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RESUMO

Monezi JMFB. Biomarcadores amiloidogénicos na sindrome de Down [tese]. S&o

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2023.

Atualmente, estima-se que 1 a cada 1000 nascidos vivos em todo o0 mundo apresenta
sindrome de Down (SD). Devido as caracteristicas genéticas dessa sindrome, ela
apresenta associacao direta com um grupo de manifestacdes clinicas decorrentes do
envelhecimento prematuro, podendo apresentar padrdes de comorbidades similares
aqueles encontrados em idosos. Portanto, adjunto a maior quantidade de anos
vividos, ha o aumento do risco de desenvolvimento de doenca de Alzheimer (DA) em
SD, sobretudo no que diz respeito a interacdo entre 0s mecanismos patogénicos
relacionados a amiloidogénese cerebral e os fatores inerentes ao envelhecimento
prematuro. Dessa maneira, este estudo objetivou investigar marcadores biol6gicos da
DA em amostras de sangue periférico de individuos adultos e idosos com SD (n=82)
e compara-los com individuos com cariétipo normal (n=99), estratificando os grupos
de acordo com a presenca ou auséncia de comprometimento cognitivo. O grupo SD
foi subclassificado de acordo com a ocorréncia de comprometimento cognitivo e/ou
deméncia, ou seja, 55 SD sem evidéncia de declinio cognitivo (SDsd) e 27 SD com
declinio cognitivo (SDcd). Foram constituidos dois grupos comparativos compostos
por individuos euploides, sendo 23 idosos com DA (DA) e 76 adultos e idosos com
cognicdo normal (Controle). Os biomarcadores de DA foram determinados em
plaguetas e plasma, incluindo a razdo de Proteina Precursora Amiléide (rAPP),
estabelecida pela propor¢éo entre os peptideos secretados de 130- e 110kDA (sAPP),
a expressao proteica de ADAM10, BACE1 e PSEN1, bem como niveis de ABao, AB42
e razao entre AB42/ AB4o. Os resultados demonstraram rAPP aumentada para ambos
0s grupos com SD em relacao aos euploides. Em contrapartida, foi observada menor
expressao dos fragmentos APP130 e 110kDa tanto em SDsd quanto em SDcd, sendo
gue ambos os fragmentos demonstraram niveis entre 6 a 7 vezes menores em SDcd
em relacdo ao SDsd. No tocante as secretases, foi observada reducao de expressao
de ADAM10, BACE1 e PSENL1 nos individuos com SD em relacdo aos euploides, nédo
havendo diferenca entre SDsd e SDcd. A respeito dos grupos euploides, o subgrupo

DA apresentou maiores niveis de BACE1 quando comparado ao Controle. No que



cerne ao peptideo A, foi identificado maior nivel plasmatico de AB4o € menor razéo
ABa2/ AB4o para ambos os grupos SDsd e SDcd, em relagdo ao Controle. Quando
analisados por um modelo preditivo de arvore de classificacédo e regressao (CART), a
combinacao entre os biomarcadores APP130kDa e a razao AB42/ ABao, demonstrou-
se relevante para separacao entre 0s grupos quanto ao comprometimento cognitivo,
por meio da classificacao APP130kDa < 0,9, AB42/AB40 = 0,409 e APP130 = 0,77 ou
APP130kDa < 0,9, AB42/Ap40 < 0,409, com acuracia diagnéstica de 79,9%
(sensibilidade: 30,6%; especificidade: 98,5%; coeficiente de concordancia de Kappa:
0,365). Os resultados deste estudo demonstram que individuos com SD podem
evidenciar padroes diferentes de expressao das proteinas envolvidas na cascata
amiloide, detectaveis mesmo na auséncia de declinio cognitivo, sugerindo a SD como

um bom modelo preditivo de DA.

Descritores: Peptideo beta-amiloide; Doenca de Alzheimer; Secretases da proteina

precursora do amiloide; Sindrome de Down; Biomarcadores; Plaquetas; Plasma.



ABSTRACT

Monezi JMFB. Amyloidogenic biomarkers in Down syndrome [thesis]. Sdo Paulo:

“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2023.

Currently, it is estimated that 1 in every 1000 live births worldwide has Down syndrome
(DS). Due to the genetic characteristics of this syndrome, it is directly associated with
a group of clinical manifestations resulting from premature aging and may present
patterns of comorbidities similar to those found in the elderly. Therefore, together with
the greater number of years lived, there is an increased risk of developing Alzheimer's
disease (AD) in DS, especially concerning the interaction between the pathogenic
mechanisms related to cerebral amyloidogenesis and the factors inherent to premature
aging. Thus, this study aimed to investigate AD biological markers in peripheral blood
samples from adults and elderly individuals with DS (n=82) and compare them with
individuals with normal karyotype (n=99), stratifying the groups according to the
presence or absence of cognitive impairment. The DS group was subclassified
according to the occurrence of cognitive impairment and/or dementia, 55 SD without
evidence of cognitive decline (DSNC) and 27 DS with cognitive decline (SDAD). Two
comparative groups composed of euploid individuals were constituted, 23 elderly with
AD (AD) and 76 adults and elderly with normal cognition (Control). AD biomarkers were
determined in platelets and plasma, including the Amyloid Precursor Protein ratio
(APPr), established by the ratio between secreted 130- and 110kDA peptides (SAPP),
the protein expression of ADAM10, BACE1 and PSEN1, as well as levels of AB40,
AB42 and between ABR42/AB40 ratio. Results demonstrated increased APPr for both
DS groups compared to euploids. On the other hand, lower expression of the APP130
and 110kDa fragments was observed in both DSNC and DSAD, and both fragments
showed levels between 6 and 7 times lower in DSAD compared to DSNC. About
secretases, a reduction in the expression of ADAM10, BACE1 and PSEN1 was
observed in individuals with DS compared to euploids, with no difference between
DSNC and DSAD. Regarding the euploid groups, the AD subgroup had higher levels
of BACE1 when compared to the Control. Regarding the AB peptide, a higher plasma
level of AB40 and a lower AB42/AB40 ratio were identified for both DSNC and DSAD

groups, in relation to the Control. Using a predictive classification tree and regression



model (CART), the combination of APP130kDa biomarkers and the AB42/AB40 ratio
proved to be relevant for separating groups in terms of cognitive impairment, through
the classification APP130kDa < 0 .9, AB42/AB40 = 0.409 and APP130 = 0.77 or
APP130kDa < 0.9, AB42/AB40 < 0.409, with a diagnostic accuracy of 79.9%
(sensitivity: 30.6%; specificity: 98.5%; Kappa concordance coefficient: 0.365). The
results of this study demonstrate that people with DS can show different patterns of
expression of the proteins involved in the amyloid cascade, detectable even in the
absence of cognitive decline, suggesting DS as a good predictive model of AD.

Descriptors: Amyloid beta-peptides; Alzheimer disease; Amyloid precursor protein

secretases; Down syndrome; Biomarkers; Blood platelets; Plasma.
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1 INTRODUCAO

Como consequéncia do avanco da medicina, de novas tecnologias na area da
saude, de melhorias no saneamento basico e nas condi¢des de vida, a expectativa de
vida bem como o ritmo do envelhecimento populacional tem aumentado drasticamente
no mundo [1]. Para o ano de 2050 ja se prevé que o numero de pessoas com 60 anos
Ou mais passe a representar 22% da populacdo mundial [2]. Com relacdo a
expectativa de vida média global, houve um aumento consideravel entre os anos de
2000 e 2015, passando de 66,4 para 71,4 anos [3]. Ja em 2019, segundo dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a expectativa da populacéo

brasileira superou os 76 anos de idade [4].

Esse cenério ndo se distancia da realidade de adultos com sindrome de Down
(SD). Atualmente, estima-se que 1 a cada 1000 nascidos vivos em todo o mundo
apresenta SD [5]. No Brasil, segundo o Ministério da Saude, cerca de 300 mil pessoas
possuem a sindrome [6]. A média de expectativa de vida para esses individuos
praticamente duplicou nos ultimos 30 anos, correspondendo atualmente a 55-60 anos
de idade [7,8]. Além disso, hoje, cerca de 80% das pessoas com SD atingem seu

quinquagésimo aniversario [5].

1.1 Sindrome de Down e envelhecimento

A SD, cujas caracteristicas fisicas tipicas da sindrome foram descritas pela
primeira vez por J. Langdon Down em 1866 [9], € um tipo de aneuploidia determinada
pela trissomia do cromossomo 21 (T21) e considerada uma das causas mais comuns
de deficiéncia intelectual [10,11]. A T21 foi a primeira anomalia cromossdémica
identificada na espécie humana (sindrome da génese casual), cuja etiologia foi
retratada pelos pesquisadores Lejeune, Gautier e Turpin no final da década de 50.
Sua confirmacéo diagnostica € possivel a partir de estudo cromossOmico, a
cariotipagem, capaz de identificar o tipo de T21 por meio da analise do cariograma
[12].
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Dentre as condigcbes cromossdémicas de SD, a trissomia simples do
cromossomo 21, também conhecida como nao-disjuncéo (figura 1A), é a responsavel
por 95% dos casos. Ademais, o desenvolvimento da sindrome pode ocorrer por meio
da translocacéo robertsoniana envolvendo o cromossomo 21 de forma n&o equilibrada
- geralmente ocorre com um cromossomo 21 ligado ao cromossomo 14, 21 ou 22
(figura 1B); e do mosaicismo (figura 1C), no qual ocorrem duas populacdes de células,
uma tipica e a outra com trissomia simples do cromossomo 21. No entanto, essas
Ultimas sdo consideradas alteragfes cromossémicas menos comuns, uma vez que

representam, respectivamente, aproximadamente 4% e 1% de todos os casos de SD

[11-13].

Figura 1. Possibilidades de constituicdes cromossdmicas relacionadas a sindrome de Down.
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1A: cariograma de uma crianga do género feminino com SD e caridtipo 47, XX, +21. 1B: cariograma de uma crianga
do género feminino com SD e caridtipo 46, XX, rob (14:21)(q10:910), +21. No presente caso ocorreu uma
translocacgé&o robertsoniana entre os cromossomos 14 e 21. 1C: cariograma de uma crianga do sexo masculino

com SD e cariétipo 47, XY, +21/46, XY. Fonte: Pilotto [12].
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As consequéncias clinicas e fenotipicas relacionadas a SD advém da coépia
extra, parcial ou total, do cromossomo 21. Estima-se que esse cromossomo
represente de 1 a 1,5% do genoma humano, contemplando mais de 500 genes, dos
quais aproximadamente 240 codificam proteinas [14-19]. H& estudos demonstrando
que as regides criticas relacionadas as alteracdes fenotipicas se localizam na
extensdo do braco longo do cromossomo 21, em especial entre 21g22.11 e 21g22.2,
abrangendo de 3,8 a 6,5 Mb [20-22]. No entanto, outras regides ja foram reveladas
como importantes contribuintes para essas caracteristicas [23—-28], o que leva alguns
autores a questionarem o fato de haver mais regides do cromossomo 21, para além
daquelas ditas como criticas, responsaveis pelas especificidades da pessoa com SD
[22,29-32].

Um dos maiores desafios relacionados aos estudos sobre SD € compreender
as correlacdes entre o desequilibrio de dosagem genética com os fendtipos oriundos
dessa sindrome. Conjectura-se que a T21 resulta em expressdo génica aumentada
em torno de 1,5 vezes nos diversos tecidos da pessoa com SD, levando ao
desequilibrio da homeostase do organismo [18]. Atualmente, tanto estudos cientificos
guanto a prética clinica demonstram que além da estreita relacdo com a deficiéncia
intelectual, comumente moderada entre os individuos com T21 [13], a SD tem
associacao direta com um grupo de manifestacdes clinicas que ocorrem com maior
frequéncia em comparacédo as pessoas tipicas, afetando a saude, o desenvolvimento
e a funcionalidade. Sdo comuns as doencas cardiacas congénitas, apneia obstrutiva
do sono, alteracdes na tireoide, epilepsia, doenca gastrointestinal, problemas de
audicdo e visdo, disfuncdo imunoldgica, transtornos mentais, distarbios

hematoldgicos, problemas musculoesqueléticos, dentre outras [33].

Além disso, a SD foi descrita por George Martin, desde 1978, como uma
sindrome progeroide [34], pois estdo presentes alteracbes decorrentes do
envelhecimento prematuro [18,35-37]. Dessa forma, pessoas com SD podem
apresentar padrdes de comorbidades, mecanismos moleculares de envelhecimento e
marcadores de idade biologica similares aqueles encontrados em idosos euploides
[34,36]. Assim sendo, sob o prisma das caracteristicas clinico patolégicas adjunto a
maior quantidade de anos vividos, ha o aumento do risco de desenvolvimento de

doenca de Alzheimer (DA) em SD, sobretudo no que diz respeito a interacao entre 0s
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mecanismos patogénicos relacionados a amiloidogénese cerebral e os fatores

inerentes ao envelhecimento prematuro na SD [37-39].

1.2 Sindrome de Down e doenca de Alzheimer

Tendo em vista que a prevaléncia de deméncia em individuos com SD também
aumenta com a progressao da idade, acometendo 10-25% das pessoas com 40-50
anos; 20-50% daquelas com 50-60 anos e 60-75% dos individuos com mais de 60
anos de idade [40—44] e que o gatilho do processo patogénico da DA se da por meio
da formacdo de placas senis, a deteccdo de potenciais biomarcadores com alta
sensibilidade e especificidade pode contribuir para o diagnéstico precoce, com
implicacdes sobre a abordagem terapéutica [45-47].

Pessoas com SD representam uma das maiores coortes em risco de inicio
precoce da doenca de Alzheimer [48]. A semelhanca das formas de DA, onde ha um
mecanismo genético dominante, a deméncia na SD acomete individuos em fase pré-
senil [49]. Do ponto de vista patoldgico pode-se admitir que a deméncia na SD se
assemelha muito mais as formas familiares da DA pré-senil (‘early-onset, familial
Alzheimer’s disease’, EOAD) do que as formas esporadicas de DA com inicio tardio.
As diversas formas de EOAD sao causadas por mutacdes dos genes que codificam a
proteina precursora do amiloide (APP) e as presenilinas 1 e 2 (PSEN1 e PSEN2),
localizados respectivamente nos cromossomos 21, 14 e 1 [50,51]. Essas mutagdes
sdo transmitidas por padrdo de heranca autossdmica dominante e determinam
anormalidades metabdlicas que levam a formacao excessiva e subsequentemente ao
acumulo de amiloide nos tecidos cerebrais. Existe, portanto, uma associacao causal

entre a presenca dessas mutacdoes e o desenvolvimento de DA [52].

Ja do ponto de vista molecular, o gatilho do processo patogénico da deméncia
na SD é o acumulo do peptideo B-amiléide (AB) nos tecidos cerebrais [40,42,53,54].
A presencga de polimeros de AB desencadeia uma sequéncia de eventos citotdxicos
gue provocam a deterioracdo e a morte neuronal [55,56]. Este processo determina
posteriormente a hiperfosforilagdo da proteina Tau, comprometendo a estabilidade

dos microtubulos e causando o ulterior colapso do citoesqueleto neuronal [57].
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O Ap é formado a partir da clivagem anormal da proteina APP (figura 2) [58],
proteina transmembrana expressa em diversos tecidos e principalmente no cérebro.
O metabolismo da APP pode seguir duas vias principais: a via secretéria (ou néo-
amiloidogénica) e a via amiloidogénica. Em condig¢@es fisioldgicas, o processamento
proteolitico pela via secretdria ocorre pela agdo sucessiva da a- e da y-secretase.
Alternativamente, na via amiloidogénica, a APP é clivada pela - e pela y-secretase,
dando origem a fragmentos téxicos de AB, sendo os mais usuais os peptideos de 40
e 42 aminoacidos (AB1-40 € AB1-42) [59,60]. O AB ¢é liberado para o espaco extracelular
do tecido nervoso, sofrendo processo de polimerizacdo e acumulo na forma de

agregados téxicos e insoluveis, formando as chamadas placas senis [61,62].

Figura 2. Clivagem proteolitica da proteina precursora amildide, APP.
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ADAM10: A Desintegrin And Metallopeptidase 10; BACE1L: B-site APP- cleaving enzyme 1; PSENL1: Presenilina 1;
APPsa: APP soluvel a; APPsB: APP sollvel B; AB: peptideo B-amiléide; CTF: fragmento C-terminal (a e B); AICD:
fragmento intracelular envolvido na regulagéo transcricional. Fonte: Adaptado de Mockett et al., 2017 [63].

A producéo excessiva deste peptideo € toxica as células adjacentes, podendo
causar distrofia e morte neuronal, com repercussodes sobre as fungbes cognitivas e a
memoria [64]. Estudos anatomopatologicos indicam que acumulos significativos de
amiloide cerebral sédo observados em individuos com SD a partir dos 35-40 anos de
idade [47,48]. Os eventos neurotoxicos decorrentes do acumulo deste peptideo nos

tecidos cerebrais desencadeiam a ‘cascata do amiloide’, que ocupa posigédo central
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na fisiopatologia da DA e que também € observada na deméncia associada a SD
[48,61,65,66].

Acredita-se que a T21, além de favorecer a amiloidogénese cerebral pela
expressao aumentada do gene da APP, devido a copia extra do cromossomo 21 [67],
também determina outras alteragcbes da homeostase, tais como a reducdo da
neurogénese e a inducdo de mecanismos de morte celular programada (apoptose)
[68] — fenbmenos também presentes na DA. Em individuos com SD, a expressao
aumentada da APP provoca alteracdo dos mecanismos que regulam a sua clivagem
pelas secretases, em favor da producdo de formas insolliveis do peptideo AB e

subsequente ativacdo da cascata do amiloide [67,69,70].

Outros mecanismos podem acelerar o processo patogénico, tais como: a
ativagdo da resposta inflamatéria e de mecanismos relacionados ao estresse
oxidativo; o favorecimento de apoptose; o comprometimento da homeostase de
membranas; a perda do suporte neurotréfico; e alteragcbes neuroquimicas
relacionadas a deplec¢éo colinérgica e a excitotoxicidade [71]. Esses mecanismos sao
considerados secundarios na cascata do amiloide — porém, ndo menos importantes —

e ilustram a complexidade da fisiopatologia da deméncia na DA e na SD.

1.3 Potenciais biomarcadores associados a doenca de Alzheimer em Sindrome

de Down

Todas as evidéncias até o momento demonstram que estudos com SD podem
trazer a luz alteracfes bioldgicas presentes na DA, tanto esporadica quanto familiar,
devido ao desequilibrio de dosagem genética relacionada ao T21 e das
consequéncias por ele geradas [48,72]. O ponto de partida para essa relacéo baseia-
se na superexpressao do gene APP, visto que a inativacdo de uma das copias desse
gene parece reduzir os niveis proteicos de APP e resgatar os fendtipos de AB e da
proteina Tau em células neuronais [73]. Além disso, ja foi observado que em casos
raros de T21, nos quais o locus APP é excluido, os individuos com SD néo
desenvolvem DA [74,75].

Exames em cérebros post mortem de SD por volta dos 40 anos de idade ja

revelam anormalidades neuropatologicas equivalentes aquelas observadas na DA.
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Disfuncdes mitocondriais e aumento do estresse oxidativo encontram-se presentes
durante o desenvolvimento fetal; na sequéncia, durante o periodo de adolescéncia, o
individuo com SD j4 comeca a expressar processos neuroinflamatoérios e a formacgéo
de placas amil6ides, que aumentam conforme a idade; por fim, os emaranhados
neurofibrilares aparecem posteriormente as placas e sdo mais expressos entre as
idades de 40 a 50 anos, adjunto ao aumento da incidéncia de deméncia nessa
populacdo (figura 3); a perda de neurbnios hipocampais e corticais também esta
presente na SD, assim como déficits na memoaria e linguagem e apresentacao de

sintomas neuropsiquiatricos [76—82].

Figura 3. Progressao de biomarcadores relacionados ao desenvolvimento da DA em pessoas com
SD, conforme a faixa etéria.

Acumulo de peptideo Acumulo de emaranhados
3-amildide neurofibrilares

Individuos com SD (%) mmp

o

T T T T 1
100 10 20 30 40 50 60 70

Idade (anos)

Fonte: Adaptado de Lott et al., 2019 [82].

A deteccdo de indicadores do processo patogénico da DA antes do
desenvolvimento de danos significativos aos tecidos neurais e, consequentemente,
antes do aparecimento das manifestacbes clinicas da doenca, por meio de
biomarcadores com alta sensibilidade e especificidade, podem contribuir para o
diagndstico precoce, com implicacdes sobre a abordagem terapéutica e até mesmo a
eventual prevencéo da deméncia [45,46]. O potencial de aplicacdo dos biomarcadores
tem gerado muita expectativa na area biomédica, sendo que muitos tém sido
propostos para avaliar os riscos de desenvolvimento da DA, bem como identifica-la

precocemente [83].

Por definicdo, biomarcadores sao caracteristicas objetivas e quantificaveis dos

processos bioldgicos [84], e para serem considerados ideais devem ser capazes de



27

detectar uma caracteristica fundamental da doenca, ser validado em casos de DA
comprovada por autopsia, ser reprodutivel, ndo requerer procedimentos invasivos e
de elevado custo financeiro e possuir especificidade superior a 75% e sensibilidade
superior a 85% [85].

Muitos alvos que possuem marcadores bioquimicos ante mortem, tém sido
investigados para possivel diagnoéstico precoce da doenca. Além disso, vém sendo
investigadas proteinas que reflitam in vivo os processos que levam a formacgédo de
achados histopatolégicos e que possam ter seus niveis mensurados em fluidos
biologicos [45,46].

Enzimas e produtos de clivagem proteolitica da APP, relacionadas a cascata
do amiloide, tém sido amplamente estudadas por serem associadas diretamente as
atividades das secretases a-, 3- e y, respectivamente identificadas como A Desintegrin
And Metallopeptidase 10 (ADAM10), B-site APP-cleaving enzyme 1 (BACEl), e
PSEN1. Considerando, portanto, a importancia da acdo dessas secretases no
desenvolvimento da DA, bem como o papel fundamental da APP e do peptideo AB

nesse contexto, os mesmos foram alvo deste estudo e estdo descritos na sequéncia.

1.3.1 APP

A APP é uma glicoproteina integral transmembrana tipo 1 com um largo
dominio extracelular (N-terminal) e uma cauda citoplasmatica curta (C-terminal),
oriunda de uma superfamilia de APP evolutivamente conservada e encontrada em
diversos organismos [86—88]. Apesar de ser codificada por um Unico gene (APP),
localizado no braco longo do cromossomo 21 (21g21.3) [86,89,90], a literatura
descreve 11 isoformas para essa proteina, produzidas por splicing alternativo dos
exons 7 e 8 [91], sendo a APP695, a APP751 e a APP770 as mais estudadas [86,92].

Diferentemente da APP695, as isoformas APP751 e APP770 contém um
dominio adicional denominado inibidor de protease do tipo Kunitz (KPI), e esta ultima
apresenta ainda um outro dominio, o OX-2 (com 19 aminoéacidos), diferenciando-se
das demais [92]. Além de apresentarem diferenciacdes estruturais, elas também se
expressam em proporcdes diferentes no organismo. Enquanto a APP695 é

predominantemente expressa em compartimentos somatodendriticos e axonais dos
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neurénios, principalmente no cortex e hipocampo [93,94], as outras duas isoformas
sdo encontradas em abundancia em tecidos periféricos e fibroblastos, inclusive em
leucécitos e plaquetas [92,95]. Em pessoas com DA, as isoformas expressam-se de
maneira diferente conforme a evolucdo da doenca, sugerindo que elas exercem
papéis funcionais e metabdlicos distintos [96,97], apesar da literatura ainda nao

detalhar com clareza as especificidades funcionais de cada uma. [86].

A participacdo da APP no desenvolvimento da DA j4 é bem elucidada na
literatura e tem relacdo com seu processamento candnico, sendo sua clivagem
proteolitica por secretases diretamente influenciada pela distribuicdo celular. O
acumulo superficial da APP favorece seu processamento fisiolégico por a-secretases,
ao passo que sua retencdo em compartimentos acidos favorecem a formacédo de
peptideos AB pela clivagem por B-secretase, contribuindo para o desenvolvimento da
DA [92].

Em contraste com esse papel bem estabelecido na patogénese da DA, a APP
também apresenta importantes funcées fisiolégicas. Fun¢bes estas relacionadas ao
desenvolvimento cerebral, a plasticidade sinaptica, a memdéria e neuroprotecdo ao
longo do processo de envelhecimento cerebral [92]. Além disso, esta envolvida na
regulacéo do crescimento de neuritos e na orientacdo do axénio, com componentes
de matriz extracelular, adeséo celular, funcbes sinapticas e potenciacdo de longo
prazo (LTP) [98].

1.3.2 ADAM10

Alguns membros das A Disintegrin And Metallopeptidase (ADAMs) podem atuar
como a-secretases, sendo eles ADAMY, 10 e 17 [99,100]. ADAM corresponde a uma
familia de proteinas multi-modulares [101], sendo muitas delas identificadas como
proteinas transmembrana do tipo | que se ancoram devido a presenca do dominio

transmembrana proximo a regido C-terminal.

A regidao N-terminal das ADAMSs possui um peptideo sinal que a direciona a via
secretéria e um pro-dominio que possui fungdo na maturacdo, pois sua presenca

mantém o dominio metalopeptidase inativo bloqueando a atividade proteolitica da
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proteina. Apos a remocéao do pré-dominio o dominio metalopeptidase torna-se ativo e

€ capaz de realizar suas fun¢des cataliticas [102].

A ADAM10 é codificada pelo gene ADAM10, localizado no braco longo do
cromossomo 15 (15g21.3) [103]. Ela pertence a superfamilia das ADAMSs e é expressa
em oligodendrdcitos, em subconjunto de neurdnios em desenvolvimento, em nucleos
cerebrais e na diferenciacdo da massa cinzenta [104]. Também € provavel que seja
responsavel pela clivagem de varias proteinas da superficie das células do cérebro,
tais como efrinas [14], APP [105], moléculas de direcionamento axonal como, por

exemplo, a molécula de adesao neuronal [106], entre outras.

Essa enzima tem sido associada diretamente com a atividade de a-secretase
[107]. Em estudos com camundongos transgénicos para a DA, observaram que a
superexpressdo desta proteina, considerada a principal a-secretase do cérebro
[108,109], resultou na diminuicdo da deposicdo de peptideos AR e dos déficits

cognitivos [110].

1.3.3 BACE1l

A BACE1 apresenta todas as caracteristicas previstas para uma 3-secretase e
estd diretamente relacionada a DA [111,112]. Ela é codificada pelo gene BACE1,
localizado no braco longo do cromossomo 11 (11923.3) [113], e caracteriza-se por ser
uma proteina transmembrana tipo 1, que possui 501 aminoacidos em sua cadeia e
tem atividade de protease do tipo aspartil. Oriunda da familia da pepsina, é largamente
expressa no cérebro e esta menos presente em outros o6rgdos, localizando-se
predominantemente em compartimentos intracelulares com pH entre 4,5-6,0, que

possibilitam a atividade proteolitica dessa proteina [111,114,115].

Ela apresenta outros substratos além da APP, sugerindo uma variedade de
funcgdes fisiologicas, sendo a identificagdo da BACEL importante para a concepc¢ao de
inibidores potentes e seletivos [112], visto que essa proteina tem se mostrado como a

principal responsavel pela formagao de AB no cérebro por meio da via amiloidogénica.

Além da BACEL, merece destaque a -site APP-cleaving enzyme 2 (BACE?2),

uma proteina homologa que compartilha aproximadamente 59% de dominios
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estruturais idénticos a BACEL [116]. Ela é codificada pelo gene BACEZ2, presente no
braco longo do cromossomo 21 (21922.2), regido critica da SD [117].
Interessantemente, apesar de também pertencer & mesma familia da BACE1L, a
BACE2 é mais expressa em tecidos periféricos e ha indicios de que essa proteina
desempenhe funcéo de B-secretase, similar a a-secretase, atuando como antagonista
a BACEN1, prevenindo a formagao de A [118-121].

Ainda em relacdo ao processamento da APP pela BACE2, ha estudos
evidenciando que essa proteina pode agir como uma [3-secretase auxiliar (em prol da
formacdo de AB) ou até como uma protease capaz de degradar AB em pH
extremamente acido, no entanto, mais estudos sdo necessarios para evidenciar as

principais atividades dessa proteina em relacdo a DA [122].

1.3.4 PSEN1

A PSEN1 é um dos quatro principais componentes do complexo de
multiproteinas y-secretase: presenilin (PSEN), niscastrin (NCT), anterior pharynx-
defective (APH-1) e presenilin enhancer 2 (PEN-2). Ela confere atividade proteolitica
ao complexo, sendo responsavel pela geracao de fragmentos resultantes da clivagem
da APP por a e 3-secretase [123].

A PSENL1 é sintetizada como um polipeptidio de 50 kDa, mas pode sofrer
clivagem endoproteolitica gerando derivados estaveis C e N-terminais de 20 e 29 kDa,
respectivamente [124]. Ela localiza-se na membrana plasmatica, onde se liga

diretamente a complexos de caderina e catenina [125].

Essa proteina € codificada pelo gene PSEN1, localizado no brago longo do
cromossomo 14 (14924.2) [89,126]. Determinadas mutacdes nos genes que codificam
a PSEN1, assim como nos que codificam a PSENZ2, levam a um aumento da
producao/libertacdo e secrecao de A, principalmente do AB42, sendo responsaveis
pelo aumento da razdo AB42/ABao nas formas familiares de DA [127].

1.3.5 Peptideo AB
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O peptideo AB é produzido por seres humanos e outros mamiferos, estando
presente em fluidos biolodgicos e parénquima cerebral [128,129]. Na senescéncia, ele
permanece sollvel no cérebro, sendo progressivamente degradado e/ou removido,

sugerindo que exista um papel fisiolégico para esse peptideo [130].

Ele resulta da clivagem proteolitica da APP pelas secretases BACEL, na regido
N-terminal do peptideo AB, e PSEN1, em multiplas regides C-terminais, gerando
fragmentos entre 38 e 43 aminoacidos [63,82,131]. De maneira geral, sdo mais
comumente secretados, a partir do processamento candnico, os fragmentos AB4o €

ABa42, respectivamente [98].

Evidéncias sugerem que a deposicdo do AB no cérebro representa a
caracteristica patoldgica inicial da DA, uma vez que o acumulo e formacéo de
oligbmeros de AR levam a prejuizos em sinapses, estruturas neuronais e funcdes
cognitivas, favorecendo a neurodegeneracao [92]. Além disso, os efeitos neurotdxicos
desse peptideo comprometem a barreira hematoencefalica e prejudicam o clearance
de AB, contribuindo para sua deposigéo [132,133]. Nesse sentido, merece destaque
o fragmento AB42, uma vez que exibe neurotoxicidade aumentada em relagéo ao AB4o,
visto que a formacéo de fibrilas ocorre de maneira acelerada e que ha predominancia

desse fragmento nas placas senis [127].

1.4 Justificativa

A pesquisa de marcadores biol6gicos do processo patogénico relacionado a
deméncia na SD fundamenta-se pelas dificuldades que existem para caracterizar,
clinicamente, as fases iniciais deste processo. Pelo fato da T21 trazer um desequilibrio
na expressao dos genes que compdem o cromossomo 21, incluindo o gene APP, que
codifica a proteina chave no desenvolvimento da DA, bem como por caracterizar-se
como uma sindrome progerdide, ela fornece um modelo experimental adequado para
a analise das altera¢des oriundas da patogénese da DA [134], tanto de origem familiar
guanto esporadica. Além disso, a relevancia e as implicacdes clinicas dos achados de
Di Luca et al. [135] justificam a replicagdo deste estudo pioneiro em uma casuistica
maior de individuos com SD, com caracterizacdo mais precisa dos casos de

deméncia.
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Outrossim, a opc¢ao da obtencédo dos potenciais biomarcadores deste estudo
por meio de matrizes periféricas foi tomada, em primeiro lugar, pelas prerrogativas
éticas de causar o menor desconforto possivel e minimizar o risco de complicacdes
aos participantes do estudo. Respeitando a fragilidade e a eventual incapacidade
deciséria destes individuos, foi utilizado um procedimento minimamente invasivo
(puncdo venosa), assegurando maior facilidade e seguranca na obtencdo de
amostras, menor custo do procedimento e, portanto, maior aplicabilidade em larga
escala. Este podera ser um ponto de partida para estudos longitudinais agregando
outras tecnologias, particularmente os métodos de imagem cerebral, para a validagao

dos achados periféricos e a efetiva predicdo de deméncia.

Assim sendo, este estudo demonstra sua relevancia ao contribuir para o
preenchimento de lacunas existentes no conhecimento sobre a inter-relagao entre os
mecanismos patogénicos primarios da DA e aqueles decorrentes do envelhecimento
bioldgico. Auxiliando, dessa maneira, na busca por tratamentos mais eficazes e

eficientes para a DA tanto em pessoas tipicas quanto em pessoas com SD.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar marcadores biolégicos da DA, envolvidos na producédo do peptideo
AB, em amostras de sangue periférico de individuos adultos e idosos com SD e

compara-los com adultos e idosos tipicos sem comprometimento cognitivo e com DA.

2.2 Objetivos especificos

e Mensurar a expressao dos peptideos secretados de APP (sAPP) de 130kDa e
110kDa em plaquetas, possibilitando o calculo da ‘razdo de APP’, que
corresponde a proporcgao entre essas isoformas de sAPP (130kDa:110kDa);

e Mensurar a expressao proteica das APP-secretases alfa (ADAM-10), beta
(BACE-1) e gama (PSEN-1) em plaquetas;

¢ Quantificar niveis plasmaticos de AB4o e ABaz;

e Analisar a correlagdo entre os potenciais biomarcadores para determinagéo de

acuracia diagnéstica.



34

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo transversal, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP) — N° 2.262.321,
pela Associagéo de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE) / Universidade Federal
de S&o Paulo (UNIFESP) — N° 2.336.095, bem como pela Plataforma Brasil — Parecer
N° 3.217.085 (Anexos A, B e C, respectivamente).

3.2 Casuistica

A casuistica foi composta por 211 individuos, provenientes da APAE da cidade
de S&o Paulo/SP, do Instituto de Psiquiatria do Hospital das Clinicas da FMUSP (IPq
— HCFMUSP) e da comunidade por demanda espontanea (com o auxilio de anuncios
na midia). Os sujeitos foram alocados em grupos distintos (figura 4), selecionados

conforme os critérios de incluséo:

Grupo SD: 112 individuos com SD, diagnosticados segundo a décima edicdo da
Classificacao Internacional de Doencas e Problemas Relacionados com a Saude
(CID-10) [136]. A alfabetizacdo deste grupo foi definida pelo subteste de leitura e
escrita da Bateria Montreal Tolouse de avaliacdo de linguagem [137]. Convém
destacar que esses individuos nao foram alfabetizados conforme o conteludo
pedagogico usual. Para fins de analise dos padrdes biologicos relacionados aos
objetivos deste estudo, esses individuos foram subclassificados em SD sem declinio
cognitivo (SDsd) e SD com declinio cognitivo (SDcd).

Grupo DA (tipico): 23 individuos com DA leve ou moderada, estabelecido segundo os
critérios diagnosticos do NINCDS-ADRDA [138].

Grupo Controle: 76 individuos saudaveis com cariotipo normal, avaliados pela equipe

meédica do LIM-27 do IPg — HCFMUSP, sendo pré-requisito para inclusdo a auséncia

de evidéncias de transtornos neuropsiquiatricos atuais e/ou pregressos.
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Foram excluidos do estudo todos aqueles que: (1) apresentassem deficiéncias
sensoriais que os impedisse de desempenhar adequadamente os testes necessarios
para avaliacdo das funcdes cognitivas; (2) transtornos psiquiatricos maiores ou
doencas neurodegenerativas (de natureza distinta da DA); (3) doencas fisicas sem
controle clinico satisfatorio; (4) fragilidade fisica ou cognitiva no momento da avaliacao
inicial; (5) evidéncia atual ou pregressa de alcoolismo ou abuso de substancias
depressoras do sistema nervoso central; (6) uso de medicacdes psicotropicas
(antidepressivos, anticonvulsivantes, antipsicéticos e carbonato de litio); (7) se
recusassem em assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

(Anexo D) ou em participar de um ou mais procedimentos relacionados ao trabalho.

Figura 4. Estratificacé@o da casuistica do estudo.

n=211

n=99 n=112

n=23 n=76 n=30

n=27 n=55

Fonte: Da autora. Sdo Paulo, 2023.

Todos os participantes preencheram questionario para coleta de informacdes
sociodemogréficas. A avaliacdo cognitiva dos individuos com SD foi realizada por
meio do instrumento Cambridge Examination for Mental Disorders of Older People
with Down’s Syndrome and Others with Intellectual Disabilities (CAMDEX-SD) [139] e
a avaliacao cognitiva dos controles foi feita segundo a verséo brasileira do Cambridge
Examination for Mental Disorders in the Elderly (CAMDEX) [140,141]. Apesar de todos
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terem realizado as devidas avaliacdes, 30 individuos com SD estdo em processo de
avaliacao para consenso diagnadstico pelos clinicos do ambulatério de Envelhecimento
e sindrome de Down, portanto, ndo foram incluidos nas analises proteicas do presente

estudo.

Além disso, os participantes de todos os grupos foram submetidos a puncéo
venosa do antebraco para obtencdo das amostras de sangue periférico. Vale salientar
que as amostras do grupo experimental foram obtidas dentro das instalacdes clinicas
da APAE-SP. Essas aliquotas de sangue total foram mantidas em gelo e
transportadas no mesmo dia para o LIM-27, onde foram desenvolvidos os
procedimentos laboratoriais. As coletas do grupo controle foram realizadas

diretamente nas dependéncias do IPq — HCFMUSP.

3.3 Matriz plaquetaria

O estudo da matriz plaguetaria como modelo neurofarmacolégico iniciou-se em
meados da década de 50 [142]. A partir de entdo, outros modelos foram propostos
para o estudo de processos metabdlicos neuronais por meio da andlise dos correlatos

em plaquetas [143,144].

Destaca-se a capacidade de armazenar e liberar neurotransmissores, a
liberacdo de granulos dependente de calcio e a expresséao de proteinas de membrana
[145-147]. Além disso, a maior parte da APP circulante (95%) esta nas plaquetas,
sendo a isoforma APP770 a mais abundante. Ha evidéncias que as plaquetas
possuem a maquinaria enzimatica necessaria para 0 metabolismo da APP,
envolvendo a atividade das secretases [148]. Os a-granulos das plaquetas contém
tanto a APP intacta (140 e 150 kDa) como também os peptideos sollveis secretados
a partir da sua clivagem (sAPPa e sAPP), com pesos moleculares de 110 a 130 kDa;

esses conteudos sao liberados dos a-granulos mediante ativagédo plaquetéria.

Tendo em vista que as plaquetas apresentam semelhancas bioquimicas e
biofisicas em relacdo as células nervosas, permitindo o estudo de processos
metabdlicos cerebrais em células periféricas [149], essa matriz foi escolhida para
determinacdo, no presente estudo, das proteinas APP (130kDa e 110kDa), BACEL1,
ADAM10 e PSEN1.
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3.3.1 Obtencéao e preparo de plaquetas para determinacdo de APP

Para a obtencdo da matriz plaguetaria, as amostras de sangue periférico foram
coletadas em seis tubos a vacuo do tipo monovet, cada qual com capacidade para
10mL contendo anticoagulante citrato de sédio 0,106mol/L. Destes, dois tubos foram
destinados para preparo e obtencdo de plasma rico em plaquetas para posterior
determinacao de expressao proteica de APP, e quatro para determinacdo de BACEL,
ADAM10 e PSENL.

Foram adicionados 200uL de EDTA 0,09M para cada 10mL de sangue. O
conteudo dos tubos foi homogeneizado delicadamente por inverséo e centrifugado por
10 minutos a 1300 rpm em temperatura ambiente. Em seguida, 5mL do plasma rico
em plaguetas (PRP) — sobrenadante — foi transferido para um tubo Falcon com
capacidade para 15mL, e este centrifugado por 15 minutos a 2400rpm em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido com 800uL de
tampao de lise (TRIS-HCL 10Mm [pH=7,4] + EGTA 1mM + agua miliQ) e 8uL de
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF). Ap6s os procedimentos supracitados, as
plaguetas foram congeladas e descongeladas para facilitar a lise, armazenadas em

criotubos e depositadas em freezer -80°C para posterior andlise.

3.3.2 Obtencéo e preparo de plaquetas para determinacdo de BACE1, ADAM10
e PSEN1

Primeiramente foi adicionado, em cada tubo de citrato de sodio 0,106mol/L,
1mL de ACD-NH-Formol-A. Seguidamente, a solucdo foi homogeneizada
delicadamente por inversdo e centrifugada a 1600rpm durante 15 minutos, sob
temperatura de 20°C. O sobrenadante obtido foi transferido para um tubo Falcon com

capacidade de 50ml, e o pH foi ajustado para 6,5 com ACD-NH-Formol-A.

Apos as etapas acima, o PRP foi transferido para 4 tubos de poliestireno com
capacidade para 5mL cada e centrifugado durante 10 minutos a 2400rpm a 20°C. O

sobrenadante foi removido delicadamente por inversao e 5mL de solucdo de lavagem
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(citrato de sodio 0,1M — pH 6,5; cloreto de potassio 0,1555M; cloreto de magnésio
0,1M; glicose 0,33M; apyrase; albumina; cloreto de calcio 0,1M e cloreto de sédio a
0,9%) foram adicionados em cada tubo, respectivamente, com posterior
homogeneizacdo e descanso da diluicdo por 10 minutos. Seguidamente, o0
sobrenadante foi cuidadosamente removido por inversdo depois da solucdo ser
centrifugada por 10 minutos a 2400rpm. Por fim, o pellet foi ressuspendido com 500uL
de Tris-sacarose, homogeneizando com pipeta, aliquotado em quatro criotubos
(500pL/tubo) e armazenado em freezer -80°C.

3.3.3 Western Blotting e immunoblotting

Para a separacdo das proteinas APP (130 e 110kDa), ADAM10 (84kDa),
BACE1 (56kDa) e PSEN1 (53kDa) por peso molecular foi utilizado o método semi-
guantitativo Western Blotting (figura 5). Esta técnica tem como objetivo separar as
proteinas presentes nos concentrados de plaquetas desnaturadas, por meio da
eletroforese em gel de poliacrilamida. A eletroforese proporciona a migracao das
proteinas no gel, separando-as conforme a massa molecular. Ja a transferéncia, outra
etapa constituinte do método, permite a migracdo das proteinas do gel de
poliacrilamida para uma membrana de nitrocelulose, a partir da inducdo por corrente
elétrica, para posterior realizacao do immunoblotting e das analises semiquantitativas

por densitometria.
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Figura 5. Método Western Blotting e Imunnoblotting.
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Fonte: Da autora. S&do Paulo, 2023.

As amostras foram diluidas em tampao de amostra [tris 0,8M, dodecil sulfato
de sbdio 8%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 12%, azul de bromofenol 0,02%] [150],
e aquecidas a 100°C por 5 minutos em banho seco (DRI-BLOCK DB-3, Techne),
desnaturando as proteinas, desenovelando-as completamente, a fim de facilitar a
separacdo durante a corrida eletroforética. No gel de poliacrilamida foram aplicados
25ug de proteinas totais/amostra, além do marcador padrdo de massa molecular
Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards (Bio-Rad).

A corrida eletroforética se desenvolveu em meio de tampéo de corrida [tris
25mM, glicina 160mM, dodecil sulfato de s6dio 0,1%, 4gua destilada], por 90 minutos
a 170V. Logo em seguida, o gel foi submetido a transferéncia das proteinas para
membrana de nitrocelulose Amersham Hybond ECL Nitrocellulose Membrane (GE
Healthcare). A transferéncia se deu no sistema Mini-Protean® Il Cell (Bio-Rad) em
meio a tampdo de transferéncia [tris 25mM, glicina 192mM, metanol 20%, agua
destilada], a amperagem de 250mA, por 60 minutos.

A transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose possibilitou
posterior ensaio imunoenzimatico (immunoblotting), por meio da reagdo com
anticorpos especificos. Para a realizacdo do immunoblotting, as membranas foram
bloqueadas com leite desnatado 5% em Tris-buffered saline — Tween (TBS-Tween)
0,2% [tris 250mM, cloreto de sddio 1,4M, cloreto de potassio 50mM, Tween 20, dgua

destilada], a fim de evitar interacdes inespecificas do anticorpo primario. Apos o
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bloqueio, a membrana foi incubada com anticorpo primario e em seguida com o
anticorpo secundario. Entre o bloqueio e as incubagbes com o0s anticorpos, as
membranas foram lavadas quatro vezes, por 5 minutos cada, com TBS-Tween 0,2%.

Vale salientar que, para corrigir possiveis variacdes analiticas inerentes a
técnica, foi utilizada a B-actina (Abcam) como controle endoégeno. O protocolo para
analise desta seguiu a mesma logica de padronizacdo daquela utilizada para as
demais proteinas (apéndice A). A média das densitometrias das amostras foi dividida
pela média da densitometria da 3-actina correspondente & membrana em andlise.

Tanto o bloqueio com leite quanto as incubacdes com anticorpos foram
realizados sobre o agitador Platform Vari Mix (Barnstead/Thermolyne). J4 as lavagens
foram realizadas a temperatura ambiente em agitadores Roto Mix-50800
(Barnstead/Thermolyne).

Em seguida a reacdo com anticorpo secundario e lavagem, foi adicionado sobre
a membrana, em local escuro, o reagente Amersham™ ECL™ Select Western Blotting
Detection Reagent (GE Healthcare - Life Sciences), que ao reagir com a peroxidase
conjugada ao anticorpo secundario por, no minimo 5 minutos, emite luz, sendo esta
captada por equipamento especifico. Para adquirir a imagem da membrana, foi

utilizado o Fotodocumentador L-Pix Chemi Express (Loccus).

ApoOs a aquisicdo da imagem, foi realizada a densitometria das bandas

(apéndice B), bem como a analise estatistica por meio de softwares adequados.

3.4 Matriz plasmatica

A utilizagdo da matriz plasmatica para analise de AB ja vem sendo realizada e
incentivada por diversos grupos cientificos para investigacdo de potenciais
marcadores da DA [151,152]. Isto pelo fato da facil obtencdo e por advir de um
procedimento de baixo custo que pode ser replicado em larga escala. Com o advento
tecnoldgico, atualmente tornou-se possivel a analise mais consistente dos niveis
plasmaticos desse peptideo, uma vez que o AB apresenta concentragdes de 50 a 100
vezes menores no plasma e que as diferencas entre grupos (DA vs. Controles)
aparentam ser menos expressivas quando comparadas aos niveis desse fragmento

observados no liquor [153-156].



41

Para além das analises isoladas dos peptideos AB4o e ABaz, estudos recentes
validaram a utilizacao da razao dos niveis plasmaticos de ABa2/AB4o como potencial
ferramenta, com alta acuracia diagnostica, na deteccéo de placas senis relacionadas
ao desenvolvimento da DA [151,157-159]. Pensando nisso, e em todos os beneficios
relativos a obtencdo dessa matriz, ela foi escolhida para a pesquisa de padrdes

desses fragmentos nos individuos com SD do presente estudo.

3.4.1 Obtencao e preparo de plasma para determinagao de A

Para a obtencdo da matriz plasmatica, as amostras de sangue periférico foram
coletadas em seis tubos a vacuo do tipo monovet, cada qual com capacidade para
10mL contendo anticoagulante citrato de sodio 0,106 mol/L. A separacao do plasma
foi obtida por meio de centrifugacao por 15 minutos, a 3000 rpm. Na sequéncia, essa
matriz foi aliquotada em quatro criotubos (500uL/tubo) e armazenada em freezer -

80°C, para posterior analise das amostras.

3.4.2 Luminex® xMAP®

As concentragfes dos peptideos ABa e ABs2 foram determinadas pelo
imunoensaio fluorimétrico MILLIPLEX® (Milipore — Sigma Aldrich) e mensuradas pela
plataforma Luminex® XxMAP® (apéndice C). A tecnologia Luminex xMAP® (MAP:
Multiple Analyte Profiling) envolve microesferas de latex com dois fluoréforos.
Utilizando proporcdes precisas de dois fluoréforos, podem ser criados 100 conjuntos
diferentes de microesferas — cada uma delas com uma assinatura baseada em

“codigos de cores” e que podem ser identificadas pelo instrumento Luminex [160].

Os kits MILLIPLEX® utilizam estas microesferas como base do imunoensaio
ligando anticorpos diferentes a esferas de cores diferentes. Os ensaios se
fundamentam na metodologia “sanduiche” convencional de dois sitios. Anticorpos de
captura especificos para cada analito estédo imobilizados as microesferas por ligacbes

covalentes néo reversiveis (figura 6).
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Figura 6 . Principio da metodologia Luminex.
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Fonte: Retirado de WhiteSci, 2023.

A proxima etapa € a adi¢do do anticorpo de detecc¢ao biotinilado. Depois que o
analito (proteina de interesse) se liga aos anticorpos de captura localizados na
superficie das microesferas, a deteccao final é feita através de um terceiro marcador
fluorescente ligado ao anticorpo de deteccdo. O equipamento Luminex movimenta
estas esferas em uma fila Unica através de feixes de dois lasers diferentes em um
citbmetro de fluxo. O primeiro feixe de laser classifica o codigo de cor para 0 ensaio e

o segundo laser quantifica o sinal de reporte em cada microesfera.

3.5 Analise estatistica

Os resultados foram analisados por meio do teste Kolmogorov-Smirnov para
analise da verificacdo da normalidade dos residuos; Kruskal-Wallis, teste né&o
paramétrico utilizado para comparar trés ou mais populacdes; Dwass-Steel-Critchlow-
Fligner como teste post-hoc para analise comparativa e descritiva das variaveis
numericas para comparacao entre dois grupos; teste Chi-quadrado, que se destina a

encontrar um valor de disperséo para duas variaveis nominais, avaliando a associacao
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existente entre elas; Analise de Covariancia (ANCOVA), a fim de avaliar o potencial
de interacdo entre diferentes fatores nos grupos de estudo; teste de correlacdo de

Spearman, para andlise de correlagdo entre as variaveis.

O outro método utilizado foi Classification And Regression Tree (CART), um
modelo de arvore de decisdo que classifica 0s grupos segundo as variaveis estudadas
e 0s separam de acordo com o diagnostico, encontrando valores de referéncia para
cada um deles [161]. Este é um modelo preditivo que utiliza um conjunto de dados
quantitativos para calcular um valor alvo, sendo os nds terminais representantes das

classificacdes mais relevantes das variaveis.

Os testes foram realizados por meio dos softwares Jamovi — versao 2.2 [162] e
pacote R — versao 4.0 [163]. A significAncia estatistica para as analises realizadas foi

estabelecida com o valor de p £ 0,05 (a = 95%).
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4 RESULTADOS

Foi analisado o perfil demografico de 211 individuos (tabela 1), havendo maior
representatividade do género feminino tanto para o grupo DA quanto controle. O grupo
SD foi considerado mais jovem em relagdo aos demais grupos, havendo também
diferenca de idade entre DA e controles. No quesito anos de estudo, foi possivel
observar que o grupo SD possui menor escolaridade em relacdo aos demais grupos,

assim como o grupo DA quando comparado aos controles.

Quanto aos valores do teste cognitivo CAMCOG, SD e DA apresentaram
menores escores quando comparados a controles, respectivamente. No entanto, nao
houve diferenca entre as pontuacdes obtidas de SD e DA. Uma questdo importante
referente ao CAMCOG é que este possui pontuacdes diferentes para pessoas tipicas
(escore maximo — alta escolaridade: 63; baixa escolaridade: 75) e com SD (escore
maximo: 109). Assim sendo, os valores brutos foram transformados em porcentagem

para efeitos comparativos.

Tabela 1. Perfil demografico dos individuos.

Grupos
SD DA Controle p X post hoc¢
(n=112) (n=23) (n=76)
Género 58/54 6/17 25/51 0,009% 9,372 -
(M/F)
Idade 37,4+11,0 73,1+6,9 58,6 + <0,001° - SD vs Controle, p<0,001
(anos) 18,9 SD vs DA, p<0,001
DA vs Controle, p=0,001
Escolaridade 0,6+1,0 6,0 £ 3,80 14,6 + <0,001° - SD vs Controle, p<0,001
(anos) 4,22 SD vs DA, p<0,001
DA vs Controle, p<0,001
CAMCOG 54,5 + 20,3 53,4+ 86,7 +8,6 <0,001° - SD vs Controle, p<0,001
(%) 17,7 SD vs DA, p=0,900

DA vs Controle, p<0,001
Os dados estdo descritos como média + desvio padrdo. M: masculino; F: feminino; SD: sindrome de Down;
CAMCOG: Teste Cognitivo de Cambridge; CAMCOG-SD: Teste Cognitivo de Cambridge para pessoas com

sindrome de Down. “Teste Chi-quadrado de Pearson; "Teste Kruskal-Wallis; °Dwass-Steel-Critchlow-Fligner. Séo
Paulo, 2023.

Foi realizada a cariotipagem de 51 individuos com SD. Destas, 94,1% dos
individuos apresentaram a trissomia livre do cromossomo 21; 3,9% demonstraram
T21 devido a translocacdo robertsoniana envolvendo bragco curto e longo do

cromossomo 21, demonstrando compatibilidade com a sindrome; e 1,9%
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demonstraram T21 em mosaicismo. Ainda sobre a casuistica com SD, 3,57% dos
individuos apresentaram obesidade, 4,45% diabetes mellitus tipo I, 17%

hipotireoidismo e 5,35% dislipidemia.

A fim de melhor compreender o padrdo de expressédo proteica de APP,
ADAM10, BACEL e PSENL1 entre grupos, bem como dos peptideos AB4o € AR42, 0
grupo SD foi subclassificado em SDsd e SDcd, conforme consenso diagndstico
realizado por clinicos do LIM-27. O perfil demografico estratificado pelos subgrupos
pode ser observado abaixo (tabela 2).

Ambos os grupos de SD apresentam-se mais jovens em relacdo aos demais e,
guando comparados entre si (SDcd vs. SDsd), SDcd demonstrou maior média de
idade. Para as demais varidveis, as diferencas encontradas seguem 0sS mesmos
padrbes em relacdo aqueles encontrados entre grupos sem estratificacdo das

pessoas com SD por comprometimento cognitivo.

Tabela 2. Perfil demogréafico dos individuos estratificados conforme consenso diagnostico de
comprometimento cognitivo entre pessoas com SD.

Grupos
SDcd  SDsd DA Controle p X post hoc®
(n=27) (n=55) (n=23) (n=76)
Género 14/13 33/22 6/17 25/51 0,0042 13,22 -
(M/F)
Idade 45,0 36,0 73,1 58,6 <0,001P - SDcd vs SDsd, p=0,003
(anos) +10,7 10,1 +6,9 +18,9 SDcd vs DA, p<0,001
SDcd vs Controle, p<0,001
SDsd vs DA, p<0,001
SDsd vs Controle, p<0,001
Escolaridade 0,36 0,70 6,0 14,6 <0,001° - SDcd vs SDsd, p=0,660
(anos) +0,92 +1,03 +3,80 + 4,22 SDcd vs DA, p<0,001
SDcd vs Controle, p<0,001
SDsd vs DA, p<0,001
SDsd vs Controle, p<0,001
CAMCOG 42,0 58,8 53,4 86,7 <0,001° - SDcd vs SDsd, p=0,004
(%) +17,9 +£193 +17,7 + 8,6 SDcd vs DA, p=0,290

SDcd vs Controle, p<0,001
SDsd vs DA, p=0,580
SDsd vs Controle, p<0,001
Os dados estdo descritos como média + desvio padrao. M: masculino; F: feminino; SD: sindrome de Down;
CAMCOG: Teste Cognitivo de Cambridge; CAMCOG-SD: Teste Cognitivo de Cambridge para pessoas com

sindrome de Down. *Teste Chi-quadrado de Pearson; "Teste Kruskal-Wallis; °Dwass-Steel-Critchlow-Fligner. S&o
Paulo, 2023.
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Com relacdo aos potenciais biomarcadores em analise, foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes entre grupos para todas as proteinas (tabela
3, figura 4). Foi observada maior rAPP para ambos os grupos de SD em relacdo aos
demais, ndo havendo diferenca entre SDcd vs. SDsd, bem como menor rAPP em DA
gquando comparada a controles. Ao observar os fragmentos da APP de maneira
isolada, notou-se menor expressao proteica tanto de APP130 e APP110 em SDcd em
relacdo a SDsd; quanto de APP110 em SDcd em relagcdo aos demais grupos. O oposto
foi observado no grupo DA que apresentou maiores niveis de APP110 em relacéo aos

controles tipicos.

No tocante as secretases, foi encontrada menor expressdao de ADAM10 em
SDsd em comparacao aos controles; menor expressdo de BACE1 para ambos 0s
subgrupos SDcd e SDsd quando comparados aos DA e controles; maior expressao
de BACE1 nos DA em comparacdo aos controles; bem como menor expressao de

PSEN1 em SDcd e SDsd em relacdo aos DA e controles.

Ja em relacao ao peptideo AP foi possivel observar maiores niveis plasmaticos
de ABa4o tanto em SDcd quanto em SDsd quando comparados a controles tipicos.
Resultados inversos foram encontrados em relagao a razdo AP42/AB4o0, NOS quais 0S
grupos SDcd e SDsd apresentaram razao diminuida em relacdo aos controles. Nao
foi observada diferenga estatistica entre grupos em relagcéo aos niveis de AB42. Além
disso, vale salientar que nao foram mensurados niveis de AB em individuos

pertencentes ao grupo DA.
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Tabela 3. Perfil demografico e concentracbes de potenciais biomarcadores estratificados conforme
consenso diagndéstico de comprometimento cognitivo entre pessoas com SD.

Grupos
SDcd  SDsd DA Controles pS gd Post hoc®
Proteinas? (n=27) (n=53) (n=23) (n=76)
rAPP 4,19 6,11 1,27 3,07 <0,001 0,22 SDcd vs SDsd, p=0,999
+353 13,9 057  +4,85 SDcd vs DA, p<0,001
SDcd vs Controle, p=0,069
SDsd vs DA, p<0,001
SDsd vs Controle, p=0,047
DA vs Controle, p<0,001
APP130 1,36 8,59 1,33 1,83 0,001 0,09 SDcd vs SDsd, p=0,002
+144 +154 +0,48 1,55 SDcd vs DA, p=0,327
SDcd vs Controle, p=0,080
SDsd vs DA, p=0,134
SDsd vs Controle, p=0,167
DA vs Controle, p=0,639
APP110 0,42 3,14 1,22 0,85 <0,001 0,15 SDcd vs SDsd, p=0,014
+0,28 +902 =059 +0,75 SDcd vs DA, p<0,001
SDcd vs Controle, p=0,003
SDsd vs DA, p=0,712
SDsd vs Controle, p=0,713
DA vs Controle, p=0,009
ADAM10 1,06 0,69 0,67 1,13 0,008 0,07 SDcd vs SDsd, p=0,459
£1,06 +074 +044  +0,87 SDcd vs DA, p=0,817
SDcd vs Controle, p=0,766
SDsd vs DA, p=0,817
SDsd vs Controle, p=0,007
DA vs Controle, p=0,146
BACE1 0,39 0,49 1,41 0,90 <0,001 0,22 SDcd vs SDsd, p=0,705
+0,49 +057 +0,88 +0,93 SDcd vs DA, p<0,001
SDcd vs Controle, p=0,002
SDsd vs DA, p<0,001
SDsd vs Controle, p=0,006
DA vs Controle, p=0,015
PSEN1 0,44 0,35 1,05 0,93 <0,001 0,22 SDcd vs SDsd, p=0,656
+0,42 +049 £0,49 +0,81 SDcd vs DA, p<0,001
SDcd vs Controle, p=0,036
SDsd vs DA, p<0,001
SDsd vs Controle, p<0,001
DA vs Controle, p=0,511
SDcd SDsd - Controles
Peptideos® (n=21) (n=25) (n=30)
ABao 32,9 15,8 - 13,0 <0,001 0,25 SDcd vs SDsd, p=0,553
+70,1 +2,76 +2,99 SDcd vs Controle, p<0,001
SDsd vs Controle, p=0,001
ABa2 15,7 8,01 - 8,51 0,793 0,01 SDcd vs SDsd, p=0,857
+30,6 +4,09 +5,36 SDcd vs Controle, p=0,786
SDsd vs Controle, p=0,999
ABaz/ ABao 0,50 0,49 - 0,64 <0,019 0,10 SDcd vs SDsd, p=0,921
+0,26 +0,19 +0,29 SDcd vs Controle, p=0,041

SDsd vs Controle, p<0,055
Os dados estdo descritos como média + desvio padrdo. SD: sindrome de Down; APP130: Proteina Precursora
Amiléide — 130kDa; APP110: Proteina Precursora Amildide — 110kDa; rAPP: razdo entre os fragmentos
130/110kDa da Proteina Precursora Amiléide; ADAM10: A desintegrin metaloproteinase 10; BACEL: beta-site APP
cleaving enzime 1; PSEN1: presenilina 1; AB: peptideo B-amildide; #Valores quantificados a partir do volume total
de pixels obtidos por densitometria; Valores em pg/ml. ‘Teste Kruskal-Wallis; “Tamanho de efeito; °Dwass-Steel-
Critchlow-Fligner. Sdo Paulo, 2023.




Figura 7. Box plot das concentracdes de potenciais biomarcadores entre grupos.
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SD: sindrome de Down; APP130: Proteina Precursora Amiléide — 130kDa; APP110: Proteina Precursora Amildide
— 110kDa; rAPP: razdo entre os fragmentos 130/110kDa da Proteina Precursora Amiléide; ADAM10: A desintegrin
metaloproteinase 10; BACE1L: beta-site APP cleaving enzime 1; PSEN1: presenilina 1; AB: peptideo B-amildide;
Valores quantificados a partir do volume total de pixels obtidos por densitometria. Fonte: Da autora. Sdo Paulo,

2023.

Considerando que a analise de covariancia revelou interacao entre idade com

as APP-secreases, os dados também foram observados em relacéo a estratificacéo

etaria (tabela 4). E possivel observar alteracdo dos niveis proteicos entre grupos,
principalmente, nas faixas etarias de 35 a 49 anos e entre aqueles com 50 anos ou

mais.
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Tabela 4. Concentracdes de potenciais biomarcadores estratificados conforme faixa etaria e consenso
diagnéstico.

Faixa Etéaria (anos)

T a b c
Proteina Grupos N 50-34 N 3549 N >50 p € Post hoc
SDsd 2 3,46 + 1,40 18 3,33+2,02 6 5,59 +5,15 0,898 0,01 -
[APP SDcd 4 7,40 +18,8 13 3,78 £ 3,62 10 7,48 £ 8,10 0,407 0,03 -
DA - - - - 23 1,27 £ 0,57 - - -
Controle 13 2,05 + 0,98 6 2,96 +1,74 56 3,33+5,60 0,358 0,02 -
a 0,039 0,911 <0,001
e’ 0,15 0,00 0,31
Post SDsd vs. DA*
hoce SDsd vs. Controle* - SDcd vs. DA**
DA vs. Controle***
SDsd 2 1,63+0,72 18 1,30 £ 0,95 6 1,34 £2,14 0,140 0,15 -
APP130 SDcd 4 548+11,9 13 13,1+19,5 10 8,38 £14,5 0,476 0,03 -
DA - - - - 23 1,33+0,48 - - -
Controle 13 1,76 £ 1,64 6 1,08 £ 0,86 56 1,93 +1,59 0,084 0,06 -
p? 0,360 0,009 0,007
eb 0,04 0,26 0,13
Post hoc® - SDcd vs. SDsd* SDcd vs. Controle*
SDsd 2 0,53+ 0,25 18 0,43 £ 0,27 6 0,33+ 0,30 0,394 0,07 -
APP110 SDcd 4 3,33+12,2 13 2,97 + 3,16 10 2,83+4,71 0,088 0,09 -
DA - - - - 23 1,22 £ 0,44 - - -
Controle 13 0,98 + 0,85 6 0,42 + 0,23 56 0,87 £ 0,75 0,147 0,05 -
p? 0,811 0,003 <0,001
ed 0,01 0,31 0,22
SDcd vs. SDsd**  SDcd vs. Controle*
Post hoc® - SDsd vs. SDcd vs. DA***
Controle* DA vs. Controle*
SDsd 27 0,58 + 0,52 19 1,37 £ 1,05 7 0,85+1,19 0,091 0,18 -
SDcd 4 0,65 + 0,61 13 0,56 + 0,68 10 1,18 £ 1,20 0,070 0,10 -
ADAM10 DA - - - - 23 0,67 £ 0,44 - - -
Controle 13  062+074 6 073+048 57 1,29+089 0011 0,11 20;35‘(‘)1’5'
a 0,907 0,011 0,012
b 0,00 0,24 0,11
Post hoc® - SDcd vs. SDsd** DA vs. Controle*
SDsd 26 0,14 + 0,09 16 0,34 £ 0,49 7 0,54 +0,54 0,120 0,16 -
Sbed 4 041050 13 074+068 10 025032 0031 014 °oLOYS
DA - - - - 23 1,41 +£0,88 - - -
BACEL 20-34 vs.
Controle 13  059+154 6 102+061 56 096077 <0001 019 319
-34 vs.
250***
p? 0,704 0,008 <0,001
ed 0,01 0,28 0,22
SDcd vs. SDsd* SDsd vs. Controle*
Post hoc® - SDcd vs. SDsd vs. DA**
Controle* SDcd vs. DA**
SDsd 19 0,74 + 0,59 15 0,32 + 0,33 7 0,48 + 0,40 0,363 0,09 -
SDcd 4 0,55 + 0,66 13 0,19+ 0,13 6 0,16 + 0,22 0,05 0,14 -
PSEN1 DA - - - - 23 1,05 £ 0,49 - - -
Controle 12  035:046 6 037+014 55 113x0,82 0001 018 3oV
a 0,540 0,070 0,001
eb 0,03 0,16 0,18
SDsd vs.
Post hoc® - - Controle**

SDsd vs. DA**

Valores quantificados a partir do volume total de pixels obtidos por densitometria, descritos como média + desvio
padrdo. N: namero de individuos; SD: sindrome de Down; APP130: Proteina Precursora Amiléide — 130kDa;
APP110: Proteina Precursora Amiléide — 110kDa; rAPP: razdo entre os fragmentos 130/110kDa da Proteina
Precursora Amildide; ADAM10: A desintegrin metaloproteinase 10; BACEL: beta-site APP cleaving enzime 1;
PSEN1: presenilina 1; AB: peptideo B-amildide; 2Teste Kruskal-Wallis; "Tamanho de efeito; °Dwass-Steel-
Critchlow-Fligner. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. S&o0 Paulo, 2023.
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Foi realizada a correlacdo das concentracdes dos potenciais biomarcadores
entre os grupos do estudo (tabelas 5 a 8). Em relacdo ao grupo controle, observou-se
correlacdo positiva (p=0,3 e p<0,05) entre: (i) secretases e pontuacdes obtidas na
avaliacao de rastreio cognitivo CAMCOG, bem como com a idade; (ii) fragmentos de
APP (130 e 110kDa); (iii) APP110, ADAM10 e BACE1 com PSENZ1; (iv) PSEN1, AB4o
e AB42; e (V) ABa2 e razdo AP42/ABao. Correlagdo negativa (p<-0,3 e p<0,05), foi
observada apenas entre APP110 e rAPP.

Para o grupo SDsd observou-se correlagdo positiva (p=0,3 e p<0,05) entre: (i)
fragmentos de APP (130 e 110kDa); (ii) AB4o € ABaz; (iii) AB4o e razéo APa2/ABao; e (iv)
AB42 e razdo APa2/ABa. Em relacdo as correlagbes negativas (p<-0,3 e p<0,05), foi
possivel observa-las entre: (i) APP110 e ADAM10 e (ii) PSEN1 e idade.

O grupo SDcd demonstrou correlagdes positivas (p20,3 e p<0,05) entre: (i)
idade e BACEZL; (ii) fragmentos de APP (130 e 110kDa); (iii) AB4o e AB42; e (iv) ABaz e
razdo APa42/AB4o. Ja as correlagdes negativas (p<-0,3 e p<0,05) foram identificadas
entre: (i) APP130 e BACE1; (ii) APP110 e PSEN1; e (iii) APP110 e rAPP.

Em relacdo ao grupo DA foram observadas correlagdes positivas (p20,3 e
p<0,05) entre: (i) fragmentos de APP (130 e 110kDa); (ii) BACE1 e PSEN1,; e (iii)
PSEN1 e rAPP. Correlagdes negativas (p<-0,3 e p<0,05) foram expressas entre: (i)
APP110 e rAPP; e (ii) CAMCOG e PSEN1.



Tabela 5. Correlacdo das concentracfes dos potenciais biomarcadores entre o grupo controle.

APP130 APP110 ADAM10 BACE1 PSEN1 ABao ABs AB42/ABao rAPP

CAMCOG -0,022 0,090 0,401 0,337 0,530 0,076 0,055 0,015 -0,063

0.857)  (0.090) (<0,001)* (0,003)* (<0,001)* (0.695) (0.778)  (0.938)  (0,601)

|dade 0,231 0,265 0,506 0,510 0,653 0,080 0,109 0,135 -0,103

(0,051)*  (0,025)* (<0,001)* (<0,001)* (<0,001)* (0.,675) (0.567)  (0,478) (0,387

APP130 0,702 0,076 -0,130 0,282 0,138 -0,025 -0,129 0,169

(000D (0525  (0275) (0019 (0483) (0.900)  (0514)  (0.156)

APP110 ) 0,075 0,022 0,432 0,270 -0,005 -0,202 -0,481

(0532)  (0.856) (<0,001)* (0.164) (0,979)  (0,302)  (<0.001)*

ADAM10 3 3 3 0,321 0,549 0,265 0,109 -0,051 -0,074

(0,005)*  (<0,001)* (0,158) (0,566)  (0,790)  (0,536)

BACE1 ) ) ) 0,423 -0,018 0,230 0,312 -0,120

(<0,001)* (0,924) (0.222)  (0.094)  (0,314)

0,254 0,388 0,250 -0,168

PSEN1 - - . i . (0,202)  (0,046)*  (0,208) (0,167)

AB - - _ _ R } 0,548 0,104 -0,166

40 (0,002  (0.583)  (0,400)

A ) ) ) ) ) ) ) 0,853 0,101

42 ‘<0,001=* (0,607)

0,264

ABazl ABao - - - - . - - . (0,174)
Forga da correlagio observada (p) <-0,7 <-0,5 <-0,3 >0,3 >0,5
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Valores referentes ao coeficiente de correlacdo de Spearman (p-valor). APP130: Proteina Precursora Amil6ide —
130kDa; APP110: Proteina Precursora Amildide — 110kDa; rAPP: razdo entre os fragmentos 130/110kDa da
Proteina Precursora Amildide; ADAM10: A desintegrin metaloproteinase 10; BACEL: beta-site APP cleaving enzime
1; PSENL1: presenilina 1; AB: peptideo B-amiléide; CAMCOG: Teste Cognitivo de Cambridge; Correlagédo forte: <-
0,7 e >0,7; Correlagdo moderada: <-0,5 e >0,5; Correlacéo fraca: <-0,3 e >0,3; *significancia estatistica p<0,05.
S&o Paulo, 2023.

Tabela 6. Correlacdo das concentracdes dos potenciais biomarcadores entre o grupo SDsd.

APP130 _APP110 ADAMIO BACEL PSENL __ ABa ABz _ ABuw/ABw _ TAPP
CAMCOG 0044 -0,005 0,071 0,130 0044 0102  -0,110 -0,196  -0,232
775 977 634 , 7 635 61 35 1

0 0,9 0,63 0,390) (0,792) (0,63 0,610 0,359 0,129

dade 0,044 0,135 0,023 0,165  -0442 0,158 0,202 0,101 -0,035

(0,761)  (0,351)  (0,868)  (0,165) (0,004)* (0,450)  (0,332)  (0,631)  (0,810)

APP130 0,840 0281 0193  -0216  -0,055  -0,096 0,096 0,145

(0,001 (0048  (0,199) (0193) (0807) (0672)  (0672)  (0.316)

APP110 ) ] 0330 0222 0266  -0017  -0,122 0,127  -0,287

(0,019  (0,138)  (0,107)  (0,940)  (0,589)  (0,573)  (0,043)*

ADAMLO ) ) ) -0,149  -0,109 0,236 0,151 0,055 0,028

307 4 25 47 794 845

0,30 0,499) (0,256 0,470 0,79 0,8

BACEL ) ) ) ] -0,082 0,245 0,326 0,298  -0,172

(0,621) (0,238) (0,112)  (0,148)  (0,254)

0,107  -0,033 0,199 0,051

PSEN1 - : - - - (0617) (0878)  (0.352)  (0.759)

A ) ) ) ) ) ] 0,785 0470  -0,059

40 s<o,0012* (0,018)*  (0,793)

A ) ) ) ) ) ] 0,897 0,175

42 s<o,0012* (0,437)

0,242

ABa2/ABao - - - - - - - (0.278)
Forga da correlagio observada (p) <0,3 >0,3 >0,5

Valores referentes ao coeficiente de correlagdo de Spearman (p-valor). APP130: Proteina Precursora Amiléide —
130kDa; APP110: Proteina Precursora Amildide — 110kDa; rAPP: razdo entre os fragmentos 130/110kDa da
Proteina Precursora Amildide; ADAM10: A desintegrin metaloproteinase 10; BACEL: beta-site APP cleaving enzime
1; PSENL1: presenilina 1; AB: peptideo B-amiléide; CAMCOG: Teste Cognitivo de Cambridge; Correlagédo forte: <-
0,7 e >0,7; Correlagcdo moderada: <-0,5 e >0,5; Correlacéo fraca: <-0,3 e >0,3; *significAncia estatistica p<0,05.
Séo Paulo, 2023.
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Tabela 7. Correlacdo das concentracdes dos potenciais biomarcadores entre o grupo SDcd.

APP130 APP110 ADAM10 BACE1 PSEN1 ABao ABaz ABa2/ABao rAPP

CAMCOG -0,042 0,216 -0,065 -0,080 -0,264 0,027 -0,013 0,083 -0,382
(0,846)  (0,311)  (0,763)  (0,709)  (0,261)  (0,916) (0,958)  (0,744)  (0,066)

Idade -0,355 -0,278 -0,276 0,396 -0,030 0,192 0,033 -0,260 0,036
(0,069)  (0,160)  (0,164) (0,041 (0,892) (0,404) (0,887)  (0,255)  (0,857)

APP130 0,730 0,114 -0,428 -0,241 -0,021 0,108 0,256 0,194
(000D (0573) (0026 (0267) (0927) (0641) (0262  (0333)

APP110 ) ) 0,311 -0,189 -0,447 -0,142 -0,061 0,171 -0,442
(0,114)  (0,344) (0,032 (0,538) (0,791)  (0.458)  (0,021)*

ADAM10 ) 3 3 -0,132 -0,101 -0,016 0,166 0,203 -0,321
(0512) (0,647) (0,944) (0,471)  (0,376)  (0,102)

BACEL ) ) ) ) 0213 0151 0015  -0,166  -0,241
(0.328) (0,515) (0,949)  (0,473)  (0,225)

0,367 0,171 -0,043 0,340

PSEN1 - - - - - (0134) (0.498)  (0.864)  (0.113)

A ) ) ) ) ) ) 0597  -0,065 0,071

40 (0,004)*  (0,779) (0,760)

- ) ) ) ) ) ) ] 0,695 0,049

42 (<0,001)*  (0,833)
-0,100

AB2lABao - - - - - - - - (0,666)

Forga da correlagio observada (p) <-0,3 >0,3 >0,5

Valores referentes ao coeficiente de correlagdo de Spearman (p-valor). APP130: Proteina Precursora Amil6ide —
130kDa; APP110: Proteina Precursora Amildide — 110kDa; rAPP: razdo entre os fragmentos 130/110kDa da
Proteina Precursora Amildide; ADAM10: A desintegrin metaloproteinase 10; BACEL: beta-site APP cleaving enzime
1; PSENL1.: presenilina 1; AB: peptideo B-amildide; CAMCOG: Teste Cognitivo de Cambridge; Correlagéo forte: <-
0,7 e >0,7; Correlagdo moderada: <-0,5 e >0,5; Correlacéo fraca: <-0,3 e >0,3; *significancia estatistica p<0,05.
Sao Paulo, 2023.

Tabela 8. Correlacdo das concentracdes dos potenciais biomarcadores entre o grupo DA.

APP130 APP110 ADAMIO BACEL _ PSENL (APP
0147 0157 _ 0006  -0,292  -0,420 -0,180
CAMCOG (0502) (0.474)  (0979)  (0.176)  (0,046)*  (0,411)
dade 0137 0066  -0034  -0028  -0173 0,007
(0532) (0.765) (0,878)  (0.901)  (0,429) (0.974)
APPL30 0570  -0248 0,200 0,150 0,074
(0,008  (0254)  (0.361)  (0.495) (0.737)
0298 0018  -0,296 -0,663
APP110 - - (0.168)  (0.934)  (0170) _ (0,001
0,031 0,008 -0,378
ADAM10 - - - (0.890)  (0.971) (0,075)
0,495 0,255
BACEL - - - - 0.016)*  (0.241)
0,450
PSEN1 - . - . - o5
Forga da correlagéo observada (p) <03 | >03 [ 505

Valores referentes ao coeficiente de correlagdo de Spearman (p-valor). APP130: Proteina Precursora Amildide —
130kDa; APP110: Proteina Precursora Amildide — 110kDa; rAPP: razdo entre os fragmentos 130/110kDa da
Proteina Precursora Amildide; ADAM10: A desintegrin metaloproteinase 10; BACEL: beta-site APP cleaving enzime
1; PSENZ1: presenilina 1; CAMCOG: Teste Cognitivo de Cambridge; Correlagao forte: <-0,7 e >0,7; Correlacédo
moderada: <-0,5 e >0,5; Correlagao fraca: <-0,3 e >0,3; *significancia estatistica p<0,05. Sao Paulo, 2023.

Com o modelo de arvore de decisdo observou-se que casos nos quais ha
comprometimento cognitivo, independentemente se existe ou ndo a presenca da T21,
podem ser preditos como APP130kDa < 0,9, AB42/AB40 = 0,409 e APP130 = 0,77 ou



53

APP130kDa < 0,9, AP42/ABso < 0,409, com acuracia diagnostica de 79,9%
(sensibilidade: 30,6%; especificidade: 98,5%; coeficiente de concordancia de Kappa:
0,365) (figura 8).

a

Figura 8. Arvore de decisdo referente a classificacdo quanto a presenca de comprometimento
cognitivo.
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Sem comprometimento: grupos controle e SDsd; Com comprometimento: grupos SDcd e DA. Modelo preditivo com arvore
de classificagdo e regressao - Classification And Regression Tree (CART). Fonte: Da autora. Sdo Paulo, 2023.
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5 DISCUSSAO

Este estudo objetivou analisar os padrfes de potenciais marcadores biol6gicos
envolvidos no desenvolvimento de placas senis na DA em individuos com SD. Para
tanto foram determinadas as expressdes das proteinas APP (peptideos secretados),
ADAM10, BACE1 e PSEN1 em plaquetas de sangue periférico, entre individuos com
SD (com e sem declinio cognitivo), DA e controles tipicos cognitivamente saudaveis.

Os niveis plasmaticos de ApB também foram mensurados.

No tocante a APP, observou-se razdo aumentada para ambos 0s subgrupos
SD em comparacao aos demais, ndo havendo diferenca entre SDcd vs. SDsd. Ja o
grupo DA apresentou razéo 2,5 vezes menor de APP em relag&o aos controles. Varios
sdo os estudos que ja identificaram menor razao entre os fragmentos APP130kDa e
APP110kDa em pacientes com DA [135,146,148,164—173]. No entanto, as pesquisas
gue se destinam a observar os mecanismos fisiopatolégicos da DA, por meio da
andlise de possiveis biomarcadores periféricos em SD, tém sido desenvolvidas em
menor escala [174]. O primeiro estudo que se propds a analisar a expressao de APPs
por meio de Western Blotting entre pessoas com SD, comparando-as com DA e
controles, foi realizado por um grupo italiano, em 1996 [135]. Como resultado,

identificou-se menor rAPP em DA, assim como em nossos achados.

No que se refere a rAPP aumentada em SDcd, quando comparada ao DA, tais
achados podem ter relacdo direta com a T21, uma vez que essa sindrome apresenta
um desbalanco da dosagem génica de BACEZ2, cuja proteina codificada, apesar de
analoga a BACEL, apresenta funcéo de 6-secretase (similar a a-secretase). Partindo
do pressuposto que o processamento proteolitico da APP por a e [ gera,
respectivamente, os fragmentos APP130kDa (fragmento soluvel de APPa — sAPPa) e
APP110kDa (fragmento soluvel de APPB — sAPP), representados como as formas
madura e imatura da APP [172,175,176], e que a rAPP ¢ tida pela fracdo
APP130/APP110kDa, o racional de que a BACE2 esteja interferindo na rAPP nao
deve ser descartado. Além disso, sugere-se que acdo da BACE2 possa estar
envolvida na busca da homeostase em relacdo ao desequilibrio na producdo de AR
nos individuos SDcd. Isso pelo fato da BACE2 clivar o produto da 3-secretase (APP
B-CTF) em sitios cataliticos especificos de modo a impedir a formacao de AR,

implicando na reducdo da toxicidade neuronal e no comprometimento de varias
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funcdes neuronais [122,177-181]. Esse fato, somado as correlacdes negativas da
rAPP com o fragmento de APP110kDa observadas para todos os grupos deste
estudo, poder fortalecer a ideia de que outras proteinas, como a BACE2, estejam
envolvidas tanto no processamento fisiolégico da APP quanto em mecanismos
compensatorios na presenca da desregulacdo homeostatica envolvendo essa

cascata.

Outro ponto importante relacionado ao aumento da rAPP na casuistica com SD,
pode ter ligacdo direta com o aumento do gene ETS2 (localizado no braco longo do
cromossomo 21; 21g22.2), responsavel pela codificacdo do fator de transcricdo que
promove a expressdo do APP [182,183]. Nao obstante, ha ainda o aumento da
expressdo génica de DNMT3L (localizagcdo: 21922.3) nas células progenitoras
neurais, que induz o aumento do APP na diferenciagdo de neurdnios [18,184].

Ao observar os fragmentos da APP de maneira isolada, o grupo SDcd
demonstrou expressdes diminuidas de APP130- e APP110kDa em relacdo aos
demais grupos. Um estudo prévio realizado por Ehrlich et al. [176], que analisou o
efeito do peroxido de hidrogénio sobre a expressao dos fragmentos da APP (130, 110
e 106kDa), em plaquetas tanto de modelo animal quanto de humanos, evidenciou
diminuicdo expressiva desses fragmentos quando expostos a maiores niveis de
estresse oxidativo. Isto posto, e considerando que a cOpia extra do gene da superoxide
dismutase 1 (SOD-1) eleva a atividade enzimética em diferentes tipos celulares em
pessoas com SD [185,186], incluindo as plaguetas, a redugcdo expressiva dos
fragmentos da APP (130 e 110kDa) pode estar relacionada ndo s6 ao processo

demencial [40,42—-44,49,187], mas também aos danos oxidativos oriundos da T21.

Além das alteracBes supracitadas, foi observado aumento da expressao de
APP110kDa em DA, resultado este condizente com a menor rAPP neste grupo. A luz
da literatura, ja foram desenvolvidos estudos reportando aumento da expresséo
proteica de sAPPB no liquor [188-191], plasma [192] e plaquetas [193] tanto de
pessoas com comprometimento cognitivo leve (CCL, quadro clinico em que ocorre
declinio em um ou mais dominios cognitivos, sendo considerado fator de risco para
desenvolvimento de DA), quanto com DA. Apesar disso, a diminuicdo desse
fragmento também ja foi relatada em matrizes distintas [194,195], revelando que ainda

ha incongruéncias na literatura acerca dos niveis proteicos da sAPP3 em DA.
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Em relacdo a ADAM10, SDsd apresentou menor expressao proteica quando
comparado aos controles. Considerando-se a hipétese de que as altera¢des oriundas
da DA na periferia reflitam diretamente aquelas ocorridas no sistema nervoso central
(SNC), esses achados corroboram um estudo que demonstrou niveis de expressao
proteica de ADAM10 reduzidos tanto em cérebro de adultos com SD quanto naqueles
com DA [196].

A ADAM10 é uma a-secretase que possui a APP como um de seus substratos
de clivagem, mediante via ndo amiloidogénica. Em plaquetas j4 foi apontada
diminuicao significativa dos niveis de ADAM10 em DA quando comparado a controles
[171,197,198], bem como uma diminui¢do dos niveis de aAPPs [197]. Resultados
semelhantes, referentes aos niveis de aAPPs, também foram identificados no liquor
[199-201], o que provavelmente ocorre como resultado de uma reducgéo de expressao

ou atividade dessa enzima [202].

Além das analises supracitadas, estudos ja foram realizados acerca do mRNA
da ADAM10, demonstrando altos niveis de mRNA e expressao proteica em cérebro
de pessoas com deméncia pré-senil e baixos niveis naqueles com DA [115,203].
Esses dados talvez justifiquem, ainda que néo tenha havido diferenca significante, o
porqué a ADAM10 apresentou-se aumentada em SDcd em relacdo ao DA no presente
estudo e, adjunto a hipotese da acdo da BACEZ2, pode trazer a luz mais respostas
sobre o aumento da rAPP neste grupo. Vale considerar também dados na literatura
que demonstram que niveis plaquetarios de ADAM10 ndo possuem relacdo direta com
a expressao do seu mRNA codificante [204]. Portanto, ha a necessidade de mais
pesquisas sobre a tematica a fim de minimizar as lacunas existentes em relacéo a

analise desses possiveis biomarcadores na SD.

A expressédo proteica de BACE1 também foi analisada. De maneira geral os
grupos SD (cd;sd) apresentaram BACE1 diminuida em relacdo aos DA e controles,
mas ndo apresentaram diferenca entre aqueles com e sem comprometimento
cognitivo. Em contrapartida, o grupo DA apresentou maior expressao dessa proteina,
indo ao encontro do que é postulado sobre o mecanismo patolégico da doenca
relacionado a formacgédo de placas senis. Isto pelo fato da BACE1 representar a
principal B-secretase que possui a APP como um de seus substratos, atuando na via

amiloidogénica do processamento proteolitico dessa proteina transmembrana.
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Ao olhar para os niveis proteicos de BACE1 em cérebro de adultos com SD,
Cheon et al. [205] ndo observaram diferenca na expressdo dessa proteina ao
compara-los com controles tipicos. Resultados semelhantes foram encontrados para
a BACE2. N&o obstante, alguns estudos revelaram um aumento da atividade de
BACE1 em pessoas com SD [206,207]. No tocante aos niveis de BACE1 em DA, hana
literatura pesquisas que ja descreveram um aumento dos seus niveis nas regides
corticais [208-211], em plaquetas [193], bem como aumento da atividade e expressao
dessa proteina em liquor de pacientes com DA e até mesmo CCL [212-215].

Conforme supracitado, dados crescentes na literatura apontam para niveis
aumentados de BACEL1 em pessoas com DA, o que justifica maior deposicdo de
peptideos AB nos espacgos interneurais e consequente toxicidade nessa regido.
Partindo do pressuposto que pessoas com SD apresentam pré-disposicdo genética
para desenvolvimento de DA [37-39,216], seria esperado que 0s niveis proteicos de
BACE1 nessa casuistica apresentassem-se aumentados, apesar do gene BACELl
estar localizado no cromossomo 11 (11g23.3) e nédo no 21 [217]. Entretanto, os
estudos com SD demonstraram divergéncia quanto a expressao e atividade dessa
proteina, sugerindo a necessidade de maior investigacao sobre a via amiloidogénica
em matrizes periféricas nessa casuistica, dado que o presente estudo tem sido

pioneiro nesse contexto.

Interessantemente, foi observada correlacdo positiva e significante entre niveis
de BACE1 e idade tanto para o grupo controle quanto para o grupo SDcd. Isto posto
e agregando ao fato que a idade pode ser considerada um fator de risco para o
desenvolvimento de transtornos neurocognitivos maiores, sugere-se que quadros
demenciais ndo sdo inerentes ao processo de envelhecimento humano, mas sim
resultantes de desregulacdo homeostética durante a longevidade. Tais fatos podem
ser reafirmados pelas correlagdes positivas entre idade e expressao de ADAM10 em
plaguetas para os grupos controle e SDsd, adjunto a estudos que demonstram um
aumento continuo dos niveis de expresséo e atividade de ADAM10 plaquetaria ao

longo do envelhecimento sem comprometimento cognitivo [218].

No que diz respeito a expresséao proteica de PSEN1, enzima responsavel pela
liberagéo do produto da clivagem da APP por a- ou B- secretase [123,164,219], foram
encontrados niveis diminuidos no grupo SDcd e SDsd em comparacdo aos DA e
controles. Dados referentes a expresséo proteica e atividade de PSEN1 ja foram
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descritos na literatura [129,220-226]. Em plaquetas ja foi descrito um aumento da
expressao proteica de PSEN1 em pacientes com DA [227]. Ja em tecido cerebral de
pessoas com DA, os estudos tém mostrado niveis de PSEN1 aumentados [223,224],
diminuidos [221,222] e até mesmo inalterados [220], corroborando os achados do

presente estudo acerca da comparacao entre DA e controles.

Ha uma corrente tedrica que defende a ideia de que o desenvolvimento da DA
em SD apresenta cunho genético [152,228]. Considerando as formas autossémicas
da DA, tem-se que esta é resultante de muta¢des que podem ocorrer nos genes
PSEN1, PSEN2 e APP, sendo mais frequentes as muta¢des no primeiro gene (cerca
de 69% dos casos) [229]. Tais mutagdes comprometem a atividade de y-secretase e
sdo capazes de aumentar a razdo AB42/AB40[230]. O fato de ndo haver diferenca entre
os niveis de PSEN1 entre SDsd e SDcd, tendo em vista que o primeiro se constitui
num grupo de risco para desenvolvimento de EOAD, reforca a hipotese de que a
relacdo causal entre SD e possiveis desdobramentos para um quadro demencial

devido a DA decorre da superexpressao génica de APP [52,231].

A PSENL1 localiza-se no cromossomo 14 (14g24.2), dado importante visto que
uma das formas de SD ocorre devido a translocacao, sendo a t(14g21q) uma das mais
comuns [232]. Portanto, apesar do presente achado, tais prerrogativas devem ser
colocadas em questdo até que se ampliem os estudos acerca dos tipos de SD,
sobretudo aqueles relacionados a translocacao robertsoniana, e a sua relagdo com as

variadas formas de DA.

Essa secretase também revelou niveis dependentes da idade, apresentando
correlagcdo positiva entre o grupo controle, corroborando estudo prévio [233].
Curiosamente, ela apresentou correlacdo negativa com a idade tanto para o grupo
SDsd quanto para os grupos SDcd e DA, apesar de ndo haver significAncia estatistica
para estes dois ultimos. Tais achados divergem daqueles ja demonstrados pelos
autores Sogorb-Esteve et al. [233], cujos niveis de PSEN1 apresentam-se elevados
no quor de individuos com DA autossémica dominante (com a presenta de mutagcdes
no gene PSEN1) e em SD com e sem declinio cognitivo, quando comparados a

controles pareados por idade.

Em relacdo aos achados conforme estratificacdo etaria vale destacar,
principalmente, os achados de APP130 relacionados a faixa etaria de 35 a 49 anos.
Contrariamente ao aumento de ADAM10 observado no grupo SDcd quando
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comparado ao SDsd, ha uma diminuicdo significativa do fragmento APP130 nessa
mesma casuistica, alteracbes estas que se perpetuam para aqueles com 50 anos ou
mais. Tais achados sugerem que esse fragmento possa ser um potencial biomarcador
de predisposicao a conversdo para DA entre pessoas com SD.

Para além das secretases e da propria APP, foram observados também os
niveis plasmaticos de AB na presente casuistica. De maneira geral, o grupo SD (cd;sd)
demonstrou elevada expresséo de ABso em detrimento dos controles. Em relacdo ao
AB42, embora ndo tenha havido significancia estatistica, o grupo SDcd apresentou
niveis 2 vezes maiores desse peptideo que SDsd. Quanto a ABa2/AB4o, 0 grupo SD
também revelou alteracdes quando comparado aos controles, demonstrando valores
diminuidos dessa razdo. Esses resultados sdo congruentes aqueles encontrados

recentemente por um grupo de pesquisadores da area [234].

Apesar de ser observado na presente casuistica com SD (cd;sd) a
subexpressao das secretases plaquetarias envolvidas no processamento candnico da
APP, esse fato nao interfere nos elevados niveis plasmaticos de AR encontrados em
relacdo aos controles. Fora os genes ja citados anteriormente, outros localizados no
cromossomo 21 também produzem efeitos, mesmo que de maneira indireta, na APP.
Ja foi demonstrado que aumento do gene DYRKI1A eleva a expressao da proteina
DYRKZ1A no tecido cerebral de camundongos e de individuos com SD, culminando na
fosforilacdo da APP, faciltando sua clivagem pelas secretases [ e y e,
consequentemente, aumentando os niveis cerebrais de ABs2 [18]. Isso sugere que
talvez os elevados niveis de AB no plasma de SD estejam relacionados ao seu
clearance, numa tentativa de minimizar os danos oriundos da cascata amiléide nas
regibes cerebrais. Seguindo essa mesma linha de raciocinio, os baixos niveis
plaguetarios das secretases pode tanto estar relacionados as baixas expressdes dos
fragmentos da APP devido ao estresse oxidativo, quanto ao esforco do organismo em

reestabelecer a homeostase.

Outro achado interessante e pioneiro desse estudo diz respeito a possibilidade
de associagcdo entre os possiveis biomarcadores para aplicagdes clinicas futuras.
Diante de um modelo de arvore de decisdo, observou-se que valores especificos de
APP130 e de AB42/AB4o, quando combinados, podem predizer comprometimento
cognitivo. Esses resultados demonstram boa acuracia diagnostica, mesmo na

auséncia da analise de AB42/AB4o entre individuos com DA. Além disso, tais dados
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reforcam a hipotese de que o fragmento APP130 seja um potencial marcador de

predisposicao ao desenvolvimento de quadros demenciais devido a DA.

Ao correlacionar os resultados obtidos no CAMCOG com as expressoes
proteicas, observou-se correlagdo positiva, entre o grupo controle, com todas as
secretases analisadas. Em contrapartida, houve correlacdo negativa entre os escores
desse instrumento com a rAPP de grupos SDcd, com tendéncia a significancia
estatistica. Correlacdo negativa também foi encontrada entre PSEN1 para o grupo
DA.

Comparacdes semelhantes entre biomarcadores e avaliacbes cognitivas ja
foram realizadas na literatura. Rafii et al. [235] encontraram correlacéo negativa entre
niveis plasméaticos de neurofilamentos de cadeia leve (NF-L) — uma das proteinas do
citoesqueleto dos axdnios subcorticais mielinizados que pode refletir danos axonais na
neurodegeneracao, incluindo DA familiar e esporadica [236—239] — e desempenho de

pessoas com SD na realizacdo do CAMCOG- SD.

Apesar de néo ter sido realizada essa analise no presente estudo, o que ambos
apresentam em comum é o reflexo clinico das alteracdes bioldgicas que ocorrem no
organismo humano na presenca de quadros demenciais. Mesmo com o0 aumento da
rAPP na periferia de pessoas com SD e mesmo diante da subexpressdo das
secretases que, sabidamente, estdo envolvidas no processamento proteolitico da
APP, ha a predominancia de niveis plasméaticos de AB nesse grupo. ISso sugere que
as alteracbes encontradas na periferia, apesar de nao refletirem diretamente o que
ocorre no SNC, podem ser utilizadas como modelo de inferéncia para aplicacbes

clinicas futuras.
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6 LIMITACOES DO ESTUDO

Este trabalho é um dos bragos de um estudo maior com pessoas com sindrome
de Down que vem sendo desenvolvido pelo ambulatério de Envelhecimento e
sindrome de Down do IPg-HC FMUSP. E notdria a relevancia do presente estudo para
a literatura cientifica, uma vez que ele revela os padrdes periféricos de secretases
diretamente relacionadas na clivagem proteolitica da APP, antes ndo observadas na
casuistica com SD. Entretanto, para trazer mais respostas a luz dos questionamentos
gue cercam o desenvolvimento da DA, seja ela de origem familiar ou esporadica, em
individuos com SD ou tipicos, as analises ndo devem se limitar aquelas que foram

realizadas nesta pesquisa.

A auséncia da analise dos fragmentos de AB nos individuos com DA,
pertencentes a casuistica proposta, deixam lacunas nao s6 em relacdo aos padrées
proteicos que podem ser identificados na periferia como também trazem
questionamentos acerca do modelo de arvore decisdo sugerido. Além disso, se
tivesse sido realizada a andlise correlacional dos achados com as comorbidades
comuns as pessoas com SD, tais resultados poderiam trazer respostas mais

expressivas sobre as expressfes proteicas encontradas.

Ademais, apesar da casuistica ser numericamente relevante, nem todas as
andlises foram realizadas com a casuistica total, por razdes metodoldgicas e
orcamentarias, caracterizando uma limitacéo do estudo e deixando como sugestédo a
continuidade da pesquisa. Além disso, apesar de ter sido proposta a analise dos niveis
plaquetéarios de BACE2, a mesma nao foi realizada em tempo habil para a inclusao no
manuscrito, diante da interrupcdo momentanea do desenvolvimento desse doutorado
devido a pandemia. Tais resultados poderiam fornecer mais subsidios para a
elaboracdo do raciocinio cientifico referente ao aumento da rAPP em pessoas com
SD.
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7 CONCLUSOES

Este trabalho evidencia, a partir das andlises das secretases e dos peptideos
diretamente envolvidos na cascata amildide, que as alteracbes do metabolismo da
APP sao biomarcadores da deméncia na SD, ndo correspondendo apenas a um
endofendtipo da SD, tampouco inerentes ao processo de envelhecimento humano. A
sua maneira, as secretases revelam-se subexpressas na periferia, demonstrando
padrbes especificos para a SD, ainda assim, trazendo um racional semelhante
agueles quadros de DA em pessoas tipicas, ora relacionado ao subtipo familiar, ora

relacionado a DA esporadica.

Ainda é recente a pesquisa de biomarcadores periféricos representativos da
formacdao de placas senis na DA em plaquetas de pessoas com SD. Um dos primeiros
estudos sobre o tema data de 1996, realizado por Di Luca et al. [135], que avaliou a
rAPP, bem como os fragmentos APP130/110kDa nesse grupo seleto. No entanto,
devido ao acelerado processo de envelhecimento populacional, um fendmeno
mundial, ha uma preocupacéo crescente com estudos desse teor para prover melhor
gualidade de vida aqueles que envelhecem, principalmente com morbidades como a
DA. Dessa forma, os resultados do presente estudo sédo de extrema importancia para
se somar ao que ja existe na comunidade académica acerca das caracteristicas

fisiopatologicas da DA em pessoas com SD.
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ANEXOS

ANEXO A — Aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP) — N° 2.262.321

USP - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE ‘GRGra o
DE SAO PAULO - FMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Marcadores biologicos do envelhecimento e da doenca de Alzheimer em pessoas com
sindrome de Down

Pesquisador: Orestes \icente Forlenza

Area Temética:

Versao: 1

CAAE: 72359117.0.0000.0065

Instituigao Proponente: Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

Patrocinador Principal: FUNDACAQ DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE 540 PAULD

DADOS DO PARECER

MNumero do Parecer: 2 262 321

Apresentagio do Projeto:

Adequada

Objetivo da Pesquisa:

Estabalecer a presenga de alteragdes do metabolisme da APP e de sinais de envelhecimento biolégico em
individuos adultos e idosos com S0,

estratificados segundo faixa etdria e classificados segundo a presenga ou auséncia de deméncia; esses
parémetros serdo comparados aos de

individuos com cardtipo normal e saudaveis, nas faixas etarias equivalentes.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Favoraveis

Comentarios € Consideragdes sobre a Pesquisa:

Apenas faria a seguinte consideracdo: o objetivo estd como "estabelecer a presenca...”. Mo seria melhor
"..avaliar ou pesquisar a presenca.."?

Consideragies sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

O autor cita TCLE e também Termo de Assentimento. Entendo que esta contemplando ambos no seu TCLE
solicitando presenca de testemunha para o assentimento.

Enderego: DOUTOR ARMNALDO 251 21° andar sala 36

Bairro: PACAEMEL CEP: D1.248-003
UF: 5P Municipio:  SAD PAULD
Telefone: ({1 1j2803-4401 E-mail: cepim@usp.be
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USP - FACULDADE DE

Platalor
MEDICINA DA UNIVERSIDADE %pmﬂ -
DE SAO PAULO - FMUSP
Contruagio do Parecen 2252321
Recomendagoes:
sem outras recomendacoes
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
sem pendéncias
Consideragoes Finais a critério do CEP:
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 01/08/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 922413 pdf 10:30:13
Crcamento Orcamento. pdf 01/0872017 | Orestes \icente Aceito
10:28:00 |[Forenza

Clutros CartafnuenciatPAE pdf 0170872017 | Orestes Vicente Aceito
10:26:47 | Forlen=a

TCLE ! Termwos de | TCLE pdf 010872017 | Crestes Vicente Aceito

Assentimento / 10:25:43 |Forenza

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado /| BiomarcadoresEnvelhecimentoDanaSD.[ 010872017 | Orestes Vicente Aceito

Brochura pdf 10:25:10 |Forlenza

Investigador

Chutros FormularoCnline_pdf 010872017 | Crestes Vicente Aceito
10:23:37  [Forenza

Folha de Rosto FolhaDeRosto. pdf 010872017 | Orestes Vicente Aceito
10:19:46 | Forlenza

Situacio do Parecer
Aprovado

MNecessita Apreciagio da CONEP:

Mo

540 PAULC, 06 de Setembro de 2017

Assinado por:

Maria Aparecida Azevedo Koike Folgueira
{Coordenador)

Enderego: DOUTOR ARMALDO 251 21° andar sala 35

Bairro: PACAEMEL
UF: 5P
Telefone: [11j2823-4401

CEP: 01.248-003

Municipio: SAQ PALLD

E-mail: cep.fmi@usp br
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ANEXO B - Aprovacao do Comité de Etica pela Associacdo de Pais e Amigos
dos Excepcionais (APAE) / Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) — N°
2.336.095

UNIFESP 5
e UNIFESP - HOSPITAL SAO
LT} T PAULO -HOSPITAL ‘€ W“"'”m.
UNIVERSITARIO DA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituigio Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Marcadores bisldgicos do envelhecimento & da doenca de Alzheimer em pessoas com
sindrome de Down
Pesquisador: Orestes Vicente Forlenza
Area Tematica:
Versao: 1
CAAE: 72359117.0.3001.5505

Instituigao Proponents: .ﬁESDCIAQﬁO DE PAIS E AMIGOS DOS EXCEPCIONAIS DE SAQ PAULD
Patrocinador Principal: FUNMDACAC DE AMPARC A PESQUISA DO ESTADO DE SAC PALLOD

DADOS DO PARECER

Hiumero do Parecer: 2.336.095

Apresentacio do Projeto:
CEP UNIFESP (APAE co-parficipante)

Justificativa: LUma parcela significativa dos individuos com sindrome de Down (SD) desenvolve deméncia na
maturidade. O inicio pré-zenil e o acdmulo macigo de amildide cerebral sdo caracteristicas comuns a
deméncia na S0 e na doenga de Alzheimer (DA), particularmente nas formas familiais desta. A trissomia do
cromossoma 21 determinag anormalidades na expressio dos genes que codificam a proteina precursora do
amiloide (APP) & a enzima superdxido dismutase dependente de cobre & zinco (S0D-1). A superexpressio
da APP altera o seu metabolismo proteclitico, faverecendo a clivagem amiloidogénica; e a disfungdo da
S0OD0-1 eleva o estresse cxidativo, causando dano mitecondrial e ac DNA. Hipotetizamos que a interago
entre estes doiz mecanismos na S0 leva ao envelhecimento premature & acelera o processo patogénico da
deméncia.

Objetivo da Pesquisa:

Estabelecer a presenca de alteragbes do metabolismo da APP e de sinais de envelhecimento bioldgico em
individuos adultos e idosos com SD, estratificados segundo faixa etaria e classificados segundo a presenca
ou auséncia de deméncia; esses pardmetros serdo comparados

Enderego: Rua Francisco de Castro, 55

Bairro: VLA CLEMEMNTING CEP: [4.020-050
UF: 5P Municipio: SAD PALLO
Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)5538-7162 E-mail: cep@unifesp edu br
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aos de individuos com caridtipo normal e saudaveis, nas faixas etarias equivalentes. Especificamente,
pretendemos determinar:

{1} & expressdo dos peptidecs secretados de APP (sAPP) de 130kDa e 110kDa em plaquetas, possibilitando
o céleulo da ‘razdo de APP', que corresponde & proporgdc entre essas isoformas de sAPP
{130kDa:110kDa);

(ii) & expressdo proteica das APP-secretases alfa (ADAM-10), beta (BACE-1) & gama (PSEM-1) em
plaquetas.

(i) O comprimento telomérico em leucocitos; (iv) A expressdo de componentes de vias apoptoticas (BaX,
Bel-2 e bad) em leucdcitos, permitindo inferir a ativacio desta via; (v) A expressio de genes de conservagio
de genoma (p53, COK1, 2 e 5) em leucdcitos.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Segundo o pesquisador: Riscos:

A pungdo venosa sera feita por um profissional qualificado e experients, utilizando agulha estéril e
descartavel. Pode haver algum desconforto, principalments para as pessoas que tém medo de fazer exame
de sangue; ocasionalmente pode se formar um pequenc hematoma no local da picada, que geralmente
desaparece apés alguns dias e ndo representa qualgquer dano 4 salde. Portanto, ndo ha maiorss riscos
associados a este procedimento.

Beneficios:

Mao ha beneficio dirsto para os participantes da pesquisa, pois se trata de um estudo experimental testando
a hipdtese de que os biomarcadores da deméncia podem auxiliar na identificagio dos individuos com
sindrome de Down que desenvolverdo deméncia quando ficarem mais velhos. Ao final do estudo, apos
concluidas as analises, poderemos firar conclusdes sobre o beneficio deste procedimento para fins de
antecipa¢io do diagndstico

da deméncia associada & sindrome de Down. O resultado da avaliagio de memdria podera ser informado
de imediato, e esta pode ser uma informagéo relevante para os participantes da pesquisa.

Comentarios & Consideragies sobre a Pesquisa:

PESQUISADORES:

Orestes V. Forlenza® & Laura Guilhoto™

* Laboratorio de Meurociéncias (LIM-27), Departamento e Instituto de Psiquiatria (Hospital das Clinicas),
Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo

* Grupo de Envelhecimento/Conselho Cientifico da APAE

Enderego: Rua Francisoo de Castro, 55

Baimo: WILA CLEMENTING CEP: [4.020-050
UF: 5P Municipio: SA0 PAULD
Telefone: (11)5571-1062 Fax: (11)5528-7162 E-mail: cep@unifesp.edu br
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Equipe exscutante:

Crestes V. Forlenza, Leda L. Talib, Jessyka F. Bram, Giancaro M. Cardillo, Marcia Radanovic

A instituig&o co-parficipante ASSDCIA(;E.G DE PAIS E AMIGOS DOS EXCEPCIONAIS DE

SAD PAULO - APAE, vinculada ao CEP Unifesp esta sob a responsabilidade da pesquisadora Laura
Guilhoto na plataforma brasil.

metodologia

Serfo recrutados 30 individuos com SD na Associagio de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE) da
cidade de 580 Paulo'SP, esfratificados conforme as faixas etarias: 20-34 anos; 35 a 49 anos; & 50 anos de
idade ou mais. O grupo comparativo serd composto por 30 individuos com caridtipo normal, recrutados na
comunidade por meio de auxilio de anuncios na midia. Vale salientar que sujeitos e controles serdo
pareados conforme a idade cronologica e serdo selecionados conforme os critérios de inclusdo:
Grupo experimental: 30 individuos com SD, diagnosticados segundo a décima edigdo da Classificagdo
Internacienal de Doengas & Problemas Relacionades com a Sadde (CID-10) [141] & avaliados pela
Classificagdc Internacional de Funcicnalidade, Incapacidads de Sadde (CIF) [142).

Grupo comparativo: 30 individuos saudaveis com caridtipo normal, avaliados pela equipe médica do
Laboratdrio de Neurociéncias (LIM-27) do Instituto de Psiguiafria do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o0 Paulo (IPq — HCFMUSP). Todos os participantes preencherdo
questionario para coleta de informagdes sociodemograficas e serdo em seguida submetidos a anamnese e
exame fisico.

Os seguintes biomarcadores da DA serfo determinados em plaguetas: (i) ‘razo de APP, e, proporgéo
entre os peptidecs sscretados de 130- & 110kDA (sAPP); (i) expressdo proteica das APP-secretasas alfa
(ADAM-10), beta (BACE-1) e gama (PSEN-1). Os marcadores do envelhecimento serdo determinados em
leucacitos: (i) comprimento telomérico; (iv) expressio de componentes de vias apoptoticas (BAX, Bel-2 e
bad); e (v) expressfo de genes de conservagio de genoma (pS3, CDK1, 2 e 5).

Resultados esperades: A identificacio de biomarcadores do processo patogénico da DA fornecera subsidios
ao diagnostico da deméncia na S0, com possiveis aplicagdes clinicas e de pesquisa. Individues com 5D
apresentardo sinais bioldgicos de envelhecimento prematuro. Havera comelago entre os marcadores do
envelhecimento e os biomarcadores da DA

& colakoragdo com outros laboratdrios, senvigos e instituigdes possibilitara ampliar ¢ alcance destas
pesquisas. Em particular, a colaboragio com a APAE permitird constituir a casuistica de

Enderego:  Rua Francisco de Castro, 55

Bairo:  WILA CLEMENTING CEP: [4.020-D50
UF: 5P Municipio: SAD PALLO
Telefone: [11)5571-1062 Fax: (11)3538-7162 E-mail: cep@unifesp edu br
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individucs com S0, na qual pretendemos investigar os biomarcadores da DA, e a parceria académica que
mantemos com o CTMM e o LIM-21 do HCFMUSP podera agregar, futuramente, tecnologias de imagem
cerebral a esta linha de pesguisa.

Consideragies sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

Documentos obrigatorios apresentados e aprovados pelo centro coordenador:

folha de rosto, projeto de pesquisa, TCLE; assim como cutros documentos:

CaraAnuenciaAPAE pdf

Cirgamento Orcamento. pf

O estudo envolvera um orgamento de RS 140000,00 2 de acordo com as informagdes do pesquisador na
plataforma brasil:

As despesas laboratoriais desta pesquisa serSo absorvidas por fomento INCT vigente (INBioM - INstituto
Macional de Biomarcadores em MNeuropsiquiatria, CNPg/FAPESP 14/50873-3; coordenador: Wagner
Gattaz), no qual o proponente (O.V.F.) & um dos investigadores principais (Pls).

Recomendagoes:
Mada consta

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:
Sem inadequagdes

Motas do CEP Unifesp: incluir no TCLE o= dados do CEP Unifesp

Atencdo: o CEP/UNIFESP mudou de enderego: favor comigir no TCLE. Novo enderego: Rua Prof. Francisco
de Castro, n: 55, - 04020-050. O E-mail &: CEP@unifesp.edu.br. Os telefones continuam os mesmos (011-
5571-1062; 011-3539-7162)

- O termo "pacients”™ deve substituido pelo termo "participante da pesquisa™, conforme definigio disposta no
itern 11.10 da Resolugio CNS n® 466 de 2012

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Lembramos gue, a partir desta data de aprovacdo, & necessanio o envie de relatbrios parciais

Enderego:  Rua Francisco de Castro, 25

Bairre:  VILA CLEMENTING CEP: [04.020-050
UF: 5P Municipio: SAD PAULD
Telefone: [11)5571-1062 Fax: (11)5538-T182 E-mail: cepunifesp edu br
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{anualments), & o relatdrio final, quando do t&rmino do estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagoes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS DO _P [ 01/0872017 Aceito
do Projeto ROJETO 922413 pdf 10:30:13
Orcamento Orcamento.pdf 01/0872017 | Crestes Vicente Aceito
10:28:00 [Foren=a

Quiros CartafnuenciatPAE pdf 010872017 | Crestes Vicente Aceito
10:26:47 [Forlen=za

TCLE /! Termos de | TCLE pdf 01/08/2017 | Oresates Vicente Aceito

Assentimento / 10:25:43 (Forlenza

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado ! | BiomarcadoresEnvelhecimentoDAnaSD.| 01/08/2017 | Orestes Vicente Aceito

Brochura pdf 10:25:10  |Forlenza

Investigador

Quiros FormularicOnline_ pdf 010872017 | Crestes Vicente Aceito
10:23:37 [Forlenza

Folha de Rosto FolhaDeRosto pdf 0110872017 | Crestes Vicente Aceito
10:19:46  |Forlenza

Situagdo do Parecern:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da COMEP:
Mo

SAD PAULD, 18 de Outubro de 2017

Assinado por:
Miguel Roberto Jorge

{Coordenador)
Enderego:  Rua Francisco de Casiro, 55
Bairo:  VILA CLEMEMTING CEP: D4.020-050
UF: 5P Municipio:  SAD PALULD
Telefone:  (11)5571-1062 Fax: (11)5538-7162 E-mail: cepi@unifesp edu br

Pigina 0% de 05

86



ANEXO C — Aprovacéao pela Plataforma Brasil — Parecer N° 3.217.085

USP - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE ‘GREranl -
DE SAO PAULO - FMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Marcadores biclogicos do envelhecimento e da doenga de Alzheimer em pessoas com
gindrome de Down

Pezquisador: Orestes Vicente Forlenza

Area Tematica;

Versdao: 3

CAAF: 72359117.0.0000.0065

Instituigio Proponente: Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo

Patrocinador Principal: FUNDACAD DE AMPARC A PESQUISA DO ESTADD DE SAC PAULS

DADOS DO PARECER

Miumero do Parecer: 3.217.085

Apresentagdo do Projeto:

adequada

Objetivo da Pesquisa:

Marcadores bicldgicos do envelhecimento e da doenga de Alzheimer em pessoas com sindrome de Down

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
favordveis para oz beneficios

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:
sem outros comentarios

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
adequado apos as explicagtes

Recomendagdes:
O pesquisador respondeu o2 nossos questicnamentos de forma adequada

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
gam pendéncias

Enderego:  DOUTOR ARMALDO 251 21° andar sala 36

Baimo: PACAEMEL CEP: [01246-0032
UF: 5P Municipioc  SAQ PALLD
Telefone: |11p2233-4401 E-mail: cepfmi@usp.br
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Confruagao oo Parecer 3217.085
Consideragdes Finals a critério do CEP:
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situago
Informagoes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_ 123917 20/12/2018 Aceito
do Projeto 7 Ei.pdf 14:28:13
Ouiros respparecer. pdf 201272018 | Orestes Vicente Aceito
14:27:30 [Forenza

TCLE / Termos de | telell pdf 201272018 | Orestes Vicente Aceito

Assentimento / 14:26:55 (Forlenza

Justificativa de

Auséncia

Outros Carta_Emenda_JMFBM.pdf 16M 072018 | Orestes Vicente Aceito
15:25:39 [Forenza

QOuiros Doutorado_JMFBM. pdf 16M0/2018 | Orestes Vicente Aceito
15:25:24  [Forlenza

Orcamento Orcamento pdf 0110872017 | Crestes Vicente Aceito
10:28:00 [Forlenza

Cutros CartafdnuenciadPAE pdf 01082017 | Crestes Vicente Aceito
10:26:47 [Forenza

TCLE / Termos de | TCLE. pdf 01082017 | Crestes Vicente Aceito

Assentimento / 10:25:43 (Forlenza

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado ! | BiomarcadoresEnvelhecimentoDAnasSD.| 01/058/2017 | Crestes Vicente Aceito

Brochura pdf 10:25:10 |Forlenza

Investigador

Clutros FormularioOnline. pdf 0170872017 | Crestes Vicente Aceito
10:23:3F  |Forenza

Folha de Rosto FolhaDeRosto. pdf 0170872017 | Crestes Vicente Aceito
10:19:46 [Forlenza

Situagdo do Parecern:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da COMEP:

Mao

Enderego: DOUTOR ARMALDO 251 21° andar sala 36

Baimro: PACAEMEL CEP: D1.248-003

UF: 5P Municipio:  SAD PALULD

Telefone: (1135934401 E-mail: cepfm@uspbr
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ANEXO D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

1
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
DADOS DE IDENTIFICAGAC DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL
B I . e e et et oo ee e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° oo SEXO .. MO F O
DATA NASCIMENTO: ...
[ 0] o o N e APTO: .
BAIRRIO. oo CIDADE oo e
CEP: e TELEFONE: DDD ..o b e e e e
2 RESPONSAVEL LEGAL oo
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador @1 ) ..o et et et e e e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE & sexa: MmO FO
DATA NASCIMENTO.: ... d ...
CEP- ... TELEFOMNE: DDDH. o
DADOS SOBRE A PESQUISA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Biomarcadores na sindrome de Down
2. PESQUISADOR : Orestes Vicente Forlenza
CARGOIFUNGAD: Médico/Docente FMUSP INSCRIGAC CONSELHO REGIONAL: CRM-SP 65.590

UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratorio de Newrociéncias (LIM-27), Instituto de Psiquiatria,

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
3. A‘JALIA(;,S\D DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MiNIMO X riIscomMmeEDio O
riIscoBaxo [ riscomMmaior O

4.0URACED DA PESQUISA : Quatro anos
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FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO

1 — Estas informagdes estdo sendo fornecidas para auxiliar a sua decis3o sobre a participac3o voluntana
em uma pesquisa cientifica. Pessoas com sindrome de Down podem apresentar perda progressiva da
memdna e outras habilidades intelectuais quando ficam mais velhas. Na linguagem médica, estas perdas
sdo denominadas “deméncia’. A deméncia que acomete as pessoas com sindrome de Down tem
semelhancas com a doenca de Alzheimer, que é a principal causa de deméncia em idosos. Porém, na
sindrome de Down, esta deméncia pode manifestar-se mais cedo, geralmente a partir dos 50 anos de
idade. lsso porque as modificagdes fisioldgicas que ocomem em fungdo da sindrome de Down parecem
acelerar o processo de envelhecimento nestas pessoas. Esta pesquisa tem como objetivo investigar a
presenca de indicadores do nisco de deméncia e de sinais de envelhecmento prematuro em pessoas
adultas e idosas com sindrome de Down.

2 — Estes indicadores do envelhecimento e do risco de deméncia s3o denominados “biomarcadores”. Os
biomarcadores que avaliaremos neste estudo serfo determinados em sangue periférico, mais
especificamente em leucdcitos (glébulos brancos) e em plaquetas (células responsaveis pela coagulagio
do sangue). Alem disso, faremos uma entrevista com os participantes e um exame de memoria, através
da aplicagdo de questionanos e testes.

3 — Sera refirada uma amostra de sangue por meio da pun¢io de uma veia do antebraco, procedimento
idéntico ao que fazemos para realizar exames de sangue de rotina. Destas amosfras, separaremos em
laboratorio os leucocitos e as plaguetas. Os componentes do sangue serdo armazenados para que,
posteriormente, possamos realizar os procedimentos da pesquisa em nosso laboratdrio. A retirada desta

pequena quantidade de sangue ndo fara falta para o seu corpo.

4 — A punc3o venosa envolve uma ‘picada’ por meio de agulha estéril e descartavel, que sera aplicada
por um profissional experente. De qualquer modo, pode haver algum desconforto, principalmente para as
pessoas que tém medo de fazer exame de sangue. Ocasionalmente pode se formar um pequeno
hematoma no local da picada (pode ‘ficar roxo’), que geralmente desaparece apos alguns dias e ndo
representa qualquer dano a sadde; portanto, ndo ha maiores riscos deste procedimento.

5 — M3o ha beneficio direto para os participantes da pesquisa, pois se trata de um estudo expenmental
testando a hipotese de que os biomarcadores da deméncia podem auxiliar na identificacio dos individuos
com sindrome de Down que desenvolverdo deméncia quando ficarem mais velhos. Somente no final do
estudo poderemos concluir sobre o real beneficio daste procedimento. De qualquer mado, o resuliado da
avaliagio de memaria podera ser informade de imediato, e esta pode ser uma informac3o relevante para
os participantes da pesquisa.
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6 — M3o existem procedimentos laboratonais altemativos que possam informar sobre o nsco de deméncia

em pessoas com sindrome de Down. Outras técnicas estas sendo estudadas, mas estas também se

baseiam em métodos experimentais e ndo estio disponiveis para uso clinico.

7 — Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais dividas. O principal investigador & o Dr. Orestes Vicents Forlenza que pode
ser encontrado no Instituto de Psiquiatria do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP (Rua
Doutor Ovidio Pires de Campos 785, 1° andar, sala 1507, telefone: 2661-7539, email: forlenza@usp.br.
Se vocé tiver alguma considerac3o ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de SSo Paulo (CEP-FMUSP): Av. Dr.
Amaldo, 251 - Cergueira César - S50 Paulo - SP -21° andar — sala 36- CEP: 01246-000 Tel: 3893-

4401/4407 E-mail: cep.fm@usp.br
& — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer memento e deixar de participar do

estudo, sem qualquer prejuizo 4 continuidade de seu tratamento na Instituicio

09 — As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a

identificacio de nenhum paciente.

10 - Os participantes desta pesquisa efou seus respensavels legais serao informados sobre 0 andamento

da pesquisa e seus resultados parciais, quando houver.

11 — Os procadimentos e avaliagbes serdo feitos quando da visita dos participantes 3 APAE-SP. N3o ha
despesas pessoals para o pariicipante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas.
Também n3o ha compensacio financeira relacionada a sua participacdo. Se existir qualgquer despesa
adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

12 - O investigador principal e seus colaboradores comprometem-se a utilizar os dados desta pesquisa,
incluindo as analises do matenal bioldgico coletado, somente para atingir os objetivos desta pesquisa em
particular. Alternativamente, caso seja desejo do participante e/ou seu responsavel legal, as amostras de
sangue e seus componentes poderdo ser mantidas em um banco de amostras (bicrrepositorio)

possibilitando a realizagdoe de oufras analises relacionadas a esta pesquisa no futuro proximo.

O Concordo que as amostras do meu sangue obtidas para este estudo sejam utilizadas em outros
estudos sobre este assunto, desde que devidamente aprovados por Comité de Etica.

[0 MNao concordo que as amostras do meu sangue sejam utilizadas em outros estudos.
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeifo das informacdes que || ou que foram lidas para

mim, descrevendo o estudo “Biomarcadores na sindrome de Down’™.

Eu discuti com o Dr. Orestes Vicente Forlenza sobre a minha decis3o em participar deste estudo. Ficaram
claros para mim quais s3o os propdsitos do estudo, os procadimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a fratamento
hospitalar quando necessano. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderel retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou

perda de qualquer beneficio que eu possa ter adguirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do pacienterepresentante legal Data I

Assinatura da testemunha Data ! !

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva, visual efou intelectual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntana o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente

ou representante legal para a participac3o neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data I I
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ANEXO E - Premiacgdo no Congress on Brain, Behavior and Emotions

2022

Prezado(a) autor(a) JESSYKA BRAM,

Parabéns! E com grande satisfacdo que Ihe parabenizamos pelo Prémio CCM de Incentivo a
Pesquisa, recebido pelo trabalho aprovado para o Congress on Brain, Behavior and Emotions
2022 que sera realizado de 01 a 04 de junho de 2022 em Gramado/RS.

108221 - NiVEIS PLAQUETARIOS DE BIOMARCADORES AMILOIDOGENICOS EM ADULTOS E IDOSOS COM SINDROME DE
DOWN

Jessyka Maria de Franca Bram; Augusto Magno Tranquezi Cordeiro; Leda Leme Talib; Wagner Farid Gattaz: Orestes Vicente
Forlenza:

O prémio consiste em um certificado de premiacdo e pacote completo para participacdo no
Congress on Brain, Behavior and Emotions 2023, que ocorrera de 07 a 10 de junho de 2023 —
em Florianépolis/SC

A premiacdo inclui uma (01) Inscric3o cortesia, passagem aérea para uma pessoa (ida e volta) e
hospedagem em apartamento smgle durante o periodo do Congresso.

Condlgoes gerais para receblmento da premlacao
05 custos extras serdo de responsabilidade do
v Amw&qmwsopmwmdewmmmamvmao autor principal do trabaho
cientifico.
v O premnonaopodera ser substituido por dinheiro ou por qualquer outra finalidade que n3o seja a particpacdo no congresso.
v O responsavel devera entrar em contato com a empresa organizadora do evento {CCM GROUP —(51) 00335-1242) a partr
de janero de 2023 para maiores nformacgdes sobre recebimento da premiaco.

A divulgacdo dos premiados ocorrera durante a Ceriménia de Abertura, dia 1° de junho — a partir
das 17h40 — na sala 1. Solicitamos que ao menos um dos autores esteja presente no local do
evento para a solenidade de entrega do certificado e do voucher de premiacao.

Por gentileza confirmar recebimento. Em caso de davidas, contate pelo e-mail
trabalhos@ccmew.com ou pelo telefone (51) 99335-1242.

Atenciosamente,
Secretaria do evento
BRAIN 2022

AGENCK UE TSN

I s ? &Fm!‘f' 614 st < SYNapp

-
“—
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APENDICES

APENDICE A - Padroniza¢&o - Immunoblotting

Para efetuar a padronizacdo do método Western Blotting para determinacao
das proteinas APP, ADAM10, BACE1, PSEN1 e B-actina (controle enddgeno) utilizou-
se um pool de plaquetas de individuos saudaveis, seguindo o mesmo protocolo do
preparo de amostra, ja pré-estabelecido no laboratorio LIM-27. As imagens das
proteinas adquiridas pelo fotodocumentador L-Pix Chemi Express, bem como a tabela
referente as diluicdes utilizadas para a padronizagdo das proteinas supracitadas,

encontram-se abaixo (tabela 1; figura 1).

Tabela 1 — Diluicdo e tempo de incubacéo dos anticorpos de APP, ADAM10, BACE1, PSEN1 e B-actina
(controle endégeno).

PROTEINA  BLOQUEIO INCUBAGAQ
Q Anticorpo Primério Anticorpo Secundario
1:1500/ 2 horas 1:1500/ 1 hora
APP 5% leite?; Anti-Alzheimer Precursor Anti-Mouse IGG (whole molecule) —
1 hora Protein A4, clone 22C11 Peroxidase Antibody
(Merckmillipore — MAB348) (SIGMA — A4416)
59 leite: 1:5000 / Overnight 1:120000/ 1 hora
ADAM10 1 hora ' Anti-ADAM10 antibody Anti-Rabbit IgG — conjugado a
(Abcam — ab124695) peroxidase (SIGMA — A0545)
206BSA: 1:10000/ 1 hora 1:120000/ 1 hora
BACE1l Overni r,\t Anti-BACE1 antibody Anti-Rabbit IgG — conjugado a
9 (Abcam — ab108394) peroxidase (SIGMA — A0545)
1:7500/ 1 hora 1:20000/ 1 hora
PSENL 1%BSA; 1 Anti-Presenilin 1 antibody Anti-Rabbit IgG — conjugado a
hora (Abcam — ab76083) peroxidase (GE Healthcare Life

Sciences)
1:20000 / 1 hora
Anti-Mouse IGG (whole molecule) —
Peroxidase Antibody
(SIGMA — A4416)
APP: Proteina precursora amiléide; ADAM10: A Desintegrin and Metallopeptidase — 10; BACE1L: B-site APP-
cleaving enzyme 1; PSENL1: Presenilina 1; BSA: Bovine serum albumin; 2Leite em p6 desnatado Molico Nestlé®.

1:10000/ 1 hora
B-ACTINA - Anti-Beta Actin Antibody
(Abcam — ab6276)
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Figura 1. Padronizacao das proteinas do estudo.

E)

43kDa

Western blotting e immunoblotting: A) APP - Gel 8%; B) ADAM10 — Gel 10%; C) BACEL — Gel 10%; D) PSEN1 —
Gel 10%; E) B-actina. S&o Paulo, 2021.



Tabela 1. Valores densitometricos referentes ao grupo experimental do estudo (continua).

APENDICE B - Densitometrias

96

Abaixo estdo representadas as densitometrias das proteinas APP130kDa,
APP110kDa, ADAM10, BACEl, PSEN1 e razdo de APP, tanto para o grupo
experimental (tabela 1) quanto para o comparativo (tabela 2).

Valores Densitométricos

Grupe SD Genero \dade rAPP APP130 APP110 ADAM10 BACEl1l PSEN1
1 - Masculino 19 2,99 77,62 26 0,29 0,95 -
2 SDsd Masculino 20 98,6 1,51 0,02 0,1 0,82 0,25
3 - Feminino 20 2,78 27,62 9,94 0,15 0,6 -
4 SDcd  Feminino 21 1,83 1,37 0,75 0,07 0,15 0,40
5 SDsd  Masculino 21 2,57 0,71 0,28 0,49 0,02 0,51
6 SDsd  Feminino 21 3,16 0,69 0,22 0,98 0,06 1,69
7 SDsd  Feminino 21 5,35 4,88 0,91 2,39 0,7 -
8 SDcd  Feminino 22 3,85 2,60 0,68 1,04 0,03 0,10
9 SDsd Masculino 22 4,62 13,44 2,91 0,18 0,84 -
10 SDcd Masculino 23 5,16 0,87 0,17 0,20 0,13 1,34
11 SDsd Masculino 23 3,23 4.1 1,27 1,51 0,02 0,10
12 SDsd  Masculino 23 - - - 0,81 0,02 0,53
13 - Masculino 23 2,65 1,55 0,59 0,38 0,15 1,80
14 - Feminino 23 6,18 5,65 0,91 0,26 - 0,5
15 SDsd  Masculino 24 2,93 2,82 0,96 0,46 0,11 0,24
16 SDsd  Masculino 25 1,68 1,32 0,79 0,27 0,05 0,21
17 - Masculino 25 7,45 1,29 0,17 0,53 0,02 -
18 SDsd  Masculino 26 3,00 1,21 0,40 2,40 0,91 -
19 - Masculino 26 1,68 57,49 34,25 0,06 0,72 -
20 SDsd  Feminino 27 5,59 6,28 1,12 0,42 0,01 0,11
21 SDsd Masculino 27 3,56 2,68 0,75 0,02 0,48 0,32
22 SDsd Masculino 27 3,44 1,86 0,54 1,28 0,28 -
23 SDsd  Masculino 27 4,73 1,35 0,29 0,49 0,06 -
24 - Masculino 27 4,1 22,63 5,51 0,11 1,67 -
25 - Feminino 27 1,65 51,12 30,9 - 0,73 -
26 - Masculino 28 0,67 2 2,98 0,09 0,79 -



Tabela 1. Valores densitométricos referentes ao grupo experimental do estudo (continuacéo).

Valores Densitométricos

Grupo SD Género Idade
rAPP APP130 APP110 ADAM10 BACE1 PSEN1

27 - Feminino 28 5,85 15,12 2,59 0,16 0,08 -
28 SDsd  Masculino 28 4,26 7,43 1,74 0,11 - -
29 SDsd  Feminino 29 1,05 1,51 1,43 0,88 2,31 0,02
30 SDsd  Feminino 29 3,98 1,55 0,39 0,19 0,10 2,47
31 - Feminino 29 7,5 18,74 2,5 0,35 0,9

32 - Feminino 29 - - - - - -
33 - Feminino 29 4,2 16,52 3,93 - 0,95 -
34 SDsd  Feminino 30 0,95 59,68 62,87 0,62 0,85 -
35 - Feminino 30 0,87 2,97 3,4 0,09 0,84 -
36 - Masculino 30 5,86 12,45 2,12 0,08 0,42 -
37 SDsd Masculino 31 1,30 0,73 0,56 0,75 0,01 0,79
38 - Feminino 31 1,97 28,49 14,49 0,26 1,65 -
39 -- Feminino 32 4,74 65,14 13,74 0,21 0,77 -
40 SDsd  Feminino 33 0,98 1,88 1,92 0,56 0,38 0,38
41 SDsd Masculino 33 4,02 0,82 0,21 0,27 0,40 0,51
42 SDsd  Feminino 33 10,84 0,67 0,06 0,81 0,33 0,16
43 SDsd  Masculino 33 3,01 0,95 0,32 0,36 0,11 0,07
44 SDsd  Feminino 33 1,13 3,26 2,87 0,33 0,97 -
45 SDsd  Feminino 34 10,28 1,09 0,11 0,48 0,45 0,43
46 SDcd  Feminino 34 3,02 1,67 0,55 1,04 0,26 1,14
47 SDsd  Masculino 34 2,55 0,92 0,36 0,20 0,41 1,62
48 SDsd  Feminino 34 5,70 19,25 3,38 0,29 0,05 0,08
49 - Masculino 34 0,35 10,13 29,02 0,75 - -
50 - Feminino 34 16,33 5,28 0,32 0,05 0,76 -
51 SDsd Masculino 35 5,48 57,78 10,55 0,19 0,4 0,19
52 - Masculino 35 5,76 8,16 1,42 0,19 0,85 -
53 SDsd  Masculino 36 1.3 0,68 0,52 0,12 0,62 -
54 SDcd  Masculino 37 2,27 0,35 0,15 0,64 0,63 0,48
55 SDsd  Feminino 37 1,13 2,49 2,20 0,47 0,27 0,45
56 SDsd  Feminino 37 4,39 0,66 0,15 1,66 0,99 0,24
57 SDsd  Feminino 37 7,57 56,31 7,44 0,22 0,34 0,37
58 - Masculino 37 23,48 0,78 0,03 2,82 0,04 0,09
59 - Feminino 37 2,83 17,21 6,08 0,17 0,85 -

60 - Feminino 37 0,13 2,26 17,68 0,02 0,65 -




Tabela 1. Valores densitométricos referentes ao grupo experimental do estudo (continuacéo).

Valores Densitométricos

Grupo SD Género Idade
rAPP APP130 APP110 ADAM10 BACE1 PSEN1

61 SDsd  Masculino 38 0,84 1,27 1,51 0,05 0,70 0,23
62 SDsd  Feminino 38 6,17 30,95 5,02 0,35 0,66 0,16
63 - Feminino 38 - - - - - -
64 SDcd Masculino 39 1,65 0,81 0,49 3,66 0,93 0,23
65 SDcd  Feminino 40 9,12 0,58 0,06 1,02 0,37 1,16
66 SDsd Masculino 40 - - - 0,53 2,95 0,36
67 SDcd  Feminino 40 3,15 3,29 1,04 0,45 0,01 0,12
68 SDsd  Feminino 41 2,74 1,97 0,72 1,13 0,27 0,16
69 SDsd  Masculino 41 2,32 1,39 0,60 0,51 0,27 0,06
70 SDsd  Masculino 41 3,68 1,49 0,40 2,85 0,07 0,00
71 SDsd  Masculino 41 3,99 2,1 0,53 0,68 1,17

72 SDsd  Masculino 42 0,74 2,09 2,82 0,38 0,51 0,10
73 SDcd  Masculino 42 4,48 2,87 0,64 1,18 0,01 0,00
74 SDcd  Masculino 43 3,05 1,26 0,42 0,90 0,07 0,84
75 SDcd Masculino 43 1,75 0,39 0,22 2,81 0,05 0,02
76 SDsd Masculino 43 2,98 1,00 0,34 0,64 1,28 0,09
77 SDsd  Feminino 43 15,77 21,55 1,37 0,23 0,54 0,12
78 SDsd Masculino 43 1,27 7,68 6,03 0,19 - -
79 SDcd  Feminino 44 3,02 1,72 0,57 0,49 0,08 0,12
80 - Feminino 44 7,80 15,52 1,99 0,20 0,20 0,12
81 SDsd  Feminino 45 5,06 38,9 7,69 0,29 - 0,36
82 - Masculino 45 6,02 2,89 0,48 0,06 - -
83 - Feminino 45 78,71 3,68 0,05 0,05 0,78 -
84 SDsd  Masculino 46 1,56 7,34 4,71 0,15 0,84 -
85 SDcd  Feminino 47 2,48 0,57 0,23 1,02 0,20 0,20
86 SDcd  Masculino 48 2,03 1,38 0,68 2,47 1,72 0,14

87 SDsd Masculino 48 - - - - - -

88 SDsd  Masculino 49 1,05 0,98 0,94 0,05 - 0,01
89 SDcd  Feminino 49 3,42 2,09 0,61 2,11 0,09 0,29
90 SDcd  Masculino 49 1,86 0,86 0,46 0,77 0,26 0,14
91 SDcd  Feminino 49 5,04 0,69 0,14 0,29 0,03 0,46

92 SDsd  Masculino 51 3,60 1,07 0,30 3,80 0,20 0,66




Tabela 1. Valores densitométricos referentes ao grupo experimental do estudo (concluséo).

Valores Densitométricos

Grupo SD Género Idade
rAPP APP130 APP110 ADAM10 BACE1 PSEN1

93 SDcd  Masculino 51 1,89 1,63 0,87 2,50 0,13 0,65
94 SDcd  Masculino 51 0,89 0,70 0,78 0,83 0,66 0,04
95 SDcd  Masculino 51 7,52 1,07 0,14 0,21 0,03 0,39
96 SDsd  Feminino 51 8,21 37,33 4,54 0,53 0,10 0,03
97 SDsd  Masculino 51 - - - 0,39 0,11 0,03
98 SDsd  Masculino 52 23,27 1,80 0,08 0,66 0,31 0,19
99 SDcd  Masculino 52 2,08 0,55 0,27 3,55 0,23 1,18
100 SDcd  Feminino 52 7,11 0,54 0,08 0,36 0,34 0,49
101 - Feminino 52 - - - - - -
102 SDcd  Feminino 53 15,45 0,22 0,01 0,40 0,43 -
103 SDsd  Feminino 54 4,12 0,72 0,18 0,76 0,07 0,12
104 SDcd  Feminino 55 5,03 0,61 0,12 0,13 0,42 -
105 SDsd  Feminino 57 0,75 8,84 11,76 0,73 0,96 0,02
106  SDsd Feminino 57 4,90 0,54 0,11 1,39 0,03 0,12
107  SDcd  Feminino 57 12,9 7,33 0,57 0,16 0,95 -
108 - Feminino 59 12,03 21,31 1,77 0,34 1 -
109  SDcd Masculino 61 1,28 0,44 0,34 0,23 0,38 -
110 SDcd Masculino 62 1,77 0,34 0,19 0,18 1,92 0,14
111 - Feminino 62 2,61 7,97 3,05 0,18 0,55 -

112 SDsd Masculino - - - - - i .

Tabela 2. Valores densitométricos referentes ao grupo comparativo do estudo (continua).

Grupo R Valores Densitométricos
Comparativo Genero ldade rAPP APP130 APP110 ADAM10 BACE1 PSEN1
113 Controle Feminino 19 1,19 0,25 0,21 0,03 0,22 0,12
114 Controle Masculino 21 1,87 0,94 0,50 0,49 0,03 0,22
115 Controle Feminino 22 2,71 0,75 0,28 2,88 0,23 0,11
116 cControle Masculino 24 3,06 1,07 0,35 0,24 0,10 0,10
117 Controle Masculino 24 3,13 0,71 0,23 0,31 0,28 0,10
118 Controle  Feminino 25 3,64 5,61 1,54 0,32 0,04 0,22
119 cControle  Feminino 25 1,46 191 1,31 1,26 0,38 0,54
120 Controle  Feminino 26 1,44 3,12 2,17 0,71 0,06 1,75

121 cControle  Feminino 26 3,27 1,03 0,31 0,37 0,13 0,22
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Tabela 2. Valores densitométricos referentes ao grupo comparativo do estudo (continuacéo).

Grupo R Valores Densitométricos

Comparativo Genero ldade rAPP APP130 APP110 ADAM10 BACE1 PSEN1
122 Controle  Feminino 26 1,45 0,45 0,31 0,57 0,25 0,18
123 Controle Masculino 29 0,76 0,76 1,00 0,40 5,72 0,55
124  Controle  Feminino 29 0,89 1,94 2,17 0,09 0,07 0,11
125 Controle  Feminino 33 1,75 4,34 2,48 0,41 0,21 -
126 Controle Masculino 35 6,13 0,28 0,04 0,22 1,69 0,52
127 Controle Masculino 36 1,24 0,63 0,51 1,24 1,84 0,24
128 Controle Feminino 37 2,35 1,22 0,52 1,33 0,95 0,24
129 Controle Masculino 40 2,47 1,06 0,43 0,33 0,78 0,42
130 cControle  Feminino 41 1,92 0,57 0,30 0,90 0,27 0,27
131 cControle Masculino 42 3,66 2,71 0,74 0,41 0,61 0,55
132 Controle  Feminino 50 1,37 2,90 2,12 0,30 0,11 0,30
133 Controle  Feminino 51 3,76 0,85 0,23 0,56 0,46 -
134 Controle Masculino 51 9,40 0,68 0,07 2,44 0,14 0,06
135 Controle Feminino 52 - - - 0,30 0,13 0,49
136 Controle Masculino 52 1,69 0,71 0,42 0,96 0,80 0,25
137 Controle  Feminino 52 41,44 3,29 0,08 4,05 0,07 0,01
138 Controle Masculino 55 - - - 0,53 0,30 0,15
139 cControle Masculino 57 4,11 1,34 0,33 1,00 0,26 0,08
140 Controle Feminino 59 1,64 1,74 1,06 0,71 0,06 -
141 DA Feminino 61 1,52 0,88 0,53 0,62 0,96 1,39
142 Controle Masculino 62 4,14 2,48 0,6 2,23 0,78 0,89
143 Controle  Feminino 62 4,26 5,562 1,29 0,18 0,03 1,75
144 cControle Feminino 62 3,68 1,07 0,35 0,27 0,63 0,40
145 cControle Masculino 62 6,00 1,01 0,17 0,03 3,20 0,12
146 cControle Masculino 63 2,13 0,30 0,14 0,03 2,47 0,33
147 Controle Feminino 63 1,41 0,17 0,12 0,40 0,59 0,02
148 cControle  Feminino 65 2,58 2,99 1,15 1,25 1,26 1,62
149 cControle  Feminino 65 1,45 1,31 0,9 0,58 0,54 0,61
150 Controle Feminino 65 4,67 1,4 0,35 2,65 0,46 2,11
151 DA Feminino 65 0,57 0,96 1,73 0,45 1,29 0,78
152 Controle Masculino 65 1,65 11 0,7 2,39 0,93 1,95
153 DA Feminino 65 1,5 1,32 0,86 0,16 1,06 1,51
154 Controle Feminino 65 8,66 9,39 1,08 0,12 0,07 0,44
155 Controle  Feminino 66 1,57 0,92 0,58 2,03 1 1,93
156 Controle Feminino 66 1,82 1,76 0,96 0,73 1,81 0,44
157 Controle  Feminino 66 3,34 1,47 0,49 1,11 1,63 1,48

158 cControle Masculino 66 1,89 2,4 1,26 0,9 0,84 0,84
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Tabela 2. Valores densitométricos referentes ao grupo comparativo do estudo (continuacéo).

Grupo R Valores Densitométricos
Comparativo Genero  Idade rAPP APP130 APP110 ADAM10 BACEl1l PSEN1
159 Controle  Feminino 66 - - - 0,08 - 0,23
160 Controle Feminino 67 2,16 1,23 0,57 0,44 1,27 0,54
161 DA Masculino 67 1,21 2,34 1,98 0,83 19 1,14
162 DA Feminino 67 1,18 0,85 0,72 0,89 0,81 0,9
163 cControle Masculino 67 4,13 2,00 0,48 0,46 0,10 0,19
164 cControle Masculino 68 2,22 2,67 1,21 1,51 2,15 2,57
165 DA Feminino 68 1,64 15 0,92 0,08 0,67 0,93
166 DA Feminino 69 0,94 0,78 0,96 1,71 1,6 1,05
167 Controle Feminino 69 3,02 1,83 0,6 0,88 0,54 2,29
168 DA Feminino 69 2,38 2,21 0,92 0,15 2,17 1,31
169 DA Feminino 69 0,73 0,82 11 1,24 0,83 0,6
170 Controle Feminino 70 1,05 1,18 1,13 1,33 1,32 1,17
171 Controle Feminino 70 - - - 0,15 0,25 0,09
172 DA Feminino 71 1,29 1,67 1,3 0,37 3,79 0,91
173 Controle Feminino 71 1,28 2,62 2,06 1,96 1,54 1,26
174 Controle Masculino 71 1,90 2,24 1,18 0,60 0,73 0,23
175 Controle Masculino 72 1,23 1,33 1,13 1,71 0,54 2,59
176 Controle Feminino 72 2,34 1,44 0,68 1,99 1,16 1,15
177 DA Feminino 72 0,49 1,35 2,74 0,79 0,3 0.4
178 cControle  Feminino 72 2,42 2,25 0,91 1,28 1,07 1,04
179 Controle  Feminino 72 1,25 1,44 1,15 2,26 0,67 1,87
180 Controle Feminino 73 2,09 1,75 0,71 1,2 1 2,41
181 Controle Feminino 73 15 1,72 1,38 11 2,11 1,24
182 cControle Feminino 73 2,74 1,52 0,56 2,39 4,22 11
183 cControle Feminino 73 1,12 1,35 1,22 1,38 1,13 0,97
184 DA Masculino 73 0,82 0,87 1,09 0,92 0,65 0,48
185 Controle Feminino 73 1,47 7,75 5,25 0,56 0,46 0,40
186 Controle Feminino 74 1,68 1,33 0,79 3,13 0,97 2,65
187 DA Feminino 74 1,16 1,6 1,38 0,93 2,43 1,09
188 Controle Masculino 74 1,61 2,63 1,69 1,51 1,31 1,07
189 Controle Masculino 74 1,26 1,12 0,88 2,14 0,67 2,2
190 cControle Feminino 74 1,78 1,17 0,65 0,96 0,87 0,87
191 DA Feminino 74 3,09 0,71 0,4 1,19 3,05 2,06
192 DA Masculino 75 0,72 1,78 2,47 0,68 1,22 0,69
193 cControle  Feminino 75 3,01 1,66 0,55 1,13 1,11 0,59
194 Controle  Feminino 76 0,77 0,5 0,65 1,42 0,77 1,28

195 DA Feminino 76 13 12 0,88 0,77 1,43 0,87
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Tabela 2. Valores densitométricos referentes ao grupo comparativo do estudo (conclusao).

Grupo R Valores Densitométricos
Comparativo Geénero  Idade rAPP APP130 APP110 ADAM10 BACEl PSEN1
196 cControle  Feminino 76 4,39 2,41 0,55 1,29 1,08 1,32
197 DA Feminino 76 0,79 15 1,76 0,76 1,23 1,03
198 DA Masculino 76 1,18 1,05 0,82 0,18 1,04 1,86
199 DA Feminino 77 1,43 1,38 0,95 0,12 1,29 0,79
200 cControle Masculino 79 2,35 1,61 0,68 1,04 1,26 1,24
201 DA Feminino 80 1,2 2,29 1,78 1,24 0,87 2,21
202 Controle Masculino 80 1,36 0,97 0,7 1,18 1,07 1,21
203 Controle Feminino 82 2,34 1,73 0,73 2,8 1,08 1,38
204  cControle  Feminino 82 1,77 1,53 0,87 2,84 1,12 2,85
205 cControle  Feminino 82 3,16 1,58 0,5 1,56 1,5 2,7
206 cControle Feminino 82 2,23 1,78 0,79 1,34 0,66 1,57
207 Controle  Feminino 82 2,5 1,22 0,51 2,1 0,97 1,98
208 DA Masculino 82 1,48 1,47 1 0,89 0,74 0,38
209 Controle Feminino 86 1,87 1,71 0,92 1,81 0,78 1,49
210 DA Masculino 87 1,32 1,28 0,97 0,43 2,63 1,09

211 DA Feminino 89 1,23 0,88 0,71 0,04 0,44 0,57
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Abaixo encontram-se as concentragdes plasmaticas dos peptideos AB4o e AB42

(pg/mL), bem como a razdo ABa42/ AB4o, entre 0s grupos experimental (tabela 1) e

comparativo (tabela 2).

Tabela 1. Concentragdes plasmaticas de AR referentes ao grupo experimental (continua).

Grupos Idade Género AB42/ ABao Pa/mt

ABo ABs
4 SDcd Feminino 21 0,49 14,29 6,98
10 SDcd Masculino 23 0,41 21,00 8,55
11 SDsd Masculino 23 0,21 14,57 3,05
12 SDsd Masculino 23 0,37 12,62 4,72
15 SDsd Masculino 24 0,47 14,21 6,73
16 SDsd Masculino 25 0,50 12,06 6,05
20 SDsd Feminino 27 0,40 12,96 5,24
22 SDsd Masculino 27 1,19 19,32 22,90
29 SDsd Feminino 29 0,58 21,00 12,15
37 SDsd Masculino 31 0,42 16,52 6,98
40 SDsd Feminino 33 0,38 15,76 6,05
42 SDsd Feminino 33 0,53 11,51 6,05
43 SDsd Masculino 33 0,74 19,77 14,57
45 SDsd Feminino 34 0,49 18,54 9,16
46 SDcd Feminino 34 0,84 41,76 35,22
47 SDsd Masculino 34 0,33 13,90 4,56
54 SDcd Masculino 37 0,39 10,67 4,13
55 SDsd Feminino 37 0,38 19,77 7,48
56 SDsd Feminino 37 0,55 16,69 9,16
64 SDcd Masculino 39 0,33 23,73 7,87
66 SDsd Masculino 40 0,54 15,41 8,27
67 SDcd Feminino 40 0,35 14,83 5,24
69 SDsd Masculino 41 0,39 12,06 4,72
72 SDsd Masculino 42 0,55 15,45 8,55




Tabela 1. Concentracdes plasmaticas de AR referentes ao grupo experimenta (conclusio).

Grupos Idade Género AB42! ABao Pa/mt

ABo ABs
74 SDcd Masculino 43 0,59 14,01 8,27
75 SDcd Masculino 43 1,46 15,45 22,50
76 SDsd Masculino 43 0,34 13,73 4,72
77 SDsd Feminino 43 0,57 17,93 10,17
79 SDcd Feminino 44 0,61 11,51 6,98
85 SDcd Feminino 47 0,37 13,73 5,06
86 SDcd Masculino 48 0,60 17,00 10,17
90 SDcd Masculino 49 0,66 12,62 8,27
91 SDcd Feminino 49 0,45 18,85 8,55
92 SDsd Masculino 51 0,49 18,76 9,16
93 SDcd Masculino 51 0,52 17,64 9,16
94 SDcd Masculino 51 0,27 16,69 4,56
95 SDcd Masculino 51 0,33 18,20 6,05
96 SDsd Feminino 51 0,53 14,21 7,48
97 SDsd Masculino 51 0,32 13,73 4,41
99 SDcd Masculino 52 0,38 20,16 7,74
100 SDcd Feminino 52 0,22 12,62 2,73
102 SDcd Feminino 53 0,49 18,54 9,16
103 SDsd Feminino 54 0,66 15,96 10,53
104 SDcd Feminino 55 0,43 337,61 145,68
106 SDsd Feminino 57 0,41 18,23 7,48
109 SDcd Masculino 61 0,38 19,46 7,48

Tabela 2. Concentracdes plasméaticas de AP referentes ao grupo comparativo (continua).

. pg/mL
Grupo Comparativo Idade Género ABs2/ ABao

ABso ABs2
113 Controle Feminino 19 0,48 9,84 4,72
114 Controle Masculino 21 0,43 12,62 5,43
115 Controle Feminino 22 0,85 14,29 12,15
116 Controle Masculino 24 0,71 9,84 6,98
117 Controle Masculino 24 0,51 9,84 5,06
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Tabela 2. Concentracdes plasmaticas de AB referentes ao grupo comparativo (concluséo).

Grupo Comparativo Idade Género AB42! ABao Pa/mt

ABao ABa
118 Controle Feminino 25 0,61 9,84 6,05
119 Controle Feminino 25 0,59 10,95 6,50
120 Controle Feminino 26 0,48 17,08 8,27
121 Controle Feminino 26 0,70 17,92 12,60
122 Controle Feminino 26 0,45 12,06 5,43
123 Controle Masculino 29 0,50 12,02 6,05
124 Controle Feminino 29 0,30 17,31 5,24
125 Controle Feminino 33 0,30 15,14 4,56
126 Controle Masculino 35 0,87 13,90 12,15
127 Controle Masculino 36 0,53 14,21 7,48
128 Controle Feminino 37 0,50 10,45 5,24
129 Controle Masculino 40 1,70 14,21 24,14
130 Controle Feminino 41 1,31 21,00 27,50
131 Controle Masculino 42 0,67 11,71 7,87
132 Controle Feminino 50 0,56 13,73 7,74
133 Controle Feminino 51 0,50 10,12 5,06
134 Controle Masculino 51 0,43 10,95 4,72
135 Controle Feminino 52 0,45 9,84 4,41
136 Controle Masculino 52 0,82 12,34 10,17
138 Controle Masculino 55 0,98 11,51 11,31
139 Controle Masculino 57 0,39 12,06 4,72
140 Controle Feminino 59 0,58 12,96 7,48
142 Controle Masculino 62 0,53 19,16 10,17
144 Controle Feminino 62 0,92 11,08 10,17
146 Controle Masculino 63 0,55 11,08 6,05
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Absiract: Background: Down syndrome (D3] is associated with a high prevalence of cognitive
impaimment snd dementia in middle age snd older adults. Given the presence of common neuropa-
tholagical findings and similar pathogenic mechanisms, dementia in DS is regarded as a form of
genetically determined, eary-onset AD. The clinical characterization of cognitive decline in persons
with D5 is a diffioult task, due to the presence intellectnal disability and pre-existing cognitive im-
pairment. Subtle changes that ecour at early stages of the dementing process may not be perceived
climically, given that most cogmitive scTesning tests are mot sensidve enough to detect them. Thers-
fore, biological markers will provide support to the diagnosis of DS-related cognifive impaimment
and dementia, particularly at early stages of this process.

Dhjective: To perform a systematic review of the literamre on AD-related biomarkers in DS,

Meihod: We searched PubMed, Web of Science and Cochrane Library for scientific papers pub-
lished between 2008 and 2018 using as primary mesh terms “Domm’, *Alzheimer”, “biomarker’.
Resnlrs: 79 smdies were remieved, and 39 were considered elizible for inchision in the systematic
review: 14 post-mortem stodies, 10 neurcimaging, 4 addressing cerebrospinzl fluid biomarkers, and
11 on peripheral markers.

Conelnsion: There is consistent growth in the nuwmber of publicatdon in this field over the past years.
Smudies in D¥5-relarved dementia tend to incorporate many of the diagnostic technologies that have
been more extensively studied and validated in AT). In many instances, the smdy of CHNS and pe-
ripheral biomarkers reimforces the presence of AD pathology in DS.

Keywords: Down syndrome (DS), Alzhemmer’s disease (AD), aging, biomarkers, amyloid-beta (AF), amyleid precursor protein

(APP).

L INTRODUCTION

There iz a high prevalence of dementia among aging in-
drviduals with Dewn syndrome (DS) [1, 2]. The Werld
Health Organizafion (WHO) estumates that 70% of people
with DS will present with dementia i late-life; ligher num-
bers are expected as a consequence of the mereasmg life
expectancy of people wath DS [3]. From the early 1930°s to
the present time, the life expectancy of mdividuals with DS
has risen from 235-30 to =60 wyears of age. Nowadays, up to
80% of ndrviduals with DS will reach the sxth decade of
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(LIM-27). Instinato de Psiquintria, Hospital das Clmicas da Faculdade de
Medicina da USP, Rua Doutor Owidio Pires de Campos 783, 03403-010
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life [3]. and thers 15 a3 growing oumber of septuagenarians in
some countries [4]. Cognitive decline in DS has onset m late
adulthood, usually by the fourth and fifth decades of life.
Dementia in DS is thought o be a variant form of Alz-
heimer’s disease (AD]), given the presence of core pathologi-
cal markers of AD m the brain of demented clder adults with
DS [5]. Smularly to AD, the prevalence of dementia m DS
also mereases with population ageing: 10-25% among people
with 40-30 years of age; 20-50% among those with 50-60;
and 60-75% among those aged 60 years and older [6-11].

There is also evidence of premature aging i people with
DS, and for this reason DS can be considered a progercad
syndrome [12, 13]. This process 1s illustrated by physieal
changes (for example, bleaching and har loss, skin wnn-
khng), funchional decline (presbycusis, cataract, sarcopemia,
osteopenia, early menopause) and histological characteristics
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(lipofuscin granules m cardiac, nerve, cutaneous and refinal
cells), in addition the inereased mcidence of autcimmune
disorders, cancer, vascular disease and dementia [11]. O=ida-
tive stress 1s regarded as an important underlying factor in
aging-related phenotypes m D5 [13, 14].

Tnsomy of chromosome 21 is related with both prema-
ture aging and AD pathology. The extra copy of this chro-
mosome leads to the over-expression andor abnormal fune-
tion of at least two relevant zenes located on it: amylowd pre-
cursor protein (APP} [15] and supercxide dismutase-1 (SOD-
I [15]. The overexpression of the APP gene causes abnor-
malities in the regulation of APP metabolism, leading to the
overproducton of the amyloid-beta pephide (AR} and subse-
quent effects on the amylowd cascade [13]. Supercmde dis-
mutase [Cu-Zn], also known as SOD-I1, 15 centrally invelved
in the regulation of oxidative stress [16, 17]; thereby, abnor-
mal expression/function of SOD-1 leading to the chronic and
excessive formation of reactive oxygen species affects DMNA
integrity, impamrs mifochondnal functon, and deregulates
apoptosts [18-20]. These mechanisms are crifical to bramn
homeostasis and have been implicated In premature ageing
m D5 [13, 14]. Indeed, studies conducted by Jenkins er al.
mdicated an assoclation between shorter telomeres and cog-
nitive impanment or dementia m DS [21-23]. Therefore, the
early onset of dementia in D5 15 presumably not only due to
the greater magnmitude of the amyloid burden, but also to
multiple factors that accelerate the aging process due to
chromically increased oxidative stress. Given the wrell-
established pathological sumilanties, demenhz m DS 15 be-
lLieved to be a form of genetcally-determined, early-onset
AD (24). Pathological studies indicate that the overproduec-
tion of AR 1s observed in the D5 brain since the age of 35-40
vears [25]. The accummlation of AP tmggers the amyvloid
cascade, a sequence of neurctoxic events that ultimately
leads to the formation of semle plagues and newrofibrllary
tangles [6, 8, 26—28], pathological hallmarks of AD.

The clnical diagnosis of dementia in DS 15 2 complex
decision. The first challenge 15 the varzbility of cogmtive
test scores depending on the degree of intellectnal disabality
and the achievements of the person wath DS through educa-
tion, stmulation and development of skills. Upon a cross-
sectional assessment, 1t may be mpossible to differentiate
non-demented DS subjects with lower IQ) from cogmitively
impaired subjects with higher mtellectualfunctional capae-
ity, for these two groups of DS subjects may obtain smmular
overall scores on cogmafive screemmg tests. Better diagnostic
perspectives will be achieved upon longitudinal reassess-
ment, m which case the charactenzanon of change (rather
than state) will reflect better the onset of subtle cogmitrve and
functional deficits [29, 30]. Secondly, there 15 a crifical pau-
city of dizagnostic tools and gudelines that have been specifi-
cally developed to address this problem [31]. Compared to
AD, the charactenization of cognifive and behaviourz] symp-
toms m persens with D5 lacks the support of well-
established neuropsychological and pewroimaging patterns
and diagnostc guidelines. Therefore, the search for swrogate
markers of the pathological process of dementia m DS 1s
justified by the need of subsidiary tools to support the diag-
nosis and prediction of dementia — as extensively reported in
the research of AD biomarkers in the past decades [32-36].
The objectrve of the present study 1s to review and summa-
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nze the avallable literature about the use of AD-related buo-
markers to support the diagnosis of dementia in DS,

LMETHODS

In preparation for the present work, we performed a
comprehensive, electronic search of medical literature ad-
dressing PubMed, Web of Science and Cochrane Library
databases. We searched for scientfic papers published be-
tween 2008 and 2018, using as key words: [Down] AMD
[Alzhermer] AND [(bic)marker]. A broader, additonal
search was conducted using a5 mesh terms [Down] AND
[Alzheimer] AND diagnosis], filterng out clmical studies
not based on diagnostic biomarkers. This procedure was re-
peated in September 2013, pnor to the finalization of the
manusecript, in order to include papers published on thas sub-
ject unfil the submussion of the present work. We fwther
performed hand-searches of references cited m elizible stud-
1es to identify additional contributions. Inclusion cnteria
were: (1) prospective or retrospective study reported i a
peer-reviewed publication; (2) use of biomarkers (all sub-
types) for the diagnostic support of dementia m DS, diag-
nosed by clmicz]l judgement or formal diagnostic entena
(e.g., DEM-IV); (3) correlafion studies using clmical and
biological markers. Full papers, short reports and letters to
editors published m scientific jownals, m addiion to pub-
hished abstracts melattve to commumnications m sclentific
mestings were taken into account. Mo restrictions were im-
posed regarding language or country of publication. Assess-
ment of ehgibility was preliminary based on the analysis of
fitle and abstract of selected papers, followed by full-text
screenmg when available. We excluded papers published 1n
duphbication, case studies or case senes with less than 4 pa-
fients, and ammal studies. Publications were grouped accord-
mg to two major types of blomarker studies, ie., cerebral
and humorzal markers. The former group mcluded (1) patho-
logical studies of post-mortem brain and (i) neurcmmagmmg
studies, ie., magnetic resonance imagmng (MEI); positron-
emission tomography (FET); molecular maging (amvloid-
PET); and the latter group mchided (in) studies on cerebro-
spmal flmd (C5F) and (iv) peripheral (blood-based) bio-
markers.

3, RESULTS

A total of 79 studies addressmg AD-related bromarkers
m D5 were retnieved using the aforementioned search pro-
cedures, and 49 were rejected according to excluzion eriteria.
The 30 studies that were considered ehgible for melusion
m the present systematic review were subdivided mto
four categories: Pathological (post-mortem) studies (n=6);
newromaging studies (n'=9); studies addressing cerebro-
spmal flud biomarkers (n''=4); and studies on peripherzl
markers {n" =11} (Table 1}.

3.1. Pozt Mortem Studies

Downes ef al. conducted a2 pathological smudy of the ag-
mg DS bram, addressing the expression of two synaptic pro-
tems, synaptophysin (SYN) and synaptosomal-associated
proten 25-kDa (SNAP-25), m six different areas [37]. As
compared to cogmtively umimpaired subjects, demented D5
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Tablel. Simdies addressing AD-related biomarkers in D5,
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comfrols Wastarn hlot o {3002)
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) ﬂ&_:" Imommostaining: 1 SMAP-15 expression m DS (200T)
contrels
T wohible A levels m DS
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10 smd- - L -
Hemmoimagmg - TDS MEI; FiB FET T PiB retntion in only two of the sevan DF subjects (age: 3B ad 4+ yeam)
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brams had lower densites of both proteins m frontal, parietal
and temporal cortex and in the hippocampus. SHNAP-25 den-
sifty 1 the ocempitzl lobe was statistically similar i both

groups, and increased i the cerebellum of demented D5
subjects. Smilarly, Martin er al. showed that demented D5
patients had lower levels of YN m fromtal cortex, which
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was comparable to AD [38]. Cremona ef al. assigned the
synaptojanm-1  (SYMJL) gene to bhuman chromosome
21222, and further showed that SYNJ1 levels were higher
m [}, as compared to sporadic AD, nrespective of the de-
mentia status [39]. Other studies mdicated that both the
overexpression and the absence of this protein can lead to
synaptic and cogmitive dysfunctions in DS [40—44], with
opposite trends in AD and DS — the former group with lower
[45] and the latter group with higher levels of SYNT1 [46,
47] relative to controls. SYM 15 an integral membrane ghyeo-
protem that ocours 1n presynaptic vesicles of neurons and n
smmilar vesicles of the adrenal medulla [48]. The progressive
loss of SYHN 15 well-stabhished in AD fransgenic mice [49],
and the presence of the AP peptide leads to synapne dysfune-
tion [30]. SNAP-25 is an important protein ivvolved m for-
mation of neuwral soluble M-ethyvlmalemide-sensitrve factor
attzchment protem receptor (SMARE) complexes [51]. which
has a crucial role in memory formation and learmmg [32].
Diownregulation of these protems can mmpaw the proper fune-
tioning of the brain as well a5 the process of neurofransmis-
ston. In addition, abnormal levels mav contnbute to the de-
velopment of newrcdegenerattve dizeases, meluding AD
[53].

Cenim &t al. showed that oxidative damage may contrib-
ute to the onset and progression of AD pathogenesis m 5D
[54], given that these indrniduals have higher protein levels
of 4-hydroxy-2-rans-nonenal (HNE) — a marker of protein
oxidation — in the frontal cortex. In addifion, there 15 a posi-
tive comelation between protemn carbonvls and Af) s levels
in the frontal cortex of DS subjects. In another study, Ling ef
al. found that the expression of the human mutochondral
elongafion factor tu (EF-Tu) gene 15 downregulated mn the
frontal cortex of demented mdividuals with D5, as compared
to non-demented probands [55]; this findmg comes along
with decreased expression of thioredoxm-dependent perox-
ide reductase mutochondrial (PRDX3) and o-enclase. The
authors further found lower levels of apolipoprotem E
(APOE), Fab-3A and transifional endeplasmic reticulum
ATPase (TER ATPase), and higher levels of malate dehy-
drogenase mitochondnzl (MDH) in people with DS com-
pared to age-matched controls [535]. The EF-Tu gene is re-
lated to the synthesis of proteins entically inveolved in energy
and metabolism [35, 56]. The reduced expression of the ant-
oxidant protein PRDX3 and of the glycolytic enzyme o-
enclase in demented mdrviduals with DS forther reinforces
the role played by cxidative stress in the pathogenesis of AD
and DS-related dementia, since the latter enzyme 15 indi-
rectly involved in AP degradation [57]. Low protein levels of
APOE and Fab-3A are related to cognitrve mmpamment and
newrcdegeneration, once they are respectively mvelved mn
AP clearance and transport of synaphic vesicles [35, 38, 59],
whereas ATPase m mvolved m the regulation of autophagy
[60], and MDH and oc-enolase are mvolved m energy me-
tabelism [61, 62].

Mmers ar al. [63] showed compared post-mortem brain
samples obtained from DS subjects and from confrols
matched for age-at-death; the authors found higher concen-
trations of msoluble AP in the frontal cortex of DS subjects,
along with increased expression and activity of the AP pep-
tide degrading enzyme nepnlyzin (MEP) [64, 65], but no
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differences m the actvity of BACE] (beta-site AFP-cleaving
enzymel). Therefore, bevond coadative stress, abnommalities
m the expression of relevant protems may contribute to the
development of AD pathology m DS people.

3.2, Neuroimaging Studies (MEI And PET)

Fecent studies using molecular imaging with PET have
highhghted the potential of the method for the assessment of
miracerebral AP load in DS dementia [66—69]. Sabbagh er
al. [70] used a combination of clinical (newropsychological)
and mmltiple imaging methods (MEI, "F-FDG-PET e "'F-
florbetapr-FET) to assess a cross-sechion of 17 adults with
D5 (5 with and 12 without dementia) and % matched con-
trols; the authors found posive comrelations between the
magmtude of cogmitrve deficits, age, and maging parame-
ters. However, other auwthors claimed that the presence of
AD-related pathology, as indicated by imaging biomarkers,
15 not always associated with the presence of dementia m D5
[71,72].

In an elegant comrelational study conducted by Annus ar
al. [27] m a test group of 46 adults with D5 compared to 30
matched controls, the presence of cerebral AP detected by
PIB-PET was used to classify parficipants as amyloid-
positive (42%) and amvloid-negative (38% of the DS sub-
jects). The former group displayed stuctural neurcmmagmg
(MEI)} findings compatble to those observed m AD, with
hippocampal atrophy and velometric reductions mn thalamus
and stiatum; a different profile was cbserved m amylowd-
negative, but still distimet from healthy controls [27].

Using amyloid imaging with "*F-florbetaben, Jenninzs er
al. [73] showed m a sample of 3% adults with DS (mean age
46.3 vears) a strong comelation between AP load and agmg:
the marker was postiive m 7% of DS subjects aged 40-44
vears, In 33% of those with 45-49 years of age, and in 90%
of those aged 30 and older. However, dementia was only
present m 6% of the DS sample. It can be claimed that the
presence of AP m the D5 bramn indicates the nsk for fumure
conversion to dementia, m which case the biomarker 1llus-
frates the presence of AD pathology prior to the clinical on-
set of dementia. Nonetheless, the lack of a temporal associa-
fion between intracerebral amylowd and cognitrve mpaiment
mdicates that the problem 15 more complex than formerly
estimated. That 15 to sav, the presence of AP and other patho-
logical mechanisms related to AD mav be counterbalanced
by protective factors — most of which unknown — so that
many mdividuals with D5 may be resihent to the presence of
AR withm the brain.

The rescluton of this 1mpasse will require prospective
studies mn which the cognitive and functional performance in
non-demented D5 adults are longimdinzlly assessed m the
hight of AD-related tiomarkers. Accordimgly, a Californian
research group has recently published the prelmmary results
of the ‘Down Syndrome Biomarker Imfiative’, a cross-
sectional analy=is of multple climeal and biological markers
m z sample of 12 adults and elders with DS (agze range 30 to
60 years), advocating the need for mmlticentre, longitudinal
mals to determune the biomarkers that best predict dementfia
m D5 [74]. The imagmg protocol inchided structural (MET)
and functional newrcimaging (*F-FDG-PET), and amyloid
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imaging with PET (' *F-florbetapir). The authors firther as-
sessed the presence of AR in the refina, plasma AR and po-
Iymorphisms of the apohipoprotem E gene (APOE). Cormrela-
tions were found between cerebral AR, hippocampal atrophy
and reduced regional glucose metabolism. However, cogni-
five impairment was not assoclated with AP load, but rather
with metabolic abnormalites, supporting the notion of a pre-
clmical phase m which the pathological markers are positive,
but not temporally assoclated with cogmitive imparment.

3.3, Cerebrospinal Fluid (C5F) Biomarkers

To our knowledge, m the last ten vears few studies in-
volving biclogical markers related to AD were desenbed in
CSF of DS subjects. An exploratory study m this field, con-
ducted by Portelms er al. [75], failed to identify the typical
‘AD signature’ in the CSF of 12 adults with D5 (mean age
40 vears) compared to 20 controls; however, the authors
found sigmificant changes in CSF parameters indicatrve of
abnormalittes m APP processing, ie., increased concentra-
tions of secreted APP pepnides (sAFPPo e -f) and truncated
APias forms. Besides that, there was an mverse comrelation
between C5F AR, 4 levels and chronological age m DS, ie.,
older adults with DS had lower CSF levels of ARz, and
hugher levels of YEL-40, a2 marker of mucroghal activity.
This group also showed, m another study [76], hugher CSF
levels of amyloid precursor-like protein 1 (APLF1) m D5;
APLP] is a protein with sequence homology to APP and
may also undergo cleavage via the amvloidogenic pathway
[77,78].

Garciz-Avllon ef al. [79] analvzed APP C-termunal frag-
ments (AFP-CTF) m the CSF from demented patents with
D5, dominantly mherited autosomal AD, and late-onset spo-
radic AD. APP-CTF 15 a protechytic metabolite of APP,
which 15 generated via metabolic pathways related to aspar-
agine endopeptdase (AEF) or metalloprotemase (n-secretase)
activity. APP-CTF levels were increased in all three groups of
AD-related dementia zroups compared to healthy confrols.
Sogorb-Esteve [80] showed that indrviduals with genetically-
deternuned forms of AD, meluding camrers of PSEN] muta-
tions and subjects with DS, have higher CSF levels of prese-
nilin-1 (PSEM1)} as compared to controls, independently of
the presence of cogniftve mpanment or dementia.

3.4, Peripheral Biomarkerz

A small number of smdies addressed the presence of pe-
ripheral biomarkers related to AD mn D5 samples, usually by
deternuning concenfrations of several proteins related to the
pathophysiology of AD m samples of penipheral blood or its
fractions. In a cross-sectional study with 24 participants with
D5, 10 with mtellectual deficencies due to other causes, and
18 age-matched controls, Conti er al. [81] showed statisti-
cally sigmificant changes m plasma concentrations of AFP
metabolites in D5, namely a2 50% mecrease in the sAPPa pep-
tide and a six-fold merease in APiy;, indicating a metabolic
shift m APP metabolism towards the amvloidogenic path-
way.

In addition to the analysis of APP metabolites, plasma

levels of amyloid pephdes AR, 4, and AP 4; have also been
studied among people with DS aged 40-60 vears. Two of

Bram ef al.

these studies [B82, 83] showed no sigmficant asseciation be-
tween age and plasma concentrations of Af, s or Af 4, m
DS urespective of the dementia stafus, comparng DS to con-
trols. Also, no statistically significant differences were found
comparmg demented and non-demented D5 subjects with
respect to AP,y and AP, s levels, and the presence of the
APOE-s4 allele did not affect amvloid peptide levels [82].
Smilar findings were presented by Prasher er al. [B4] m a
longitudinal study, with the addifional evidence of a positive
assoclation between plasma AP levels and duration of de-
mentia m D5, ie., subjects with DS-related dementia had
significantly lower mean plasma levels of APjs. and AR
wAP i =ho was significantly higher among those with
more than four years of onset of dementia as compared to D5
subjects at early stages of the dementing process. Confrover-
sial results have been presented by other authors, such as
lowrer AR, 4 levels and AP, 4/AB, 4, rafio, and higher plasma
levels of AR, 4 [85, 86] and tau [85, 87, 88] m DS compared
to healthy confrols; nonetheless, the pattern of change m
these bromarkers m DS were similar to the ones found m
AD, ie., lower AP, s and lgher AR, ,; levels, and hgher
ARy ao'APia; ratio, [35]. Abnormally higher concentrations
of other potenfial biomarkers of newodegeneratrve proc-
esses, such as nerve growth factor precursor, tissue plasmi-
nogen activator, neuroserpm, metalloproteases and mflam-
matory cytokines, were also found to be present in D5 [86].

A recent cross-sectional study conducted by Storydom er
al. [89] analysed plasma levels of neurofilament light {NF-L)
a5 a marker of neurodegeneration m a sample of DS with and
without dementia, and 1dentified not only a positive correla-
fion of NF-L with increasing age, but also lugher levels of
MNF-L m demented D5 subjects. NF-L 15 one of the scaffold-
mg cytoskeleton protems of myvelinated subcortical axons
and may reflect axonal damage in newrodegeneration, inchid-
mg fammlial and sporadic AD [90-92].

Although many studies have focused on the search for
candidate biomarkers of AD m the plasma from people with
D5, other biological matrices have also been studied. Prasher
et al. [93] mvestigated total sermum cholesterol levels in rela-
tion to the onset of dementiz m DS, There were no statish-
cally significant associations between total serum cholesterol
levels across study groups, nor between serum cholesterol
and plasma levels of AP,y and AP, y;: nonetheless, DS
adults with at least one APOE-s4 allele presented with sig-
nificantly ligher serum cholesterol levals.

Mewronal exosome plasma and serum levels of the AR
peptide and phosphorylated tan protem (P-tau) were analysed
by Hamlett er al. [24] across four groups of participants, dis-
fributed accordng to the presence of D5 (DS v=. confrols)
two age-groups (8-35 wears vs. =35 wears of age). Higher
levels of AP and P-tau were observed i both DS zroups
compared to age-matched controls and, m the subgroup
of D5 with dementia symptoms, A5 levels were decreasad
and P-tau increased as compared to non-demented DS
subjects.

CONCLUSION

Dementa due to AD and D'5-related dementia share mm-
portant similariies regarding core pathological findmgs and
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mechamsms of neurodegeneration; for this reason DS 15 re-
garded as a form of genetically determined, early-onset AD.
The neurodegensrative process im DS 15 entically related to
the overproduction and accumulation of the AP peptde in
the brain, as 2 consequence of abnormal expression and
regulafion of the APP gene, located on chromosome 21.
Therefore, laboratorial and neurcimaging methods targeting
AP have vielded consistent msights m the search for brologi-
cal markers of the neuwrcdegenerative process in DS, Amy-
loid imagmg with PET mdicates that, simmlarly to AL, the
accumulation of the AP peptide in the D5 bram m age-
dependent, but starts m D5 much earlier than m AD. How-
ever, studies have so far faled to detect a clear association
between infracerebral AR load and the presence of cognitive
symptoms, mdicating that there are factors to be elucidated
confernng vulnerability or resilience to AR toxicity m the DS
bram. Biomarker studies in the C5F and penpheral blood
also remforce the central role plaved by abnormal APP proe-
essing and AP formation m DS, but studies reporfing tau
abpormalities m D5 have not shown the same consistency as
m AD.

The recent rise in the number of publications in the field
of AD-related bromarkers in D5 mdicates a growing mterest
of chnical scienfists m this field. Such comtribufions con-
wverge from research groups prmanly dedicated to the study
of AD homarkers, zlong with researchers from the fisld of
mtellectual disability looking mto ways to improve the diag-
nosis and develop better inferventions to deal with dementia
m D5, Therefore, nenrcbiological studies mm D5 can contrib-
ute to a better understanding of the pathophy=iclogy of AD,
and clmical-laboratonal studies in DS can take advantage of
the technological developments that recently emerged from
the AD field. These developments may result in the valida-
tion of methods to support the early diagnosis of cognifive
mpairment and dementia m DS, and estabhsh a scientific
framework for the development of therapeutic and preven-
tive Inferventions.
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ABSTRACT In July 2019, a group of multidesciplinary demantia researchers from Bragil and the Unitad Kingdom (LK) mat in the
city of Belo Horizomte, Minas Gerae, Bragil, o discuss and propose solutions o current challengas faced in the diagnosis, public
parception and cara of demenia. Hero wa summarize fe cutcomes from the workshop addressing challenges in diagnoss.
Brazil facas a major problem in demantia underdiagnosis, parSculary involving fhe population in an adverse sociceconomic
contet. There i poor availability of resourcas and specialists, and the knowledge of ganeral practiionars and other healthcare
professsionals is far from satisfactory. Low education level is a further obstacle in diagnosing dementia, as fhe most commeonky
usad screening tests are not designed 1o evaluate this populstion. Pabients and thair families must ovarcome the stigma of a
diagnosis of dementia, which is still prevalent in Brazil and increasas the burdan of this condition. Whilst the UK. hes greater
raspurces, dedicatod memory sarvices and a Mafional DemenBa Stratagy plan, the Mational Health Senvica (NHS) has limited
funding. Therefore, some challanges reganding diapnosis ara common across bofh countries. Tha authors suggest possile
solutions o confront these, with the gual of imgroving assessment and recognition of damentia and reducing misdiagnosis.

Keywords: damentia, diagnosis. cognitive impairment, omarkers, naurobehavioral manifestaions.

DESAFIDS NO MMAGMOSTICO DE DEMENCIA: CONCLUSOES DO WORKSHOP DE DEMENCIA REIMD UNIDD-BRASIL

RESUMID. Em julho da 2019, um grupe multidiscaplinar de pesquisadones em deméncia do Brasil e do Rene Unido & reuniu em
Belo Horizonte para discutir & propor soluges para os desafios no dagndstico, percapgo pdblica & ratamento dessa condigio.
Nest artigo, sintefizamos as conclusies do workshop sobre o desafios no diapndstico da daméncia. 0 Brasil enfrenta um
grande problema no subdiagndstice de daméncia, principalmenta entre a populacio em condigdas socioacondmicas advarsas.
Ha pouca disponibilidade da racursos o de espacialistas a o conhecmants da madices generalistas a de outres profissionats
da saide 4 pouco sbrangante. Baiea escolaridede 4 ambdm um obsticule no diagnéstico de deméncta, uma vez que os testes
da rasfreio mais utilizades na prafica clinica ndo sdo estniurades para avaliar 2 populag@o com essa parfil. s paciantes
com deméncia e suas famfias ainda tam que suparar o esfigma do disgndstico, que & ainda muito prevalante no Brasil &
colabora para a piora da qualidade de vida. 0 Reino Unido, por outro lado, disple de mais recurscs financeines e de pessoal,
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poss=ui senvicos dedicados A avaliago de problemas da mamiéria e um plane estratégico nacienal para deméncia. Confude, o
National Heafth Sonaco (MHS) tem verbas imitadas, o que faz com qua alquns dos desafios no diagndstico da daméneia sajam
COMUNS 308 Gois palses. (s aufores sugerem posshvais solughas para enfrentd-los, com o objetivo de melhorar a avaliagio a

o reconnecimanto da deméncia e reduzir os ermes da diagndstico.

Palavras-chave: deméncia, diagnéstico, dishuncdo cognitiva, biomarcadoras, manifestagfes neuncomportamentais.

INTRODUCTION

The upcoming decades will see a rise in the prevalence
of dementia, especially in developing countries. There-
fore, healthcare systems must prepare to provide timely
and accurate diagnosis and have the resources in place
for efficient care. There are many barriers to reach this
goal, and they vary in places with alower sociceconomic
status. An important step to address this is to share ex-
perience and best practice with professionals from other
states and countries, establish collaborations and work
together towards feasible, creative sclutions.

The United Kingdom-Brazil Dementia Workshop
took place in the city of Belo Horizonte, State of Minas
Gerais, Brazil, on July 25-27, 2019, with participation
of researchers from both countries, and aimed to fa-
cilitate collaborative and creative solutions to address
challenges in public perception of dementia, diagnosis
and care management. This article summarizes the dis-
cussions from the workshop regarding challenges in the
diagnosis of dementia, both in Brazil and in the United
Kingdom (UK). We also provide some suggestions to
overcome these barriers, with the goal of improving the
assessment and recognition of dementia and reducing
misdiagnosis.

With the fifth largest population in the world,
Brazil faces extreme sociceconomic inequality. Rich,
cosmopolitan metropoles deal with a very different
reality than small, remote or indigenous communi-
ties regarding access to healthcare (both primary and
specialist, tertiary care) and availability of diagnostic
resources. Even in the largest cities, there are im-
portant inequalities, for example, when we compare
peripheral areas to rich neighbourhoods. Though there
are data on Pma]em:e of dementia in the richer, south-
ernmost regions of Brazil,'® there iz no information,
i.e. population-based studies, for other regions. Due
to this heterogeneity, approximately 77% of people
with dementia are left undiagnosed in Brazil.* As a
comparison, since 2015 two-thirds of individuals with
dementia in the UK have had a formal diagnosis.® At
the other end of the spectrum, misdiagnosis is also
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a problem, 2z many individuals in Brazil receive an
incorrect diagnosis of a cognitive discrder. There are
guidelines for diagnosis, both in Brazil and in the UK 57
yet t'hey have not been converted into practice in the
Brazilian public healthcare system.

Around 850,000 people are estimated to be living
with dementia within the UK.® The UK Government
and the Mational Health Service (NHS) have made
dementia a priority and, since the first National De-
mentia Strategy was published in 2009, improvements
have been demonstrated in both dementia services and
funding into dementia research. An example thereof is
the increase of diagnostic rates since the launch of a
national policy. Memory clinics are an essential part of
this strategy, serving as the cornerstone of diagnosis for
people with suspected dementia and as gatekeepers to
treatment and post-diagnostic support. Access is usu-
ally restricted to referral. They have been around since
the early 1980s and have spread ever since to a current
number of 222 in England.”™ Memory dinics are also
extremely important because the staff there have the
most expertise; they are delivered by specialist multi-
dizsciplinary teams and are usually led by a Psychiatrist
or Meurclogist specialized in old age. Nevertheless, the
MNHS is substantially stretched and psychiatric services
are often hit the worst. The UK is currently facing a
shortage of psychiatrists and the effect this will have
On services is worrisome.

Besides that, waiting lists are often long, and for
those whe live in remote areas, access may not be
feasible. It can, therefore, take a long time to reach a
diagnosis of dementia, which is also an issue in Brazil.
This should not a]wa}rs be viewed negatiu'el}r, since a
range of investigations needs to be carried out and
differential diagnoses must be considered. In the UK,
diagnosiz and support of vasoular dementia need par-
ticular improvement, since many patients are turned
away from memory dinics if the cognitive decline is
deemed vascular in aeticlogy, for example if they have
a history of stroke. This is mainly due to the uncertainty
regarding trajectory of vascular cognitive impairment.
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Challenges in the diagnosis of cognitive impairment and
dementia in primary care

The General Practitioner {GP) plays a crucial role in the
pathway to receiving a diagnosis, therefore it is sensi-
ble to start with the challenges faced in the primary
care setting. In the UK, GPs are encouraged to identify
dementia cases, but they are not considered respon-
sible for making a formal diagnosis. Suspected cases
are referred onto memory dinics, and the clinicians
there make the diagnosis. Reversible causes of cogni-
tive decline, such as infection, metabolic disorders or
depression, should be investigated by the GP and ruled
out before specialist referral is made. An incorrect label
of dementia can cause both physical and psychological
harm, so it is crucial that healthcare professionals are
aware of commen dementia mimics, including func-
tional cognitive disorders, which are frequently seen by
memory clinics. One study found that more than 50%
of memory dinic attendees had a functional cognitive
disorder rather than dementia.!!

Diagnosis of rarer forms of dementia, for example
non-amnestic presentations of Alzheimer's disease
{AD), frontotemporal dementia, and primary pro-
gressive aphasia (PPA), can be especially delayed,
since there are fewer healthcare professionals with
experience in recognizing these conditions, and
fewer specialist centres with expertise. Moreover, in
the Brazilian public health care system the access to
neuroimaging tools, particularly magnetic resonance
imaging (MRI), is still limited to larger cities. Also, the
disconnection between different levels of care needs to
be improved. Since the process of receiving a diagnosis
can be timely and involves numercus stages, it is im-
portant that patients and families are kept informed
of the timelines, what investigations are taking place,
and why they are happening.

Challenges in screening

The Prohlem with diagrmsing dementia in Brazilian
primary care starts at the very first step of memory
camplaints evaluation: cognitive screening. Medical
appointments tend to have a very short duration in
this setting, sometimes less than ten minutes, and
must comprise all kinds of health issues, some of which
are much more compelling than memory complaints.
Even when the GP assesses cognition, the limited time
makes detailed cognitive tests not doable, which makes
shorter, simpler tests more suitable. However, health
professionals in Brazil are usually not aware of different
instruments for dementia screening and are not trained
to perform them.
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Appointment length is not so dissimilar within
primary care in the UK, with duration also affecting
feasibility of cognitive screening. & GP will usually have
to see the patient over multiple appointments to gather
collateral history, carry out cognitive screening and re-
port back results of cognitive and blood tests. Cognitive
test choice is ultimately down to the individual GF's
preference. A recent survey found the three tests most
commonly used by British GPs are the Mini-Mental
State Examination (MMS5E), GF Azszessment of Cogni-
tion (GPCOG), and the 6-Item Cognitive Impairment
Test (BCIT).™

In Brazil, the MMSE" is the most commonly used
tool, as suggested by the Brazilian Ministry of Health
Protocol for Alzheimer's Evaluation.™ The use of MMSE,
however, is not fully standardized, not only because of
thelack of training, but also due to the frequent use of
cultural a.daptal:iclns. This happens with the aim to over-
come differences between international sa.mples and
the Brazilian population (e.g. replacing “season” with
“semester” or “time”) and to reduce floor effects related
to educational bias (e.g. serial additions of 5" instead
of subtractions of “7" and spelling “Maria” backwards
instead of “world”)."® Another problem with the MMSE
iz the big influence of education on the performance of
patients and the different cut-points suggested in the
literature.”® Despite these limitations, the MMSE is
useful for initial cognitive screening in Brazil.

Other common challenges which are not coun-
try-specific include testing individuals with sensoryloss
who forget to bring along their glazsses/hearing aid, so
it is crucial that healthcare professionals remind and
stress the importance of bringing them to the appoint-
ment. Environmental factors also affect assessment.
The importance of having a relaxed, quiet atmosphere
iz emphasized for an accurate, reliable cognitive assess-
ment. A rushed GP appointment may therefore affect
performance.

The best way to improve the screening of dementia
in primary care is to establish prum:nls using sj.mple
and short tests. Tests should be standardized, regarding
not unl}r the method of evaluation, but also normative
values. Idea]]}r, the screening instruments should not
be heavily influenced by educational level. After that,
health professionals should be trained to choose and
use the tests properly.

There are a number of tests available which can be
administered in under ten minutes, for example some
shortened versions of the Montreal Cognitive Assess-
ment {(MoCA) have been found to have high sensitivity,
similar to that of the full scale ® Test choice should be
informed by psychometric properties and the available

Caiil ofal.  Challenges in the disgnosis of dementia 203

117



B Dement Neurcpsychol 2020 September;14(3):2H-208

resources in the service one is referring onto. For exam-
ple, highly sensitive tests are generally preferred (so that
dementia cases are not missed); however, these come at
a cost of lower specificity (more false positive cases). If
this does not suit the service, then a test with a higher
specificity may be preferred. Evidence-based guidance
exists for test choice within a primary care 5El.1:i.|ng.:'-'r
Informant-based assessments, such as the Infor-
mant Questionnaire on Cognitive Decline in the El-
derly (IQCODE},'® may also provide additional useful
information, but are often overlooked both dinically
and in research.” The questionnaire can be filled out
by someone close to the patient to evaluate whether
there has been any c]'unge in cognition over time. The
ideal would be to have this information in addition to

the patient’s cognitive evaluation.

Who should screen and diagnose?

In the UK, cognitive screening is carried out by a
range of healthcare professionals: physicians, nurses,
occupational therapists, and psychologists. Although
screening tests are designed for non-spedialists, training
should not be taken for granted. Ambiguous or incorrect
scoring has been found both in clinical practice and re-
search.™ Formal diagnosis is usually made by specialists
(geriatricians, neurclogists or psychiatrists).

In Brazilian primary care, diagnosis of dementia
rarely comes from a multi-disciplinary assessment,
given that physicians are usually the only professionals
trained to perform cognitive screening. Training other
healthcare professionals to use screening instruments
correctlyis a feasible solution. Community health agents
could also be a useful alternative, as they benefit from
increased contact with the local population. Scales and
interviews with proxies, such as the IQCODE," could
be administered by these agents. Moreover, simple and
basic guidelines or Howcharts could be used to enable
these professionals to raise suspicion of pathological
aging and refer patients with Mmemory cnmplaints to
specialists.

Another reason for underdiagnosis of dementia in
Brazilian primary care is the ladk of confidence of GPs
to diagnose these conditions. Most physicians are not
aware of the guidelines and protocals for evaluation
and management of patients with memory complaints,
such as the Brazilian Ministry of Health protocol.™ On
the other hand, there is little availability of specdialists
{neurclogists, psychiatrists, geriatricians) in the public
health system, particularly in smaller cities or in rural
areas. Communication between GPs and specialist
teams also needs to be impn:lveﬂ.. For some cases it
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would be beneficial if GPs received more training and
were able to take a greater role in Prm.riding a.ﬂiag;nnsis
of dementia. For patients in remote areas unable to at-
tend to see their GP or attend spedialist appointments,
telemedicine consultations should be considered. There
are cognitive screening tests specifically developed to be
delivered over the telephone, for example the Telephone
Interview for Cognitive Status (TICS).™

Challenges in diagnosis of cognitive impairment and de-
mentia in populations with low education and immigrants
Although low education level is not considered a
common issue in the UK, the increase of immigration
in the past few years has raised concern about the
development and diagnosis of dementia in adverse
socioeconomic situations. Healthcare professionals are
usually not capable of interpreting cultural norms or
preferences and may not acknowledge differences both
between and within immigrant groups, thus jeopardiz-
ing diagnosis and management of these patients.™ Asa
consequence, individuals from minerity ethnic groups
tend to be diagnosed later and are less likely to receive
medications for dementia =%

Low education and poverty are among the greatest
challenges in the Brazilian population. Patients in these
categories not only have a higher risk of developing
dementia, but also have poorer access to health services
and diagnostic tests. Thay also face geographical obsta-
cles, as proper healthcare rarely arrives in remote places,
such as the indigenous communities in the Amazon or
the poorer towns in the semi-arid region of the Brazilian
Mortheast. Similar issues are still present within the
UK in areas with a lower sociceconomic status, but on
a much smaller scale than that of Brazil.

Most of the studies regarding dementia in low edu-
cation patients were performed in developed countries,
where individuals with less than five years of formal
study are rare. Hence, there is little evidence on how to
properly diagnose these patients. The most commonly
used screening tools, such as the MMSE and the MoCA,
are influenced h}r educational level and may ]I'.i.Ell:l a]ngh
number of incorrect diagnoses. There are some tools
devised to solve this problem, such as the Rowland
Universal Dementia Assessment Scale (RUDAS), ™ which
has been shown to have high specificity across cultures
in immigrant pu‘pulaticlns and to be less affected ]:!}r
education and language than the MMSE.™ Some of the
classic screening tools also have versions to test individ-
uals with low education, such as the MoCA-Basic test.?”
Another option is the Brief Cognitive Battery (BCE),™
which is also not significantly influenced by education
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and has been used h}r different groups in Brazil and in
other Latin-American countries.

The first step to diagnose dementia among immi-
grants and PEDF]E with low education is to recognize
the important cultural peculiarities that may serveasa
barrier in these populations. As an important example,
some people in Brazil and in immigrant communities
in the UK may understand symptoms of dementia as a
religious (sometimes even as a punishment) or a pejora-
tive issue, thus delaying help-seeking and treatment.™
Community agents may play a pivotal role in this con-
text, as they generally belong to the same population
as the patients they assess and tend to have a better
understanding of their cultural particularities than a
physician.

Education and training of health professionals is
a priority, particularl}r to recognize dementia in indi-
viduals with low cognitive demand. The most common
screening methods have important limitations, so that
it is very important that 'prclvi:lers are aware of the
different cut-points and of instruments less affected by
education. It is also essential to raise dementia aware-
ness amongst the general population, so people know
when they should seek help. This can be done through
soap operas, social networks or national campaigns,
ideally with simple, straightforward messages.

Clinical vs. biological approach of dementia

In recent years, the emergence of cerebrospinal fluid
{CS5F) and neurcimaging biomarkers has shifted the
definition of dementia from a clinical to a biclogical
perspective.™ This change of framework has been
suggested only for research purposes and not yet for
clinical use, as there is currently no specific treatment
affecting the molecular basis of AD. Nevertheless, the
availability of biomarkers is already changing the way
physicians treat patients with suspected AD. More
concretely, the IDEAS Study™ showed that the use of
amyloid imaging with positron emission tomography
{PET) was associated with changes in the clinical man-
agement of patients with mild cognitive impairment
{MCI} and dementia, even though there iz still no evi-
dence that current Alzheimer drugs are more efficient
in patients with positive biomarkers.

It is still too early to presume the impact of this
change of paradigm in public health. The biclagical
definition of AD will substantially increase diagnosis,
induﬂi:lg asymptomatic individuals with prE-d.inicaJ
disease.™ This might be an opportunity to intervene in
early phases of dementia when targeted disease-modi-
fying treatment for AD are available. Until this happens,
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however, the high prices of AD biomarkers make their
cost-effectiveness debatable, particularly in low- and
middle-income countries. More importantly, the ev-
idence supporting biomarker-based diagnusis iz mot
yet definitive.™ Labelling healthy individuals with AD
pathology as having the disease even though they may
never develop cognitive impairment™ would signifi-
cantly raise healthcare expenses, expose individuals to
adverse effects of treatment and have important legal
implications.™

The Brazilian protocel for diagnosis of dementia™
suggests that the basic evaluation of patients with mem-
ory complaints should include neurcimaging — either
computed tomography (CT) scan or MRI — and blood
tests for exdusion of reversible dementias. Neverthe-
less, it may take several months for patients in public
health to geta sin:l.ple brain CT scan and even ]unger to
getan MRL In Brazil, AD biomarkers analysis is current-
ly restricted to research centres in universities or private
clinics. Most of the patients who would benefit from
such testing (i.e. early onset, atypical presentations),
however, do not have access to these centres or cannot
afford their high cost. In the UK, CT scans are organized
by the memory dinic. Beyond this, further imaging
is generally only recommended where symptoms are
rapidly progressing or where diagnosing a dementia
subtype is considered beneficial and knowledge of this
would change management. Therefore, they are not
routinely undertaken.

Interpretation of AD biomarkers is still a problem,
since there may be significant differences between
methods and techniques. Moreover, there is a concern
that misinterpretation of these tests mig,l'lt increase
the prevalence of false diagnosis, particularly if they
are taken out of clinical context. We suggest that such
tests should only be asked and interpreted by spedialists.

Another relatively new tool in dementia diagnosis
are genetic tests. Genetic tests might be useful for the
diagnosis of hereditary forms of dementia or to recog-
nize high-risk individuals. This kind of evaluation is still
restricted to some university centres and major dties
and are not available in the public health system. In
order to avoid misdiagnosis, we also believe that only
spedalists should require such testing.

How does the diagnosis affect the patient and the family?
Diagnostic disclosure and stigma issues

In a systematic review comprising studies of several
countries, more than 90% of individuals without cogni-

tive impairment are in favour of diagnostic disclosure,
as opposed to 85% of patients with memory issues. * In
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the UK, once someone has received investigations and
specialist input, they would rarely request a diagnosis to
be withheld. In Brazil, however, the view is traditionally
different. Family members and caregivers often ask phy-
sicians to not reveal the diagnosis to the patients: only
58% of relatives of patients with dementia in Brazil are
in favour of diagnoestic disdosure, though 90% of them
would like to be aware of the diagnosis.* Moreover, only
45% of Brazilian medical specialists who commonly
diagnose and treat individuals with dementia reported
that L'|11=_r].r reg'u]a.r]].r disdose the diagnnsis to Pal.ients.:"
The Brazilian guideline suggests that the approach on
this issue should be individualized and should take into
account cultural, regional and individual factors.®

Part of this interesting phenomenon can be ex-
plained by the stigma of dementia. In Brazil, cognitive
decline is often viewed as a normal part of aging. People
avoid saying “dementia” or “Alzheimer’s” aloud due to
its negative connotations. As pointed before, some
view it as a pejorative concept. Most individuals also
have little or no knowledge about the progression of
dementia, what to expect and what can be done to mit-
igate the Pmb]ems to come. Stigma seems to be worse
among high-income families, that would sometimes feel

Table 1. Chaanges of dementia diagnosis in the United Kingdom (UK) and Brazil

ashamed and hide the condition from other people, as
opposed to lower-income families, that frequently de-
pend on a network of relatives, friends, and neighbours
to solve their Pmb]ems, eg. to take care of the patient.

Stigma can only be tackled through education. It is
essential to raise awareness of dementia in the general
population, in order to reduce false preconceptions.
The media and public figures are invaluable in achieving
this goal. Health professionals need to be trained as
well to adapt their approach to patients and families
accurding to individual cultural idiu-syncrasies that
may lead to inaccurate perceptions of the disease. Most
importantly, the provider needs to thoroughly explain
the degenerative nature of dementia and what to expect
in the years to come.

Recommendations

There are several challenges to ensure timely and
accurate diagnosis to the majority of patients with
dementia {Table 1}, yet some of them may be over-
come through training {Box 1). It is vital to train
healthcare prufessinnals to recognize signs of pathu-
logical aging, to know which screening methods to

Long waiting Ests to atiend memary clinics

Mamory dinics resincted to universsties

Shortage of staffing, especially psychiafrists and psychologists

No National dementia simfegy plan

Insufficient funding

Poor access i neurimaging

Shaort appointment lengh i primary care

Shart appointment lengéh in pimary care

InsuSficiant training for non-spacialists

Non-gpecialists rarsly parform cognitive screeming

Mincrity ethnic groups and immegrants tend to be diagnosed later

Limitations in the diagnosis of dementia in low education patients

Stigma of dementia patients and fhear familias

S@gma of demantia patients and fheir families

Bax 1. Recommendations to address challanges in diagnosis.

Screening protocols with simple and short tasts

Tramning healthcara professonals to acourately perform cognitive screening

Traning GPs to diagnose patients with damentia

Enable community health agents to recognize signs of cognitive declina

Telemedicine consulations could improve access to specialists

Training healthcara professsonals to recognize cultal paculiarties of immigrant communitias

LU=a of screaning mathods less affected by education

Raise demeantia awarenes=s amongst She general poputation, through soap oparas, social nefworks or naSonal campaigns

AD biomarkars and gene@c tests should only be interpreted by specialists

Raduce stigma by improving communication batween provider and patientsfamilias

GP: generl pracTtioner; AD: Alzhelmers dissgse.
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use and how to apply them. They also need to know
how to approach patients with different cultural
backgrounds and how to reduce stigma by properly
instructing patients and their families at the time
of diagnosis.

Community agents should be viewed as a qu'}r part
of the efforts to improve dementia diagnosis and
care. These professionals are usually from the same
neighl:murhuuda as the patients to whom 'I'.]'.I.-E}I' attend
and share similar cultural characteristics. If properly
trained, they can help the dementia screening process
by recognizing memory complaints and may serve as
a link to ease the communication between patients
with low education or from specific backgrounds {e.g.
immigrants) and health care professionals.

There are undoubtedly many structural flaws in
Brazilian health care, given the financial situation of the
country and its vast dimensions. However, we have good
examples to follow, such as the Mais Vida Program, in the
state of Minas Gerais, which aims to ease access to health
care for the elderly population by creating smaller centres
with specialized professionals.* Another interesting
model happens in the UK, where charities and private
organizations play an important role in the diagnosis and
in the follow-up of individuals with dementia.

Most of the challenges in dementia diagnosis faced
in Brazil may be reduced |:r;|,r a lclng-awaited national
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plan, focused on the improvement of diagnosis and
raising awareness of dementia. This is further justi-
fied since challenges faced by the UK have improved
after implementing such a plan. It could also set a
framework for quality outcomes, including acceptable
waiting times for diagnostic tests or for evaluation by
a apecialist.
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