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RESUMO

INTRODUGCAO: A capacidade funcional ou funcionalidade global do idoso é definida como
a capacidade de gerir a prépria vida ou cuidar de si mesmo, que é influenciada pelo grau de
autonomia e independéncia do individuo. Na busca da compreensdo dos mecanismos
envolvidos no envelhecimento saudavel e na manutencdo da independéncia funcional, véarios
estudos tentam identificar genes candidatos que possam estabelecer a associacdo dos
gendtipos pesquisados com o fenotipo da aptiddo fisica e com o declinio e perda da
independéncia na vida adulta. OBJETIVO: O objetivo do presente estudo foi investigar a
possivel associacdo entre a variabilidade dos polimorfismos presentes em biomarcadores do
envelhecimento (TP53, MDM2, UCP2, HLA-G, IL-1a, IL-4 e NFkB1) com a capacidade
funcional do idoso. MATERIAL E METODOS: Trata-se de um estudo transversal analitico
comparativo, desenvolvido a partir da avaliacéo clinico-funcional e anélise dos polimorfismos
presentes em biomarcadores do envelhecimento. A analise clinica e funcional contou com
uma avaliacdo das capacidades funcionais: atividade basica de vida diaria (ABVD), atividades
instrumentais de vida diaria (AIVD), atividades avancadas de vida diaria (AAVD), e o status
funcional (PS-ECOG), sistemas funcionais: cogni¢cdo (MEEM), humor (GDS-15), mobilidade
(TUG) e risco de quedas (TT), Estado Nutricional (MAN) e Risco de Sarcopenia (PP). Foram
incluidos oito polimorfismos (dois do TP53, MDM2, UCP2, HLA-G, IL-1a, IL-4 e NFkB1),
que foram genotipados por uma reacdo de PCR multiplex seguida de uma eletroforese capilar.
A andlise dos amplicons de PCR foi realizada por eletroforese usando o sequenciador ABI
Prism 3130 e o software GeneMapper ID v.3.2. RESULTADOS: Foram avaliados 228
idosos, na sua maioria mulheres (62%), com aproximadamente 70 anos de idade em média,
com indice de comorbidade médio de 4,48 (£2,44) pontos, sedentarios (53%), com histérico
de tabagismo (58%) e possuidores de uma ancestralidade predominantemente européia.
Identificou-se que os polimorfismos dos genes TP53, UCP2, HLA-G, IL-1a, IL-4 e NFkB1
apresentaram diferencas significativas em algumas varidveis funcionais entre os genétipos. As
varidveis que mais diferiram entre os genotipos foram o status funcional (PS-ECOG),
mobilidade (TUG), risco de quedas (TT) e o risco de sarcopenia (PP). Isso sugeriu possivel
associacdo desses polimorfismos com fatores de risco ou protecdo, que na sua maioria ndo
foram significativos. O polimorfismo do gene NFkB1 (rs28362491) foi o Unico biomarcador
gue demonstrou resultado de associacdo significante. O genoétipo Il desse polimorfismo
apresentou associacdo com risco de sarcopenia (PP). Os idosos que possuiam esse gendtipo
apresentaram uma susceptibilidade trés vezes maior para perda de massa muscular
relacionada ao envelhecimento, quando comparado aos outros genétipos do mesmo gene.
CONCLUSAO: Assim, considerando os resultados do presente estudo, acredita-se que 0 uso
de biomarcadores do envelhecimento, como um teste de rastreio populacional, pode favorecer
a identificacdo de idosos com maior susceptibilidade ao desenvolvimento de modificacGes
organicas e incapacidades funcionais. A identificacdo desse risco possibilitara o
direcionamento de estratégias de prevencdo, controle e tratamento de incapacidades fisicas
ligadas ao envelhecimento fisiolégico ou patolégico.

Palavras-Chave: Polimorfismo Genético; Biomarcador; Envelhecimento; Idoso Fragilizado.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The functional capacity and overall functionality of the elderly is
defined as the capacity to manage their lives or take care of yourself, which is influenced by
the degree of autonomy and independence of the individual. In search of understanding of the
mechanisms involved in healthy aging and maintenance of functional independence, several
studies try to identify candidate genes that may establish the association of genotype with
phenotype studied physical fitness and the decline and loss of independence in adulthood.
OBJECTIVE: The objective of this study was to investigate the possible association between
the variability of polymorphisms on biomarkers of aging (TP53, MDM2, UCP2, HLA-G, IL-
la, IL-4 and NFkB1) with the functional capacity of the elderly. MATERIAL AND
METHODS: This is a comparative analytical cross-sectional study, developed from the
clinical and functional evaluation and analysis of polymorphisms on biomarkers of aging. The
clinical and functional analysis included an assessment of functional capabilities: basic
activity of daily living (ABVD), instrumental activities of daily living (AIVD), advanced
activities of daily living (AAVD) and functional status (PS-ECOG) functional systems:
cognition (MEEM), humor (GDS-15), mobility (TUG) and risk of falls (TT), Nutritional
Status (MAN) and Sarcopenia risk (PP). Eight polymorphisms were included (two TP53,
MDM2, UCP2, HLA-G, IL-1a, IL-4 and NFkB1) were genotyped by a multiplex PCR reaction
followed by capillary electrophoresis. Analysis of PCR amplicons was performed by
electrophoresis using the ABI Prism sequencer 3130 and GeneMapper ID v.3.2 software.
RESULTS: A total of 228 elderly, mostly women (62%), with about 70 years old on average,
with an average comorbidity index of 4.48 (x 2.44) points, sedentary (53%), with a history
smoking (58%) and possessing a predominantly European ancestry. It was found that
polymorphisms of the TP53 gene, UCP2, HLA-G, IL-1a, IL-4 and NFkB1 significant
differences in functional variables between genotypes. The variables that most differed
between genotypes were functional status (PS-ECOG), mobility (TUG), risk of falls (TT) and
the risk of sarcopenia (PP). This suggested a possible association of these polymorphisms
with risk factors or protection, which in most cases were not significant. The NFkB1 gene
polymorphism (rs28362491) was the only biomarkers that demonstrated significant
association results. The Il genotype of this polymorphism was associated with risk of
sarcopenia (PP). The elderly who had this genotype showed a three-fold greater susceptibility
to muscle loss related to aging, when compared to other genotypes of the same gene.
CONCLUSION: Therefore, considering the results of this study, it is believed that the use of
biomarkers of aging, as a population screening test may favor the identification of elderly
patients with increased susceptibility to the development of organic modifications and
functional disabilities. The identification of this risk allows the targeting of strategies for
prevention, control and treatment of disabilities linked to physiological or pathological aging.

Keywords: Genetic Polymorphism; Biomarker; Aging; Frail Elderly.
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1 INTRODUCAO
1.1 CONSIDERACOES GERAIS

Nas Ultimas décadas cresce o nimero de idosos na populacdo mundial. Estima-se que
atualmente existam cerca de 893 milhdes de pessoas acima de 60 anos no mundo e que em
2050 esse numero suba para 2,4 bilhGes. Esse aumento acelerado é considerado uma
conquista da humanidade, mediante as melhorias nas areas da salde, educagdo e economia,
entre outros fatores que contribuem para uma maior longevidade (ONU, 2011; WHO, 2012).

Essa realidade também ¢é evidente no Brasil, onde pesquisas apontam que entre 2013 e
2060 a populagdo idosa ir4 quadruplicar, atingindo 58,4 milhdes de pessoas, 0 que
representard aproximadamente 27% do total da populacdo brasileira. Nesse mesmo periodo,
estima-se ocorrer um aumento da expectativa de vida de 75 anos para 81 anos (IBGE, 2013).

O aumento da expectativa de vida ocorre juntamente com o aumento da prevaléncia de
doencgas crbnico degenerativas, que se acentuam a partir dos 60 anos e incluem as doengas
osteoarticulares,  cardiovasculares,  endocrinometabdlicas,  respiratérias  cronicas,
cerebrovasculares e o cancer, que geralmente estdo correlacionadas com comprometimento da
funcionalidade global do idoso (HANSEN et al., 2011; CAMPOLINA et al., 2013).

A funcionalidade global é o ponto de partida para a avaliacdo da sadude do idoso, que é
mensurada pela capacidade funcional, definida como a capacidade de gerir a prdpria vida ou
cuidar de si mesmo (MORAES, 2012). Essa investigacdo inclui a aplicacdo da Avaliagédo
Geriatrica Ampla (AGA), uma ferramenta de avaliacdo multidimensional composta por
diversas escalas de rastreio clinico e funcional onde os varios problemas dos idosos sdo
identificados, descritos e explicados, permitindo um plano de assisténcia coordenado e
direcionado para os problemas apresentados (KARNAKIS, GIGLIO, 2012).

A avaliacdo da capacidade funcional permite a investigacdo do processo de
envelhecimento de forma heterogénea e individual, levando em consideracdo a reducdo
progressiva da reserva funcional dos varios sistemas de 6rgdos. Estudos recentes sugerem que
uma avaliacdo bioldgica, com biomarcadores de envelhecimento, pode auxiliar a investigacao
da perda da reserva funcional do idoso, o que facilita a estimativa de sobrevida global e de
incapacidades fisicas, o direcionamento de intervences clinicas especificas para o idoso para
o0 alcance de melhores resultados nas terapias e melhor qualidade de vida (THOMPSON,
VOSS, 2009; FALANDRY, GILSONC, RUDOLPHE, 2013).
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1.2 ENVELHECIMENTO DA POPULACAO

O envelhecimento da populagdo mundial é uma significativa tendéncia do século XXI.
Um fenbmeno que ocorrer em Varios paises, com graus variados de desenvolvimento. As
pessoas vivem mais em razdo das melhorias na nutricdo, nas condi¢des sanitarias, nos avangos
da medicina, nos cuidados com a saude, no ensino e no bem-estar econémico. No entanto,
surgem desafios sociais, econémicos e culturais para individuos, familias, sociedades e para a
comunidade global (UNFPA, 2012).

Esse processo é resultante da diminui¢do da mortalidade e do declinio da fertilidade,
levando a uma reducdo relativa na proporgdo de criangas e um aumento na proporgdo de
adultos e idosos na populagdo (UN, 2013). Estima-se que entre 2000 e 2050, a proporc¢édo da
populacdo mundial com mais de 60 anos dobrard de 11% para 22%. O numero absoluto de
pessoas com 60 anos era de 605 milhGes em 2000, de 841 milhdes em 2013 e devera
aumentar para dois bilhdes em 2050 (WHO, 2012).

Atualmente, cerca de dois tercos das pessoas idosas do mundo vivem em paises em
desenvolvimento. Nesses paises, a populacdo idosa tem aumentado com maior rapidez, pois
esses partem de uma expectativa de vida mais baixa, quando comparada as dos paises
desenvolvidos, com menos espago para crescimento (UNFPA, 2011). Por exemplo, a Franca
levou mais de 100 anos para dobrar sua populacdo idosa, enquanto paises como Brasil e
China irdo levar menos de 25 anos para atingir o mesmo crescimento (WHO, 2012). Em
2050, oito em cada dez idosos viverdo em regides em desenvolvimento (UN, 2013).

No geral, nos proximos anos a expectativa de vida devera aumentar nos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. Estima-se um aumento na expectativa de vida de 69
anos em 2010 para 76 anos em 2050 e de 82 anos em 2100. Até o final do século, as pessoas
nos paises desenvolvidos poderdo viver, em média, em torno de 89 anos, em compara¢do com
81 anos, em paises em desenvolvimento (UN, 2013).

A populagéo brasileira acompanha essas estimativas. Segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) o Brasil segue com um acelerado processo de envelhecimento.
A populagdo idosa era de 14,9 milhGes (7,4%) em 2013 e passara para 58,4 milhdes (26,7%)
em 2060. No mesmo periodo, a expectativa média de vida do brasileiro devera aumentar dos
75 anos para 81 anos, havendo diferencas entre os géneros, 84,4 anos para as mulheres contra
78,03 para os homens (IBGE, 2013).

Entre as regibes brasileiras, as regides sul e a sudeste séo as que apresentam maior

proporcdo de idosos, seguidas das regides centro-oeste e nordeste. A regido norte é a que
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apresenta menor proporc¢do. Estima-se que todas apresentem aumento em suas propor¢des no
periodo de 2000 a 2060, sendo mais significativo na regido sul e menos na regido norte
(IBGE, 2013).

No estado do Pard, a populacdo idosa cresceu cerca de 50% entre os anos de 2000 e
2010. Em 2000 representava cerca 5,5% da populacdo paraense, passando para 6,9% em
2010. Nesse mesmo periodo essa populagdo cresceu aproximadamente 46% em Belém e
passou a representar 9,10% (129.929) da populacdo em 2010. Estima-se que em 2030 os

idosos representardo um pouco mais de 12% da populagéo paraense (IBGE, 2014).

1.3 ENVELHECIMENTO BIOLOGICO

O envelhecimento é um fendmeno universal, individual e inevitavel, que se inicia no
nascimento e continua até a morte, capaz de conduzir o organismo a multiplas reacoes
moleculares e disfuncbes celulares, afetando a homeostase, comprometendo a capacidade
funcional e favorecendo o aparecimento de doencas (TEIXEIRA, GUARIENTO, 2010;
GIGLIO, KARNAKS, TODARO, 2012; PALLIS et al., 2014).

Na busca do entendimento do processo de envelhecimento, postularam-se diversas
teorias bioldgicas, classificadas em evolutiva, celular-molecular e sistémica. Os mecanismos
bioldgicos envolvidos em cada grupo de teorias explicam o fendtipo da senescéncia humana,
revelando a complementaridade entre as teorias e a complexidade do entendimento da
etiologia do envelhecer (TEIXEIRA, GUARIENTO, 2010; JIN, 2010).

Com a evolugdo do conhecimento das bases moleculares e celulares da vida e das
doengas, o envelhecimento vem sendo submetido & intensa investigacdo. Isso inclui o
entendimento de mecanismos intrinsecos, eventos acidentais, sinais genéticos programados,
mutacdes ou danos no DNA nuclear ou mitocondrial, proteinas danificadas e anormais,
ligacdo cruzada, glicacdo, formagdo de radicais livres, e componentes celulares especificos,
como gene, cromossomo, mitocondrias, ou telémeros (CEFALU, 2011).

Recentemente postularam-se os chamados hallmarks do envelhecimento, constituidos
de caracteristicas que determinam o fenotipo do envelhecimento: instabilidade gendmica,
reducdo do telémero, alteracOes epigenéticas, perda de proteases, desequilibrio de nutrientes,
disfuncdo mitocondrial, senescéncia celular, esgotamento de células tronco e comunicagédo

intercelular alterada (Figura 1). Essas marcas se manifestam durante o envelhecimento
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normal, o seu agravamento experimental acelera o envelhecimento e a sua melhoria
experimental retarda o processo de envelhecimento normal (LOPEZ-OTIN et al., 2013).

Os fendmenos bioquimicos envolvidos na senescéncia favorecem o aparecimento de
doencas cronicas (GIGLIO, KARNAKS, TODARO, 2012). No envelhecimento, com o passar
do tempo ocorre acumulo de células com diferentes aberraces moleculares e também
alteracdes substanciais na homeostase interna. 1sso aumenta a susceptibilidade a agentes

lesivos a célula, a senescéncia e a reducdo dos mecanismos de protecdo a doencas
(FALANDRY et al., 2014; PALLIS et al., 2014).
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Figura 1. Hallmarks do Envelhecimento.
Fonte: adaptado de Lopez-Otin et al. (2013).

1.4 FENOTIPO DO ENVELHECIMENTO E CAPACIDADE FUNCIONAL

O fenodtipo do envelhecimento implica em um declinio progressivo das reservas
funcionais e perda da homeostase. Este processo é altamente individualizado e influenciado
por Vérios fatores genéticos, epigenéticos e ambientais. A individualizacdo e a diversidade de
fatores que influenciam o envelhecimento resultam em uma significativa heterogeneidade,
que representa um grande desafio na pratica clinica (PALLIS, 2014).
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Os sistemas de 6rgdos possuem a capacidade de resistir a perturbacdes e retornar a
homeostase, 0 que alguns autores denominam de reserva funcional. Esta reserva diminui com
a idade e pode explicar a deterioracdo funcional dos idosos. As atividades funcionais tornam-
se cada vez mais dificeis, comprometendo a qualidade de vida do idoso. Sendo assim, a
capacidade funcional comega a ser vista como um indicativo de salde e qualidade de vida
(MARCHON, CORDEIRO, NAKANO, 2010).

A capacidade funcional ou funcionalidade global do idoso é definida como a
capacidade de gerir a propria vida ou cuidar de si mesmo, que é influenciada pelo grau de
autonomia e independéncia do individuo. Tais critérios englobam a integracdo harmoniosa
das atividades de vida didrias com a cognicdo, humor, mobilidade e comunicagdo, que
permitem dizer se o idoso € saudavel, ou seja, funcionalmente capaz, mesmo na existéncia de
doencas cronicas (MOREIRA, BOAS, 2011; MORAES, 2012).

A investigacdo desses dominios da saude identifica precocemente problemas de
natureza biopsicossocial, através de escalas e instrumentos padronizados, que auxiliam na
elaboracdo e gestdo de planos de cuidados mais eficazes, eficientes e seguros, diminuindo as
possiveis iatrogenias, que podem potencializar o comprometimento funcional do idoso
(WELSH, GORDON, GLADMAN, 2013).

O comprometimento funcional pode estar relacionado a alteragdes moleculares e
fisioldgicas, comuns no processo de senescéncia. As modificagdes moleculares, associadas a
variabilidade genética, podem explicar o declinio funcional, pois correlacionam-se com o
debilidade de um ou mais sistemas fisioldgicos, que promovem a desregulacdo de muitos
dominios clinicos, o que favorece o surgimento de comorbidades e incapacidades (Figura 2 e
3) (WALSTON et al., 2006, GIL, COELHO, 2012).

As alteracdes moleculares, causadoras da desregulacdo dos sistemas homeostéaticos,
sdo determinadas principalmente pela hereditariedade, habitos de vida e doencas. Esses sdo
capazes de comprometer o funcionamento harmonioso do organismo, gerando perda da
autonomia e independéncia, hospitalizacdo, institucionalizacdo e 6bito (MORAES, 2008;
GUIMARAES, CAMARGOS, 2011).

Na busca da compreensdo dos mecanismos envolvidos no envelhecimento saudavel e
na manutencdo da independéncia funcional, véarios estudos tentam identificar genes
candidatos que possam estabelecer a associa¢do dos gendtipos pesquisados com o fendtipo da
aptidao fisica e com o declinio e perda da independéncia na vida adulta (GARATACHEA,
LUCIA, 2013).
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Figura 2. Conexdo molecular, fisioldgica e clinica da funcionalidade.
Fonte: adaptado de Gil e Coelho (2012).
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Figura 3. Manutencédo da Capacidade Funcional ao longo da vida.
Fonte: adaptado de OMS (2008).

Vérios biomarcadores estdo em discussdo, tais como os marcadores inflamatérios,
horménios, marcadores de estresse oxidativo e o encurtamento dos telémeros, mas nem
sempre sdo realmente comprovados em humanos. Somente um biomarcador ndo explica a
idade biologica real, que € individual e diversificada, para a reducdo da capacidade funcional
de sistemas de 6érgdos distintos (SIMM, JOHNSON, 2010).



22

1.5 PAINEL DE BIOMARCADORES DO ENVELHECIMENTO

O processo natural de envelhecimento envolve o surgimento de doengas cronicas e
degenerativas e a perda de funcionalidade dos diversos sistemas, 0 que acarreta um
crescimento exponencial dos gastos com saude. Assim, o uso de biomarcadores do
envelhecimento é necessario para investigar o estado de saude do idoso, direcionando
possiveis intervencoes terapéuticas (DAVINELLI et al., 2012).

Existem varios genes indicados como provaveis biomarcadores do envelhecimento, no
entanto nenhum desses ainda serviu como unico marcador para determinar a idade bioldgica.
Um marcador bioldgico é considerado relacionado ao envelhecimento quando se manifesta no
envelhecimento normal; quando seu agravo acelera o envelhecimento; quando sua melhora
experimental retarda o processo; e quando pode ser testado repetidamente (LOPEZ-OTIN et
al., 2013; BURKLE et al., 2015).

A complexidade do entendimento dos fatores envolvidos no envelhecimento bioldgico
e sua aplicabilidade na satde do idoso exige uma integracdo multidisciplinar. Nesse contexto,
nos ultimos anos sugiram as bases de dados de pesquisas voltadas ao envelhecimento. Entre
essas bases podemos citar o centro de informacdes JenAge, a base de dados do Human Ageing
Genomic Resources (HAGR) e plataforma de integragdo Digital Ageing Atlas (DAA), que
facilitam o direcionamento de pesquisas voltadas na area (TACUTU et al., 2012; HUHNE,
THALHEIM, SUHNEL, 2013; CRAIG et al., 2015).

Alguns dos genes citados a seguir ja estdo catalogados no LongevityMap, uma
ferramenta do HAGR, o primeiro catalogo de variacdes genéticas humanas associadas com a
longevidade (BUDOVSKY et al., 2013). Esses genes e seus polimorfismos compdem um
painel de 20 biomarcadores, que de maneira geral podem estar ligados a trés diferentes

eventos associados as teorias do envelhecimento: celular, metabdlica e imunolégica.

1.5.1 Genes do Controle do Ciclo Celular
1.5.1.1 Gene TP53

O gene TP53 possui sua localizacdo citogenética no cromossomo 17 (regido 17p13.1).
Esse gene é responsavel pela codificacdo da proteina p53, uma proteina com funcao de fator
de transcricdo, que responde a modificacdes celulares, desencadeando a regulacdo de genes
que induzem a parada do ciclo celular, apoptose, senescéncia, reparagdo de DNA e as

alteracbes no metabolismo. Em células normais, a atividade da p53 é baixa, mas quando
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ocorre, por exemplo, danos no DNA os niveis dessa proteina aumentam, impedindo que
células anormais se proliferem (KIM, ZHANG, LOZANO, 2016; KAMP, WANG, HWANG,
2016).

Devido sua capacidade de regulacdo do ciclo celular, a p53 também passou a ser
observada como uma proteina que regula o envelhecimento. Sua a¢do pode conduzir a
apoptose excessiva, que leva a atrofia tecidual, degeneracdo e perda da capacidade
regenerativa. No entanto, a mesma pode ter efeitos que favorecem a longevidade, pois
eliminam celulas danificadas ou disfuncionais, impedindo sua proliferacdo (KEIZER,
LABERGE, CAMPISI, 2010).

Estudos apontam que existem mais de 45 mil mutacfes sométicas e germinativas e
pelo menos 100 polimorfismos no gene TP53. O entendimento da heterogeneidade dessas
mutacdes e polimorfismos, que causam alteracdes estruturais e funcionais, é necessario para a
compreensdo dos papeis desse gene em células normais e em processos patoldgicos
(PETITJEAN et al., 2007; SAGNE et al., 2013; LEROY, ANDERSON, SOUSSI, 2014).

1.5.1.1.1 Polimorfismo no Gene TP53 (rs17878362 e rs17880560)

O gene TP53 apresenta polimorfismos que podem induzir alteracfes da expresséo do
gene e, consequentemente, a perda do controle homeostético da célula. Dois polimorfismos
desse gene sdo observados na Figura 4, a insercdo de 6pb na regido 3' flanqueadora
(rs17880560) e a insercdo de 16pb no intron 3 (rs17878362). Esse ultimo é um polimorfismo
bastante comum, que pode provocar a redugdo do nivel de transcricdo da proteina p53,
sugerindo que este polimorfismo provoca uma alteracdo no processamento do RNAm da
proteina, justificando sua associa¢do com o desenvolvimento de doencas cronicas (SAGNE et
al., 2013; WU et al., 2013; SAGNE et al., 2014; VYMETALKOVA et al., 2015).

rs17878362 rs17880560

Figura 4. Polimorfismos do Gene TP53.
Fonte: adaptado de Sagne et al. (2014).
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1.5.1.2 Gene MDM2

O MDM2 é um gene que possui localizagdo citogenética no cromossomo 12 (regido
12q15), composto por 12 éxons e medindo cerca de 25kb. Esse gene expressa a proteina
MDMZ2, uma ubiquitina ligase E3, que tem como alvo a proteina p53, que formando o
complexo MDM2-p53 conduz a p53 para a degradacdo proteossdmica. Além disso, a MDM2
inibe diretamente a transcricdo da p53 através da ligacdo ao seu dominio de transativacéo.
Ambos 0s mecanismos favorecem a progressao do ciclo celular, pela regulacdo negativa da
p53 (SASAKI et al., 2011; LESLIE, ZHANG, 2016). Em condi¢des normais, a MDM2 é
regulada pela p53, uma espécie de feedback negativo associado com modulagdo de ambas as
proteinas. Por tanto, a proteina MDMZ2 regula proteinas essenciais para 0 monitoramento,
sinalizacdo e reparo de danos no DNA (LUSHNIKOV et al., 2012; BURGESS et al., 2016).

A manutencdo da homeostase garantida pelo equilibrio entre MDM2 e p53 auxilia no
desenvolvimento e cicatrizacdo de tecidos. Além disso, a MDM2 tem efeitos independentes
da p53 na ativacdo da proteina NFkB, favorecendo o processo inflamatério na sua ativacao e
anti-inflamatorio na sua inibicdo (EBRAHIM et al., 2015). Por tanto, MDM2 regula através
de maltiplas vias de sinalizacdo os niveis de p53, influenciando sobre a proliferacdo, morte e
senescéncia celular (WANG, LI, 2010).

1.5.1.2.1 Polimorfismo Gene MDM2 (rs3730485)

O gene MDM2 possui dois promotores, um basal (P1) localizada na regido préxima ao
éxon 1 e um alternativo (P2), que é localizado no intron 1. O P1 regula a expressdo de MDM2
em condicdo sem estresse, enquanto que o P2 regula os niveis de MDM2 em células sobre
estresse celular. Varios polimorfismos no gene MDM2 foram identificados em regides
promotoras. Entre esses, encontra-se o polimorfismo de insercdo/delecdo de 40pb no P1 do
gene MDM2 (rs3730485, del1518), Figura 5, que confere risco ao desenvolvimento do cancer
por alteracdo do nivel de expressdo do gene (SALIMI et al., 2015; GANSMO et al., 2016).

-1518 Exon 1

rs3730485

TAACTTTATAAAAAAA/GGTCCTTGTTCACACAAG

Figura 5. Polimorfismos do Gene MDM2.
Fonte: adaptado de Gansmo et al. (2016).
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1.5.2 Gene do Controle do Metabolismo
1.5.2.1 Gene UCP2

O gene UCP2 esta localizado no cromossomo 11 (regido ql13.4), composto por 8
éxons, abrangendo cerca de 8kb. E responsavel pela expressdo da proteina UCP2, uma
proteina transportadora mitocondrial, que desacopla a fosforilagcdo oxidativa da producdo de
ATP, pela dissipagdo do gradiente de prétons gerados na membrana interna mitocondrial,
reduzindo a producdo de ATP pela cadeia respiratéria mitocondrial. Além de regular a
producdo de ATP mitocondrial, a UCP2 regula também a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (HASHEMI et al., 2014; TODA, DIANO, 2014).

Essa regulacdo da geracdo de ROS, garantida quando ocorre a sobre-expressédo da
UCP2, previne o dano oxidativo nos tecidos (HASHEMI et al., 2014). A reducdo desse
estresse oxidativo é importante na regulacdo da sobrevivéncia celular e do envelhecimento
(KIM et al., 2016). No entanto, a desregulacdo da sua expressao pode contribuir para o
desenvolvimento de doencas metabdlicas, neurodegenerativas, aterosclerose e o cancer. A
hiperexpressao da UCP2 tem sido observada como um mecanismo de regulacdo positiva para
a carcinogénese, 0 que promove a reducdo do estresse oxidativo e o crescimento celular
(ROBBINS, ZHAO, 2011).

1.5.2.1.1 Polimorfismo do Gene UCP2

Estudos revelam que o gene UCP2 possui um polimorfismo caracterizado pela
insercio/dele¢do de 45bp na regido 3’UTR do éxon 8 (Figura 6). Estudos afirmam que uma
das variagdes desse polimorfismo pode influenciar na quantidade da proteina UCP2, devido as
alteracdes na estabilidade do RNAmM ou nas taxas de traducdo (YANOVSKI et al., 2000;
MERCER et al., 2007).

Essas alteracOes permitem estabelecer a associacdo desse polimorfismo com o
comprometimento metabdlico, aumento do peso e a obesidade. Esses fatores podem promover
0 aumento do estresse oxidativo, aumentando o risco do desenvolvimento de doencas cronicas
e degenerativas (HEIDEMA et al., 2010; HASHEMI et al., 2014; MUTOMBO, YAMASAKI,
SHIWAKU, 2013).
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Figura 6. Polimorfismo do Gene UCP2.
Fonte: adaptado Hashemi et al. (2014).

1.5.3 Genes do Controle Imunolégico
1.5.3.1 Gene HLA-G

O gene HLA-G esta localizado no cromossomo 6 (regido 6p22.1), composto por oito
éxons que abrangem um tamanho de 4kb. Esse gene pode ser transcrito a partir de sete
splicing alternativos, que gera, a partir de um unico RNAm, 7 isoformas de proteinas
distintas: quatro isoformas ligadas a membrana (HLA-G1, HLA-G2, HLA-G3 e HLA-G4); e
trés isoformas soltveis (HLA-G5, HLA-G6 e HLA-G7). E um gene do sistema Antigeno
Leucocitario Humano (Human Leukocite Antigen) e faz parte do Complexo Principal de
Histocompatibilidade - MHC (HYLENIUS et al., 2004; BOUTEILLER, 2015).

As principais fungdes das isoformas da HLA-G relacionam-se a indugdo da inibicéo
imunitaria (tolerancia imunoldgica), que pode ser benéfica na protecdo de rejeicbes (gestacdo
e transplante), ou deletéria quando expresso por um tumor, protegendo-o da acdo antitumoral.
E uma molécula de verificagdo, em que sua regulacéo, funcio e mecanismos de agio possuem
grande importancia patoldgica, pois normalmente sua expressdo € restrita em alguns tecidos.
No entanto, existem condic¢des que conduzem ao aumento da expressédo da HLA-G, como em
doencas inflamatorias e infec¢des virais (BRENOL et al., 2012; CAROSELLA et al., 2015).

1.5.3.1.1 Polimorfismo do Gene HLA-G (rs371194629)

Existem diversos polimorfismos no gene HLA-G descritos na literatura, presentes em

introns e éxons, o que influéncia na funcdo da proteina a ser expressa. Essas variagdes podem
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ser classificadas de quatro formas: variagdo na regido reguladora 5'; variagdo na regido de
codificacdo; variagdo na regido 3’UTR; e variagdo de alelos completos (CAROSELLA et al.,
2015).

Na regido 3’ UTR ja foram identificadas 19 variacdes, incluindo o INDEL de 14 bp
(rs371194629 ou rs66554220), que ocorre no éxon 8 (Figura 7). Esse polimorfismo envolve a
estabilidade e a expressdo do RNAm, onde o alelo delecéo tem sido visto como promotor de
maior estabilidade ao RNAmM e consequentemente maior expressao da HLA-G, efeitos
contrarios da sua insercdo (BRENOL et al., 2012; BORTOLQOTI et al., 2014; CASTELLI et
al., 2014a; CASTELLI et al., 2014b).

| I | | |

0 1 2 3 4 kb
o 1-domain ¢ 2-domain 0. 3-domain 3’ UTR
Em
Exon 1 2 3 4 5 6 7 8
Gene HLA-G

5’-ATTTGTTCATGCCT-3’
Polimorfismo dele¢do 14pb
rs371194629

Figura 7. Polimorfismo do Gene HLA-G.
Fonte: adaptado de Hylenius et al. (2004).

1.5.3.2 Gene IL-1a

O gene IL-1a localiza-se no cromossomo 2 (regido 2q14.1), composto por 7 éxons que
abrangem aproximadamente 10kb. Expressa uma das isoformas da IL-1, que é sintetizada em
varios tipos de células como macrofagos, queratindcitos, linfécitos B e fibroblastos. Essa é
multifuncional e esta relacionada a comunicacdo celular (autocrina e paracrina), envolvida no
processo inflamatdrio, na resposta imunolégica e na hematopoiese. A IL-1a é produzida como
uma proteina longa, retida na célula, que sofre clivagem pela proteina calpaina, tornado-a
mais curta e madura. Essa entdo é secretada pelas células do sistema imunitario para
influenciar as func6es de outras células (WERMAN et al., 2004; HUANG et al., 2015).

Estudos apontam que a IL-la desempenha um papel importante na regulacdo da
resposta imunitaria na promocao ou bloqueio dos processos de tumorigénese, proliferacdo
celular, angiogénese, invasdo e metastase. Esses achados conflitantes justificam-se pela

variabilidade genética, que pode afetar a resposta imune e inflamatdria (WANG et al., 2016).
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1.5.3.2.1 Polimorfismo do Gene IL-1a (rs3783553)

Esse polimorfismo caracteriza-se por ser uma insercdo/delecdo de 4pb na regido
3’UTR. Essa regido ¢ o local de ligagdo de microRNAs (miR-122 e miR-378) responsaveis
pela regulacdo da expressdao da proteina IL-1a. Na existéncia de um polimorfismo nessa
regido, a forga de ligagdo do microRNA com o RNAm é alterada, comprometendo a
regulacéo da expresséo protéica (HUANG et al., 2015; YAN et al., 2015)

Essa falha de regulacdo tem sido associada a diferentes niveis de expressdo da IL-1a,
relacionada ao desenvolvimento de diversos tipos de cancer e com a osteoartrite (YANG et
al., 2015; MA, ZHOU, 2016). Estudos sugerem que essa variagdo dentro da regido 3’UTR
pode ter duas consequéncias: a variagdo pode afetar o local de regulacdo, alterando a
estabilidade do microRNA no RNAm; ou pode criar um local alvo de um outro microRNA,
conforme exposto na Figura 8 (SLABY et al., 2012)

SHIR 3'UTR
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Tradugdo do RNAm v

ceming || RISC-miRNA

GEMING  Agl-4

m7G_|—| ORF S (AAAAAA ]

Ligacdao do miRNA no alvo
Redugéo da tradugdo do RNAm

Figura 8. Esquema de interacdo do Polimorfismo INDEL do gene IL-1a e miRNA.
Fonte: adaptado de Slaby et al. (2012).

1.5.3.3 Gene IL-4
O gene IL-4 esta localizado no cromossomo 5 (regido 5931.1), composto por 4 éxons e
3 introns que abrangem cerca 10kb. Este gene é responsavel pela expressdo da glicoproteina

IL-4, uma citocina anti-inflamatéria de 18kDa que regula o equilibrio de citocinas Th1/Th2,
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expressa principalmente pelos basofilos, mastocitos, eosindfilos, linfocitos Th2, células
epiteliais, células endoteliais e fibroblasto. Esta molécula esta envolvida na proliferacdo
celular, expressdao génica e prevencdo da apoptose de varias células (UI-HAQ, NAZ,
MESAIK, 2016; ZANG et al., 2016).

A IL-4 desempenhar um papel significativo na progressdo de varios distdrbios
imunoldgicos, ressaltando-se as alergias e doencas autoimunes. Além disso, tem-se observado
0 seu envolvimento com o processo de carcinogénese, na asma, nas doencas do sistema
nervoso central e nas doencas infecciosas (ZHU et al., 2013; UI-HAQ, NAZ, MESAIK,
2016). Estudos sugerem que a idade e a existéncia de polimorfismos estdo entre os fatores que
podem influenciar na expressao e funcdo da IL-4, conduzindo a uma resposta imune alterada,
gue aumenta a suscetibilidade de doencas inflamatérias (PLACKETT et al., 2004; WU et al.,
2015).

1.5.3.3.1 Polimorfismo do Gene IL-4 (rs79071878)

Esse polimorfismo se caracteriza por uma variacgdo do numero de repeticbes em
tandem (VNTR) de 70pb no intron 3 (Figura 9), com trés diferentes alelos (com 1, 2 e 3
repeti¢des), que podem alterar o nivel de expressdo da citocina (PINTO et al., 2015;
AMADOR et al., 2016). Estudos apontam que alelos desse polimorfismo podem estar
associados a diversas doencas inflamatorias, a gravidade da artrite reumatoide, ao prognéstico
de alguns tipos de cancer e a suscetibilidade para sindrome da fragilidade em idosos (BUCHS
et al., 2000; GENEVAY et al., 2002; PEREZ-SUAREZ et al., 2015; AMADOR et al., 2016).

0 kb 5 kb 10 kb
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Figura 9. Polimorfismo do Gene IL-4 (rs79071878).
Fonte: adaptado de Gonzales et al. (2001).
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1.5.3.4 Gene NFkB1

O gene NFkB1 esta localizado no cromossomo 4 (regido 4924), composto por 25
éxons que abrangem um tamanho de aproximadamente 156kb. Esse gene é responsavel pela
expressdo das proteinas p105 e p50. A proteina p50 é originada da remocdo da sequéncia C-
terminal, mediada pelo proteassoma 26S, da proteina p105 (Figura 10). A p50 é um fator de
transcricdo importante em varios processos fisioldgicos e patologicos, incluindo a proliferacdo
e diferenciacdo celular, resposta inflamatoria e imunitaria, apoptose, sobrevivéncia celular,
reac0es ao estresse celular e ao desenvolvimento de cancer (YU, MAN, HUANG, 2009;
YANG et al., 2014; LI et al., 2015).

1 p105 > 971
« >4
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Figura 10. Estrutura da Proteina p105.
Fonte: adaptado de Pereira e Oakley (2008).

Em geral o complexo da NFKB1 encontra-se inativado no citoplasma, ligado a
proteinas inibidoras de NFkB, chamadas de IkBs. Existem varias vias que conduzem a
ativacdo da NFkBL1, por estimulos intra e extracelulares, resultantes da exposicdo celular a
citocinas inflamatdrias, exposicao a luz ultravioleta, hipdxia, aumento das espécies reativas de
oxigénio e produtos bacterianos e virais. Esses estimulos ativam o complexo cinase IkB
(IKK), que promove a remocdo da sequencia C-terminal, ativando a subunidade p50. Essa por
sua vez desloca-se para 0 nucleo e regula a expressdo de genes das mais variadas funcoes
bioldgicas (YAMINI, 2015; CARTWRIGHT, PERKINS, WILSON, 2016).

Entre as proteinas reguladas pela NFkB1 estdo as mediadoras da resposta inflamatoria,
que convergem com a proliferacdo celular, apoptose e angiogenese. O papel da p50 na
resposta aos danos no DNA revela que esta subunidade é necessaria para a manutencdo do
genoma e que sua perda resulta no comprometimento da longevidade e o desenvolvimento de
doenca crbnica e do cancer (KOLOVOU et al., 2014; YAMINI, 2015; ZHANG et al., 2015;
CARTWRIGHT, PERKINS, WILSON, 2016).
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1.5.3.4.1 Polimorfismo do Gene NFkB1 (rs28362491)

O gene NFkB1 possui um polimorfismo funcional entre duas regiGes promotoras,
caracterizado pela insercdo/delecdo de 4pb (-94ins/del ATTG, rs28362491), como observado
na Figura 11. Com a presenca da delecdo de 4pb se observou uma perda da ligacdo de
proteinas nucleares, levando a reducdo significativa da atividade do promotor e,
consequentemente, a niveis mais baixos de proteina p50. Assim, este polimorfismo parece
estar associado a varias doencas, tais como cancer e doencas inflamatdrias (YANG et al.,
2014; CHEN, CAI, LIANG, 2015; LAl et al., 2015; WANG et al., 2015).
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Figura 11. Polimorfismo do Gene NFkB1 (rs28362491).
Fonte: Yang et al., 2014.
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2 JUSTIFICATIVA

O envelhecimento populacional é um fendmeno mundial. Estudos apontam que em
2050 a populacdo idosa serad de cerca de 2,4 bilhdes. Estas estimativas estdo relacionadas ao
aumento da expectativa de vida, frequente tanto nos paises desenvolvidos quanto em paises
em desenvolvimento. O aumento da expectativa de vida tem sido associado ao aumento da
prevaléncia de doencas crbnicas degenerativas, que geralmente estdo associadas ao
comprometimento da capacidade funcional do idoso e aos custos aumentados com saude
(HANSEN et al., 2011; UNFPA, 2012; CAMPOLINA et al., 2013; ONU, 2013).

O processo de envelhecimento é um conjunto de modificacbes morfofuncionais,
fisioldgicas, bioquimicas e psicologicas, que ocorrem de maneira sequencial, individual e
acumulativa, direcionando para uma perda progressiva da capacidade de adaptacdo do
individuo ao meio ambiente e de manutencdo da homeostase, com resultados distintos nas
funcdes do organismo (FERREIRA et al., 2010; CHAGAS, ROCHA, 2012).

Na tentativa de esclarecer os processos bioldgicos da saude do idoso, bem como as
doencas relacionadas a idade, surge o conceito de biomarcadores do envelhecimento, sinais
biologicos que podem refletir a taxa de envelhecimento, permitindo avaliar os efeitos da
longevidade sobre a idade fisioldgica. Com o auxilio dessa ferramenta, podem-se predizer as
fungdes coerentes com a idade individual (SPROTT, 2010).

Com o avanco da biologia molecular, diversas moléculas tém sido descritas como
biomarcadores do envelhecimento, tais como: marcadores inflamatorios, hormonios,
marcadores de estresse oxidativo, encurtamento dos telomeros, entre outros. No entanto, nem
sempre sdo realmente comprovados em humanos, pois se trata de um fendmeno complexo,
onde somente um biomarcador ndo explica a idade bioldgica individual, que é heterogénea
para reducdo da capacidade funcional de sistemas fisioldgicos (SIMM, JOHNSON, 2010).

Esse comprometimento funcional resulta nas sindromes geriatricas, que sdo condi¢des
clinicas que envolvem mudltiplos sistemas, podendo ter uma fisiopatologia comum, apesar de
suas diferentes apresentacdes, incapacidade cognitiva, instabilidade postural, incontinéncia,
imobilidade, etc. Logo, o conhecimento das particularidades do envelhecimento é necessario
para intervencfes que priorizem a saude do idoso (MORAES, MARINO, SANTOS, 2010;
LIMPAWATTANA et al., 2011).
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3 APLICABILIDADE

A avaliacdo da capacidade funcional é um instrumento de investigacdo utilizado por
geriatras e gerontologos para avaliar o estado geral de sadde do idoso. E um dos pilares de
cuidados geriatricos, por fazer parte de um processo de diagnostico interdisciplinar e
multidimensional, a fim de desenvolver um plano coordenado e integrado de tratamento e
acompanhamento em longo prazo, identificando os déficits de saude (ELLIS et al., 2011;
PARKS et al., 2012; MOHILE, MAGNUSON, 2013).

Essa ferramenta de avaliacdo inclui informacBes sobre o estado clinico-funcional da
pessoa idosa, na busca de problemas que podem gerar situagdes complexas, para auxiliar na
elaboracgdo de um plano terapéutico adequado (SANCHEZ, MOTA, 2009). Essas informacdes
abordam a funcionalidade global, a existéncia de comorbidades, as condicdes
socioeconémicas, a presenca de sindromes geriatricas, a revisdo de medicamentos, estado
nutricional, entre outras (KARNAKIS, GIGLIO, 2012).

A aplicacdo desse instrumento facilita a identificacdo precoce de problemas de
natureza biopsicossocial, através de testes e escalas padronizadas, que auxiliam o
planejamento de cuidados mais eficazes, eficientes e seguros. Essa abordagem reduz a
ocorréncia de possiveis iatrogenias e limita o agravo do comprometimento funcional do idoso
(WELSH, GORDON, GLADMAN, 2013).

Estudos apontam para os beneficios relacionados a avaliagdo da funcionalidade nos
servicos de assisténcia ao idoso (hospital, hospital-dia, ambulatério e domicilio),
evidenciando que essa pratica associa-se com menores gastos com saude, reducdo do numero
e tempo de internacdes, reducdo das institucionalizagcdes, melhora da qualidade de vida,
menor frequéncia de polifarmécia, melhora no desempenho nas atividades de vida diarias e
reducdo dos indices de mortalidade (NISHINAGA, 2007).

A utilizacdo dessa abordagem em diferentes grupos de idosos permite a investigacao
de complicacOes relacionadas a salde dessa populacdo. Com suas escalas de rastreio, a
identificacdo da funcionalidade global pode ser quantificada, permitindo a comparacao entre
os fatores de riscos relacionados ao envelhecimento fisioldgico e patologico. Além disso,
mostra-se eficiente como um instrumento de acompanhamento de intervencdo clinica, seja
dentro de estratégias de prevencao ou de tratamento.

Os multiplos aspectos que envolvem o envelhecimento obrigam a geragdo de
pesquisas que possam entender as alteracGes progressivas ndo patologicas, bioldgicas e
fisiologicas que influenciam na capacidade funcional do idoso. A realizacdo desses estudos

busca o envelhecer bem sucedido, com qualidade de vida, que s6 pode ser compreendido na
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sua totalidade atraves de estudos interdisciplinares, com a integracdo das areas bioldgicas,
clinicas e sociais (NETTO, 2011).

Essa integracdo da area clinica com a biologica é o metodo de estudo das
investigacOes translacionais, que em geriatria da origem ao termo gerontologia biomédica ou
biogerontologia. Tal abordagem busca explicacdes para o processo de envelhecimento a nivel
molecular ou celular, bem como das doengas relacionadas ao mesmo e o seu reflexo sobre as
condicdes clinicas dos pacientes (NETTO, 2011, BOLLHEIMER et al., 2013).

Os parametros obtidos na avaliacdo clinica e funcional podem ser associados aos
potenciais biomarcadores, permitindo a visualizagdo global do processo de envelhecimento,
desde as alteracBes moleculares até os reflexos sobre a capacidade funcional, que interferem
sobre a qualidade de vida dos idosos. A aproximacdo entre esses parametros facilitam a
identificacdo de problemas remediaveis que implicam na prevencéo, tratamento, prognostico
e na reabilitacdo em saude do idoso.

Assim, a proposta do presente estudo € aplicavel por buscar entender a associacao
entre processo de envelhecimento e a capacidade funcional, considerando os polimorfismos
de biomarcadores do envelhecimento, identificados no sangue periférico, e os instrumentos de
dominio clinico-funcional. Esse conhecimento esclarece a compreensdo da suscetibilidade ao
desenvolvimento de incapacidades no envelhecimento.

A andlise desses biomarcadores baseia-se na perspectiva de utiliza-los como um teste
de rastreio populacional, o que facilitara um diagndstico precoce das possiveis incapacidades.
Assim, a identificacdo de associacbes desses polimorfismos com incapacidades funcionais
podera permitir, futuramente, o rastreio de idosos com maior suscetibilidade de desenvolver
as mesmas, permitindo instituir o monitoramento e o tratamento precoce, diminuindo o risco
da morbimortalidade e, consequentemente, 0s custos com salde.

O ensaio utilizado para investigacdo desses biomarcadores possui caracteristicas ideais
para um screening populacional: metodologia minimamente invasiva, com aplicabilidade
relativamente facil e rapida, de baixo custo e que exige pouca quantidade de DNA do
paciente. Sua aplicacdo na rotina clinica podera auxiliar a predizer a satde do idoso de forma
interdisciplinar, embasar estratégias de prevencao, facilitar a gestdo e a elaboracdo de futuros

planos de cuidados.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi investigar a possivel associacéo entre a variabilidade
dos polimorfismos presentes em biomarcadores do envelhecimento (TP53, MDM2, UCP2,
HLA-G, IL-1a, IL-4 e NFkB1) e a capacidade funcional do idoso.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Demonstrar o perfil clinico e funcional de 228 idosos.

e Identificar o perfil de ancestralidade genética de 228 idosos.

e Investigar a frequéncia dos polimorfismos dos genes TP53, MDM2, UCP2, HLA-G,
IL-1a, IL-4 e NFkB1 de 228 idosos.

e Analisar o risco de variantes dos polimorfismos dos genes TP53, MDM2, UCP2, HLA-
G, IL-1a, IL-4 e NFKB1 para a capacidade funcional de 228 idosos.
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5 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado a partir do aceite do Orientador (Anexo I), do Coorientador, da
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Nucleo de Pesquisa em Oncologia —
NPO/UFPA (Anexo II), Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto — HUJBB/UFPA
(Anexo 1), a autorizacdo do Laboratédrio de Exercicio Resistido em Salude — LERES/UEPA
como instituicdo coparticipante e da autorizacdo dos voluntarios a partir da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE (Apéndice 1), apds 0os mesmos terem
sido informados dos riscos e beneficios da avaliacdo ao qual foram submetidos, de acordo
com a Resolucdo do Conselho Nacional de Saude (CNS) 466/2012, que consta de todas as

informac0des acerca da pesquisa.

5.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal analitico comparativo, desenvolvido a partir da
avaliacdo clinico-funcional e analise dos polimorfismos presentes em biomarcadores do
envelhecimento (TP53, MDM2, UCP2, HLA-G, IL-1a, IL-4 e NFKB1).

5.2 AMOSTRA

A amostra foi composta por 235 idosos, sendo 113 do LERES/UEPA e 122 do
HUJBB/UFPA. Foram aceitos no estudo, individuos de ambos os géneros, com idade igual ou
superior a 60 anos, oriundos das duas institui¢des listadas acima, que demonstrassem interesse
na participagdo voluntaria no estudo, através da assinatura do TCLE. Em casos de
analfabetismo ou incapacidade motora para escrever, os individuos que contribuiram com o
estudo foram acompanhados por seu representante legal e convidados a assinar o TCLE ou
deixar sua impressao digital, apds a explicacao detalhada do presente estudo.

Foram excluidos do estudo, sete individuos por ndo possuirem informacdes completas
dos seus dados sobre o polimorfismo dos biomarcadores, totalizando somente 228 idosos para
analise do estudo. Além desse critério de exclusdo foram citados outros: individuos que
apresentaram dificuldade para responder os questionarios e/ou impossibilitados de realizar os
testes da funcionalidade, os que no momento da aplicacdo da avaliagcdo apresentar sinais de

instabilidade hemodindmica ou impossibilidade de realizar a coleta de sangue periférico.
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5.3 COLETA DE DADOS

A coleta de dados da pesquisa foi realizada em cinco etapas: aplicacdo da avaliagdo
clinica e funcional, coleta de sangue total, extracdo e quantificacio do DNA, genotipagem
para determinacdo da ancestralidade individual e para investigagdo dos polimorfismos de

biomarcadores do envelhecimento, ambos de leucdcitos do sangue periférico.

5.3.1 Avaliacéo Clinica e Funcional

A avaliagdo clinica e funcional caracterizou-se por ser um instrumento interdisciplinar,
baseada em escalas e testes quantitativos, permitindo uma viséo global da saide dos pacientes
(Anexo V). Foi subdividida em: Avaliacdo Sociodemogréafica, Clinica e Epidemioldgica e da

Funcionalidade.

5.3.1.1 Avaliacdo Sociodemograficos

A avaliacdo sociodemogréafica coletou dados que facilitaram a caracterizacdo da
amostra, incluindo: identificacdo, género, idade, cor da pele, estado civil, escolaridade,

profisséo e ocupacao atual.

5.3.1.2 Avaliacdo Clinica e Epidemioldgica

Esse item destinou-se a investigar as possiveis doencas diagnosticadas, as queixas de
salde, os habitos de vida (etilismo, tabagismo e sedentarismo) e as comorbidades presente.
Para o historico de etilismo o idoso foi classificado como: ndo etilista, etilista, ex-etilista. Para
o histdrico de tabagismo foi classificado como: ndo tabagista, tabagista, ex-tabagista. No que
se refere ao sedentarismo o idoso foi classificado como: ativo (pratica exercicio fisico
regularmente, pelo menos duas vezes por semana) e sedentario (ndo faz nenhum tipo de
exercicio fisico regular).

A presenca de comorbidades foi avaliada através do indice de Comorbidades de
Charlson (ICC). O ICC é um instrumento que considera 0 numero e a severidade das
comorbidades, inclui 19 condigdes clinicas, com pesos de valores 0 a 6 (0 para aquelas

condicBes fora as 19 presentes na escala), atribuidos mediante o risco de mortalidade, sendo



38

posteriormente somados, com uma pontuagdo que varia de 0 a 43 pontos, ajustado pela idade
(HALL et al., 2004; PERKINSA et al., 2004; MARCHENA-GOMEZ et al., 2009).

5.3.1.3 Avaliagéo da Capacidade Funcional

A avaliagéo da capacidade funcional incluiu a aplicacdo da Escala de Katz (Atividades
Basicas de Vida Diaria - ABVD), a Escala de Lawton (Atividades Instrumentais de Vida
Diaria - AIVD), Escala de Avaliacdo das Atividades Avancadas de Vida Diaria (AAVD),
Escala Performance Status do Eastern Cooperative Oncology Group (PS-ECOG), a avaliagdo
dos sistemas funcionais e avaliagdo funcional nutricional.

A Escala de Katz avaliou as ABVD, referentes as tarefas necessarias para o cuidado
com corpo ou autopreservacao, foi composta por 6 dominios, com um escore total que varia
de 6 a 18 pontos, permitindo classificar o idoso como independente (6 pontos),
semidependente (7 a 16 pontos) e dependente (acima de 16 pontos) (QUARESMA, 2008;
AFONSO et al., 2013; JUNG et al., 2013).

A Escala de Lawton avaliou as AIVD, referentes as tarefas necessarias para o cuidado
com o domicilio ou atividades domésticas, foi composta por 9 dominios, com um escore total
que varia de 9 a 27 pontos, permitindo classificar o idoso como dependente (9 pontos),
semidependente (10 a 18 pontos) e independente (19 a 27 pontos) (NOGUEIRA, GARCIA,
2008; MELO, SAINTRAIN, 2009; FLORIANOPOLIS, 2011).

A Escala para avaliacdo das AAVD, referente as atividades produtivas, recreativas e
sociais, foi composta de 12 perguntas, com um escore total que varia de 12 a 36 pontos,
qguanto maior a pontuacdo melhor a funcionalidade do idoso. Os idosos foram classificados
também segundo a quantidade de atividades realizadas: mais ativos, 0s que realizavam quatro
ou mais atividades; menos ativos, os que realizavam trés ou menos atividades (RODRIGUES,
NERI, 2012; FIGUEIREDO et al., 2013; OLIVEIRA, NERI, D’ELBOUX, 2013; OLIVEIRA
etal., 2015).

A Escala PS-ECOG, avaliou como a doenca afeta as habilidades de vida diéria do
paciente, com um escore que varia de 0 a 5 pontos, permitindo classificar o paciente com o
indice 0 (atividade normal), 1 (sintomas da doenca, mas deambula e leva seu dia a dia
normal), 2 (fora do leito por mais de 50% do tempo), 3 (no leito mais de 50% do tempo,
carente de cuidados mais intensivos), 4 (preso no leito) e 5 (morto) (ECOG, 2006; CORREA
etal., 2012).
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5.3.1.4 Avaliagéo dos Sistemas Funcionais

A avaliagdo dos sistemas funcionais incluiu testes apropriados para a analise da
cognicdo (Escala Mini-Exame do Estado Mental — MEEM), humor (Escala de Depressédo
Geriatrica de Yesavage — GDS 15) e mobilidade (Teste Timed Up and Go — TUG; Escala de
Mobilidade e Equilibrio Tinetti — TT), indicada pela sua simplicidade, rapidez, portabilidade,
fidedignidade e pela sua utilidade como indicadora da presenca de incapacidades (MORAES,
2012).

A funcéo cognitiva foi avaliada através do MEEM, composto por 11 dominios, com o
escore total que varia de 0 a 30 pontos. E um teste de rastreio que possibilita classificar o
idoso como normal ou com possivel deméncia, considerando sua escolaridade, com escore de
normalidade de 13 pontos para analfabetos, 18 pontos para aqueles entre 1 e 8 anos de estudo
e 26 pontos para aqueles com mais de 8 anos de estudo (LENARDT et al., 2013; RAZALLI et
al., 2014).

O humor foi avaliado pela GDS-15, composta por 15 perguntas, com escore total que
varia de 0 a 15 pontos. Através dessa escala pode-se obter o resultado dentro da normalidade
(0 a 5 pontos), com depressdo (6 a 10 pontos) ou com depressdo grave (11 a 15 pontos)
(FERRARI, DALACORTE, 2007; PRATA et al., 2011).

A mobilidade foi analisada através do TUG e do TT. No TUG o idoso foi submetido a
um trajeto de 3 metros de ida e volta, sendo devidamente cronometrado e classificado
conforme o tempo de desempenho: mobilidade normal (<10s); boa mobilidade (11-20s);
mobilidade regular (21-30s) e mobilidade prejudicada (>30s) (MARTINS, MAIA, PEREIRA,
2007; BRETAN et al., 2013).

O TT avaliou a mobilidade levando em consideracéo o risco de queda, subdivido em
16 dominios, de 1 a 9 (avalia o equilibrio) e de 10 a 16 (avalia a marcha). Possui um escore
que varia de 0 a 28 pontos, permitindo classificar o idoso com alto risco de queda (<19
pontos), risco moderado de queda (19 a 24 pontos) e baixo risco de queda (>24 pontos)
(SILVA et al., 2008; KARUKA, SILVA, NAVEGA, 2011).

5.3.1.5 Avaliagéo do Estado Nutricional

A avaliacéo funcional nutricional foi realizada através da mensuracao do peso, altura,
indice de massa corpérea, perimetro da panturrilha e na aplicacdo da Miniavaliacdo

Nutricional (MAN), um instrumento rapido e facil de ser aplicado, com o poder de detectar o
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risco elevado de desnutricdo. Composta por 18 itens divididos em Triagem e Avaliacdo
Global, com um escore que varia de 0 a 30 pontos, permitindo classificar o idoso com estado
nutricional normal (27 a 30 pontos), sob risco de desnutricdo (17 a 23,5 pontos) e desnutrido
(<17 pontos) (CALVO et al., 2012; URREA, MESEGUER, 2013).

Como subitem da MAN, foi avaliado o Perimetro da Panturrilha (PP), que é o
perimetro maximo no plano perpendicular a linha longitudinal da panturrilha, uma medida
sensivel para avaliacdo da massa muscular, onde a reducédo indica a diminuicdo da forca da
musculatura. As medidas menores que 31 cm indicam reducdo da massa muscular
(sarcopenia) e estdo associadas ao maior risco de quedas, diminuicdo da forca muscular e
dependéncia funcional. As medidas entre 31 e 34 cm podem significar uma tendéncia a
sarcopenia. E as medidas acima de 35 cm estdo dentro da normalidade (CRUZ-JENTOFT et
al., 2010; AMORIM, PESSOA, 2014).

5.3.2 Coleta do Sangue Total

A investigacdo de polimorfismos de biomarcadores do envelhecimento foi realizada
utilizando uma amostra do sangue total (4ml) do paciente, coletado no LERES e no HUJBB,
em tubo EDTA utilizando métodos bem estabelecidos e por profissionais devidamente
capacitados, evitando possiveis complicacdes provenientes dessa etapa da pesquisa.

Esse material foi devidamente armazenado, congelado a -20°C, no Nucleo de Pesquisa
em Oncologia, para posterior analise relacionada exclusivamente ao presente estudo. Apés a
analise, o material biolégico sera devidamente descartado, conforme normas vigentes de
Orgdos técnicos competentes, respeitando-se a confidencialidade e a autonomia do sujeito da

pesquisa.

5.3.3 Extracéo, Quantificacéo e Diluicdo do DNA

Para analise dos polimorfismos foi necessaria a extracdo do DNA gendmico de
leucdcitos do sangue periférico, usando o Kit Mini Spin Plus (P.250, Biopur, Biometrix,
Brasil). O kit abrange as seguintes etapas: lise da amostra, ligacdo do DNA genémico a
membrana do tubo, lavagem da membrana e eliminacdo do etanol e eluicdo do DNA
genémico (Figura 12), seguindo o protocolo para extragdo do sangue total de humanos
(ANEXO VI).
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A quantificacdo do DNA foi realizada no Espectrofotémetro NanoDrop 1000 (Thermo
Scientific NanoDrop 1000; NanoDrop Technologies, Wilmington, DE). Depois de

quantificada a mostra foi diluida para uma concentracdo de 10ng/ul.

@f/ R =
_b_g_@ﬁ

Lise do Material Ajustes das Ligacao do Lavagem Eluicao do DNA
Condicoes DNA na Coluna
de Ligacao (Tubo Spin Plus)

Figura 12. Extracdo do DNA gendmico.
Fonte: Biopur, 2014.

5.3.4 Determinacéao da Ancestralidade

A analise da ancestralidade das amostras foi realizada de acordo com Santos et al.
(2010), utilizando 48 marcadores informativos de ancestralidade autossdmica (AIMS). Foram
realizadas trés reacOes de PCR multiplex, cada uma com 16 marcadores. Os amplicons de
PCR foram analisados por eletroforese usando o sequenciador ABI Prism 3130 e o software
GeneMapper ID v.3.2. As propor¢des individuais de ancestralidade genética Europeia,
Africana e Amerindia foram estimadas usando o software Structure V.2.3.3, assumindo trés

populacBes parentais (europeia, africana e amerindia) (CARVALHO et al., 2015).

5.3.5 Analise dos Polimorfismos

Os 8 polimorfismos do estudo foram genotipados (Quadro 1) por uma reagéo de PCR
multiplex seguida de uma eletroforese capilar. Para as amplificagdes foram utilizados 0,5 pL
do kit QIAGEN Multiplex PCR (QIAGEN, Alemanha), 1,0 uL de Q-solution, 1,0 pL de
Primer Mix, 2,0 uL de &gua e 20 ng de DNA. A PCR foi realizada seguindo o protocolo a
seguir: uma desnaturacao inicial a 95°C por 15 minutos, 35 ciclos a 94 °C por 45 segundos,
60°C por 90 segundos e 72°C por 60 segundos, seguidos de uma extensao final de 70°C por
30 minutos. A analise dos amplicons de PCR foi realizada a partir de uma eletroforese usando

0 sequenciador ABI Prism 3130 e o software GeneMapper ID v.3.2.
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Quadro 1. Caracteriza¢do Técnica dos Polimorfismos INDEL Investigados.
Gene | ldentificagdo | Tipo Comp. Iniciadores Amplificacédo

F-5GGGACTGACTTTCTGCTCTTGTS3'
TP53 rs17878362 | INDEL | 16 pb 148-164 pb
R-5'GGGACTGTAGATGGGTGAAAAGS'

F-5TCCATTCATAACTCAGGAACCAZ
TPS53 rs17880560 | INDEL 6 pb 135-141 pb
R-5TTAAATCCCGTAATCCTTGGTG3'

F-5GGAAGTTTCCTTTCTGGTAGGCS'
MDM2 rs3730485 INDEL | 40pb 192-232 pb
R-STTTGATGCGGTCTCATAAATTGS'

F-5'CCCACACTGTCAAATGTCAACT3'
UCP2 = INDEL | 45pb 119-164 pb
R-5'CCATGCTTTCCTTTTCTTCCT3'

F-5’CTGTTTAAAGTGTCACCCCTCAC3’
HLA-G | rs371194629 | INDEL 14 pb 192-206 pb
R-5’CAGTTCAGCATGAGGAAGAGG3’

F-5"TGGTCCAAGTTGTGCTTATCC3’
IL-la | rs3783553 | INDEL | 4pb 230-234 pb

R-5’ACAGTGGTCTCATGGTTGTCA3’
F-5’AGGGTCAGTCTGGCTACTGTGT3’ | 147/217/287
R-5°CAAATCTGTTCACCTCAACTGC3’ pb
F-5'TATGGACCGCATGACTCTATCA3'

NFKB1 | rs28362491 | INDEL 4 pb 366-370 pb
R-5'GGCTCTGGCATCCTAGCAG3'

IL-4 rs79071878 VNTR 70 pb

5.4 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada uma analise descritiva dos dados referentes a caracterizacdo da amostra,
utilizando a frequéncia absoluta, porcentagens, media e desvio padrdo. As variaveis
quantitativas foram primeiramente submetidas ao teste Kolmogorov-Smirnov para analise da
distribuicdo de normalidade.

As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos foram determinadas por
contagem direta dos alelos, e em seguida foi calculado o equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE) utilizando o software Alerquein 3.5.1.2. As proporcdes individuais das ancestralidades
genéticas europeia, africana e amerindia foram estimadas através do software Structure 2.3.3.

Para analisar a associacdo dos polimorfismos estudados com as variaveis da
capacidade funcional, foi realizada uma andlise de variancia entre os grupos de gendtipos de
cada polimorfismos, através do testes de Kruskal-Wallis e o Mann Whitney. Os mesmos
testes foram aplicados para fazer analise comparativa da variancia das categorias da
capacidade funcional. Para analise de risco dos polimorfismos sobre as variaveis da
capacidade funcional, foi realizada uma Regressdo Logistica controlada pelas covariaveis:
género, idade, comorbidade e sedentarismo.

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o pacote estatistico do software

SPSS 20.0, respeitando o nivel de significancia de 5% (p-valor < 0,05).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados 228 idosos, na sua maioria mulheres (62%), com aproximadamente
70 anos de idade em média, com indice de comorbidade médio de 4,48 (+2,44) pontos,
sedentarios (53%), com historico de tabagismo (58%) e possuidores de uma ancestralidade
predominantemente europeia. A descricdo completa das caracteristicas demograficas e
clinicas da amostra estdo expostas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristica demogréfica e clinica da amostra de idosos investigados (n=228).

Variaveis <70 anos (n=125) >70 anos (n=103) Total (n=228)

Género

Masculino 47 (0.38) 40 (0.39) 87 (0.38)

Feminino 78 (0.62) 63 (0.61) 141 (0.62)
Idade

Média (dp) 64.59 + 3.45 77.82 £5.65 70.57 £ 8.02
Comorbidades (ICC)

Média (dp) 3.79+2.24 5.32+243 448 +2.44
Sedentarismo

Sim 60 (0.48) 60 (0.58) 120 (0.53)

Néao 65 (0.52) 43 (0.42) 108 (0.47)
Etilismo

Sim 70 (0.56) 43 (0.42) 113 (0.49)

Né&o 55 (0.44) 60 (0.58) 115 (0.51)
Tabagismo

Sim 77 (0.62) 55 (0.53) 132 (0.58)

Néao 48 (0.38) 48 (0.47) 96 (0.42)
Ancestralidade

Europeu 0.446 + 0.166 0.463 £ 0.184 0.453 £ 0.174

Amerindio 0.310 £ 0.145 0.293 +0.154 0.302 +0.149

Africano 0.243+0.141 0.243+0.142 0.243 +0.142

ICC: Indice de Comorbidade de Charlson.

No que se refere as caracteristicas da capacidade funcional dos idosos incluidos no
estudo, observou-se que 33% deles apresentava algum grau de limitacdo funcional
(semidependentes ou dependentes) para as atividades basicas e instrumentais de vida diéria.
Aproximadamente 50% dessa populacdo foi considerada menos ativa na realizacdo das
atividades avancadas de vida diaria. No que se refere a dependéncia funcional, a partir na
analise do PS-ECOG, observou-se que 54% dos idosos possuiam um escore maior que zero.

Nas escalas de rastreio para as sindromes ligadas aos sistemas funcionais, identificou-

se que em média, os idosos possuiam sua autonomia preservada, com a cogni¢do e o humor
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dentro dos padrbes de normalidade. No que se refere & independéncia, na mobilidade
observou-se alteracdo em 36% dos idosos, o que pode ter refletido sobre o risco que queda,
onde apresentaram alto risco para o evento queda, pelo escore médio do agrupamento total.
No estado nutricdo, a condicdo de desnutricdo foi frequente em apenas 14% dos
idosos. No que se refere a sarcopenia, em média 0s idosos apresentaram uma tendéncia do
desenvolvimento da mesma, com perimetro da panturrilha entre 31 e 34 cm. No entanto, 33%

deles possuiam indicativos de sarcopenia, pelos mesmos métodos de triagem.

Tabela 2: Caracteristicas Funcionais e Nutricionais da amostra de idosos investigados (n=228).

Variaveis <70 anos (n=125) >70 anos (n=103)  Total (n=228)

Capacidade Funcional

Atividades Basicas — ABVD 8.21+3.50 9.34+£4.43 8.73+3.98

Atividades Instrumentais — AIVD 21.85+6.93 18.37+7.61 20.27 £7.44

Atividades Avancadas — AAVD 25.47 £4.98 23.85+4.78 24.73 £4.95

Performace Status - PS-ECOG 1.17+1.50 1.70+1.64 141+1.58
Sistemas Funcionais

Cognicdo — MEEM 22.20 £ 4.69 19.59 £ 5.50 21.02 +5.23

Humor - GDS-15 1.61+213 1.89+£2.23 1.74 £2.18

Mobilidade — TUG 15.73£9.99 19.86 +9.87 17.61 +£10.13

Risco de Quedas — TT 20.59 £9.94 16.99 + 10.59 18.95 + 10.37
Estado Nutricional

Mini-Avaliacdo Nutricional - MAN 24.23 £6.15 20.82 +7.89 22.69+7.18
Sarcopenia

Perimetro da Panturrilha (cm) 33.13+4.14 30.85 + 3.56 32.10+£4.05

ABVD: Atividade Basica de Vida Diéria; AIVD: Atividades Instrumentais de Vida Diaria; AAVD: Atividades
Avancadas de Vida Diéaria; PS-ECOG: Performance Status do Eastern Cooperative Oncology Group. MEEM:
Mini-Exame do Estado Mental; GDS-15: Escala de Depressdo Geriatrica 15; TUG: Teste Time Up and Go; TT:
Teste de Tinetti; MAN: Mini-Avaliacdo Nutricional.

A avaliacdo clinica incluiu no estudo inicialmente 235 idosos, no entanto 0 acesso as
amostras de DNA sé foram obtidos com sucesso em 228 idosos, 0 que configurou a exclusao
de sete individuos devido a auséncia de dados genéticos que pudessem ser relacionados com
as variaveis clinicas e funcionais pesquisadas. Dos 228 idosos inclusos, foi realizada a
estatistica para as frequéncias dos genétipos de cada polimorfismos, onde foi evidenciado que

todos os polimorfismos apresentavam-se em HWE, como exposto na Tabela 3.
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Tabela 3. Estatisticas da frequéncia de cada gen6tipo dos idosos investigados (n=228).
Equilibrio de Hardy-Weimberg

Biomarcadores Identificacdo Genotipo Frequéncia

(p-valor)

DD 172 (0.75)

TP53 rs17878362 DI 53 (0.23) 0.0583
I 3(0.01)
DD 148 (0.65)

TP53 rs17880560 DI 72 (0.32) 0.8345
I 8 (0.04)
DD 12 (0.05)

MDM2 rs3730485 DI 84 (0.37) 0.7724
I 132 (0.58)
DD 100 (0.44)

UCP2 - DI 109 (0.48) 0.1547
I 19 (0.08)
DD 83 (0.36)

HLA-G rs371194629 DI 102 (0.45) 0.2459
I 43 (0.19)
DD 37 (0.16)

IL-1a rs3783553 DI 120 (0.53) 0.2476
I 71 (0.31)
DD 35 (0.15)

IL-4 rs79071878 DI 99 (0.43) 0.2957
I 94 (0.41)
DD 54 (0.24)

NFKB1 rs28362491 DI 115 (0.50) 0.9412
I 59 (0.26)

DD: Delecdo/Dele¢do; DI: Delecéo/Insercdo; I1: Insercao/Insercao.

A analise dos polimorfismos dos biomarcadores pela variancia da funcionalidade, dos
sistemas funcionais, do estado nutricional e da sarcopenia, contou com a determinacdo das
frequéncias genotipicas, bem como o desempenho médio de cada variavel. O aprofundamento
dessas andlises utilizou a investigacdo do risco dos gendtipos sobre as variaveis funcionais.

Na investigacdo da associacdo do polimorfismo do TP53 (rs17878362), foi possivel
identificar que os idosos detentores do alelo D apresentaram um melhor desempenho
significativo nas ABVDs, nas AAVDs, no PS-ECOG, no MEEM, no GDS-15 e no TUG.
Melhor estado nutricional (MAN) e perimetro da panturrilha maior. Esses dados sugerem que
o0 alelo D seria um fator de protecdo para a funcionalidade do idoso, fato esse ndo observado
de forma significativa, como exposto na Tabela 4. No outro polimorfismo do TP53
(rs17880560) se observou que os idosos com alelo | possuiam um perimetro da panturrilha em

média maior, sugerindo um fator de protecao, que nao foi significante (Tabela 5).
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Tabela 4: Andlise do desempenho das Capacidades Funcionais e a Variagdo do Polimorfismo do Gene TP53 (rs17878362) dos idosos investigados (n=228).

TP53 (rs17878362) llvsDIvsDD  llvsDI+DD Presenca do Alelo D
I (n=3) DI (n=53) DD (n=172) DI+DD (n=225) p-valor® p-valor® p-valor® OR (95% IC)

Funcionalidade

ABVD 15.67 + 4.04 823+3.05 8.75+4.14 8.63+3.91 0.028 0.007 0.161 0.10 (0.00 - 2.46)

AIVD 14.00 + 8.66 20.40+7.37 20.34+7.44 20.35+7.40 0.224 0.088 0.389 0.33(0.02 - 4.11)

AAVD 18.33+1.15 2446 +4.22 24.93+5.13 24.82 +4.92 0.057 0.020 0.999 0.00 (0.00 - 0.00)

PS-ECOG 3.33+1.15 1.34+1.45 1.40+1.61 1.38 +1.57 0.115 0.037 - -
Sistemas Funcionais

MEEM 15.33+2.88 20.88+5.84 21.16+5.02 21.10+5.21 0.132 0.045 0.999 0.00 (0.00 - 0.00)

GDS-15 4.67 £0.57 1.85+2.49 1.65 +2.06 170 £ 2.16 0.056 0.017 0.771 1.02 (1.00 - 1.05)

TUG 31.00 £ 0.00 18.33+9.47 17.14+10.26  17.42+10.07 0.070 0.035 0.999 0.00 (0.00 - 0.00)

1T 7.33+9.23 19.73+9.29 18.92+10.63  19.11+10.31 0.165 0.058 0.999 0.00 (0.00 - 0.00)
Estado Nutricional

MAN 13.50 + 3.04 23.30+6.54 22.66+7.32 2281+7.14 0.113 0.037 0.777 0.70 (0.06 - 8.09)
Sarcopenia

PP (cm) 27.66 + 1.52 32.06+4.28 32.20+3.97 32.16 £ 4.04 0.081 0.027 0.999 0.00 (0.00 - 0.00)

ABVD: Atividade Bésica de Vida Diéaria; AIVD: Atividades Instrumentais de Vida Diéria; AAVD: Atividades Avancadas de Vida Diéaria; PS-ECOG: Performance Status do
Eastern Cooperative Oncology Group. MEEM: Mini-Exame do Estado Mental; GDS-15: Escala de Depressdo Geriatrica 15; TUG: Teste Time Up and Go; TT: Teste de
Tinetti; IMC: Indice de Massa Corporea; PP: Perimetro da Panturrilha; MAN: Mini-Avaliacdo Nutricional. DD: Delegdo/Delecio; DI: Delecio/Insercao; I1: Insercdo/Insercéo.
OR: Oddis Ratio; IC: Intervalo de Confianca. *Teste de Kruskal-Wallis. "Teste de Mann-Whitney. “Regressdo Logistica ajustada pela idade, género, comorbidade e
sedentarismo.
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Tabela 5: Andlise do desempenho das Capacidades Funcionais e a Variagdo do Polimorfismo do Gene TP53 (rs17880560) dos idosos investigados (n=228).

TP53 (rs17880560) llvsDIvsDD  11+DIlvsDD Presenca do Alelo |
Il (n=8) DI (n=72) DD (n=148)  11+DI (n=80) p-valor® p-valor® p-valor® OR (95% IC)

Funcionalidade

ABVD 8.25+2.65 8.18+3.48 9.00+4.24 8.19 +3.38 0.752 0.484 0.132 0.33(0.08 - 1.38)

AIVD 18.75+ 7.64 21.46+7.01 19.80+7.59 21.17+7.07 0.268 0.164 0.481 0.71(0.28 - 1.81)

AAVD 23.50+ 3.58 2487+4.75 24.74+511 24.72 £ 4.64 0.784 0.950 0.521 0.70 (0.24 - 2.05)

PS-ECOG 200+ 151 1.16 +1.49 1.49+1.62 1.25+1.50 0.223 0.321 - -
Sistemas Funcionais

MEEM 21.75+5.06 21.61+521 20.70+5.25 21.63+5.16 0.385 0.167 0.829 1.07 (0.57 - 1.97)

GDS-15 1.00 + 1.06 1.39+1.78 1.94 +2.36 1.35+1.72 0.382 0.167 0.369 0.38 (0.04 - 3.34)

TUG 19.13+8.45 1594 +9.66 18.29 +10.38 16.28 +9.54 0.279 0.290 0.135 0.51(0.21-1.23)

1T 1750+ 10.83 20.13+10.03 18.49+10.52  19.85+ 10.07 0.445 0.419 0.401 0.68 (0.27 - 1.66)
Estado Nutricional

MAN 21.81+6.82 24.17+6.45 22.04+7.45 23.92+6.48 0.166 0.097 0.085 0.41(0.15-1.13)
Sarcopenia

PP (cm) 31.50+3.33 33.41+435 31.52+381 33.21+4.28 0.008 0.005 0.415  0.73(0.35-1.53)

ABVD: Atividade Bésica de Vida Diéaria; AIVD: Atividades Instrumentais de Vida Diéria; AAVD: Atividades Avancadas de Vida Diéaria; PS-ECOG: Performance Status do
Eastern Cooperative Oncology Group. MEEM: Mini-Exame do Estado Mental; GDS-15: Escala de Depressdo Geriatrica 15; TUG: Teste Time Up and Go; TT: Teste de
Tinetti; IMC: Indice de Massa Corporea; PP: Perimetro da Panturrilha; MAN: Mini-Avaliacdo Nutricional. DD: Delegdo/Delecio; DI: Delecao/Insercdo; 11: Insercdo/Insercao.
OR: Oddis Ratio; IC: Intervalo de Confianca. *Teste de Kruskal-Wallis. "Teste de Mann-Whitney. “Regressdo Logistica ajustada pela idade, género, comorbidade e
sedentarismo.
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A proteina p53 possui uma funcdo chave na regulacdo e resposta ao dano célular ao
longo da vida. Dependendo das suas isoformas, a proteina é responsavel por diversas fungdes:
controle do ciclo celular, senescéncia, envelhecimento e a neurodegeneracédo. A desregulacéo
dessa proteina, causada, por exemplo, por polimorfismos germinativos, pode levar ao
desenvolvimento de doencas cronicas e ao envelhecimento precoce. Entre as alteracGes
comuns no gene TP53 as inser¢des e delecdes representam 9% do total. Estudos apontam que
polimorfismos nesse gene podem estar fortemente associados a sindrome da fragilidade em
idosos e a sua expectativa de vida (CHUNG et al., 2010; MUSTAFINA et al., 2012;
RICHARDSON, 2013; JORUIZ, BOURDON, 2016).

Os polimorfismos rs17878362 e rs17880560 do TP53 alteram a expressédo da p53, o
que pode diminui a expressdo da proteina (MORTEN et al., 2016). Esses polimorfismos
abordados no presente estudo, ndo apresentaram risco significativo para o desenvolvimento de
incapacidades funcionais. No entanto, ao comparar 0s grupos com os diferentes
polimorfismos foram observadas diferencas no desempenho funcional, sugerindo que o alelo
D (rs17878362) e o alelo | (rs17880560) conferem um fator de prote¢do, com desempenho
melhores para todas as variaveis rastreadas e protecdo para sarcopenia.

Estudos apontam que esse gene pode estar relacionado a atrofia do mdusculo
esquelético comum no envelhecimento, a caquexia e a sarcopenia, mas 0S mecanismos
envolvidos ainda ndo sdo totalmente compreendidos. No entanto, Renzo et al. (2014)
investigam a associac¢do de outro polimorfismo no TP53 (G>C, no éxon 4, cddon 72) com 0
risco significativo para sarcopenia, evidénciando que a genotipagem desse e de outros
polimorfismos do gene TP53 sdo Uteis para avaliar o risco sarcopenia.

A relagdo entre os polimorfismos do TP53 e o envelhecimento possui mecanismos
complexos, que envolve diferentes vias de sinalizacdo, regulacdo e metabolizacdo. Como a
regulacdo exercida pelo feedback da proteina MDM2. Em um estudo realizado com modelo
animal, foi observado que mutacdes ou alteragcdes no sitio de ligacdo entre a p53 e a MDM2
comprometeria a capacidade de regulacdo exercida pela MDM2, o que favoreceria um
aumento da apoptose, levando a um envelhecimento acelerado (GANNON et al., 2011).

No presente estudo, na analise geral do polimorfismo do gene MDM2 (rs3730485), as
frequéncias genotipicas foram 132, 84 e 12 para Il, DI e DD, respectivamente. Ndo houve
diferencas significativas entre a variancia do desempenho dos itens pesquisados. O mesmo
resultado se estende a estimativa dos possiveis riscos para funcionalidade do idoso associados

a presenca do alelo D. Esses dados podem ser mais bem observados na Tabela 6.
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Tabela 6: Andlise do desempenho das Capacidades Funcionais e a Variagdo do Polimorfismo do Gene MDM?2 (rs3730485) dos idosos investigados (n=228).

MDM2 (rs3730485) IlvsDIvsDD  llvsDI+DD Presenca do Alelo D
1 (n=132) DI(n=84) DD (n=12) DI+DD (n=96) pvalor’  p-valor”  p-valor’  OR(95% IC)

Funcionalidade

ABVD 8.61 +3.86 9.03+4.35  8.00+2.66 8.89 + 4.17 0.984 0.880 0.981  1.01(0.33-3.08)

AIVD 20.18+7.36  20.42+7.69 20.17+7.13 20.38 + 7.58 0.906 0.658 0.257  1.63(0.69 - 3.83)

AAVD 2495+489  2419+4.86 25.92+6.08 24.42 +5.04 0.365 0.432 0.052  1.96 (0.67-5.71)

PS-ECOG 1.37+1.55 146+1.64  1.50+1.62 1.47 +1.63 0.942 0.744
Sistemas Funcionais

MEEM 21.07+470  20.84+6.15 2158+4.48 20.94 +5.94 0.910 0.718 0.907  0.96 (0.52 - 1.75)

GDS-15 1.74 £ 2.07 1.77+243 150+ 1.62 1.74+2.34 0.966 0.793 0.827  0.81(0.12-5.44)

TUG 17.63+10.19 17.62+10.19 17.25+9.81  17.57+10.09 0.997 0.999 0.350  0.67 (0.29 - 1.53)

TT 18.87 £10.27 19.01+10.71 19.42+10.04  19.07 +10.57 0.975 0.826 0.133  0.52(0.22-1.21)
Estado Nutricional

MAN 2279+7.18  2232+7.30 23.95+5.54 22.54 +7.08 0.879 0.768 0.993  0.99(0.42-2.31)
Sarcopenia

PP (cm) 32.30+4.04 31.75%£3.67 32.16%6.22 31.80 + 4.06 0.729 0.475 0.728  0.88(0.44-1.76)

ABVD: Atividade Bésica de Vida Diaria; AIVD: Atividades Instrumentais de Vida Diaria; AAVD: Atividades Avangadas de Vida Diaria; PS-ECOG: Performance Status do
Eastern Cooperative Oncology Group. MEEM: Mini-Exame do Estado Mental; GDS-15: Escala de Depressdo Geriatrica 15; TUG: Teste Time Up and Go; TT: Teste de
Tinetti; IMC: indice de Massa Corporea; PP: Perimetro da Panturrilna; MAN: Mini-Avaliacdo Nutricional. DD: Delegdo/Delecio; DI: Delecao/Inserco; 11: Insercao/Insercao.
OR: Oddis Ratio; IC: Intervalo de Confianca. “Teste de Kruskal-Wallis. ®Teste de Mann-Whitney. °Regressdo Logistica ajustada pela idade, género, comorbidade e
sedentarismo.
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Além das vias de controle do ciclo celular, que envolvem o complexo p53-MDM2, o
envelhecimento ligado as altera¢cdes metabdlicas é objeto de diversos estudos. Sabe-se que no
envelhecimento a demanda de energia aumenta para a manutencdo das funcdes,
principalmente com o declinio da satde. Isso inclui o entendimento dos genes das proteinas
desacopladoras (UCPs), que modificam o metabolismo mitocondrial, protegendo a célula
contra o estresse oxidativo (KIM et al., 2016).

O estresse oxidativo é visto como uma das causas do envelhecimento humano,
associado tanto com a producdo como com o acumulo de dados oxidativos, quanto com a
capacidade de prevencao e reparo desse dano.

No presente estudo, o polimorfismo do gene UCP2 (45pb INDEL) apresentou a
frequéncia 19, 109, 100 para Il, DI e DD, respectivamente. A analise comparativa entre 0s
gendtipos que possuiam a insercdo (11+Dl) e 0 que possuia somente a delecdo (DD) revelou
resultados significativos sobre o PS-ECOG, mobilidade (TUG) e estado nutricional dos
idosos. Os detentores do alelo | apresentaram em média maior comprometimento funcional,
reducdo da mobilidade e risco nutricional, indicando que possivelmente esse alelo seria um
fator de risco para essas variaveis. No entanto, ao testar a associacdo alélica como fator de
risco, ndo se observou resultados significativos para essas e outras variaveis (Tabela 7).

Resultados similares foram encontrados no estudo de Dato et al. (2014), que avaliaram
os efeitos de 311 polimorfismos (SNPs) de 38 genes, relacionados ao estresse oxidativo, sobre
o estado funcional de 1089 nonagenarios dinamarqueses. Inclui as variaveis: atividades
béasicas de vida diaria (Escala de Katz), velocidade da marcha, forca de preensdo manual e
estado cognitivo (MEEM). Dessas variaveis, o polimorfismo do UCP2 (rs659366) foi
associado com a velocidade da marcha dos idosos (p=0.032).

Outro estudo similar, desenvolvido por Keogh et al. (2015) testou as variantes
polimorficas do gene UCP2 (G866A) associando-as com variaveis da capacidade funcional de
idosos (velocidade da marcha — TUG, teste da caminhada de 6 minutos e teste de preensdo
palmar), identificando que individuos com GG possuiam uma velocidade da marcha
significativamente maior, quando comparadas aos outros genétipos (AA e AG).

Esses resultados, mesmo tratando de diferentes polimorfismos, evidenciam que
polimorfismos ligados ao gene UCP2, estdo relacionados ao estresse oxidativo e podem
modular o desempenho fisico de idosos. Estudos apontam que a manutencdo do estresse
oxidativo provoca a elevacdo de células senescentes do sistema imunolégico (GHATREH-
SAMANI et al., 2016).
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Tabela 7: Andlise do desempenho das Capacidades Funcionais e a Variacdo do Polimorfismo do Gene UCP2 (45pb INDEL) dos idosos investigados (n=228).

UCP2 (45pd INDEL) llvsDIvsDD  11+DlvsDD Presenca do Alelo |
Il (n=19) DI (n=109) DD (n=100) I1+DI (n=128) p-valor® p-valor® p-valor® OR (95% IC)

Funcionalidade

ABVD 8.72 +4.59 899+4.14  843+3.70 8.95+4.19 0.781 0.770 0.562 1.42 (0.43 - 4.68)

AIVD 21.83+7.33 19.04 £ 750 21.33+7.23 19.44 +7.51 0.078 0.100 0.084 0.45(0.18 - 1.11)

AAVD 25.61+5.22 24.41+483 24.93+5.04 24.58 + 4.89 0.557 0.634 0.869 1.09 (0.38 - 3.11)

PS-ECOG 1.16 + 1.67 1.66 + 1.57 1.18+1.54 1.59 +£1.59 0.040 0.035 - -
Sistemas Funcionais

MEEM 20.50+4.79 20.60+5.44 21.58+5.06 20.59 £ 5.33 0.347 0.155 0.283 0.71(0.39-1.31)

GDS-15 2.00+2.00 1.53+2.11 1.92+2.28 1.60 +2.09 0.259 0.358 0.250 0.37 (0.06 - 2.10)

TUG 17.78+9.61 18.92+10.22 16.13+10.02  18.75+10.10 0.109 0.037 0.601 0.79 (0.33 - 1.89)

1T 19.67 +10.23 17.92+10.44 19.96 +10.32 18.17 + 1.59 0.236 0.094 0.246 0.58 (0.23 - 1.44)
Estado Nutricional

MAN 23.30+7.35 21.69+7.22 23.68+7.01 21.92+7.23 0.065 0.036 0.697  0.84(0.36 - 1.98)
Sarcopenia

PP (cm) 31.72+3.28 31.98+4.29 32.31+392 31.94+4.15 0.539 0.315 0.496  0.78 (0.38 - 1.58)

ABVD: Atividade Bésica de Vida Diéaria; AIVD: Atividades Instrumentais de Vida Diéria; AAVD: Atividades Avancadas de Vida Diéaria; PS-ECOG: Performance Status do
Eastern Cooperative Oncology Group. MEEM: Mini-Exame do Estado Mental; GDS-15: Escala de Depressdo Geriatrica 15; TUG: Teste Time Up and Go; TT: Teste de
Tinetti; IMC: Indice de Massa Corpérea; PP: Perimetro da Panturrilha; MAN: Mini-Avaliacdo Nutricional. DD: Delegdo/Delecio; DI: Delecao/Inserco; 11: Insercao/Insercéo.
OR: Oddis Ratio; IC: Intervalo de Confianca. °Teste de Kruskal-Wallis. "Teste de Mann-Whitney. “Regressdo Logistica ajustada pela idade, género, comorbidade e
sedentarismo.
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Esse envelhecimento imunoldgico é caracterizado por mudancas, que comprometem a
salde de idosos, o que tem sido associado com aumento da morbidade e mortalidade. Além
disso, o processo de envelhecimento tem sido visto como um oxidante crénico, que associado
ao estresse inflamatorio, provoca danos nos componentes celulares, o que leva ao declinio das
funcdes fisiologicas do idoso (BAUER, FUENTE, 2016).

No presente estudo investigou-se quatro genes relacionados ao sistema imunolégico:
HLA-G, IL-1a, IL-4 e NFKB1. Observou-se que ndo houve associa¢cdes significantes entre os
polimorfismos dos genes HLA-G, IL-la e IL-4 com a capacidade funcional, sistemas
funcionais, estado nutricional e risco de sarcopenia nos idosos investigados. As diferencgas
encontradas, que sugeriam risco ou protecdo para as variaveis estudadas, quando controladas
pelas variaveis: género, idade, sedentarismo e comorbidades ndo revelaram significancia
estatistica, como descrita a seguir.

No polimorfismo do gene HLA-G (rs371194629) identificou-se diferencas
significativas na mobilidade e no risco de quedas entre idosos detentores do alelo D (DD+DI)
e dos detentores apenas do alelo I (I1). Evidentemente os idosos com alelo D, possuiam
melhor desempenho no TUG e no TT. No entanto, essa associacdo de protecdo ndo foi
significativa para ambas as variaveis (Tabela 8).

Para o polimorfismo do gene IL-1a (rs3783553) identificou-se significativa diferenca
entre 0s idosos que possuiam o alelo D e os que ndo o possuiam. Essas diferencas foram
observadas do desempenho médio nos testes da AIVD, PS-ECOG e no Teste de Tinetti (TT).
Os idosos que apresentaram o alelo D, pela média dos testes, possuiam condi¢cdes melhores de
satde funcional. No entanto, ndo se pode afirmar que esse alelo confere risco ou protecdo ao
desenvolvimento de incapacidades, visto que nessa analise ndo foram obtidos resultados
significantes (Tabela 9).

A variacdo do polimorfismo do gene IL-4 (rs79071878) apresentou a frequéncia de 94,
99, 35, para os gendtipos Il, DI, DD, respectivamente. Na analise desse polimorfismo, foram
observadas diferencas significativas sobre as AAVDs e sobre a cognicdo (MEEM), entre os
gendtipos que apresentavam a presenca do alelo D (DI+DD) e os que ndo apresentavam (11).
Os que apresentavam o alelo D possuiam um desempenho menor para as AAVDs e para a
cognicgdo quando comparados com 0s que nao possuiam esse alelo. 1sso indica que a presenca
do alelo D pode ser um fator de risco para dependéncia para as AAVDs e para um
comprometimento cognitivo. No entanto, a analise de risco ndo revelou resultados

significativos, como mostra a Tabela 10.
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Tabela 8: Andlise do desempenho das Capacidades Funcionais e a Variagdo do Polimorfismo do Gene HLA-G (rs371194629) dos idosos investigados

(n=228).
HLA-G (rs371194629) llvsDIvsDD  1lvsDI+DD Presenca do Alelo D
11 (n=43) DI (n=102) DD (n=83) DI+DD (n=185) p-valor® p-valor® p-valor® OR (95% IC)

Funcionalidade

ABVD 9.40 £ 4.03 8.40+383 8.77+4.15 8.56 £ 3.96 0.229 0.095 0.332 2.04 (0.48 - 8.73)

AIVD 18.65+7.54 20.55+7.35 20.78+7.46 20.65+7.38 0.344 0.153 0.959 0.97 (0.36 - 2.59)

AAVD 24.12 +4.43 2491+509 24.85+5.07 24.88 + 5.06 0.704 0.402 0.980 1.01 (0.28 - 3.61)

PS-ECOG 1.67+1.64 1.26 +1.50 1.46 +1.64 1.35+1.56 0.348 0.178 - -
Sistemas Funcionais

MEEM 20.23+5.17 21.52+523 20.84+5.25 21.21+5.24 0.309 0.249 0.823 1.08 (0.52 - 2.27)

GDS-15 2.05+2.12 1.56 +2.27 1.80 +2.09 1.66 +2.19 0.201 0.191 0.380 0.46 (0.08 - 2.64)

TUG 20.47 +10.42 16.70+9.99 17.20+9.98 16.92 + 9.96 0.091 0.030 0.426 0.66 (0.24 - 1.82)

TT 15.86 + 11.09 19.77 £9.95 19.59 +10.31 19.69 + 10.08 0.083 0.026 0.727 0.52 (0.18 - 1.50)
Estado Nutricional

MAN 21.73+7.10 23.21+7.01 2257+7.44 22.92+7.19 0.636 0.403 0.818 1.12 (0.42 - 2.98)
Sarcopenia

PP (cm) 31.81 +4.37 32.30+3.77 32.02+4.23 32.17 £ 3.97 0.715 0.439 0.669 0.85 (0.37 - 1.93)

ABVD: Atividade Bésica de Vida Diaria; AIVD: Atividades Instrumentais de Vida Diéria; AAVD: Atividades Avancadas de Vida Diéaria; PS-ECOG: Performance Status do
Eastern Cooperative Oncology Group. MEEM: Mini-Exame do Estado Mental; GDS-15: Escala de Depressdo Geriatrica 15; TUG: Teste Time Up and Go; TT: Teste de
Tinetti; IMC: Indice de Massa Corporea; PP: Perimetro da Panturrilha; MAN: Mini-Avaliacdo Nutricional. DD: Delegdo/Delecio; DI: Delecio/Insercdo; 11: Inser¢ao/Insercgéo.
OR: Oddis Ratio; IC: Intervalo de Confianca. ®Teste de Kruskal-Wallis. "Teste de Mann-Whitney. “Regressdo Logistica ajustada pela idade, género, comorbidade e
sedentarismo.
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Tabela 9: Andlise do desempenho das Capacidades Funcionais e a Variacdo do Polimorfismo do Gene IL-1a (rs3783553) dos idosos investigados (n=228).

IL-1a (rs3783553) IlvsDIvsDD  llvsDI+DD Presenca do Alelo D
Il (n=71) DI (n=120) DD (n=37) DI+DD (n=157) p-valor® p-valor® p-valor® OR (95% IC)

Funcionalidade

ABVD 9.19+4.06 8.67+401 8.00+3.71 8.51+3.94 0.115 0.058 0.563 0.71 (0.22 - 2.52)

AIVD 18.46 £ 7.56 20.86 +7.37 21.86+6.90 21.10+7.25 0.056 0.019 0.354 0.67 (0.28 - 1.56)

AAVD 24.51 £ 4.50 24.78 £5.22  25.00 +4.99 24.84 +5.15 0.898 0.676 0.900 0.93(0.31-2.76)

PS-ECOG 1.69 + 1.58 1.34+1.58 1.08 +1.53 1.28 +1.57 0.085 0.042 - -
Sistemas Funcionais

MEEM 20.54+5.14 21.04+520 21.86+5.52 21.24 £5.27 0.272 0.203 0.494 1.25 (0.65 - 2.37)

GDS-15 1.70 + 2.06 1.82 +2.36 1.56 +1.79 176 +2.24 0.983 0.906 0.903 0.91 (0.16 - 5.13)

TUG 19.46 +10.44  16.96 £10.13 16.11+9.22 16.76 £ 9.90 0.240 0.092 0.360 0.66 (0.27 - 1.59)

TT 17.24+10.39 19.09+10.47 21.83+9.58  19.74+10.30 0.023 0.038 0.245 0.58 (0.24 - 1.44)
Estado Nutricional

MAN 2159+ 7.27 23.20+7.21 23.18+6.84 23.19+£7.10 0.284 0.126 0.713 0.85 (0.36 - 1.99)
Sarcopenia

PP (cm) 32.12 + 3.66 32.27+4.23 31.52+4.20 32.09 +4.22 0.794 0.791 0.674 1.16 (0.57 - 2.38)

ABVD: Atividade Bésica de Vida Diaria; AIVD: Atividades Instrumentais de Vida Diéria; AAVD: Atividades Avancadas de Vida Diéaria; PS-ECOG: Performance Status do
Eastern Cooperative Oncology Group. MEEM: Mini-Exame do Estado Mental; GDS-15: Escala de Depressdo Geriatrica 15; TUG: Teste Time Up and Go; TT: Teste de
Tinetti; IMC: Indice de Massa Corporea; PP: Perimetro da Panturrilha; MAN: Mini-Avaliacdo Nutricional. DD: Delegdo/Delecio; DI: Deleco/Insercao; I1: Insercéo/Insercéo.
OR: Oddis Ratio; IC: Intervalo de Confianca. “Teste de Kruskal-Wallis. "Teste de Mann-Whitney. ¢ Regressio Logistica ajustada pela idade, género, comorbidade e
sedentarismo.
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Tabela 10: Andlise do desempenho das Capacidades Funcionais e a Variagdo do Polimorfismo do Gene IL-4 (rs79071878) dos idosos investigados (n=228).

IL-4 (rs79071878) llvsDIvsDD  llvsDI+DD Presenca do Alelo D
11 (n=94) DI (n=99) DD (n=35) DI+DD (n=135) p-valor® p-valor® p-valor® OR (95% IC)

Funcionalidade

ABVD 8.15+3.53 958+4.28 7.91+3.92 9.13+4.24 0.012 0.118 0.177 2.73 (0.77 - 9.65)

AIVD 20.75+7.40 19.12+7.79 22.11+6.10 19.92 +7.47 0.217 0.332 0.758 1.14 (0.48 - 2.70)

AAVD 25.58 +4.83 24.03+4.85 24.43+533 24.14 £ 4,96 0.072 0.024 0.331 0.57 (0.19 - 1.74)

PS-ECOG 1.26 +1.51 1.65 + 1.66 1.11+1.47 151+1.62 0.197 0.301 - -
Sistemas Funcionais

MEEM 22.01+4.62 19.74+595 21.83+3.90 20.31+5.53 0.031 0.041 0.082 1.72 (0.93 - 3.17)

GDS-15 1.77+2.18 1.62 +2.00 1.97 +2.64 1.72+2.18 0.821 0.559 0.666 0.70 (0.13 - 3.55)

TUG 17.01+9.95 1851+10.59 16.74+9.37  18.03+10.27 0.797 0.596 0.566 0.77 (0.32 - 1.83)

1T 19.90+10.03 17.38+10.87 20.71+9.52  18.28+10.59 0.285 0.266 0.647 1.22 (0.51 - 2.87)
Estado Nutricional

MAN 23.78 £6.92 21.43+7.42 23.21+6.84 21.91+7.28 0.087 0.055 0.302 1.59 (0.65 - 3.89)
Sarcopenia

PP (cm) 31.82£4.00 3252+430 31.71+3.43 32.30+£4.09 0.496 0.440 0.577 0.81 (0.40 - 1.65)

ABVD: Atividade Bésica de Vida Diaria; AIVD: Atividades Instrumentais de Vida Diaria; AAVD: Atividades Avancadas de Vida Diaria; PS-ECOG: Performance Status do
Eastern Cooperative Oncology Group. MEEM: Mini-Exame do Estado Mental; GDS-15: Escala de Depressdo Geriatrica 15; TUG: Teste Time Up and Go; TT: Teste de
Tinetti; IMC: Indice de Massa Corporea; PP: Perimetro da Panturrilha; MAN: Mini-Avaliacdo Nutricional. DD: Delegdo/Delecdo; DI: Delecio/Insercdo; I1: Insercdo/Insercao.
OR: Oddis Ratio; IC: Intervalo de Confianca. “Teste de Kruskal-Wallis. "Teste de Mann-Whitney. ¢ Regressio Logistica ajustada pela idade, género, comorbidade e
sedentarismo.



56

Entre os biomarcadores investigados, o polimorfismo do gene NFkB1 (rs28362491)
foi o que demonstrou resultados mais relevantes. A NFKB1 regula a resposta apoptotica a
danos no DNA, atuando na saude fisiologica do organismo. Nos ultimos anos mostra-se como
um elemento central na modulacdo do envelhecimento humano. Estudos com modelos
experimentais sugerem que a redugdo ou auséncia da NFkB1, favorece o surgimento de
doencas relacionadas com a idade, devido o aumento da senescéncia celular e reducdo da
apoptose, 0 que levaria a um envelhecimento precoce (BERNAL et al., 2014; YAMINI,
2015).

Esse polimorfismo tem sido associado a vérias doengas do envelhecimento, tais como
cancer e doencas inflamatorias, acreditando-se que esse polimorfismo também influencie na
longevidade (YANG et al., 2014; CHEN, CAI, LIANG, 2015; LAl et al., 2015; WANG et al.,
2015). No entanto, um estudo realizado por Kolovou et al. (2014) com 202 idosos
nonagenarios e centenarios nao observou relacdo desse polimorfismo com a longevidade.

No presente estudo, o polimorfismo do NFkB1 (rs28362491) apresentou as
frequéncias de 59, 115 e 54, para o genotipo Il, DI e DD, respectivamente. Ao testar a
diferenca dos desempenhos funcionais entre os grupos de genotipos, se identificou que os
idosos com o alelo D apresentaram melhor desempenho para as AAVD quando comparados
ao grupo de homozigoto Il. Além disso, também foi observado que 0s que possuiam o
genotipo DD e DI apresentavam um perimetro da panturrilha maior que 0s que 0 grupo com
Il. Isso indica que o gendtipo Il pode conferir um potencial risco para sarcopenia, hipotese
confirmada de forma significante (p-valor: 0.006; OR: 3.056; IC 95%: 1.381 - 6.765), como
exposto na Tabela 11.

Segundo Ghosh et al. (2014) a inflamagdo crénica sistémica é comum no processo de
envelhecimento normal. Estudos anteriores comprovaram gque no muasculo de idosos ha um
aumento da sinalizacdo inflamatdria através do NFkB, associada a perda da massa muscular
(sarcopenia) e a sindrome da fragilidade (THALACKER-MERCER et al., 2010, BUFORD et
al., 2010).

Nesse contexto foi observado que no grupo de individuos com gendtipo Il o fator
sedentarismo aumentou o0 risco para a sarcopenia (p-valor: 1.13E™; OR: 31.477), como
observado na Tabela 12. Evidenciou-se que individuos com o gendtipo Il que ndo praticavam
nenhum tipo de exercicio fisico regular, possuiam um perimetro da panturrilha menor que

aqueles que praticavam (Gréfico 1).
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Tabela 11: Andlise do desempenho das Capacidades Funcionais e a Variacdo do Polimorfismo do Gene NFkB1 (rs28362491) dos idosos investigados
(n=228).

NFkB1 (rs28362491) llvsDIvsDD  llvsDI+DD Presenca do Alelo D
11 (n=59) DI (n=115) DD (n=54) DI+DD (n=169) p-valor® p-valor® p-valor® OR (95% IC)

Funcionalidade

ABVD 9.26 £ 4.57 8.28 £3.40 9.13+4.40 8.55+3.75 0.557 0.512 0.161 0.43(0.13-1.39)

AIVD 18.38 £ 7.63 21.27+£7.28 20.10+7.28 20.90+ 7.28 0.035 0.018 0.143 0.50 (0.20 - 1.25)

AAVD 23.98£5.19 2535470 24.19%+5.13 24,98 £ 4.85 0.124 0.162 0.838 0.88 (0.28 - 0.27)

PS-ECOG 142 +1.58 1.20+1.50 157 +1.58 1.32+1.53 0.106 0.165 - -
Sistemas Funcionais

MEEM 20.45+£4.70 21.57£5.47 2057 +£5.27 21.25+5.41 0.130 0.200 0.285 0.66 (0.36 - 1.34)

GDS-15 1.86+2.12 1.60 +2.23 1.87+217 1.69+221 0.607 0.682 0.589 1.80 (0.20 - 15.77)

TUG 18.66 £ 10.06  16.44 +10.07 19.08 + 10.24 17.28 £ 10.17 0.137 0.344 0.573 1.30 (0.52 - 3.25)

TT 17.83+£10.91 19.92+981 17.96 +10.93 19.29 £ 10.19 0.486 0.369 0.647 1.04 (0.41 - 2.64)
Estado Nutricional

MAN 20.83 £ 8.45 23.78+£6.31 2241x7.09 23.35+6.58 0.091 0.069 0.055 0.42 (0.17 - 1.02)
Sarcopenia

PP (cm) 31.01+4.26 32.65+4.18 32.09+3.24 32.47 £3.91 0.033 0.012 0.006 0.32(0.14-0.72)

ABVD: Atividade Bésica de Vida Diaria; AIVD: Atividades Instrumentais de Vida Diaria; AAVD: Atividades Avangadas de Vida Diaria; PS-ECOG: Performance Status do
Eastern Cooperative Oncology Group. MEEM: Mini-Exame do Estado Mental; GDS-15: Escala de Depressdo Geriatrica 15; TUG: Teste Time Up and Go; TT: Teste de
Tinetti; PP: Perimetro da Panturrilha; MAN: Mini-Avaliacdo Nutricional. DD: Dele¢do/Delecdo; DI: Delecdo/Insercéo; I1: Insercao/Insercdo. OR: Oddis Ratio; IC: Intervalo
de Confianca. “Teste de Kruskal-Wallis. "Teste de Mann-Whitney. “Regressdo Logistica ajustada pela idade, género, comorbidade e sedentarismo. Dominante I1: p-valor:
0.006; 3.057 (1.381 — 6.765).
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Tabela 12. Fatores associados ao Gendtipo 11 do NFkB1 e o risco para sarcopenia em idosos (n=59).

Genotipo 11 do NFkB1

Variaveis Normal (n=30) Sarcopenia (n=29) p-valor* OR (95% IC)
Género Feminino 22 (0.72) 14 (0.48) 0.854 1.152 (0.255 - 5.204)
Idade 68.82 + 8.45 73.86 +8.79 0.586 1.026 (0.937 - 1.123)
Comorbidades 3.51+152 517 +2.13 0.370 1.209 (0.798 - 1.831)
Tabagismo 20 (0.65) 14 (0.48) 0.114  3.700 (0.731 - 18.723)
Etilismo 14 (0.48) 14 (0.48) 0.345  2.219(0.425 - 11.584)
Sedentarismo

Sim 7 (0.24) 27 (0.93) 1.13E™* 31.477 (5.467 - 181.247)

Néo 23 (0.76) 2 (0.07) 1.13E* 0.032 (0.060 - 0.183)
Ancestralidade

Europeia 0.498 + 0.160 0.471+0.173 0.633  0.328 (0.003 - 31.806)

Amerindia 0.268 £ 0.135 0.312+0.135 0.345 18.284 (0.044 - 20.236)

Africana 0.233+0.131 0.216 + 0.103 0.694  0.280 (0.000 - 58.829)

Il: Insercdo/Insercdo. OR: Oddis Ratio; IC: Intervalo de Confianga. *Regressdo Logistica ajustada pelo
sedentarismo.
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Grafico 1: Variagdo do perimetro da
panturrilha entre os idosos com o Genotipo
I1, segundo o sedentarismo.

Teste de Mann-Whitney.

Esses achados corroboram com a literatura, onde se tem observado que 0 exercicio
fisico regular induz a mudancas adaptativas no muasculo esquelético através de alteracdes na
expressdo genética metabolica, como uma terapia anti-inflamatoria, reduzindo a sinalizagdo
através da via de sinalizacdo de NFkB (OLIVEIRA et al., 2011; WOODS et al., 2012;
NIMMO et al., 2013).
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O reflexo da sarcopenia sobre a mobilidade foi testada ao comparar o desempenho no
teste Timed Up and Go (TUG), entre individuos com e sem sarcopenia, onde evidenciou-se o
que se esperarava, que idosos com sarcopenia possuiam uma mobilidade menor do que

aqueles sem sarcopenia (p=2.39E*?) (Gréfico 2).
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Gréfico 2: Correla¢do do gendtipo do NFkB1 com a Mobilidade de Idosos. (A) Associagdo entre o
Gendtipo do NFkB1 e o Perimetro da Panturrilha, parametro utilizado para identificar o risco de
sarcopenia em idosos. Teste de Mann-Whitney; (B) Comparacdo da mobilidade (Teste Timed up and
go — TUG) entre idosos com e sem sarcopenia. Teste de Mann-Whitney.

Esses resultados assemelham-se ao observado no estudo experimental de Bar-shai et
al. (2005), em que observou a influéncia da NFkB na atrofia muscular, em animais jovens e
velhos imobilizados. Nesse experimento a ativacdo do NFkB ja era identificada nos
momentos iniciais da imobilidade, tanto em animais velhos quanto jovens. E nos momentos
finais, a via NFkB1 foi a mais predominante, principalmente nos mais velhos. Isso evidencia
gue a mobilidade prejudicada estar relacionada com as vias de sinalizacdo da NFkB1 e que a
sarcopenia e a atrofia muscular estdo associadas nesse processo.

Clinicamente esse fendbmeno pode ser bem visualizado, pois idosos sdo comumente
hospitalizados por trauma ou por doengas cronicas e degenerativas, e sdo submetidos a
periodos longos de imobilidade no leito. Em consequéncia disso, hd uma significativa perda

de massa muscular, ja nos primeiros 10 dias, enquanto nos jovens tais efeitos s6 sdo



60

observados ap6s 28 dias. Evidenciando que os idosos sdo mais susceptiveis a sarcopenia
(MALAFARINA et al., 2012).

Essa alteracdo da mobilidade pode ter refletido sobre a capacidade funcional dos
idosos, onde se evidenciou que individuos com a mobilidade prejudicada apresentaram maior
risco de quedas (p=5.90E*), pior status funcional - PS-ECOG (p<0.05), maior dependéncia
para as atividades basicas (p<0.05) e instrumentais (p<0.05) de vida diéria e s&o0 menos ativos
(p=6.56E%®) (Graficos 3 e 4).

O comprometimento da mobilidade relacionado a sarcopenia, esta certamente
relacionado a mecanismos genéticos e ambientais, que sdo manifestados em um fendtipo
final, caracterizado pela atrofia, reducdo da resisténcia e perda da forca muscular, que
culminam na sindrome da fragilidade e incapacidades funcionais. 1sso ocorre porque o
movimento articular necessita da forca muscular preservada, para que se possam manter o
status funcional, como durante a marcha, nos movimentos dos membros e em agfes contra a
gravidade, como o sentar e levantar, necessarios para a realizacdo das atividades de vida
diaria, das mais basicas até as mais complexas e avancadas (DI-IOIRIO et al., 2006; ABATE
etal., 2007; DIETZEL, 2015).
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Gréfico 3: Correlacdo a Mobilidade Prejudicada com a Capacidade Funcional dos idosos. (A)
Comparacdo da Mobilidade Prejudicada com o Risco de Quedas (Teste de Tinetti). Teste de Mann-
Whitney; (B) Analise da variagdo da mobilidade (Teste de Timed up and go — TUG) nos diferentes
status funcionais (Performance Status — PS-ECOG). *p-valor < 0.05,Teste de Mann-Whitney tendo
como referéncia o grupo 0.
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dependéncia para as Atividades Instrumentais de Vida Diaria (AIVD). *p-valor < 0.05,Teste de Mann-Whitney tendo como referéncia o grupo independente;
(C) Comparagdo do desempenho no Teste Timed up and go (TUG) entre o nivel de dependéncia para as Atividades Avancadas de Vida Diaria (AAVD). Teste
de Mann-Whitney.
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Assim, foi observado que de todos os biomarcadores do envelhecimento utilizados no
estudo, o polimorfismo do NFkB1 foi o mais relevante, visto que a presenga o gendtipo II,
apresentou risco para o desenvolvimento da sarcopenia em idosos. A sarcopenia inclui-se nas
alteracdes do sistema organico muscular, que se associa ao aumento do comprometimento da
mobilidade, levando a manifestacdo de um fendtipo de aumento do risco de quedas e de
incapacidades fisicas, para todos os niveis de atividades de vida diérias (Figura 13).

i Organico

TP53 Mobilidade
MDM2 Prejudicada\.
PS-ECOG
HLA-G / | EVD
NFkB1 , Sarcopenia- Lentldﬁo da Y
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] Risco de /
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Figura 13. Sequéncia de possiveis relagdes estabelecidas entre os
biomarcadores do envelhecimento com o0s sistemas organico,
manifestacdes clinicas e limitagdo funcional.

A partir desta analise pode-se dizer que a utilizacdo do biomarcador NFkB1 podera
favorecer a identificacdo de idosos com a maior susceptibilidade a sarcopenia e
consequentemente a limitages da capacidade funcional. E importante ressaltar as alteragdes
polimorficas desse biomarcador associadas a habitos de vida, como o sedentarismo, pode
estar relacionada ao agravo do desenvolvimento de incapacidades fisicas, frequentes no
envelhecimento normal, mas muito mais acentuadas no envelhecimento patolégico.

A ndo identificacdo de outros biomarcadores associados as alteragfes funcionais pode
estar relacionada as limitagdes do estudo. Em alguns grupos genotipicos, a frequéncia foi
pouco representativa, o que ndao permitiu resultados conclusivos, seja na analise comparativa
entre 0s grupos ou na andlise de risco de susceptibilidade as incapacidades. Outro fator
importante de limitagéo foi a heterogeneidade amostral, que exigiu um controle mais rigoroso
das covariaveis, provavelmente por terem sido incluido idosos de diferentes servigos. Assim,
acredita-se que o aperfeicoamento do estudo, podera ocorrer com o aumento do ndmero
amostral, e a selecdo de uma amostra mais homogénea, dentro de uma faixa etaria mais

especifica.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo, a investigacdo clinica identificou idosos predominantemente no género
feminino, na sétima década de vida, com histérico de doencas crbnicas e degenerativas,
apresentando risco para o desenvolvimento de sarcopenia, a maioria com historico de
sedentarismo e tabagismo. A caracterizacdo da funcionalidade evidénciou que esses possuiam
a autonomia presenvada, mas sua independéncia era relativamente comprometida, pois apesar
da boa mobilidade, os mesmos apresentaram risco alto para quedas, 0 que Se associa a
capacidade fuincional, visto que eram semidependentes para as atividades de vida diaria.

A andlise da ancestralidade da populacdo do estudo, necesséria para a garantia do
controle gendmico nas andlises polimoérficas dos genes marcadores do envelhecimento,
evidenciou uma contribuicdo ancestral predominatemente européia (45%), seguida da
amerindia (30%) e africana (24%).

Identificou-se que os polimorfismos dos genes TP53, UCP2, HLA-G, IL-1a, IL-4 e
NFkB1 apresentaram diferencas significativas em algumas varidveis funcionais entre os
gendtipos. As variaveis que mais diferiram entre os genotipos foram o status funcional (PS-
ECOG), mobilidade (TUG), risco de quedas (TT) e o risco de sarcopenia (PP). Sugerindo
possivel associacdo desses com fatores de risco ou protecdo, que na sua maioria ndo foram
significativos.

O polimorfismo do gene NFkB1 (rs28362491) foi o Unico biomarcador utilizado neste
estudo que demonstrou resultado de associacdo significante. O genétipo 1l desse
polimorfismo apresentou associa¢do com risco de sarcopenia (PP). Os idosos que possuiam
esse gendtipo apresentaram uma susceptibilidade trés vezes maior para o desenvolvimento
para perda de massa muscular relacionada ao envelhecimento, quando comparado aos outros
gendtipos do mesmo gene.

Ndo se observou relacdo direta desse polimorfismo do gene NFkB1 com as
manifestacdes de limitacdo funcional. No entanto, foi observada uma significante diferenga da
mobilidade entre idosos que possuiam ou ndo sarcopenia, indicando que a perda de massa
muscular pode estar relacionada aos prejuizos na mobilidade, menor velocidade da marcha e
maior risco de quedas, que conduz a limitagdo para as atividades de vida diaria.

E importante ressaltar que foi observado que hébitos de vida, como a pratica regular
de exercicio fisico, pode promove uma protecdo ao desenvolvimento de sarcopenia em idosos
que possuem o gendtipo Il do NFkBL. Isso porque o exercicio fisico pode induz @ mudancas
adaptativas no musculo esquelético, como uma terapia anti-inflamatéria, que reduz a

sinalizacdo relacionada a NFkB1.
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Assim, considerando os resultados do presente estudo, acredita-se que o uso de
biomarcadores do envelhecimento, como um teste de rastreio populacional, pode favorecer a
identificacdo de idosos com maior susceptibilidade ao desenvolvimento de modificacdes
organicas e incapacidades funcionais. A identificacdo desse risco possibilitard o
direcionamento de estratégias de prevencdo, controle e tratamento de incapacidades fisicas
ligadas ao envelhecimento fisiolégico ou patolégico.
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APENDICE I
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
CORRELACAO ENTRE A CAPACIDADE FUNCIONAL E BIOMARCADORES
DO ENVELHECIMENTO EM IDOSOS COM CANCER

1) Vocé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa intitulada “Correlagdo entre a Capacidade Funcional e
Biomarcadores do Envelhecimento em ldosos com Céancer”, que sera realizado no Hospital Universitario Jodo de
Barros Barreto, no periodo de janeiro de 2015 a maio de 2015. O objetivo do estudo é identificar a associacéo entre a
capacidade funcional e biomarcadores do envelhecimento em idosos com cancer. O estudo auxiliara a predizer a satde
do idoso de forma ampla, embasar estratégias de prevencdo, facilitar a gestdo e a elaboracdo de futuros planos de
cuidados necessarios ao envelhecimento natural ou por doencas.
11) Para alcancar os objetivos do estudo, sera aplicada uma ficha de avaliacdo, a avaliacdo geriatria ampla, que analisa
as caracteristicas da capacidade funcional do idoso. Além disso, sera realizada a coleta de sangue periférico, para medir
os marcadores do envelhecimento em seu material genético. Essas informacdes estdo sendo fornecidas para sua
participacdo voluntaria neste estudo e vocé tem a garantia do recebimento de uma via deste documento.
I11) A presente pesquisa implica em riscos para os participantes, 0os quais podem ter danos morais e éticos, em virtude
de algumas informagdes requeridas no protocolo de pesquisa. Para impedir tal ocorréncia os questionarios serdo
identificados por nimeros e ndo por nomes, pois as informacgdes relatadas no protocolo serdo de uso exclusivamente
cientifico.
1VV) Na coleta do sangue periférico, podendo causar uma leve dor na hora e uma pequena mancha roxa que desaparecera
apos alguns dias da coleta, mas espera-se que nada disso aconteca. Para evitd-los a realizacdo dessa etapa seré realizada
por um profissional treinado, que tomara as devidas medidas de seguranca. Esse material serd devidamente armazenado
no Nicleo de Pesquisa em Oncologia, para posterior analise relacionada exclusivamente ao presente estudo. Apds a
analise, o material restante sera devidamente descartado, conforme normas vigentes de 6rgdos técnicos competentes,
respeitando-se a confidencialidade dos voluntarios da pesquisa.
V) Os resultados desta pesquisa trardo beneficios para os participantes, pois irdo melhorar a qualidade de vida destes a
partir do conhecimento sobre a capacidade funcional, podendo melhor conduzir o possivel problema encontrado.
V1) Vocé tem garantida a liberdade de retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo,
sem qualquer prejuizo a continuidade da sua assisténcia na instituigéo.
VII) Os voluntérios da pesquisa terdo o direito de serem mantidos atualizados sobre os resultados parciais da pesquisa,
que sejam de conhecimento dos pesquisadores.
VIII) Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o voluntario em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também ndo ha compensacéo financeira relacionada a sua participacao. Se existir qualquer despesa
adicional, ela seré absorvida pelo orcamento da pesquisa.
I1X) Em caso de qualquer dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos propostos neste estudo (nexo causal
comprovado), o participante tem direito a tratamento médico, bem como as indenizacGes legalmente estabelecidas.
X) Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li e/ou que foram lidas para mim,
descrevendo a pesquisa intitulada “Correla¢do entre a Capacidade Funcional ¢ Biomarcadores do Envelhecimento em
Idosos com Céncer”.

Eu, discuti com Esdras Edgar Batista Pereira, sobre minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais
sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimento permanente.

Belém, / /

Assinatura do Sujeito/representante responsavel

Belém, / /

Assinatura do sujeito que colheu o TCLE

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou
representante legal para a participacdo neste estudo.

ASSINATURA DO PESQUISADOR RESPONSAVEL
Nome: Esdras Edgar Batista Pereira

End: Conj. Cidade Nova 8 we 43B n° 742

Telefone: (91) 8300-4629 / (91) 3287-8642

CREFITO: 4271.1 LTF

Comité de Etica em Pesquisa do Nucleo de Pesquisa em Oncologia
End: Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto, 2° Piso da UNACOM, Rua dos Mundurucus, n® 4487, Guam, Belém-PA.
CEP: 66073-005. Telefones: 3201-6776 / 3201-6778. E-mail: npo.ufpa@gmail.com
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ANEXO |

ACEITE DO ORIENTADOR

DECLARACAO:

Eu, Prof. Dr. Ney Pereira Cameiro dos Santos, aceito orientar o trabalho intitulado
“Correlaciao entre a Capacidade Funcional e Biomarcadores do Envelhecimento em
Idosos com Ciancer”, de autoria do aluno Esdras Edgar Batista Pereira, do Programa de Pds-
Gradua¢do em Oncologia e Ciéncias Médicas (PPGOCM), do Nicleo de Pesquisas em
Oncologia (NPO), declarando ter total conhecimento das normas de realiza¢do de Trabalhos
Cientificos vigentes. Declaro ainda ter conhecimento do conteido do projeto ora entregue

para o qual dou meu aceite pela rubrica das paginas.

Belém — Para, 26 de setembro de 2014

Assinatura e carimbo Telefone: (91) 8100-9221

AW v

Prot. Dr. Ney Pereira Carneiro dos Santos
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ANEXO II

NUCLEO DE PESQUISA EM
ONCOLOGIA DA R o™
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Correlacao entre a Capacidade Funcional e Biomarcadores do Envelhecimento em
idosos com cancer.

Pesquisador: Esdras Edgar Batista Pereira

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 37386214.3.0000.5634

Instituicao Proponente: Nucleo de Pesquisa em Oncologia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 927.808
Data da Relatoria: 29/12/2014

Apresentacao do Projeto:

A pesquisa se prop0e a realizar um estudo transversal analitico comparativo, que sera desenvolvido a partir
da aplicacao da Avaliagao Geriatrica Ampla e da analise de biomarcadores do envelhecimento. A amostra
da pesquisa sera composta por pacientes idosos assistidos pelo Hospital Universitario Joao de Barros
Barreto, formando dois grupos 2 grupos: Grupo com Cancer (GCC) e Grupo sem Cancer (GSC). A avaliagao
geriatrica ampla incluird a avaliagao sociodemograficos, avaliagao clinica e epidemiolégica, avaliagao da
capacidade funcional global, avaliagcao dos sistemas funcionais, avaliagao nutricional e avaliagao da
qualidade de vida. A mensurac¢ao de biomarcadores do envelhecimento sera realizada utilizando a amostra
do sangue periférico do paciente, para mensuragao do comprimento dos teldomeros e da expressao da
proteina p16INK4a.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Identificar a associagao entre a capacidade funcional e biomarcadores do envelhecimento em idosos com
cancer.

Endereco: Rua dos Mundurucus, 4457

Bairro: GUAMA CEP: 66.073-000

UF: PA Municipio: BELEM

Telefone: (91)3201-6776 E-mail: nao.informado@cep.com.br
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ANEXO 111

HOSPITAL UNIVERSITARIO
JOAO DE BARROS BARRETO - W"@
UFPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituicao Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Correlagdo entre a Capacidade Funcional e Biomarcadores do Envelhecimento em
idosos com cancer.

Pesquisador: Esdras Edgar Batista Pereira

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de andlise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 1

CAAE: 37386214.3.3001.0017

Instituicao Proponente: Nlcleo de Pesquisa em Oncologia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 941.207
Data da Relatoria: 26/01/2015

Apresentacao do Projeto:

A pesquisa se propode a realizar um estudo transversal analitico comparativo, que sera desenvolvido a partir
da aplicagao da Avaliagao Geriatrica Ampla e da analise de biomarcadores do envelhecimento. A amostra
da pesquisa sera composta por pacientes idosos assistidos pelo Hospital Universitario Jodo de Barros
Barreto, formando dois grupos 2 grupos: Grupo com Cancer (GCC) e Grupo sem Cancer (GSC).A avaliagao
geriatrica ampla incluira a avaliagao sociodemograficos, avaliagao clinica e epidemioldgica, avaliacdo da
capacidade funcional global, avaliagao dos sistemas funcionais, avaliagdo nutricional e avaliagao da
qualidade de vida. A mensuragao de biomarcadores do envelhecimento sera realizada utilizando a amostra
do sangue periférico do paciente, para mensuragao do comprimento dos teldmeros e da expressao da
proteina p16INK4a.

Objetivo da Pesquisa:
Identificar a associagao entre a capacidade funcional e biomarcadores do envelhecimento em idosos com
cancer.

Objetivo Secundario:

Endereco: RUA DOS MUNDURUCUS 4487

Bairro: GUAMA CEP: 66.073-000

UF: PA Municipio: BELEM

Telefone: (91)3201-6754 Fax: (91)3201-6663 E-mail: cephujbb@yahoo.com.br



ANEXO IV
AVALIACAO GERIATRICA AMPLA

‘ DATA DA AVALIACAO: / / MATRICULA: l
' 1.DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS |
NOME: SEXO: ()\{ ()F DADE: DATA DE NASC.: / /
END.: BAIRRO: CIDADE: TELEFONE:
COR:.( ) Negro () Pardo ( ) Branco ESTADOCVIL: () Casado () Solteiro () Vidvo  ( ) Separado
ESCOLARIDADE: (1) A nalfabeto ()1- 4 anos () 5-8anos () >8anos PROFISSAO: OCUPAGAO ATUAL:

1. DADOS CLINICOS-EPIDEMILOGICOS

DOENCAS DIAGNOSTICADAS:

PRINCIPAIS QUEIXAS:

COMORBIDADES (icc de Comorbidade de Charlson)

6 AIDS 2 Doenca renal moderada ou severa 1 Deméncia 2 Idade entre 60-69
6 Tumor salido metastatico 2 Leucemia 1 Diabete 3 Idade entre 70-79
3 Doenga hepatica moderada ou severa | 2 Linfoma 1 Doenca hepatica leve 4 Idade entre 80-89

2 Diabetes com complicagio 1 Doenga cerebrovascular

1 Infarto do miocardio

5 Idade entre 90-99

2 Hemiplegia 1 Doenca pulmonar crénica 1 Doenca ulcerosa peptica
2 Malignidade 1 Insuficiéncia cardiaca congestiva 1 Doenca vascular periférica ESCORE TOTAL:
1 Doenca do tecido conjuntivo
SINAIS VITAIS = PA: mmHg | FC: bpm | FR: irpm | T: °C | SPO,: % | EVA:
‘ III. AVALIACAO DA CAPACIDADE FUNCIONAL GLOBAL
PERFOMACE STATUS .., c. Ditlagy Cromp) TABAGISMO ] ETILISMO EXERCICIO FISICO
0 Atividade normal em relagdo ao que realizava antes da doenca Nunca Fumou ( ) Nunca Bebeu ( ) | Sedentario ( )
1 Enfrenta sintomas da doenga, mas deambula e mantem atividades diarias. Fumante ( ) | Etilista Social ( ) | Caminhada ()
2 Consegue ficar fora do leito mais de 50% do dia e realizar algum a atividade. | Ex-fumante ( ) | Etilista () Musculagdo ( )
3 Restrito ao leito mais de 50% do dia, dependente de cuidados relativos. Tempo: Ex-Etilista ( ) Hidroginastica ( )
4 Acamado, preso ao leito, dependente de cuidado continuo. N° Cig./dia: | Tempo: Tempo:
ATIVIDADES BASICAS DE VIDA DIARIA 1. 4 Kuto ATIVIDADES INSTRUMENTAIS DE VIDA DIARIA (2.../4 de Lawon e Brodh)
1= FZ;'I;::’I)';/';JZL /;_ﬂlda.humal;‘/.’! O oo nilo I;zJa : ,J, 'J /2; Ajgda olo 3 Sem Ajuda /2 — Com ajuda parcial / 1 - Incapaz
FUNCAO 1 2 3 FUNCAO [ 3 2 1
Banhar-se Preparo das refei¢oes / subir escadas
Vestir-se Utilizagao da medicacao
Uso do Banheiro Fazer compras 7
Transferir-se ‘ Administracao das Financas
Miccao Utilizacao do telefone
Continéncia -
Evacuacao Cuidados com o lar
Alimentar-se Lava e passar roupa / cuidar do jardim
V Pequenos trabalhos domesticos
ESCORE TOTAL: Utilizagao de transporte
ESCORE TOTAL: |
ATIVIDADES AVANCADAS DE VIDA DIARIA
Eu gostaria de saber qual a sua relacao com as seg atividades? NUNCA FEZ (1) PAROU (2) FAZ (3)

1. Fazer visita na casa de outras pessoas

2. Receber visitas em sua casa

3. Ir a igreja ou templo para rituais religiosos ou atividades sociais ligadas a religiao

4. Participa de centro de convivéncia, Universidade da Terceira Idade ou algum curso

5. Participa de reunides sociais, festas ou bailes

6. Participa de eventos culturais: concertos, espetaculos, exposicao, pecas teatrais ou cinema

7. Dirigir automovel

8. Fazer viagem de um dia para fora da cidade

9. Fazer viagem de duracdo mais longa para fora da cidade ou pais

10. Fazer trabalho voluntario

11. Fazer trabalho do

12. Participa de diretorias, clubes, escolas, sindicatos ou desenvolve atividades politicas.

|

IV. AVALIACAO DOS SISTEMAS FUNCIONAIS

| AVALIAGAO DA MOBILIDADE |
DOR:
MMSS () EVA:
MMII () EVA:

TRONCO ( ) EVA:

TRANSFERENCIAS: Decubito: ( ) Sem Ajuda () Com ajuda parcial () Incapaz  MARCHA: () Sozinho () Ajuda ocasional ( )Ajuda frequente
Sedestagao: ( ) Sem Ajuda () Com ajuda parcial ( ) Incapaz ( )Muleta ou bengala ( ) Andador
Biped ao: () Sem Ajuda ( ) Com ajuda parcial ( ) Incapaz ( ) Cadeira de rodas ( ) Acamado
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EQUILIBRIO MARCHA
1 | Equilibrio sentado E;S::gizo (l) 10 Inicio da marcha SH;:[S:S;:;‘:“":B lentativas para iniclar (I)
Incapaz 0 a) Pédireito
2 Levantar Utiliza os bracos como apoio 1 Nio ultrapassa o pé esquerdo 0
Levanta-se sem apoiar os bracos 2 Ultrapassa o pé esquerdo 1
Tentativas para [nc?paz _ 0 ) Nﬁfv sai completamente df’ chao 0
3 Mais de uma tentativa 1 Comprimento e Sai completamente do chao 1
levantar — 11 ~
Tentativa tinica 2 altura dos passos b)  Pé esquerdo
Desequilibrado 0 Nio ultrapassa o pé direito 0
4 | Assimquelevanta | Estdvel mas utiliza suporte 1 Ultrapassa o pé direito 1
Estivel sem suporte 2 Nio sai completamente do chao 0
Desequilibrado 0 Sai completamente do chio 1
5| Equilibrio em pé | Pés afastado (base de sustentagio) > 12 cm 1 12 Simetria dos Passos diferentes 0
Sem suporte ¢ base estreita 2 passos Passos semelhantes 1
Tests dos e Comeca a cair 0 13 Continuidade Paradas ou passos descontinuos 0
6 campos Garra ou balanca (bracos) 1 dos passos Passos continuos 1
Equilibrado 2 Desvio Nitido 0
N Desequilibrado, instavel 0 14 Diregio Desvio leve ou moderado ou uso de apoio 1
T| Ouicstecaios Equ‘i‘;;ilbrado 1 ¢ Linha reta sem apoio (bengala ou mldgdnr) 2
Passos descontinuos 0 Balanco grave ou uso de apoio 0
. Instdvel (desequil brios) | Flexdo dos joelhos ou dorso ou abertura 1
8 Girando 360° 15 Tronco dos bracos enquanto anda
Estdvel (equilibrado) 2 ‘SE::;(:]CXGO, balan¢o, nao usa os bragos ou 2
Inseguro (erra a distincia, cai na cadeira) 0 16 Distancia dos Tornozelos Separados 0
9 Sentado Utiliza os bracos ou movimentacio abrupta 1 tornozelos Tornozelos quase se tocam enquanto anda 1
Seguro, movimentacio suave 2 ESCORE MARCHA:
ESCORE EQUILIBRIO: ESCORE TOTAL:
TIME UP AND GO TEST /
AVALIAC.&O COGNITIVA (360
Ano
Orientaciio Temporal - M‘:‘Y
(05 pontos) _ Dia do més
Dia da semana
Semestre/Hora aproximada
Estado
Orientacio Espacial - C{t{fl[[{)
(05 pontos) Bairro ou nome de rua proxima
Local geral
Andar ou local especifico: em que local nés estamos
Registro (3 pontos) Repetir: GELO, LEAO e PLANTA
Atenciioe:Cileulo (5 pontos) Subtrair 100-7=93-7=86-7=79-7=72-7=65
MUNDO=0ODNUM
Memoéria de Evocacio (3 pontos) Quais os trés objetos perguntados anteriormente?
N dois objetos (2 pontos) Reldgio e caneta
Repetir (1 ponto) “NEM AQUI, NEM ALI, NEM LA”
Comando de estigios (3 pontos) “Apanhe esta folha de papel com a mao direita, dobre-a ao meio e coloque-a no chao”
Escrever uma frase completa (1 ponto ) “Escreva alguma frase que tenha comeco, meio e fim”
Ler e executar (1 ponto ) FECHE SEUS OLHOS
Copiar diagrama (1 ponto ) Copiar dois pentdgonos com intersecao
ESCORE TOTAL:
AVALIACAO DO HUMOR (r:ccata de Depressio Geridirica de Yesavage)
Vocé estd basicamente satisfeito com sua vida? ( )Sim ( )Nao
Vocé se aborrece com freqgiiéncia? ( )Sim ( )Nio
Vocé se sente um inttil nas atuais circunstincias? ( )Sim ( )Niao
Vocé prefere ficar em casa a sair e fazer coisas novas? ( )Sim ( )Nio
Vocé sente que sua situacdo ndo tem saida? ( )Sim ( )Nio
Vocé tem medo que algum mal vé lhe acontecer? ( )Sim ( )Nio
Vocé acha que sua situacio € sem esperancas? ( )Sim ( )Nao




Vocé acha maravilhoso estar vivo?

( )Sim ( )Nao

Vocé sente que sua vida estd vazia?

()Sim _( )Nio

Vocé sente que a maioria das pessoas estd melhor que vocé?

()Sim_( )Nao

Vocé se sente com mais problemas de memoria do que a maioria?

()Sim _( )Nao

Vocé deixou muitos de seus interesses e atividades?

( )Sim ( )Nio

Vocé se sente de bom humor a maior parte do tempo?

()Sim_( )Nio

Vocé se sente cheio de energia?

( )Sim ( )Nao

Vocé se sente feliz a maior parte do tempo?

( )Sim ( )Nao

ESCORE TOTAL:

V. AVALIACAO DA QUALIDADE DE VIDA 0001 8rEF)

PERGUNTAS

1 | Como vocé avaliaria sua qualidade de vida?

Ol 2 Quido satisfeito(a) vocé estd com a sua saide?

VL AVALIACAO NUTRICIONAL (34 n.0iNIAVALIACRO NUTRICIONAL)

Sexo: Idade: Peso, kg:

Altura, cm: Data:

A Nos Gltimos trés meses houve diminuigdo da ingesta
alimentar devido a perda de apetite, problemas digestivos
ou dificuldade para mastigar ou deglutir?

0 = diminuigdo grave da ingesta
1 = diminuigéo moderada da ingesta
2 = sem diminuigdo da ingesta O

B Perda de peso nos ultimos 3 meses
0 = superior a trés quilos
1= néo sabe informar
2= entre um e trés quilos
3 = sem perda de peso O

C Mobilidade

0 = restrito ao |eito ou & cadeira de rodas
1 = deambula mas nao é capaz de sair de casa
2 = normal D

D Passou por algum stress psicolégico ou doenga aguda nos
dltimos trés meses?

0=sim 2 = nao O

m

Problemas neuropsicolégicos

0 =deméncia ou depresséo graves
1 =deméncia ligeira
2 =sem problemas psicologicos D

F lindice de Massa Corporal (IMC = peso[kg] / estatura [m?])
0=IMC <19
1=19=IMC <21
2=212IMC <23
3=IMC223 O

HIN

Pontuagdo da Triagem (subtotal, maximo de 14 pontos)
12-14 pontos: estado nutricional normal

8-11 pontos: sob risco de desnutricdo

0-7 pontos: desnutrido

Para uma avaliagdo mas detalhada,continue com as perguntas G-R

Avaliagdo global

G O doente vive na sua propria casa
(ndo em instituicdo geriatrica ou hospital)
1 =sim 0 =nao

H Utiliza mais de trés medicamentos diferentes por dia?
0 = sim 1 =néo

| Lesdes de pele ou escaras?
0 = sim 1=nao O

Responda a secgdo “triagem”, preenchendo as caixas com os nimeros adequados. Some os numeros da secgao “triagem”.
Se a pontuagdo obtida for igual ou menor que 11, continue o preenchimento do questionario para obter a pontuagéo indicadora de desnutrigéo.

J Quantas refeicoes faz por dia?
0 =uma refeigao
1 =duas refeigbes
2 =trés refeigtes D

K O doente consome:
+ pelo menos uma porgédo didria de leite
ou derivados (leite, queijo, iogurte)?
e duas ou mais porgdes semanais
de leguminosas ou ovos?
e carne, peixe ou aves todos os dias?
0.0 = nenhuma ou uma resposta «sim»
0.5 =duas respostas «sim»
1.0 =trés respostas «sim»

sim [_]nao[]
sim [ nao[]
sim [] néol:]

I

L O doente consome duas ou mais porgdes diarias de fruta
ou produtos horticolas?

0 = nao 1=sim [l

M Quantos copos de liquidos (agua, sumo, café, cha, leite) o
doente consome por dia?
0.0 = menos de trés copos
0.5 = trés a cinco copos
1.0 = mais de cinco copos

04

N Modo de se alimentar
0 = nao é capaz de se alimentar sozinho
1 = alimenta-se sozinho, porém com dificuldade
2 = alimenta-se sozinho sem dificuldade D

O O doente acredita ter algum problema nutricional?
0 = acredita estar desnutrido
1= ndo sabe dizer
2 = acredita ndo ter um problema nutricional ]

P Em comparagao com outras pessoas da mesma idade,
como considera o doente a sua prépria saude?
0.0 = pior
0.5 = nao sabe
1.0 = igual
2.0 = melhor

oo

Q Perimetro braquial (PB) emcm
00=PB<21
05=21sPBs22
1.0=PB =22

oad

R Perimetro da perna (PP) em cm
0=PP<31
1=PP231 O

oog
ond
00O

Avaliacdo global (maximo 16 pontos)
Pontuagao da triagem

Pontuagdo total (maximo 30 pontos)

88
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ANEXO V

PROTOCOLO PARA EXTRACAO DO DNA

PROTOCOLO 1
= Extracdo de DNA gendmico de 200 pL de sangue total humano ou de mamifero
*= Extracdo de DMA gendmico de 30 pL de creme leucocitario (buffy coat)

IMPORTANTE: Aliquotar a quantidade de Tampio de Eluicio necessiria para o nimero de amostras e
colocar no termomixer a 56°C.

1) Transferir 200 pL de sangue total ou 30 pL de buffy coat dentro de um microtubo de 1,5 mL (nao
fornecido). Para amostras com volumes menores de 200 plL, completar o volume com PBS 1X ou agua
{ultrapura, bidestilada ou de injecao).

2) Adicionar 200 pL de Tampao de Lise A e 20 pL de Proteinase K. Homogeneizar a amostra no vortex ou
por pipetagem repetitiva.

3) Incubar o microtubo de 1,5 mL por 15 minutos a 56°C, enguanto estiver em agitacdo continua no
termomixer.

Obs.: Caso nao tenha um equipamento com agitacao, homogeneizar a amostra cinco vezes no vortex durante a lise.
4) Adicionar 400 pL de Tampao de Ligacdo B6 e homogeneizar a amostra no vortex ou por pipetagem
repetitiva. Transferir toda a mistura para o Tubo 5pin RTA e incubar por 1 minuto.

5) Centrifugar por 2 minutos a 13.000 x g. Descartar o tubo inferior com o filtrado e colocar o tubo-filtro
em um Tubo de Coleta RTA.

6) Adicionar 500 pL de Tampao de Lavagem | e centrifugar por 1 minuto a 13.000 x g. Descartar o filtrado
e colocar o tubo-filtro no mesmo Tubo de Coleta RTA.

7) Adicionar 800 pL de Tampao de Lavagem Il e centrifugar por 1 minuto a 13.000 x g. Descartar o
filtrado e colocar o tube-filtro no mesmo Tubo de Coleta RTA.

8) Centrifugar por 4 minutos na velocidade maxima para eliminar completamente o etanal.

9) Colocar o tubo-filtro em um Tubo de Eluicdo 1,5 mL devidamente identificado. Adicionar 200 pL de
Tampao de Eluicdo pre-aguecido. Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto.

Obs.: Destacar a tampa do tubo-filtro antes da centrifugacio e colocd-lo novamente no correspondente Tubo de
Eluicdo 1,5 miL.

10) Centrifugar 8.000 x g por 1 minuto. Descartar o tubo-filtro & armazenar a amostra de DMA para futuros
testes.



