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RESUMO

A vitamina D (VD) é um neuroesteréide cuja fungdo, estad relacionada com a
regulacéo celular, homeostase de ions, regulagdo de crescimento e efeito protetor
contra injurias. Sua deficiéncia pode estar associada a disturbios neurolégicos como
a doenga de Alzheimer. O efeito da VD é exercido pela interagdo com receptor da
VD, o VDR. A presenca do gene VDR é considerada altamente expressiva, em
especial no encéfalo, hipotdlamo e substancia nigra, indicando uma participagao
significativa no funcionamento do sistema nervoso. O gene VDR esta localizado no
cromossomo 12q13.11 e apresenta 14 exons. Polimorfismos nesse gene tém sido
associados com alteragcbes na sua fungdo e podem influenciar seus efeitos. Os
polimorfismos Fokl (rs2228570) e Taql (rs731236) estao localizados em regides
exbnicas e o Bsml (rs1544410) esta localizado na regido intrbnica. Assim, o
presente estudo teve como objetivo verificar a prevaléncia dos polimorfismos Bsml,
Taql e Fokl no gene VDR em individuos com a doenca de Alzheimer (DA) e
individuos controles saudaveis (CS), numa populagdo do estado de Pernambuco.
Foram avaliados um total de 78 individuos, sendo 39 com a doenca de Alzheimer e
39 controles saudaveis atendidos no ambulatério do Hospital das Clinicas da UFPE
e a caracterizagdo dos gendtipos foi realizada usando a técnica de PCR-RFLP. As
frequéncias dos genotipos Fokl foram 48,9% CC, 46,1% CT, 5% TT para o grupo
com DA e 43,6% CC, 53,9% CT e 2,5% TT para o grupo CS. Em relagdo aos
genotipos Bsml, foram observados 15,4% AA, 53,9 AG e 30,8% GG para o grupo
com DA e 10,3% GG, 56,4% AG e 33,3% AA para o grupo CS. Por sua vez, as
frequéncias dos genotipos Taql para o grupo DA foram 51,3% TC e 48,7% CC
enquanto que para o grupo CS foram 61,5% TC e 38,5% CC. Nenhuma diferenca
significativa foi encontrada quando realizadas analises estatisticas entre os grupos
(DA x CS) [p >0,05 para cada analise realizada]. Desta forma, podemos concluir que
nenhum destes trés polimorfismos no gene VDR parecem estar envolvidos com a
susceptibilidade a DA na populagdo estudada. Contudo, novos estudos, incluindo

um numero maior de pacientes, poderéo elucidar nossos resultados observados.

Palavras Chave: VDR, polimorfismos, Alzheimer, Vitamina D.



ABSTRACT

Vitamin D (VD) is a neurosteroid whose function is related to cell regulation, ion
homeostasis, growth regulation and protective effect against injuries. Its deficiency
may be associated with neurological disorders such as Alzheimer's disease. The
effect of VD is exercised by the interaction with VD receptor, the VDR. The presence
of the VDR gene is considered highly expressive, especially in the encephalon,
hypothalamus and nigra substance, indicating a significant participation in the
functioning of the nervous system. The VDR gene is located on the chromosome
12q13.11 and presents 14 exons. Polymorphisms in this gene have been associated
with changes in its function and may influence its effects. The polymorphisms Fokl
(rs2228570) and Taql (rs731236) are located in exotic regions and the Bsml
(rs1544410) is located in the intronic region. Thus, this study aimed to verify the
prevalence of Bsml, Taql and Fokl polymorphisms in the VDR gene in individuals
with Alzheimer's disease (AD) and healthy control individuals (CS), in a population of
the state of Pernambuco. A total of 78 individuals were evaluated, 39 with
Alzheimer’s disease and 39 healthy controls treated in the outpatient clinic of the
Hospital das Clinicas of UFPE and the characterization of genotypes was performed
using the PCR-RFLP technique. The frequencies of Fokl/ genotypes were 48.9% CC,
46.1% CT, 5% TT for the AD group and 43.6% CC, 53.9% CT and 2.5% TT for the
CS group. Regarding genotypes Bsml, 15.4% AA, 53.9 AG and 30.8% GG were
observed for the group with AD and 10.3% GG, 56.4% AG and 33.3% AA for the CS
group. In turn, the frequencies of the Taql genotypes for the AD group were 51.3%
CT and 48.7% CC while for the CS group they were 61.5% CT and 38.5% CC. No
significant difference was found when statistical analyses were performed between
the groups (AD x CS) [p >0.05 for each analysis performed]. Thus, we can conclude
that none of these three polymorphisms in the VDR gene seems to be involved with
the susceptibility to AD in the studied population. However, new studies, including a

larger number of patients, may elucidate our observed results.

Keywords: VDR, polymorphisms, Alzheimer, Vitamin D.
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1.0 INTRODUGAO

1.1 ADOENCA DE ALZHEIMER

A Doenga De Alzheimer (DA) é uma doenga neurodegenerativa
progressiva que afeta o sistema nervoso, levando a morte dos neurdnios. Com a
progressao da doenca, diferentes regides do cérebro sao afetadas, levando ao
comprometimento das fung¢des cognitivas, a perda de memoria, dificuldade de
linguagem, e a perda das fungbes motoras basicas, como a capacidade de andar
e de deglutir (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2019). O acumulo de proteinas
nao funcionais no cérebro, tais como beta amiloide (AB) e proteina tau, seguidas
por estresse oxidativo e inflamagéo, levam a perda no metabolismo energético,
falhas sinapticas localizadas e perda neuronal, tendo sido especuladas como
marcadores da doenca de Alzheimer (QUERFURTH; LAFERLA, 2010).

A DA é o tipo mais comum de deméncia, encontrada em mais de 75% dos
casos, acarretando numa perda na qualidade de vida, ndo apenas de seus
portadores, mas também de seus familiares e cuidadores (QIU et al, 2009). Entre
os fatores que podem provocar esta perda na qualidade de vida, podemos
destacar: o isolamento social, insOnia, perda da independéncia e efeitos
colaterais de medicamentos (KORCZYN; DAVIDSON, 1999, QIU et al, 2009).
Além disso, pacientes com a DA avaliados com menores taxas em indicadores
de qualidade de vida, apresentam maiores pontuagbes na subescala de
depressao, o que também ocorre seus cuidadores. Sintomas apresentados pelos
pacientes como agitagdo / agressao, ansiedade, desinibicdo, sintomas de
irritabilidade / labilidade, também estdo relacionados com a diminuicdo da
qualidade de vida dos cuidadores. (SHIN et al. 2005).

Devido ao crescente envelhecimento da populagao idosa, a identificagcao
de fatores de risco para DA, com relacdo a qualidade de vida e a dieta é
essencial. Além da hipertensdo, diabetes, obesidade, e fumo serem
considerados como potenciais fatores de risco para a DA, o potencial

prognostico da deficiéncia de vitamina D (VD) tem sido proposto (SOSA-ORTIZ



et al, 2012). A VD tem sido implicada ser crucial na manutengdo da funcéo
cognitiva na idade avancada (PEREZ-LOPEZ et al, 2011). Além disso, a
deficiéncia de VD tem sido associada com o desenvolvimento de outras
doencas, como: cancer, doengas autoimune, cardiovascular e doencgas
neurodegenerativas (HOLICK, 2007; GARCION et al., 2002; CEKIC et al., 2009;
GEZEN-AK et al., 2007; GEZEN-AK et al., 2012; DURSUN et al., 2011; GEZEN-
AK et al., 2014).

A etiologia da doengca de Alzheimer ainda n&o estd completamente
compreendida, mas sabe-se que se trata de uma doenca multifatorial, sendo
influenciada por fatores fisioldgicos, ambientais e genéticos (BEKRIS, 2013;
LAMB et al., 2014; YU et al., 2013). A forma ativa 1,250H-diidroxi-vitamina D
forma complexos com seu receptor (VDR) e afeta a expressdo de mais de 1000
genes (PAN et al., 2009; MOHRI et al., 2009). O VDR pertencente a superfamilia
de receptores hormdnios nucleares, sendo amplamente expresso no cérebro
humano, tanto nos neurénios quanto na glia, responsaveis pelo desenvolvimento
da memoria e fungdes cognitivas e podem também estar envolvidos na limpeza
de placas (ANNWEILER et al, 2010; DURSUN et al, 2011). Os VDR séo
agregados para formar homodimeros VDR/VDR ou heterodimeros VDR/RXR,
que entdo ligam ao DNA para regular a expressao génica (LUEDECKING
ZIMMER ET AL., 2003).

Um estudo de meta-analise comparando pacientes com e sem deméncia
mostrou que aqueles com a DA tem menores niveis de VD (BALION et al, 2012).
A VD é soluvel em gorduras, com algumas propriedades de um horménio
esteroide. E primariamente produzida na pele a partir do 7-diidrocolestreal (pré-
vitamina D) através da exposi¢cao a radiagao solar e também €& obtida em menor
grau na ingestdo de alimentos. O nivel sérico circulante da VD e polimorfismos
em genes relacionados com o metabolismo da VD estdo relacionados com
varias condigbes/desordens tais como doengas metabdlicas e inflamatdrias,
cancer, assim como deméncias e desordens cognitivas (BALION et al, 2012).

Existe um grande namero de polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs)
descritos em relagdo ao gene VDR, mas somente poucos possuem relagdo com
o efeito fenotipico, tais como alteragdes no nivel e expressao génica (MCGRATH

et al., 2010). No presente estudo, nés focamos em quatro polimorfismos
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nomeados apds as enzimas de restricdo que serviram para identifica-los: Fokl/
(rs10735810), localizado na regidao codificante no cédon de inicio- a forma
polimorfica resulta numa proteina mais curta, com 3 aminoacidos a menos; Bsm/
(rs1544410) e Apal (rs7975232) localizados no intron 8; e o Taq/ (rs731236),
localizados no exon 9 (MCGRATH et al., 2010, UITTERLINDEN et al. 2004).

Nossa investigacao descreveu a frequéncia de 3 alelos de risco presentes
no gene VDR, em pacientes com DA versus um grupo de pacientes saudaveis,
provenientes da regido metropolitana de Recife, e referenciamos com as
pesquisas previamente descritas na literatura. Além disso, o objetivo deste
estudo foi checar se polimorfismos no gene VDR poderiam aumentar o risco de

desenvolvimento da doenga de Alzheimer.

1.1.1 Epidemiologia

Segundo a Organizagao Mundial da Saude, cerca 10 milhdes de casos de
deméncia sédo diagnosticados anualmente em todo o mundo, e em 2019, foi
estimado que cerca de 50 milhdes de pessoas apresentasse deméncia, dentre

as quais, entre 60 e 70% teriam a doenga de Alzheimer (WHO, 2021)

Um estudo epidemiolégico internacional envolvendo 195 paises,
identificou que entre 1990 e 2016, o numero de casos de deméncia no mundo
mais que duplicou, levando a um aumento 148% na taxa global de mortes
relacionadas a deméncia, sendo considerada a quinta principal causa de mortes
em 2016. Os principais fatores relacionados a isto seriam o crescimento e
envelhecimento populacional (GLOBAL, REGIONAL, AND NATIONAL BURDEN
OF ALZHEIMER’S DISEASE AND OTHER DEMENTIAS, 2019).

Segundo Oliveira et al. (2019), uma redugao de 10% e 20% por década na
prevaléncia de fatores de risco como diabetes, hipertensdo, obesidade,
sedentarismo, sedentarismo, tabagismo e baixa escolaridade, poderia reduzir em
cerca de 8,7 e 16,2% a taxa de incidéncia de casos de deméncia no Brasil até
2050. Além disso, a baixa escolaridade foi apontada como um fator que

apresentou similaridade na taxa de prevaléncia nos paises estudados.
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1.1.2 Diagnéstico e Aspectos clinicos da DA

No Brasil, os procedimentos relacionados ao diagnéstico e tratamento da
DA, atualmente em vigor, sdo descritos no “Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas da Doenga de Alzheimer” do Ministério da Saude (2020), e se
baseia nos critérios do “National Institute on Aging and Alzheimer's Association
Disease and Related Disorders Association (NIA/AA)”, endossado pela
Academia Brasileira de Neurologia (ABN). Segundo o documento, a DA é
classifica em seis tipo: Doenca de Alzheimer de inicio precoce (CID-10 G30.0);
Doenga de Alzheimer de inicio tardio (CID-10 G30.1); outras formas de doenga
de Alzheimer (CID-10 G30.8); Deméncia na doenca de Alzheimer de inicio
precoce (CID-10 F00.0); Deméncia na doenga de Alzheimer de inicio tardio (CID-
10 F00.1); Deméncia na doencga de Alzheimer, forma atipica ou mista (CID-10
F00.2).

A confirmacdo da DA, apenas pode ser realizada com a necrdpsia do
paciente. No entanto, o diagndstico da DA pode ser realizado com a combinagao
entre anamnese com o paciente e um acompanhante que tenha conhecimento
sobre a histéria do paciente, e um exame de estado mental ou avaliagéo
neuropsicolégica. Exames de imagem Tomografia Computadorizada e
Ressonancia magnética, podem ser realizados a fim de descartar eventuais
lesbes cerebrais que possam estar relacionadas aos sintomas. Além disso,
exames como hemogramas, eletrélitos, glicemia, ureia, creatinina, TSH e
alanino-aminotransferase, aspartato-aminotransferase, vitamina B12, acido folico
e sorolégico para sifilis (VDRL) e HIV, podem ser realizados (MINISTERIO DA
SAUDE, 2020).

No tratamento das formas leve e moderada da DA, inibidores da
acetilcolinesterase como donepezila, galantamina e rivastigmina podem ser
administrados, dependendo apenas da tolerdncia do paciente aos
medicamentos. Ja nas formas graves da doenca, além dos farmacos
supracitados, existe a recomendagdo do uso da Memantina, apesar de
apresentar um pequeno efeito sobre a doenca. (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

12



1.1.3 Patologia da DA

O acumulo das proteinas B-Amiloide (Amiloide-beta ou AB) placas fora
dos neurdnios e de emaranhados neurofibrilares (proteina Tau) no interior dos
neurénios, sdo caracteristicas tipicamente presentes na DA. Estes dois fatores
podem atuar estimulando a atividade das microglias e levar a um estado de
inflamagéao crénica (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2019).

Estudos demonstram associagdo entre a AB e a DA, onde individuos
idosos saudaveis que possuem altos niveis de deposi¢cao de AR apresentaram
taxa de atrofia da massa cinzenta mais aceleradas do que individuos saudaveis
gue apresentaram taxas mais baixas, além de apresentarem maior declinio na
memoria (CHETELAT et al. 2012; LIM et al. 2013; VILLEMAGNE et al. 2013).
Contudo, embora seja diretamente associada ao efeito neurodegenerativo, a
taxa formacao das placas de proteina AB ndo é diretamente proporcional a
velocidade de progressao da doencga (JACK et al. 2009, GORDON et al. 2018).

A proteina Tau faz parte das proteinas associadas a microtubulos e pode
ser encontrada como componente estrutural dos axénios dos neurdnios e possui
participacdo na estabilizagcdo dos microtubulos, assumindo papel importante no
desenvolvimento na estabilidade, suporte e rigidez da morfologia de células
assimétricas (HIROKAWA, SHIOMURA E OKABE, 1988; EDSON, WEISSHAAR
E MATUS, 1993). Estudos demonstram que a Tau esta envolvida no transporte
axonal, promove a polimerizacdo da tubulina, além de alterar a taxa de
polimerizagado dos microtubulos e reduzir a taxa de despolarizagdo das mesmas
(DRECHSEL et al. 1992; CONGDON; SIGURDSSON, 2018).

A fosforilagdo da proteina Tau pode acontecer em certos locais, como
ocorre com cérebro humano durante o periodo fetal. A desfosforilagdo de Tau
ocorre no nascimento e deveria permanecer assim ao longo da vida, mas em
individuos com a doencga de Alzheimer, uma nova fosforilagdo desta proteina
ocorre, prejudicando o funcionamento normal das células (GOEDERT et al.,
1993). Segundo Braak e Del Tredici (2010), as células nervosas afetadas nao

sofrem morte celular imediatamente, mas permanecem com aspecto brando e
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sem reatividade visivel ao microscopio Optico. Por outro lado, as alteragcdes nao
sdo reversiveis espontaneamente, mas alteracbes morfolégicas continuam
sendo sofridas (BRAAK, BRAAK, e MANDELKOW, 1994).

Cérebros de pacientes com a DA apresentam maior numero de inclusées
lipidicas na glia, o que sugere um metabolismo lipidico anormal. A peroxidagéo
de lipidios cerebrais é considerada um evento precoce na doenca de Alzheimer.
Diversos genes associados a DA como APOE, CLU, SORL1 e BCA7, também

estdo relacionados com a homeostase de lipidios. (GIRI, ZHANG e LU, 2016).

Diversas proteinas relacionadas a DA como BAPP, B-secretase, y-
secretase e neprilisina, foram encontradas em jangadas lipidicas, que em
pacientes com a DA podem atuar atuam como plataforma para a interagdo de
ApoE, Tau e AB, promovendo a agregacao de APB e hiperfosforilacao de Tau,
além de apresentar concentragdo anormal de lipidios. As Jangadas lipidicas s&o
estruturas dindmicas dentro de membranas celulares, que desempenham papel
importante na transducao de sinais, adesao celular e organizagao de lipidios e
proteinas (KAO et al., 2020)

Segundo Dursun e colaboradores (2011), a AB pode provocar danos a
membrana plasmatica das células, atuando também como um supressor da
expressao do gene receptor de vitamina D (VDR) em neurdnios corticais e
degradando o VDR, sugerindo a suplementacdo da VD na prevencgao do efeito

citotoxico induzido por amiloide, reduzindo assim a apoptose provocada pela AB.

1.2 VITAMINAD

1.2.1 Fisiologia da Vitamina D

A vitamina D apresenta um importante papel na regulagdo de processos
fisiolégicos como na regulacéo do calcio, onde sua deficiéncia é responsavel por
problemas na mineralizagdo da matriz éssea, aumentando o risco de
osteoporose quando associado ao hiperparatireoidismo secundario (HOLICK,
2002), ou provocando raquitismo em individuos em desenvolvimento (HOLICK,

2006). Outras fungdes associadas a VD estdo ligadas ao crescimento
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(GOLTZMAN, 2018), produgdo de horménios da paratireoide (CHEUNG et al,
2019), inibicdo de crescimento em cancer de mama (SWAMI et al. 2003), além
de sua atuagao no sistema imune (MEDRANO et al. 2018) e nas células das
ilhotas no pancreas utilizagdo da insulina (LEE, 1994; SZYMCZAK-PAJOR,;
SLIWINSKA, 2019). Além disso, diversos distlrbios neuroldgicos séo associados
a deficiéncia da VD como Autismo (CANNELL, 2017), depresséo (CASSEB,;
KASTER; RODRIGUES, 2019), esquizofrenia (MCGRATH, 1999), esclerose
multipla (AMEZCUA, et al. 2012; JACOBS, et al. 2020); doenca de Alzheimer e
doenga Parkinson (BIVONA et al., 2019; EVATT et al., 2008, JAYEDI; RASHIDY-
POUR, SHAB-BIDAR, 2019).

O precursor da vitamina D3 (ergosterol ou 7-desidrocolesterol) € um lipidio
com estrutura rigida que apresenta 4 anéis e é facilmente encontrada na
membrana plasmatica de células da pele. Durante a producéo da pré-vitamina D
este lipidio sofre uma quebra em seu anel B como resposta a exposicdo a
radiacdo solar UVB (290-315nm) (HOLICK, 1981, 2002, 2004). A pré-vitamina
D3 que se encontra na bicamada lipidica, de células da derme e epiderme,
sofrem um rearranjo de suas cadeias para sua forma mais estavel (Vitamina D3)
que é translocada para o meio extracelular (HOLICK et al. 1981; HOLICK, TIAN
e ALLEN, 1995).

A forma mais abundante da vitamina D3 no corpo € a 25-hidroxivitamina
D3, produto da hidroxilagdo hepatica, enquanto o metabolito mais ativo
biologicamente, € a 1,25-di-hidroxivitamina D3 (1a,25(0OH).D3s) que € obtida
através de uma hidroxilagdo adicional pela enzima D-1-hidroxilase (CYP27B1),
processo que pode ocorrer nos rins e em outros tecidos e sofre regulagao de sua
concentragéo extracelular (BOUILLON et al., 1998; HOLICK, 2006).

A exposicao prolongada ao sol ndo produz quantidades excessivas de
VD3 e por isso ndo provoca intoxicagao por hipervitaminose. Isto se deve ao fato
de que a exposi¢cao excessiva a radiagao solar induz a isomerizagao térmica da
VD3, podendo degrada-la e produzir outros fotoprodutos, proporcionando a
absor¢ao da luz UV (BOUILLON et al., 1998; CLEMENS et al., 1982; HOLICK,
2004; HOLICK; MACLOUGHLIN; DOPPELT, 1981; HOLICK; TIAN; ALLEN,
1995). Embora a primeira vista possa nao parecer muito vantajosa, esta

caracteristica garantem uma protegao adicional a célula, uma vez que o espectro
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de luz absorvido pela VD, pré-vitamina D e pro-vitamina D se sobrepbe ao
espectro de absorgdo do DNA, RNA e proteinas (HOLICK, 2002).

Segundo Matsouka e colaboradores (1987), embora o uso de agentes
topicos de protegdo solar possua pouco impacto em adultos e criangas com
nutricdo adequada de VD e com exposic¢ao solar frequente a luz, 0 mesmo nao
se aplicaria a idosos, uma vez que 0os mesmos sdo mais dependentes da luz
solar e a aplicagao de bloqueador solar de FPS 8, e assim pode reduzir em
cerca de 98% por cento a penetragdo de radiacdo UV-B, prejudicando desta
maneira a fotossintese da VD3. Com o envelhecimento € comum que ocorra
também uma reducdo nos niveis de 7-desidrocolestederol cutanea, o que faz
com que haja uma reducédo acentuada na capacidade de produgdo da VD3.
Estima-se que individuos com 70 anos apresente uma redugado de 75% na
capacidade de producdo da VD3 se comparados a uma pessoa de 20 anos.
Apesar disso, caso possua exposi¢ao suficiente a luz solar, individuos idosos
podem ainda assim produzir quantidades satisfatérias de vitamina D (CHEL et
al., 1998; CHUCK et al., 2001; HOLICK, 1994, 2002; MACLAUGHLIN e HOLICK,
1985; REID et al., 1985).

O estudo da deficiéncia de vitamina em roedores, mostrou que a
deficiéncia da vitamina afetou o desenvolvimento do cérebro dos animais,
apresentou menor diferenciacdo e maior proliferacdo em diversas regides. Além
disso, mudangas no ciclo celular na expressdao do gene apoptotico foram
identificadas, bem como uma alteragdo na anatomia do cérebro, como aumento
do 6rgao e uma diminuigao da eliminagao celular observada (EYLES et al., 2003;
KO et al., 2004).

Estudos genémicos e protedbmicos realizado por Almeras et al. (2007) e
Eyles et al. (2007), demonstraram que a deficiéncia de VD tem a capacidade de
alterar a expressao de ao menos 74 genes e 36 proteinas, associados a diversas
fungcdes, como a manutencdo do citoesqueleto, plasticidade sinaptica,
fosforilacdo oxidativa, neurotransmissio, transporte proteico, controles pds-

transcricionais, entre outros.
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A diminuicdo dos niveis de VD, pode proporcionar um aumento de até
25% no risco de desenvolvimento da DA, enquanto a suplementagcdo com a VD

pode proporciona uma diminui¢ao deste risco (MOKRY et al., 2016).

1.2.2 A Vitamina D e o Sistema Nervoso

A vitamina D atua como um regulador de fatores neurotréficos, como
ocorre com o Fator de Crescimento Nervoso (NGF), onde atua induzindo sua
expressao (WION et al. 1991). Outros fatores que sao afetados pela VD séo a
neurotrofina 3 (NT3), Fator neurotréfico derivado da glia (GDNF) (KHAIRY;
ATTIA 2021) e a neurotrofina 4 (NT4) (NAVEILHAN et al., 1996; NEVEU et al.,
1994).

A VD3 pode agir como um neuro-horménio, atuando na regulagdo de
neurotransmissores, demostrado em modelo animal (EYLES et al, 2013). A
atuacdo da VD3 como regulador colinérgico, foi demonstrada por Sonnenberg e
colaboradores (1986) em modelo animal, onde foi identificado um aumento
periférico da colina acetil-transferase. Além disso, a VD3 foi associada a
restauracdo da expressdo de receptores colinérgicos, e melhora no déficit

cognitivo em associagao a diabetes (KUMAR et al, 2011).

Em neurdnios hipocampais, a VD3 apresenta a capacidade de modular a
atividade de canais de calcio sensiveis a voltagem do tipo L, apresentando em
baixas quantidades um efeito neuroprotetivo contra a excitotoxicidade de ions

calcio nas células neuronais (BREWER, et al. 2001).

Segundo Kuningas et al. (2009), diferengas haplotipicas relacionadas aos
alelos Bsml, Taql e Apal no gene do receptor VDR, estdo relacionados com
melhor desempenho cognitivo, memdria e baixa prevaléncia de sintomas

depressivos em individuos idosos.
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1.3 O RECEPTOR DA VITAMINA D (VDR)

Segundo Yang e colaboradores (2012), a fungdo da VD3 se da pela sua
ligacdo ao receptor de vitamina D (VDR) e cofatores para formacdo de um
complexo transcricional que por sua vez se liga a Elementos de Resposta a
Vitamina D (VDRE) na regido promotora de genes alvo. Estima-se que os
complexos formados pela VD3 e seus receptores afetem a expressao de mais de
1000 genes (PAN et al., 2009; MOHRI et al., 2009).

O receptor da vitamina D (VDR) & um receptor da superfamilia dos
receptores nucleares de hormoénios. Suas fungdes podem ser descritas como
regulagdo hormonal, regulagdo da fungdo Imunolégica e regulacdo da
proliferacédo e diferenciacao celular, sendo encontrado em mais de 30 diferentes
tecidos (YANG et al., 2012).

A presenca de VDR foi descrita em diversas regides do sistema nervoso,
como cértex temporal, orbital e cingulado, no talamo, nos nucleos accumbens,
partes da estria terminal, amigdala, sistema olfativo e em neurdnios piramidais
das regides do hipocampo (EYLES et al. 2005; STUMPF et al., 1982).

O gene VDR, que codifica o receptor de mesmo nome, esta localizado no
braco longo do cromossomo humano 12 (12913.11), apresenta 12 exons e um
tamanho de cerca de 75kb, produzindo uma proteina de 427 aminoacidos. A
extensa regiao promotora de VDR possui a capacidade de gerar multiplos
transcritos tecido especifico (BOUILLON et al., 1998; VIDEMAN et al., 1998;
NCBI, 2021).

Embora apenas um VDR tenha sido identificado, diferentes mecanismos
podem ser utilizados pelas células para alterar a interacédo ligante receptor. A
exemplo pode ocorrer a fosforilagdo em diversas de suas serinas, por diferentes
vias de sinalizagdo (PKA, PKC e Caseina-quinase), modulando a atividade do
receptor (BOUILLON et al 1998).
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1.3.1 Polimorfismo no gene VDR

Polimorfismo de um unico nucleotideo (SNP) encontrados no gene VDR
pode afetar a afinidade do receptor pela vitamina D (GEZEN-AK et al. 2017).
Dezenas de polimorfismos no gene VDR sao conhecidos, dos quais alguns sao
especialmente estudados por apresentarem efeitos fenotipicos, como Bsml
(rs1544410) que se encontra localizado no intron 8; o polimorfismo Fokl/
(rs10735810) esta localizado no cédon de iniciagdo, e o Taql (rs731236) esta
localizado no exon 9 (MCGRATH et al., 2010, UITTERLINDEN et al. 2004).

Em relagao ao polimorfismo Fokl, que esta localizado no sitio de iniciagao,
pode resultar em dois RNA mensageiros que diferem em trés aminoacidos (a
menos), promovendo uma mudanga na estrutura da proteina sem afetar sua
expressdo (BOUILLON et al., 1998; t ACZMANSKI et al. 2015; VIDEMAN et al.;
1998). O polimorfismo Taql embora seja considerado neutro, pode ter efeitos na
expressdo do gene VDR. Acredita-se que tanto Taql quanto Apa7, por estarem
préximos a jungao Intron-Exon, possuam efeitos na regulagdo do splicing
(DESMET et al., 2009; LEHMANN et al., 2011; MORRISON et al., 1994)

Em contrapartida, segundo Uitterlinden e colaboradores (2004),
polimorfismos intrébnicos como Bsml e Apa1 (intron 8), ndo afetam o splicing,
mas possuem forte desequilibrio de ligagdo com polimorfismos na regido 3’ ndo
traduzida, que é conhecida por sua relagcdo com a regulagdo da expressao do
gene VDR. Assim, os polimorfismos Bsml e Taql, localizados na regiao 3'-UTR

do gene sao responsaveis pela estabilidade do RNAm (LEHMANN et al., 2011)

Polimorfismos no gene VDR foram associados a doencgas
neurodegenerativas como Doenca de Parkinson e Doenca de Alzheimer (LEE,
KIM e SONG, 2014). Segundo Kuningas e colabores (2007), existe correlagédo
entre Bsml e Taql com a susceptibilidade de declinio da fungéo cognitiva. Por
outro lado, o polimorfismo Apa1 apresentou um efeito protetivo contra o declinio

cognitivo.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Verificar se existe relagdo entre polimorfismos, Bsml (rs1544410), Fokl
(rs10735810) e o Taql (rs731236) presentes no gene VDR com a

susceptibilidade a doenga de Alzheimer numa populagao de Pernambuco.

2.2 ESPECIFICOS

Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos, Taql
(rs731236), Bmsl (rs1544410) e Fokl (rs2228570) no gene VDR na populagéo de

estudo.

Avaliar a relagdo entre as frequéncias alélicas e genotipicas com a
susceptibilidade ao desenvolvimento de doencga de Alzheimer na populacdo de

estudo.

3.0 DESENVOLVIMENTO
3.1 MATERIAIS E METODOS

3.1.1 Modelo de estudo

O projeto de pesquisa foi realizado no Laboratério Genoma (UFRPE),
pertencente ao Departamento de Biologia da UFRPE, o qual oferece toda a
infraestrutura requerida para a pesquisa. A pesquisa foi previamente aprovada

pelo comité de ética em pesquisa em seres humanos de UFPE.

A populagao de estudo corresponde a uma amostra probabilistica de base

ambulatorial e hospitalar. O tipo de estudo € um estudo observacional, analitico,
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retrospectivo, do tipo caso-controle, em que individuos ndo diagnosticados com
doengas neurologicas ou outras doengas foram considerados como controles
saudaveis. Serdao formados 2 grupos de estudo: o Grupo 1 - individuos
diagnosticados e tratados para a doenga de Alzheimer; Grupo 2 — Controles

saudaveis.

Neste estudo, foram utilizadas amostras sanguineas dos pacientes,
coletadas em tubos vaccuntainer de 3ml e armazenadas no Laboratério Genoma
da UFRPE, sob a responsabilidade do coordenador deste Projeto de Pesquisa.
48 pacientes com doenca de Alzheimer e 48 pacientes controles saudaveis. Os
pacientes sao oriundos da regido metropolitana de Recife-PE e atendidos no
ambulatério do Hospital das Clinicas de Pernambuco no periodo de janeiro 2015
a dezembro de 2017.

3.1.2 Sequéncia completa do gene VDR humano

O alinhamento da sequéncia completa de nucleotideos para o gene VDR
humano (Homo sapiens) foi realizado através da plataforma ncbi.nlm.nih.gov,

onde foi obtida a sequéncia, representado na figura 1.

'H_, NCBI Resources () How To ) Sign into NCBI

Nucleotide Nucleoide @
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() The Nucleotide database wil include EST and GSS sequences in early 2019 Read more
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Change region shown o
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Homo sapiens chromosome 12, GRCh38.p12 Primary Assembly 9 Sekttegon

NCBI Reference Sequence: NC_000012.12 flom: 47841537 |to: 47905031

GenBank ~ Graphics Update View

SNC_20012.12:¢4700531-47841537 Homo sapiens chromosome 12, GRCh38.pl2 Primary Assembly
CTGCTTGTCAAAAGGCGGCAGLGOAGCCGTGTRCGCCOGEAGCHCARAACABCTTATCCACCCGLCARCC
GGACCAGGTGCGAACCCGRGAGCAGCAGAAAGEGAETCTCAGGATAGGRACTCGRGATCRRRGLGTCTE

GGATACCOOGECCTOAGCRCCCBOCTROGAGCAT TAGAGTCTAAGTCTCAGCGRTAAACTTGRCTACTEA
GGTCCGRGCTATCRTGCCATGABGCTRRGACACTAAGGGECACTGAGRTTTRAGARAGCTGARGTTCETG
CCAGGCTGOCGAGRGGAGCAGCGACATCCTCRRCACTTAGGAGAAATGCTCCGCTAACACAGTGCTTAGC
ACTTGRGCAACAAGAAGTATTTGTTTCCTTCTTCTGTCAGRGCGCCTTRGCATGRAGTGRAGGAATAAGA
ARAGGAGCGATTGGCTGTCGATGRTECTCAGAACTGTGEAGTGGAGRGTATATARCCTTATTTATTGTC
TTACAGGGCCCAGGTATGATCACCTGTRATGATRGAGTTRGRTCTTTTARGTAATTTTTTTTTTTTITIT
TTTTTTTTTACTTTTCTTTGAACTACCAATGAGT TTAGACCTAATTGRCCCTATTTTTTTTCAGGACAGC
CTGTCAATAGATGTTCAGAGGAACTCAGGGGCAAGCATTTARATGAGGAAGEGECTCAAGGAGTAGTTTC
TOTTTGAAAAGTGAGGTGCCCTGGATCTGTGGETGATGGTGAGGAAGATTCAGAAGTATCTAGGAGGGAR
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Figura 1. Sequéncia completa de nucleotideos do gene VDR em Homo sapiens. Fonte:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000012.12report=fasta&from=47841537&t0=47905

031&strand=true.

Foram colocados em evidéncia as sequéncias senso e antisenso
(invertida) dos primers, e os tamanhos esperados para cada fragmento
amplificado. Em seguida, foram procuradas as sequéncias referentes a cada
enzima de restricao e utilizando-se do site da biolabs, foi realizada, de forma in
silico, a digestdo enzimatica e estimado o tamanho de cada fragmento gerado

apos a digestdo com as enzimas de restrigao.

3.1.3 Alinhamento da sequéncia da regiao Taql do gene VDR

Os primers relativos a sequéncia da regiao Taq/ (sequéncia em amarelo)
do gene VDR (Tabela 1) foram localizados dentro da sequéncia genémica da
figura 1, e confirmou-se uma regido corresponde a um fragmento de 740pb,

conforme destacado na figura 2.

Figura 2. Alinhamento da regidao Tagl do gene VDR humano delimitada
pelo par de primers especificos ja descrito (Tabela 1). A regido delimitada
contém uma sequéncia de 740 nucleotideos de comprimento. Em

amarelo: representa as regioes de alinhamento dos primers.

CAGAGCATGGACAGGGAGCAAGGCCAGGCAGGGACAGGGCCAGGTGCGCCCATGGAAGGACCTAG
GTCTGGATCCTAAATGCACGGAGAAGTCACTGGAGGGCTTTGGGGCCAGGCAGTGGTATCACCGGTC
AGCAGTCATAGAGGGGTGGCCTAGGGGGTGCTGCCGTTGAGTGTCTGTGTGGGTGGGGGGTGGTGG
GATTGAGCAGTGAGGGGCCCAGCTGAGAGCTCCTGTGCCTTCTTCTCTATCCCCGTGCCCACAGATC
GTCCTGGGGTGCAGGACGCCGCGCTGATTGAGGCCATCCAGGACCGCCTGTCCAACACACTGCAGA
CGTACATCCGCTGCCGCCACCCGCCCCCGGGCAGCCACCTGCTCTATGCCAAGATGATCCAGAAGCT

AGCCGACCTGCGCAGCCTCAATGAGGAGCACTCCAAGCAGTACCGCTGCCTCTCCTTCCAGCCTGAG
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TGCAGCATGAAGCTAACGCCCCTTGTGCTCGAAGTGTTTGGCAATGAGATCTCCTGACTAGGACAGCC
TGTGGCGGTGCCTGGGTGGGGCTGCTCCTCCAGGGCCACGTGCCAGGCCCGGGGCTGGCGGCTAC
TCAGCAGCCCTCCTCACCCCGTCTGGGGTTCAGCCCCTCCTCTGCCACCTCCCCTATCCACCCAGCC
CATTCTCTCTCCTGTCCAACCTAACCCCTTTCCTGCGGGCTTTTCCCCGGTCCCTTGAGACCTCAGCC

ATGAGGAGTTGC

3.1.3.1 Andlise in silico da digestao da regido Taqgl do gene VDR

A analise de digestdo in silico, foi realizada utilizando se o site:
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/ (Biolabs). Inseriu-se o fragmento acima
selecionado, seguindo-se da busca pela enzima de restricdo Taq 1. Apds a
digestao in silico, observou-se a formacao de dois fragmentos: um de 494 pb e
outro de 251 pb (Figura 3).
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Figura 3. Analise in silico da digestdio com a enzima Taql do gene VDR
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/). Apos a digestao in silico, observou-se a presenca de

dois fragmentos: um 494pb e o outro de 251 pb).



3.1.4 Alinhamento da sequéncia da regidao Fokl/ do gene VDR

Os primers relativos a regido Fokl foram alinhados ao genoma do gene
VDR humano (Tabela 1), assim foi possivel delimitou-se um fragmento de

267pb, conforme mostrado na Figura 4.

Figura 4. Sequéncia Fokl do gene VDR humano apos alinhamento com primers
especificos (Tabela 1), demonstrando uma sequéncia de 267 nucleotideos de

comprimento. Em amarelo: representa as regides de alinhamento dos primers.

AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGGCTCTGACCGTGGCCTGCTTGCTGTTCTTACAGGGATGGAGGCA
ATGGCGGCCAGCACTTCCCTGCCTGACCCTGGAGACTTTGACCGGAACGTGCCCCGGATCTGTGGG
GTGTGTGGAGACCGAGCCACTGGCTTTCACTTCAATGCTATGACCTGTGAAGGCTGCAAAGGCTTCTT

CAGGTGAGCCCTCCTCCCAGGCTCTCCCCAGTGGAAAGGGAGGGAGAAGAAGCAAGGTGTTTCCAT

3.1.4.1 Analise in silico da regido Fokl do gene VDR (GGATGNo|NNNNT1)

A fragmento selecionado acima foi submetido a digestdo in silico
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) com a enzima Fokl. Como mostrado na figura
5, a presencga da enzima gerou a formacgao de dois fragmentos: um de 197 pb e
outro de 70 pb.
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Figura 5. Andlise in silico da digestdo com a enzima Fokl do gene VDR
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/). Na presenca da enzima foram gerados dois

fragmentos: um de 197 e outro de 70 pb.

3.1.5 Alinhamento da sequéncia da regiao Bsml do gene VDR

Os primers especificos para a regido Bsml do gene VDR foram alinhados
ao genoma humano VDR, delimitou-se um fragmento de 191pb, conforme

mostrado na Figura 6.

Figura 6. Regido Bsml do gene VDR humano apoés alinhamento do par de
primers especificos (Tabela 1), demonstrando uma sequéncia de 740
nucleotideos de comprimento. Em amarelo: representa as regiées de

alinhamento dos primers.

AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGGCTCTGACCGTGGCCTGCTTGCTGTTCTTACAGGGAT
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GGAGGCAATGGCGGCCAGCACTTCCCTGCCTGACCCTGGAGACTTTGACCGGAACGTGCC
CCGGATCTGTGGGGTGTGTGGAGACCGAGCCACTGGCTTTCACTTCAATGCTATGACCTGT
GAAGGCTGCAAAGGCTTCTTCAGGTGAGCCCTCCTCCCAGGCTCTCCCCAGTGGAAAGGG

AGGGAGAAGAAGCAAGGTGTTTCCAT

3.1.5.1 Analise in silico da digestao da regido Bsml do gene VDR (GAATGC)

O fragmento acima selecionado foi submetido a digestdo in silico
(http://Inc2.neb.com/NEBcutter2/) com a enzima Fokl. A presenga do sitio da
enzima originara dois fragmentos: um de 115 pb e outro de 76 pb, conforme

mostrado abaixo (Figura 7).
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Figura 7. Analise in silico da digestdo com a enzima BSMI do gene VDR
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/). Na presenca da enzima serdo gerados dois

fragmentos (646 e 176 pb).



3.1.6 Obtencao de DNA genémico

O DNA gendmico foi obtido através de 300ul de amostras de sangue total
periférico contendo EDTA. A extracdo do material genético foi realizada por meio
do kit de extracdo da Promega Wizard® Genomic DNA Purification kit seguindo
todas as etapas orientagdes do fabricante. O DNA obtido foi entédo
acondicionado em microtubos e armazenados sob refrigeracdo, até a sua

utilizacao.

3.1.7 Detecc¢ao de polimorfismos no gene VDR

Os gendtipos foram determinados por meio da técnica de PCR-RFLP, que
consiste em uma amplificacdo sequéncias especificas de um fragmento de DNA
por Reacgdo cadeia da polimerase seguida de uma digestdo com enzima de

restricdo para o sitio de corte desejado.

Tabela 1: Sequéncia de primers utilizados para detecg¢ao dos polimorfismos, Taql, Bsml

e Fokl situados no gene VDR.

Primer Senso Antisenso
Bsml 5’ CAACCAAGACTACAAGTACC | 5AACCAGCGGAAGAGGTCAAGG
(rs1544410) GCGTCAGTG3 G%
Fokl 5AGCTGGCCCTGGCACTGACT | 5’ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTT
(rs2228570) CTGGCTCT3’ CTCCCTC3
Taql 5CAGAGCATGGACAGGGAGCA | 55GCAACTCCTCATGGCTGAGGTC
(rs731236) A3 TC3




Para amplificagdo da regido Tagql, foi padronizado um protocolo a partir de
modificagdes do protocolo previamente descrito por Mukhtar et al. (2017)
conforme descrito a seguir: Desnaturacgéo inicial de 94°C por 5 min; seguido por
40 ciclos de: 94°C por 45 seg, 65°C por 45 seg, e 72°C por 30 seg; e uma

extensao final a 72°C por 5 min.

Para a regiao do Bsml, as condi¢cdes de ciclagem foram: 94°C por 3 min
para desnaturacao inicial; seguidos por 40 ciclos de 94°C por 30 seg; 62°C por
30 seg, 72°C por 1 min; e uma extensao final a 72°C por 5 min, modificado de
Hong et al. (2015).

Ja para a regiao Fokl foram: 94°C a 5 min de desnaturagéo inicial;
seguidos por 40 ciclos de: 94°C por 45 seg; 68°C por 45 seg; e 72°C por 30 seg;
e uma extenséo final de 72°C por 5 min, modificados de Mukhtar (2017).

Apoés a realizacdo da PCR as amostras foram coradas com o UniSafe
Dye® e submetidas a separagao eletroforética em gel de agarose a 1%, sendo
entdo visualizadas por meio de um transiluminador por emissao de luz UV.

As anadlises dos polimorfismos foram realizadas através da digestao
enzimatica das amostras com as seguintes enzimas de restricdo: Fokl, Taql e
Bsml, conforme amplificagbes de cada regido especifica acima descrita,
seguindo recomendagdes do fabricante. Apds a digestdo enzimatica, as
amostras digeridas foram coradas com UniSafe Dye® e submetidas a separagao
eletroforética em gel de agarose a 3%, e em seguida visualizadas através do

transiluminador.

3.1.8 Analise estatistica

As frequéncias alélicas e genotipicas foram determinadas por contagem
direta e comparadas usando o teste do qui-quadrado (x2). Os resultados foram
considerados como estatisticamente significativos quando p<0,05. As diferencgas,
entre os grupos, das frequéncias alélicas e genotipicas foram calculadas através
do odds ratio (OR) com 95% de intervalo de confianga (IC) através do programa

estatistico BioEstat 5.0.
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3.2 RESULTADOS

3.2.1 Genotipagem das regioes polimérficas do gene VDR humano

3.2.1.1 Anadlise em gel da digestao da regido Fokl do gene VDR

A Figura 8, mostra o resultado da digestdo do amplicon de 265 pb
referente a regido Fokl/ do gene VDR. O gendétipo CC resultou no aparecimento
de um unico fragmento de 265 pb, devido a auséncia do sitio da enzima de
restricao Fokl; A presenca de um sitio de restricdo da enzima indicou individuos
com o gendtipo TT, gerando dois fragmentos: um de 197 e outro de 70pb; os
individuos heterozigotos, genétipo CT, apresentaram 3 fragmentos: 265, 197 e
70 pb.

EETTEEEEN e

Figura 8. Digestdo da regido Fokl do gene VDR. L- Padrdo de peso molecular;
Amostras 89, 90, 120 e 122- Gendtipo CC; Amostras 91,94,96112,113, 114, 118, 119 e
121- Gendtipo CG; Amostra 117-Gendtipo GG.

Neste estudo foram genotipados 78 individuos. Destes, 39 de pacientes
com a doenca de Alzheimer e 39 pacientes controles saudaveis. As frequéncias
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de cada gendtipo sdo mostradas na Tabela 2. Contudo, n&o houve diferencga
significativa na frequéncia dos gendtipos entre pacientes e controle saudavel
(OR=0,81;95% IC 0,33-1,98; p=0,65).

3.2.1.2 Analise em gel da digestao da regido Taql do gene VDR

A amplificacdo da regidao Taql/ gerou um fragmento de 740pb. O produto
da digestdo com a enzima Taql resultou nos trés gendtipos possiveis:
homozigoto TT gerando apenas um fragmento de 740 pb, com auséncia de sitio
de corte da enzima; heterozigoto CT apresentando trés fragmentos um de 740,
um de 635 pb e outro de 105pb; e homozigoto CC quando apresentou dois
fragmentos um de 635 e outro de 105 pb (Figura 9). Foram genotipadas 78
pacientes, sendo 39 com a doenca de Alzheimer e 39 controles saudaveis. As
frequéncias de cada gendtipo sdo mostradas na tabela 2. Contudo, ndo houve
diferencga significativa na frequéncia dos gendtipos entre pacientes e controle
saudavel (OR= 1,52;95% IC 0,61-3,73; p=0,49). Vale ressaltar que na nossa

amostra nenhum paciente foi homozigoto para o polimorfismo.

LN 1234 N5>6 781
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Figura 9. Digestdo da regido Taqgl do gene VDR. L — Padrdo de peso molecular; N —
Produto de PCR do gene Taql de 740 pb; Amostras 01, 03, 04, 07 e 08 apresentam

gendtipo CC; Amostras 02 — apresentou gendtipo heterozigoto TC
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3.2.1.3 Anélise em gel da digestao da regido Bsml do gene VDR

A amplificagdo da regido Bsml gerou um fragmento 191 pb. O produto da
digestdo com a enzima Bsml resultou em trés gendtipos possiveis: O gendtipo
BB apresentou apenas um fragmento de 191 pb, com auséncia de sitio de corte
da enzima; O gendtipo Bb apresentou trés fragmentos um de 191, um de 115 pb
e outro de 76pb; e o gendtipo bb quando apresentou dois fragmentos um de 115
e outro de 76 pb (Figura 10).

L S0 91 92 94 96 112 114 117119120

Figura 10. Digestao da regiao Bsml do gene VDR em gel de agarose a 3%. L-
Padrdo de peso molecular; Amostras 90 e 94 - Gendtipo bb; Amostras
92,96, 117, 119 e 120 sdo gendtipo Bb; Amostras 112 e 114 sédo gendtipo
BB.

3.2.2 Analise de associacao

Foram analisados 78 individuos, sendo 39 com a doenca de Alzheimer e
39 controles saudaveis. As frequéncias de cada gendtipo sdo mostradas na
tabela 2. Contudo, ndo houve diferenga significativa entre os dois grupos
analisados (OR=0,62; 95% IC 0,16 a 2,42; p=0,73). A Frequéncia alélica

para os polimorfismos Taql, Bsml e Fokl é representada na tabela 2.
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Total

Controle

Paciente

X (P¥)

OR (CI 95%)

p*
Fokl (rs2228570) N=78 (%) N=39 (%) N=39 (%)
C/iC 36 (46,1) 17 (43.6) 19 (48,9) 0.67 (0.71) 1.00
CIT 39 (50) 21 (53.9) 18 (46,1) 0.77 (0.31-1.90) 071
T/IT 3(3,9) 1(2,5) 2 (5) 1.79 (0.15-21.54) 0.88
C/C 36 (46,1) 17 (43.6) 19 (48,9) 0,20 (0.65) 1.00
C/IC+C/T 42 (53,8) 22 (56.4%) 20 (51.3%) 0.81 (0.33-1.98) 065
Bsml (1544410)
B/B 10 (13) 4 (10,3) 6 (15,4) 0,46 (0.79) 1.00
B/b 43 (55) 22 (56,4) 21 (53,9) 0.63 (0.15-2.57) 077
b/b 25 (32) 13 (33,3) 12 (30.8) 0.61 (0.13-2.72) 0.78
B/B 10 (13) 4 (10,3) 6 (15,4) 0,45 (0.49) 1.00
B/b + b/b 68 (87) 35 (89,7) 33 (84.6) 0.62 (0.16-2.42) 073
Taql (rs731236)
TIT 0 (0) 0 (0) 0 (0) NC
T/C 44 (56,4) 24 (61,5) 20 (51,3) 1.00
cC 34 (43,6) 15 (38,5) 19 (48,7) 1.52 (0.61-3.73) 0.49
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Tabela 2: Analise univariada mostrando a correlacao entre Taql (rs731236), Bmsl (rs1544410) e Fokl (rs2228570) com

o desenvolvimento da Doenca de Alzheimer. Abreviacdes: P*,valor P; X2, Qui-quadrado. NC = N&o calculado.
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3.3 DISCUSSAO

O gene VDR é expresso no tecido cerebral e uma vez complexado com
a 1,25-dihidroxivitamina D, estimula a expressdo do supressor da proteina
precursora de amiloide (APP), diminuindo o numero de placas amiloides, e
podendo reduzir o risco da doenga de Alzheimer (WANG et al., 2012; EYLES et
al., 2005). A afinidade do VDR com a VD pode ser diminuida pela presenca de
polimorfismos no gene VDR ou pela deficiéncia da VD (Cai et al., 1993;
BOUILLON et al.,, 1998), que pode afetar mecanismos de detoxificagao,
homeostase de calcio e expressdao de neutrofinas. Isto pode levar ao
envelhecimento e dano neuronal, neurodegeneracdo via outros fatores
ambientais e gendmicos (GEZEN-AK et al., 2007).

A deficiéncia de vitamina D além de ser comum em idosos, € mais
frequente em individuos do sexo feminino e possui relagdo com a sindrome
metabolica em mulheres em menopausa (SCHMITT et al. 2018), o que pode
associado a outros fatores, ajudar a explicar porque a incidéncia da DA é maior

entre mulheres.

No presente estudo, avaliamos as diferencas na distribuigdo genotipica
dos polimorfismos Taql, Bsml e Fokl presentes no gene VDR, entre os
resultados de associagdo envolvendo estes polimorfismos sdo bem
inconsistentes na literatura. Luedecking-Zimmer et al. (2003) também nao
encontraram evidéncia de associagdo para o polimorfismo Fokl (rs2228570)
numa populagdo Caucasiana. Por outro lado, Gezen-Ak et al. (2007),
reportaram associagdo positiva o Taql (rs731236) polimorfismos numa
populacdo Turca. Numa meta-analise conduzida por taczmanski et al. (2015),
nao houve relagéo significativa para o polimorfismo Taq/ em populagbdes Turca
e lIraniana (ESFEHANI et al.,, 2011; KHORRAM KHORSHID et al.,, 2013;
GEZEN-AK et al., 2007), sugerindo estar associada a uma maior exposi¢ao ao
sol e sua relagdo com o nivel da concentragao de VD. Contudo, em populacdes
caracterizadas pela baixa exposicdo solar, como a populacdo Britanica e
Polonesa, a atividade da VD sobre seu receptor seria dependente do nivel de

expressao do gene VDR, mostrando que fatores ambientais associados a
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presenca de polimorfismos no VDR podem estar interferindo na
susceptibilidade a DA. Este estudo visa avaliar a correlacdo entre a presenca
de trés polimorfismos Fokl (rs2228570), Bms1 (rs1544410) e Taql (rs731236)
no gene VDR e a ocorréncia de DA numa parcela da populagao

Pernambucana.

4.0 CONCLUSAO

O presente estudo nao encontrou uma associacdo entre o0s
polimorfismos nas regides Fokl, Bsml e Taql no gene VDR com o DA na
populagcdo estudada. Porém, ressaltamos a necessidade de futuras
investigagbes com um numero maior de pacientes para uma melhor

compreensao dos resultados observados.
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RESUMO: A vitamina D € um neuroesterdide cuja fungao, esta relacionada com a
regulacdo celular, homeostase de ions, regulagdo de crescimento e efeito protetor
contra injurias. Sua deficiéncia pode estar associada a disturbios neuroldgicos como a
doencga de Alzheimer. O efeito da Vitamina D e exercido pela interagao com receptor
da vitamina D, o VDR. A presenca do gene VDR é considerada altamente expressiva,
em especial no encefalo, hipotalamo e substancia nigra, indicando uma participacao
significativa no funcionamento do sistema nervoso. O gene VDR esta localizado no
cromossomo 12q13.11 e apresenta 14 exons. Polimorfismos nesse gene tém sido
associados com alteragdes na sua fungdo e podem influenciar seus efeitos. Os
polimorfismos Fok1 (rs2228570) e Taq? (rs731236) estidolocalizados em regides
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