a

informacao (vocabulario) que nao é relevante para o teste (EWING-COBBS et al,
1998).

Com o proposito de selecionar palavras-alvo da memodria, se faz necessaria
uma estratégica de busca mais refinada, tornando o teste mais dificil,
consequentemente, os testes de fluéncia verbal, nessas circunstancias, passam a
depender de um sistema de controle executivo mais operacional e eficiente,
ajudando, dessa forma, a diferenciar os déficits cognitivos entre os grupos da
pesquisa. Além disso, os diferentes graus de dificuldade podem discriminar a funcao
de busca e acesso dos déficits de memaria. Por exemplo, palavras na categoria de
ocupacéao (usado no teste de fluéncia semantica) ou entdo palavras iniciadas com
uma letra S (fluéncia fonética) sdo consideradas mais dificeis de identificar no
Portugués do que nome de animais ou de palavras comecando com a letra F,
respectivamente, onde a reserva de vocabulario € mais limitada, pela reduzida
disponibilidade, destarte, exigindo maior atencéo e controle executivo (ROHRER et
al, 1999). Impedimentos na performance da fluéncia semantica podem estar
relacionados ao declinio da funcdo executiva (falta de um gerenciamento
continuo do processo de busca) ou um comprometimento do conhecimento
semantico (defeito da memdria conceitual/semantica e/ou reducao das reservas

da memoédria).

Nos testes de fluéncia fonética, as palavras sdo selecionadas sem uma
complexa busca de significado. Por outro lado, no teste de fluéncia seméantica, o
conhecimento do significado das palavras é critico para a execucao do teste,
porque as palavras precisam ser agrupadas em categorias, de acordo com o
significado conceitual e propriedades semanticas. Esse padrao de déficit semantico
€ visto em pacientes com doenca de Alzheimer (CHAN, BUTTERS, SALMON, 1997;
FAMA et al, 2000; LAATU et al, 2003; LAFOSSE et al, 1997; TIERNEY et al, 2001).

O neocértex temporal, especificamente seu aspecto posterior, é
considerado o substrato anatdbmico da memdria semantica, enquanto o lobo
frontal (especialmente, o cortex frontal esquerdo) e as vias neurais fronto-corticais

estdo implicados nas acdes de busca (BARR& BRANDT, 1996; MARTIN et al, 1994).
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Além disso, a fluéncia semantica parece requerer um mais extenso e difuso sistema
de redes neurais do que a fluéncia fonética, desde que o discurso seméantico € mais

comprometido ap6s lesdo axonal difusa (WALLESCH et al, 2001).

Na doenca de Alzheimer, ocorre um impedimento desproporcional na
fluéncia seméantica (categoérica), mas nao na fluéncia fonética (Iéxica), o que
significa que a memoadria conceitual e sua representacdo nas regides corticais sao
seriamente afetadas (LAMBON RALPH et al, 2001; WATSON, BALOTA, SERGENT-
MARSHALL, 2001). O processo de busca, no qual depende a ativacdo dos lobos
frontais, nao é comprometido no mesmo nivel (DUKE& KASZNIAK, 2000; ROHRER et al,
1995), explicando porque a fluéncia fonética nao é igualmente comprometida. Por
outro lado, na deméncia devido a doenca de Parkinson e Huntington, que é
caracterizada por um amplo comprometimento subcortical, o processo de busca é
afetado, levando ao declinio comparavel da performance seméantica e fonética,
porque o acesso a informacdo € uma via obrigatdria para atingir os pools de

memoria verbal (ROHRER et al, 1999), ver Figuras 38 e 39.

Em nossos estudos com criancas da comunidade Goncalves Dias,
acompanhadas desde o nascimento, a partr de um projeto coorte, noés
identificamos além de déficits no desenvolvimento fisico, também déficits cognitivos
avaliados nos testes de Coding, TONI lll e fluéncia verbal total, juntamente com
declinio no desempenho escolar em criangas com 6-12 anos de idade, com
histérico de alta morbidade de diarréia nos primeiros dois anos de vida (GUERRANT
et al, 1999; GUERRANT et al, 2002b; NIEHAUS et al, 2002).

Além disso, quando avaliamos dominios cognitivos de linguagem e funcao
executiva, constatamos que a fluéncia semantica (mas nao a fluéncia fonética) foi
seletivamente comprometida nessas criancas (Patrick et al, no prelo). Em
contrapartida, criancas, com histéria de alta morbidade de diarréia e diarréia
persistente, ndo apresentaram deficiéncias na fluéncia fonética, ja que atingiram
uma performance semelhante com a das criancas sem histéria de alta morbidade
de diarréia e diarréia persistente, alcancando escores pelo menos comparaveis as
criancas saudaveis da mesma faixa etaria, de acordo com um recente estudo
italiano dos aspectos de desenvolvimento da habilidade verbal (RIVA, NICHELLI,
DEVOTI, 2000).
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Além disso, escores de fluéncia semantica, mas nao os de fluéncia fonética,
correlacionaram negativamente com a morbidade de diarréia nos primeiros dois
anos de vida. Embora, essa correlagcdo tenha sido significativa, os valores dos
coeficientes de Pearson revelaram que essa variavel é responsavel por cerca de 8%
da varidncia, sugerindo que outros fatores ambientais e genéticos possam ser
relevantes para causalidade, influenciando a variavel independente estudada

(performance cognitiva).

Funcao Executiva Memdéria Conceitual

Cortex
Frontal

Sitio Proposto

Processo de Busca Para Memoéria Semantica

Areas

Cortex

Subcorticais > Temporal
Acesso a memoaria
semantica
Envolvido na performance Envolvido na performance
fonética e semantica semantica

Figura 38: Diagrama esquematico do controle da funcdo executiva e memoria
semantica. Notar que o cortex frontal e areas subcorticais s8o necessarios para o
acesso da memoadria semantica (memaria conceitual), incluida no substrato do lobo

temporal.
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(reserva semantica/categorica)

Especificamente afetada'na
deméncia de Alzheimer e nas
lesBes do lobo temporal.

Busca Coordenada Memoéria Conceitual
Funcgao (“Funcéo Executiva” e (Reserva
“Motivacéo”) Semantica/Categorica)
=i Cortex Frontal Cortex Temporal
itio
Vias Neurais Subcorticais (com o Hipocampo)
Doencas de )
i i Doenca de Alzheimer
Huntington/Parkinson
Doencas ) Lesbes do Lobo Temporal
Lesbes do Lobo Frontal e Areas o .
o ? Diarréia Infantil
Subcorticais
Performance Fonética e Somente Performance
Teste(s) . .
Semantica Semantica
Figura 39: Diagrama das areas neuroanatébmicas

envolvidas no

armazenamento e acesso da memadria semantica, requeridas durante os testes de

fluéncia verbal e um modelo proposto para o efeito da diarréia e desnutricao.
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O déficit desproporcional dos escores de fluéncia verbal, afetando
principalmente a fluéncia seméantica em comparagcado com a fluéncia fonética, em
criancas com histéria de alta morbidade de diarréia, ndo parece ser relacionado
com diferencas no vocabulario dos grupos estudados, jA& que ambos 0s grupos
possuiam um mesmo perfil de escolaridade e faixa etaria. Além disso, as maes
apresentavam um comparavel grau de instrugcdo (quase uniformemente < 82 série)
em ambos 0s grupos, nao apresentando correlacdo com os resultados do teste de

fluéncia verbal.

Curiosamente, o déficit semantico nas criangcas com maior severidade de
diarréia correlacionou negativamente com a infeccao por Giardia lamblia, mas
ndo com outros parasitas, sugerindo que a giardiase poderia especificamente
comprometer o desenvolvimento cognitivo ou servir de importante indicador da
contaminacdo ambiental que poderia afetar a funcdo cognitiva, como postulado
por BERKMAN, 2002.

Evidéncias que apoiam a elegibilidade do teste de fluéncia seméantica, para
avaliar os efeitos da desnutricdo no desenvolvimento cognitivo, vieram do grupo de
Grantham-Mcgregor e Simeon (CHANDLER et al, 1995; SIMEON, 1998), que
estudaram o impacto de curto prazo dos programas de merenda escolar na
performance cognitiva de criancas. Esses autores observaram um déficit primario na
capacidade motivacional da crianga desnutrida, sendo que a lassidao (falta de
energia) esta relacionada ndo apenas com a atividade fisica, mas também com o

esforco mental e com o comportamento (KVALSVIG, COOPPAN, CONNOLLY, 1991).

Nos estudos de Grantham-Mcgregor relacionando a performance cognitiva
de criancas em idade escolar e a infestagcao parasitaria por Trichuris trichura, esses
autores observaram que o teste de fluéncia semantica foi um dos trés testes
neuropsicoldgicos que foi consistentemente afetada em criancas infectadas, em
comparacao com as criancas nao infectadas. Os outros testes foram “busca visual”
e “aprendizagem pareada”, este ultimo sendo um teste de vocabulario em lingua
francesa  (GARDNER, GRANTHAM-MCGREGOR, BADDELEY, 1996). Esses
investigadores também descreveram melhora na fluéncia seméantica em um
subgrupo de criancas tratadas com terapia anti-helmintica (NOKES et al, 1992),
embora esse achado n&o foi replicado em outro subgrupo de criangas com

moderada carga de infestacao (SIMEON, GRANTHAM-MCGREGOR, WONG, 1995). A
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variablidade da performance semantica, por causa de intervencdes nesses estudos,
poderia ser consequéncia das diferencas na motivagao entre esses grupos, como
foi especulado por esses autores, levando ao melhor desempenho na funcao

executiva.

O teste de fluéncia é iniciado por um estimulo auditivo, mas também envolve
um mecanismo de auto-controle para iniciar e manter um processo mental na
auséncia de qualquer referéncia externa (pista). A tarefa é, portanto, auto-dirigida,
requerendo motivacao e auto-controle, dessa forma, reforcando a idéia de sua
maior eficacia discriminativa (sobre a maioria dos outros testes) em diagnosticar o
impedimento da funcdo executiva sob influéncia da diarréia, infecgdes entéricas e

desnutrig&o.

Os mecanismos envolvidos no déficit semantico, vistos em um subgrupo de
criancas com histéria de alta morbidade de diarréia nos primeiros dois anos de vida,
sdo até agora pouco conhecidos. Entre essas possibilidades, um evento inicial
poderia perturbar o desenvolvimento da rede neural relacionada com a
linguagem, como recentemente postulado por (LEVIN et al, 2001). As criancas
possuem uma maior ativacao frontal do que adultos, especialmente antes do meio
da infancia (BOOTH et al, 2003; TAMM, MENON, REISS, 2002), dessa forma,
dependendo mais das mudancas estruturais e funcionais ao longo do tempo, que,
caso sejam comprometidas, poderia predispor a impedimentos. Contudo, nossos
achados em que a fluéncia fonética ndo foi alterada (como a fluéncia seméantica o
foi) sugerem que as vias neurais fronto-subcorticais ndo foram primariamente

afetadas.

Por outro lado, a les&do hipocampal foi considerada um fator de detrimento
em pacientes com epilepsia do lobo temporal direito na performance da fluéncia
semantica mas nao da fluéncia fonética, sugerindo um papel critico da estrutura do
hipocampo na performance da primeira (GLEISSNER& ELGER, 2001). Além disso,
novas evidéncias tém apontado para a importancia da funcdo hipocampal no
estabelecimento das associacdes categoricas (HENKE et al, 1999). JAa se € bem
conhecido que o hipocampo, uma estrutura altamente plastica durante o
desenvolvimento, é fortemente afetado pela desnutricdo precoce (BRONZINO et al,
1997; CIARONI et al, 2002; LEVITSKY& STRUPP, 1995). Estudos recentes tém mostrado

qgue a proliferacdo celular e apoptose (KIM et al, 2001) e alteracdes de
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comportamento (FUKUDA, FRANCOLIN-SILVA, ALMEIDA, 2002; LUKOYANOV&
ANDRADE, 2000), s&o afetadas pelo envolvimento do hipocampo na desnutricio
experimental. Além disso, o processo de plasticidade no hipocampo é considerado
particularmente vulneravel as alterac6es do metabolismo da glicose e hipotermia
induzida pela fome (PLANEL et al, 2004; YANAGISAWA et al, 1999) e a deficiéncia de
alguns importantes nutrientes que poderiam predispor a doenca
neurodegenerativa tardiamente. As mesmas proteinas que estdo envolvidas na
fisiopatologia de doenca de Alzheimer, como a proteina precursora do amiléide e
as presenilinas, também participam da construcdo das redes neuronais e na

plasticidade sinaptica no hipocampo imaturo (RIBAUT-BARASSIN et al, 2003).

Embora a questdo motivacional seja uma importante variavel influenciando
a performance semantica, o padrdo de impedimento especifico, observado em
criancas brasileiras da favela Goncgalves Dias, parece estar relacionado com o
déficit da memaria semantica. Esse efeito é sugerido pela auséncia proporcianal do
déficit fonético em criancas coortes com elevada morbidade de diarréia. Caso a
representacao desse conhecimento conceitual for especificamente
comprometida, isso representaria uma forma identificavel de “lesdo cerebral”,
devido aos episddios de diarréia e desnutricdo nos primeiros anos de vida, um
periodo reconhecidamente sensivel de rapido desenvolvimento cerebral e

plasticidade.

5.5. Perspectivas

Para que seja possivel avaliar o grau do comprometimento da reserva de
memoria semantica seria necessario avaliar a metodologia do teste. De acordo
com Roher et al (ROHRER et al, 1999), um modelo de teste para avaliar o papel da
memoria semantica incluiria simplesmente a cronometragem da lista de palavras
(agrupadas em categorias) ditas em 1 minuto. Quando a reserva semantica é
limitada (ex. Atrofia cortical), 0os sujeitos concentram as respostas nos primeiros
quartis do teste, depletando a reduzida reserva de palavras na memoaria, dessa

forma, reduzindo a frequéncia de respostas nos ultimos quartis do teste. O mesmo
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padrao de respostas € observado na deméncia do tipo Alzheimer, mas nao na
deméncia de origem subcortical, onde o processo de busca (mas ndo a memoaria
semantica) é profundamente bloqueado, que permite uma maior simetria do
padrao de respostas durante o periodo do teste, embora com numero reduzido de

palavras, Figura 40.

Ainda, as novas estratégias do uso de eletroencefalogramas (EEC)e andlise
de imagens (Tomografia por emissdo de positrons, PET scan e ressonancia
magnética funcional MRk) durante o desenvolvimento poderiam ilustras alteracdes
sutis de neuroplasticidade e mudancas de conformacdo dos substratos
neuroanatdémicos da fluéncia semantica, correlacionando com os episédios de

diarréia, valores antropométricos.
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Figura 40: A e B. Laténcia de respostas idealizadas em um teste de fluéncia
semantica em pacientes com doenca de Alzheimer (DA), doenga de Huntington
(DH) e seus controles (Cl=controle idoso; CA= controle adulto). Os dados de
deméncia sdo representados por pontos sélidos. Os numeros em negrito (A) e linhas
horizontais (B), ao longo do eixo das abscissas, indicam valores da média da
laténcia das respostas. As duplas setas (B) indicam as diferencas entre médias

(adaptado de Rohrer, Wixted, and Paulsen, 1999).
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Em outras palavras, pacientes com deméncia subcortical apresentam uma
reduzida busca de palavras, contudo, com respostas mais uniformemente
distribuidas durante o periodo de 1 minuto do teste. Caso este mesmo padrao se
repita em criangas com histOria de alta morbidade de diarréia, isso apontaria para
um defeito da funcdo executiva, contudo, caso o padrado fosse o mesmo dos
pacientes com Alzheimer, isso sugereria um defeito primario da memoaria. Déficits
linguisticos precoces na infancia s&o considerados fortes fatores preditivos de

disturbios cognitivos nas Ultimas décadas de vida (SNOWDON et al, 1996).

Além disso, novas estratégias de bioestatistica multidimensional para o teste
de fluéncia estao agora disponiveis, sendo especialmente valiosos para esclarecer
outros aspectos do dominio cognitivo da fluéncia verbal, pela andlise da estrutura
sequencial e composicao das respostas individuais e pela construcdo de mapas do
perfil de respostas em categorias, em diferentes grupos de estudo (SCHWARTZ et al,
2003).

5.6. O alelo APOe4 preserva a fluéncia seméantica em criangas com elevada

morbidade de diarréia: Um fator de sobrevivéncia?

Nesse estudo, nds documentamos que criancas com elevada morbidade de
diarréia portadores do alelo APOg4, 0 mesmo gene associado com o maior risco de
desenvolver o mal de Alzheimer de inicio tardio, apresentaram melhor performance
cognitiva aos 6-12 anos de idade nos escores de Coding do WISC-lll, em
comparacado com criangcas com similar morbidade de diarréia, mas sem
apresentarem alelos do APOg4, mesmo apo6s controlar por diferentes fatores sécio-
demograficos. Além disso, 0 grupo positivo para APOg4 teve a fluéncia seméantica
preservada (mas nao a fluéncia fonética). Além disso, as criancas com elevada
morbidade de diarréia e com o alelo APOg¢4 tiveram preservado o coeficiente da
diferenca média dos escores de fluéncia verbal (DIFF), um coeficiente padrdo do
comprometimento da fluéncia verbal. Esses achados, pela primeira vez, mostram
gue o alelo APOz¢4 é relativamente comum em criancas faveladas e sugerem um

papel protetor. Esses resultados (ndo esperados) sugerem um beneficio desse alelo,
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como um fator de sobrevivéncia sob estresse ambiental da diarréia infantil, portanto
apontando para seu papel critico durante os processos de desenvolvimento e
envelhecimento (WRIGHT et al, 2003). Esses resultados também sugerem que o alelo
APOg4, assim como 0 gene que codifica a hemoglobina de hemacias falciformes
(HbSA), que protege contra malaria, o alelo APOg4 representaria “um polimorfismo
balanceado” que assegura protecao contra os déficits cognitivos devido a diarréia
infantil, contudo adicionaria um risco aumentado para um processo

neurodegenerativo tardio.

As forcas evolucionarias movidas por uma dieta mais rica e maior
expectativa de vida retém o alelo APOe3, como o alelo mais freqiente no mundo,
pelo seu efeito protetor no final da vida. Para essas mesmas forcas, o alelo APO¢4
seria deletério, por causa da sua associacao com o risco aumentado para doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas. Entretanto, o alelo APOg4 permanece
relativamente freqiente em certos grupos populacionais (por exemplo, sua
frequéncia pode alcancar cerca de 30-40% em alguns paises africanos, onde as
doencas infecciosas e a diarréia infantil prevalecem (CORBO& SCACCHI, 1999;

GERDES, 2003), sugerindo um efeito protetor e de sobrevivéncia.

Nossos resultados oferecem uma explicacéo potencial para a persisténcia do
alelo APOs4 no nosso genoma e sua provavel vantagem seletiva através da historia,
afetada pelas doencas parasitarias e diarréicas, relacionada com problemas de
higiene e sanitarismo, que acompanharam o estabelecimento da civilizag&o

ocidental.

Em suma, nés documentamos um potencial efeito protetor do alelo g4 no
desenvolvimento cognitivo de criangcas em areas urbanas pobres (favela)de
Fortaleza, com histéria de alta morbidade de diarréia infantil, possivelmente por
causa do aumento dos niveis de colesterol plasméaticos e por influenciar a expressao
de receptores de LDL no figado. Embora com uma amostra restrita, nossos
resultados sugerem um possivel beneficio do alelo ¢4 numa situacéo de risco de
vida por causa da severidade de doengas diarréicas na infancia, e serve de
referéncia para outros estudos mais conclusivos e refinados para investigar a
influéncia dos polimorfismos da APOE na plasticidade cerebral e sinaptogénese, sob
condicOes de estresse ambiental. Outros desenhos de pesquisa mais sofisticados

s80 necessarios para avaliar a influéncia de outros fatores ambientais relevantes,
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como o efeito de neurotoxinas (ex. intoxicacao por chumbo) pode afetar esses

resultados.

Esse estudo pela primeira vez documentou um comprometimento
desproporcional da fluéncia semantica, do tipo Alzheimer simile, em criancas de
areas urbanas pobres de Fortaleza, com histéria de diarréia persistente nos primeiros
2 anos de vida. Entretando, os mecanismos e substratos estruturais e funcionais,
relacionados com o declinio da fluéncia semantica, ainda esperam por uma
investigacao mais criteriosa. Além disso, um outro estudo prospectivo mais amplo e
mais bem planejado é necessario para definir os aspectos de desenvolvimento
observados. Esse trabalho também reforca a sensibiidade do teste de fluéncia
verbal (especialmente a fluéncia seméantica) para avaliar déficits cognitivos
determinados por desbalancos nutricionais na diarréia infantil precoce. Portanto,
nossos achados abrem uma nova oportunidade para investigar como as curvas do
desenvolvimento linguistico em criancas desnutridas podem influenciar o

rendimento escolar, sociabilidade, comportamento e outros fatores relevantes para

o desenvolvimento cognitivo saudavel.

Funcdes executivas corticais sdo importantes para o estabelecimento da
autonomia do individuo. O impedimento dessas funcdes pode determinar
dificuldades comportamentais e emocionais, assim como, predispor a desordens
neuropsiquiatricas (HERNANDEZ et al, 2002; ROYALL et al, 2002). Essas operacdes
bem elaboradas sdo processos essenciais na vida diaria para planejamento,
antecipacao, julgamento, tomada de decisdes e articulacdo dos processos de
adaptacao para novas situacdes e constantes mudancas ambientais. Declinios
potenciais no controle executivo dessas funcdes podem levar a falta de adaptacéao
em situacOes de estresse e riscos (FUNAHASHI, 2001). Nossos resultados ilustram o
papel potencial da fluéncia semantica, como referéncia da integridade dos
sistemas de linguagem, e chamam a atencdo de que essas criangas com historia
de diarréia infantii grave, nos primeiros dois anos de vida, podem sofrer
impedimentos cognitivos de longo-prazo que sao cruciais para o desenvolvimento

normal de adultos produtivos e bem adaptados para o mercado de trabalho.

Os estudos do Dr. Aldo Lima em colaboragcdo com o Dr. Richard Guerrant
tém mostrado uma associagao direta da diarréia infantii precoce com déficits

duradouros de crescimento, ilustrado pelo valores de HAZ altura por idade
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(GUERRANT RL, 2003; LIMA et al, 2000; MOORE et al, 2001). De fato, os escores de
HAZ, aos dois anos de idade, tém-se mostrado um consistente marcador dos déficits
causados pela diaréia infantil precoce, sendo um excelente predisponente dos
disturbios tardios do desempenho cognitivo e fisico (ABBOTT et al, 1998; BERKMAN et
al, 2002; DILLINGHAM& GUERRANT, 2004).

Nesse estudo em criancas com histéria de diarréia precoce, noés
demonstramos a sensibilidade do teste de fluéncia seméntica como indicador dos
defeitos cognitivos, podendo servir como um modelo simples, pratico e de baixo
custo para avaliar o desenvolvimento cognitivo em criangas sujeitas a desnutricao e
diarréia, em paises pobres. Assim como os valores de HAZ servem de marcador para
declinio fisico, os escores de fluéncia seméantica podem oferecer um método
simples e de facil execucédo (faciimente aplicavel no campo), com intuito de
identificar criangas em grupos de risco para intervengdes. Nossos resultados
sugerem que os déficits cognitivos tardios decorrentes das doencas diarréicas, se
assemelham ao perfil cognitivo da doenca de Alzheimer, e reforcam a vantagem
evolutiva do alelo APOg4 para sobrevivéncia, parcialmente explicando sua

permanéncia no nosso pool genético.

Esse estudo pode servir como ferramenta para o desenvolvimento de novas
politicas publicas, com prop6sito de identificar, planejar e estabelecer
precocemente intervencdes sustentadas, na area social, e de saude publica, para
prevencao das doencas diarréicas na infancia e suas terriveis consequiéncias para

o desenvolvimento.
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CONCLUSAO
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6. CONCLUSAO

Dessa forma, concluimos:

1. O comprometimento desproporcional nos escores de fluéncia semantica (em
relacdo a fluéncia fonética) em criancas com elevada morbidade de
diarréia, nos primeiros dois anos de vida, ratifica a sensibilidade/utiidade do
teste para avaliar o decremento cognitivo em criangcas com histéria de

diarréia e desnutricao.

2. O déficit desproporcianal da fluéncia seméantica sugere que as criangas
afligidas por alta morbidade por diarréia exibiram perda da memoria
conceitual semantica (do tipo Alzheimer-simile), por causa da

diarréia/desnutric&o nos formativos primeiros dois anos de vida.

3. Identificamos uma relativa alta frequéncia do APOe&4 (14% vs 9-11%,
esperado) nas criancas da comunidade do Goncalves Dias, Fortaleza,

Nordeste do Brasil.

4. |dentificamos uma mais alta frequéncia do alelo APOe4 (18%) em criangas
com baixa morbidade de diarréia nos primeiros dois anos de vida, em
comparacao com criancas do estudo coorte, com maior morbidade de

diarréia nos primeiros dois anos de vida (11%).

5. As criancgas portadoras do alelo APOeg4, que tiveram alta morbidade por
diarréia infantil (> mediana de 7 episdédios nos primeiros dois anos de idade),
apresentaram significativamente uma melhor performance no teste de
Coding do WISC (p=0,011), quando comparado com criancas APOg4

negativas com similar morbidade de diarréia.

6. O grupo portador do alelo APOet4, com elevada morbidade por diarréia,
preservou a fluéncia seméantica (que foi profundamente comprometida em
todas as criancas com historia de diarréia, mais predominantemente em

criancas APOcg4 negativas, p<0,01), e a diferenca média dos escores de
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fluéncia verbal (DIFF), p=0,025, um coeficiente padronizado do déficit
desproporcional da fluéncia verbal.

Nossos resultados sugerem um papel protetor do alelo ¢4 em criancas com

histéria de elevada morbidade por diarréia nos primeiros dois anos de idade.
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	Tabela 1: Características demográficas e dados antropométricos das 77 crianças do estudo coorte com história de diarréia, aos 6-12 anos de idade, em Fortaleza-CE, Brasil.  
	Características 
	Média ( SD



	 
	HAZ 0; WAZ 0; WHZ 0= z escores de altura, peso e altura-peso por idade, respectivamente, ao nascimento.   
	HAZ 24; WAZ 24; WHZ 24= z escores de altura, peso e peso-altura por idade, respectivamente, aos dois anos de vida.   
	 
	Sexo
	Idade
	      Intervalo




	F. Fonética
	   DP                  DiA
	DP                 DiA
	 DP               DiA
	Fluência
	Média
	Média

	Média
	Semântica
	7,66
	5,33
	Fluência Verbal
	Semântica
	Fonética
	Testes Neuropsicológicos
	Parasitas Intestinais (0-2 anos) 



	Criptosporidium
	Table 4: Group comparisons of Fluency Scores in GD children with PD and AD history 
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	Estatística
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	Figura 31: Seqüenciamento do gene da APOE após purificação do produto de PCR ao nível do motif 112 em quatro diferentes amostras. Notar a seqüência TGC, em destaque (presente nos alelos (2 e (3, mas não no alelo (2).  
	 
	Alelo (4= Códon CGC (resíduo 112 – Arg) e Códon CGC (resíduo 158 – Arg). 
	 



	Tabela 8: Genótipo da ApoE e freqüência alélica (f) em crianças coortes (6-12 anos de idade) com diferentes morbidades de diarréia na Comunidade Gonçalves Dias (GD), Fortaleza-CE, Brasil (N=72).  
	 
	 
	APOE
	Grupo 2 
	Total 
	TONI III 

	N=72
	 
	          População Total 
	Crianças com Alta Morbidade de Diarréia** 

	APOE4(+) 
	OR
	P
	X2

	APOE4(+) 
	OR
	P
	X2
	TONI III   
	> mediana 
	Características 

	Crianças Coortes
	(Salário mínimo)



	 
	*p<0,001 pelo teste T student não pareado e Mann Whitney. 
	HAZ 24; WAZ 24; WHZ 24= z escores de altura, peso e altura-peso por idade, respectivamente, aos dois anos de vida.   


