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RESUMO

A vitamina D é um neuroesterdide cuja funcéo, esta relacionada com a regulacao celular, homeostase
de ions, regulacdo de crescimento e efeito protetor contra injurias. Sua deficiéncia pode estar associada
a disturbios neurologicos como a doenca de Alzheimer. O efeito da Vitamina D é exercido pela
interagdo com receptor da vitamina D, o VDR. A presenca do gene VDR é considerada altamente
expressiva, em especial no encéfalo, hipotalamo e substancia nigra, indicando uma participacao
significativa no funcionamento do sistema nervoso. O gene VDR est4 localizado no cromossomo
12g13.11 e apresenta 14 exons. Polimorfismos nesse gene tém sido associados com alteragdes na sua
funcédo e podem influenciar seus efeitos. Os polimorfismos Fok1 (rs2228570) e Taqgl (rs731236) estdo
localizados em regides exdnicas e 0 Bsml (rs1544410) esta localizado na regido intronica. Assim, o
presente estudo teve como objetivo verificar a prevaléncia dos polimorfismos Bsm1, Taql e Fokl no
gene VDR em individuos com a doenca de Alzheimer (DA) e individuos controles saudaveis (CS),
numa populacgéo do estado de Pernambuco. Foram avaliados um total de 78 individuos, sendo 39 com
a doenca de Parkinson e 39 controles saudaveis atendidos no ambulatério do Hospital das Clinicas da
UFPE e a caracterizacao dos genotipos foi realizada usando a técnica de PCR-RFLP. As frequéncias
dos genotipos Fokl foram 48,9% CC, 46,1% CT, 5% TT para o grupo com DA e 43,6% CC, 53,9%
CT e 2,5% TT para o grupo CS. Em relacdo aos genotipos Bsm1, foram observados 15,4% AA, 53,9
AG e 30,8% GG para o grupo com DA e 10,3% GG, 56,4% AG e 33,3% AA para o grupo CS. Por sua
vez, as frequéncias dos genotipos Taql para o grupo DA foram 51,3% TC e 48,7% CC enquanto que
para o grupo CS foram 61,5% TC e 38,5% CC. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada quando
realizadas anéalises estatisticas entre os grupos (DA x CS) [p >0,05 para cada analise realizada]. Desta
forma, podemos concluir que nenhum destes trés polimorfismos no gene VDR parecem estar
envolvidos com a susceptibilidade a DA na populagéo estudada. Contudo, novos estudos, incluindo um
namero maior de pacientes, poderao elucidar nossos resultados observados.

Palavras-Chave:VDR,polimorfismos,Alzheimer,Vitamin D .

ABSTRACT

Vitamin D is a neurosteroid whose function is related to cell regulation, ion homeostasis, growth
regulation and protective effect against injuries. Its deficiency may be associated with neurological
disorders such as Alzheimer's disease. The effect of Vitamin D is exercised by the interaction with
vitamin D receptor, the VDR. The presence of the VDR gene is considered highly expressive,
especially in the encephalon, hypothalamus and nigra substance, indicating a significant participation
in the functioning of the nervous system. The VDR gene is located on the chromosome 12q13.11 and
presents 14 exons. Polymorphisms in this gene have been associated with changes in its function and
may influence its effects. The polymorphisms Fok1 (rs2228570) and Taqgl (rs731236) are located in
exotic regions and the Bsm1 (rs1544410) is located in the intronic region. Thus, this study aimed to
verify the prevalence of Bsm1, Tagql and Fokl polymorphisms in the VDR gene in individuals with
Alzheimer's disease (AD) and healthy control individuals (CS), in a population of the state of
Pernambuco. A total of 78 individuals were evaluated, 39 with Parkinson's disease and 39 healthy
controls treated in the outpatient clinic of the Hospital das Clinicas of UFPE and the characterization
of genotypes was performed using the PCR-RFLP technique. The frequencies of Fok1 genotypes were
48.9% CC, 46.1% CT, 5% TT for the AD group and 43.6% CC, 53.9% CT and 2.5% TT for the CS
group. Regarding genotypes Bsm1, 15.4% AA, 53.9 AG and 30.8% GG were observed for the group
with AD and 10.3% GG, 56.4% AG and 33.3% AA for the CS group. In turn, the frequencies of the
Taql genotypes for the AD group were 51.3% CT and 48.7% CC while for the CS group they were
61.5% CT and 38.5% CC. No significant difference was found when statistical analyses were
performed between the groups (AD x CS) [p >0.05 for each analysis performed]. Thus, we can
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conclude that none of these three polymorphisms in the VDR gene seems to be involved with the
susceptibility to AD in the studied population. However, new studies, including a larger number of
patients, may elucidate our observed results.

Keywords: VDR, polymorphisms, Alzheimer, Vitamin D.

1 INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma enfermidade neurodegenerativa progressiva, incapacitante
e gque ndo possui cura, caracterizada pela perda da funcdo sinaptica, morte neuronal e atrofia em
diferentes areas cerebrais, levando ao o deficit cognitivo, perda de memdria, alteracbes no
comportamento ¢ apraxia, bem como perda neuronal e formagao de placas de B-amiloide (LANE et al.,
2018; ALLONE et al., 2018; KHORSHID, 2013; GEZEN-AK et al., 2012). Estima-se que mais de 45
milhGes de pessoas sejam afetadas pela deméncia no mundo (World Health Organization/WHO, 2019),
e entre os casos diagnosticados, 60 a 80% sao devido a doenca de Alzheimer, sendo reconhecida como
um problema de sadde publica global (International, A.s.D, 2015; Takizawa et al. 2015, PRINCE et
al., 2015; QIU et al., 2009).

A etiologia da doenca de Alzheimer ndo esta completamente elucidada, mas é considerada
como sendo multifatorial, incluindo fatores genéticos, ambientais, psicolégicos e comportamentais
(LAMB et al., 2014; BEKRIS et al., 2013; YU et al., 2013). Além disso, sabe-se que agregados de
placas de proteinas beta amiloide (AP) e da proteina hipofosforilada Tau, seguido pelo estresse
oxidativo e inflamacdo, sdo considerados como logomarca da DA (WIMBLAD et al., 2016;
QUERFURTH et al., 2010).

Estudos mostram que a deficiéncia da vitamina D pode estar associada com o desenvolvimento
de diabetes, doencas autoimunes, cancer, doengas cardiovasculares e neurodegenerativas (Cekic et al.,
2009; Holick, 2007; Garcion et al., 2002). A atividade da vitamina D depende de sua ligac&o ao receptor
da vitamina D, o VDR, que codifica um fator de transcri¢do nuclear, e a formacédo do complexo ente a
vitamina D ativa (1,25 OH di-hidroxi-vitamina D) e o0 seu receptor, e desta forma afeta a expressao de
mais de 1000 genes (PAN et al., 2009; MOHRI et al., 2009). Segundo Gezen-Ak e colaboradores
(2014), a proteina 3-amiloide estaria associada & degradacdo da vitamina D bem como de seu receptor
VDR, levando a “utilizagdo ineficiente da vitamina D”, aumentando a susceptibilidade dos neuronios
ao envelhecimento e neurodegeneracgdo. Estas observacdes levam ao entendimento de que existe uma
relacdo entre o receptor de vitamina D (VDR) e o risco do desenvolvimento da doenca de Alzheimer
(LACZMANSKI et al., 2015).
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O gene VDR esta localizado no cromossomo 12q13.11 (Miyamoto et al., 1997), contém duas
regides promotoras, seis exons ndo traduziveis (exons la-1f) e oito exons codificantes (exons 2-9)
(Deeb et al, 2007; Haussler et al., 1998). Varios polimorfismos de um unico nucleotideo foram
descritos para 0s genes VDR, mas poucos possuem efeitos fenotipicos na expressdo génica (McGrath
et al., 2010). O Fokl (rs2228570) esta localizado na regido codificante, no codon de inicio, gerando
uma proteina encurtada com 3 aminoacidos; o Taql (rs731236) localizado na regido 3'-UTR,
responsavel pela estabilidade do mRNA, e o Bsml (rs1544410) localizado no intron 8. Os
polimorfismos nos genes Bsml e Taql causam mutacdes silenciosas na proteina VDR, mas podem estar
associados com diferencas na estabilidade e eficiéncia na tradu¢cdo do mRNA (Morrison et al., 1994).
Baseados nessas informacdes, a proposta do presente estudo foi verificar se existe associacdo dos

polimorfismos destes genes com a susceptibilidade a doenca de Alzheimer na populacéo estudada.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 POPULACAO DE ESTUDO

Para esse estudo foram selecionados 78 individuos. Destes, 39 diagnosticados com DA (29
mulheres, com idade 78 + 9,0 anos; e 10 homens, com idade 73 + 7,0 anos) atendidos no Laboratorio
Avancado de Educacdo Fisica e Saude (LAEFES) UFPE no periodo de janeiro 2015 a dezembro de
2017, procedentes da regido metropolitana de Recife-Pernambuco, Brasil. O grupo controle foi
composto por 39 voluntarios saudaveis (32 mulheres, com idade 74 + 8,0 anos; e 07 homens, 75 £ 6,0
anos) vindos da mesma regido dos pacientes com DA sendo selecionados de forma aleatdria e
declarante de ndo possuir nenhuma desordem cognitiva. O estudo caso-controle foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Pernambuco (CAAE:
41305015.2.0000.5208) com o parecer de n° 1.084.385.

2.2 Extracdo de DNA e genotipagem

O DNA foi extraido a partir de 300ul de sangue total periférico contendo EDTA utilizando o
Wizard® Genomic DNA Purification kit (Promega) seguindo as instrugfes do fabricante. As
genotipagens das regides Fokl (rs2228570), Taqgl (rs731236) e Bsml (rs1544410) do gene VDR foram
realizadas usando a técnica de PCR-RFLP. Os primers utilizados para as regides Taql e Fok1 do gene
VDR, foram descritos por Mukhtar et al. (2017); e para a regido Bsm1, como descrito por Hong et al.

(2015), conforme ilustrados na tabela 1.
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Tabela 1. Primers usados para amplificar as regides Taql, Bsml e FoKI do gene VDR.
Gene Primers sense Primers antisense
VDR
Taqgl 5’CAGAGCATGGACAGGGAGCAA3’ 5’GCAACTCCTCATGGCTGAGGTCTC3’
(rs7312
36)
Bsm1 5’CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTG3 | 5’ AACCAGCGGAAGAGGTCAAGGG3’
(rs1544 |~
410)
Fokl 5’AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGGCTCT3’ 5’ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTTCTCCCTC3’
(rs2228
570)

Condicgoes da PCR
A PCR foi realizada em 30 ciclos, com desnaturacao inicial a 94°C por 5 min, seguido de 40
ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 s, anelamento a 68°C (para Fok1), 65°C (para Taqgl) e 62°C (para

Bsml) por 45 s, e extenséo a 72°C por 30s, com uma extensao final a 72°C por 5 min.

2.3 ANALISES ESTATISTICAS

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

programa estatistico BioEstat 5.0.

3 RESULTADOS

A distribuicdo das frequéncias genotipicas dos polimorfismos nas regides Fokl (rs2228570),
Bsml (rs1544410) e Taql (rs731236) entre individuos com a DA e individuos controle saudaveis sdo
mostrados na Tabela 1. N&o houve diferenca significativa entre as frequéncias dos polimorfismos

analisados.
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Tabela 1: Andlise univariada mostrando a correlacdo entre Fokl (rs2228570), Bmsl (rs1544410) e Taql
(rs731236) com o desenvolvimento da Doenca de Alzheimer.

Total DA Controle X2 (P*) OR (CI 95%) p*
Fokl N=78 (%)  N=39 (%) N=39 (%)
(rs2228570)
cC 36 (46,1) 19(48,9) 17 (43.6) 0.67 (0.71) 1.00
CT 39 (50) 18(46,1) 21 (53.9) 0.77 (0.31-1.90) 0.71
TT 33,9 2(5) 1(2,5) 1.79 (0.15-21.54) 0.88
CcC 36 (46,1) 19(48,9) 17 (43.6) 0,20 (0.65) 1.00
CC+CT 42 (53,8) 20(51.3%) 22 (56.4%) 0.81 (0.33-1.98) 0.65
Bsml
(1544410)
BB 10 (13) 6(15,4) 4(10,3) 0,46 (0.79) 1.00
Bb 43 (55) 21(53,9) 22 (56,4) 0.63 (0.15-2.57) 0.77
Bb 25 (32) 12(30.8) 13 (33,3) 0.61 (0.13-2.72) 0.78
BB 10 (13) 6(15,4) 4(10,3) 0,45 (0.49) 1.00
Bb + bb 68 (87) 33(84.6) 35 (89,7) 0.62 (0.16-2.42) 0.73
Taql
(rs731236)
TT 0 (0) 0 (0) 0 (0) NC
TC 44 (56,4) 20 (51,3) 24 (61,5) 1.00
cC 34 (43,6) 19 (48,7) 15 (38,5) 1.52 (0.61-3.73) 0.49
AbreviagGes: P*,valor P; X?, Qui-Quadrado. NC = Né&o calculado.
4 DISCUSSAO

O gene VDR é expresso no tecido cerebral e uma vez complexado com a 1,25-dihidroxi
vitamina D, estimula a expressdo do supressor da proteina precursora de amiloide (APP), diminuindo
0 numero de placas amiloides, e podendo reduzir o risco da doenca de Alzheimer (Wang et al., 2012;
Eyles et al., 2005). A afinidade do VDR com a vitamina D pode ser diminuida pela presenca de
polimorfismos no gene VDR ou pela deficiéncia da Vitamina D (Cai et al. 1993; Bouillon et al. 1998),
que pode afetar mecanismos de detoxificacdo, homeostase de calcio e expressdo de neutrofinas. Isto
pode levar ao envelhecimento e dano neuronal, neurodegeneracdo via outros fatores ambientais e
gendmicos (Gezen-Ak et al., 2007).

Neste estudo, foram avaliadas as diferencas na distribuicdo genotipica dos polimorfismos do
gene VDR variaveis Tagl, Bsml e Fokl em pacientes com DA e individuos controle saudaveis, porém,
nenhuma relagdo significativa foi observada. Os resultados de associagdo envolvendo estes
polimorfismos sdo bem inconsistentes na literatura. Luedecking-Zimmer et al. (2003) também nao
encontraram evidéncia de associacdo para o polimorfismo Fokl (rs2228570) numa populagdo
Caucasiana. Por outro lado, Gezen-Ak et al. (2007), reportaram associacdo positiva o Taqgl (rs731236)

polimorfismos numa popula¢do Turca. Numa meta-analise conduzida por Laczmanski et al. (2015),
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nédo houve relacéo significativa para o polimorfismos Tagl em populagdes Turca e Iraniana (Esfehani
et al., 2011; Khorram Khorshid et al., 2013; Gezen-AK et al., 2007), sugerindo estar associada a uma
maior exposicao ao sol e sua relacdo com o nivel da concentracdo de vitamina D. Contudo, em
populacbes caracterizadas pela baixa exposicdo solar, como a populacdo Britanica e Polonesa, a
atividade da vitamina D sobre seu receptor seria dependente do nivel de expressao do gene VDR,
mostrando que fatores ambientais associados a presenca de polimorfismos no VDR podem estar
interferindo na susceptibilidade a DA. Este é o primeiro estudo que fez uma correlacdo entre a presenca
de trés polimorfismos Fokl (rs2228570), Bmsl (rs1544410) e Taql (rs731236) no gene VDR e a

ocorréncia de DA numa populagéo brasileira.

5 CONCLUSAO

Nossos dados mostram que os polimorfismos nas regides Fokl, Bsml e Taql no gene VDR néo
estdo associados com DA na populacdo estudada. Porém, ressaltamos a necessidade de futuras
investigacBes com um numero maior de pacientes para uma melhor compreensdo dos resultados

observados.
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