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RESUMO

Contexto: Doencgas crOnicas como as cardiovasculares e deméncias sdo mais frequentes na
populacdo idosa, especialmente na faixa etaria acima dos 80 anos. A despeito desta evidéncia,
sdo poucos os estudos delineados com individuos longevos. E frequentes sdo os resultados
indefinidos ou inversos quando avaliados. Esta lacuna no conhecimento é dificultada pela
complexidade de fatores ambientais e genéticos que influenciam a progressdao das doencas
cronicas. Especificamente, os niveis de pressdao arterial e colesterol e o alelo €4 da
apolipoproteina E (apoE) tem efeitos divergentes nos idosos longevos comparados aos idosos
jovens. O objetivo deste estudo é investigar a relacdo entre o polimorfismo do gene da apoE e a
mortalidade por doenca cardiovascular e deméncia em idosos longevos que vivem em
comunidade e avaliar a sobrevida de acordo com este polimorfismo e fatores de risco
cardiovascular.

Métodos: Uma amostra de 74 idosos com 80 anos ou mais da coorte do Projeto Verandpolis foi
selecionada para genotipagem da apoE. Na linha de base, foram coletadas varidveis
antropométicas, dosagens sanguineas de glicose e lipideos, pressdo arterial e varidveis de estilo
de vida como tabagismo, consumo de alcool e atividade fisica. O seguimento médio da coorte foi
16,4 anos e total de 18 anos. As causas de morte foram classificadas de acordo com a CID-10 em
cardiovasculares e demenciais. A Escala Bayer de Atividades da Vida Didria foi aplicada aos
cuidadores dos idosos para avaliar deméncia. A sobrevida dos portadores dos gendtipos da apoE
foi comparada através do método de estimacdo da curva por Kaplan-Meier e o modelo de azares
proporcional da Regressdo de Cox foi utilizado na descricdo dos fatores associados a mortalidade
geral.

Resultados: A frequéncia génica da apoE presente na amostra foi: 4,1% €2; 85,1% €3 e 10,8% &4.
E a frequéncia genotipica: 1,4% E2E2; 5,4% E2E3; 71,6% E3E3 e 21,6% E3E4. Para a comparacao
dos desfechos foram formados 2 grupos: portadores do gendtipo apoE3E3 (53 idosos) e
portadores do gendtipo apoE3E4 (16 idosos). A expectativa de vida média foi de 92,3 anos
(1C95% 91,2-93,5). Diferencas significativas entre os gendtipos foram encontradas com relagdo a
idade média de entrada na coorte, indice de massa corporal e pressdo arterial diastélica.
Encontramos uma tendéncia para que os niveis de colesterol total e LDL-colesterol fossem
maiores no grupo E3E4. Ndo encontramos associacdo entre desfechos de morbidade (AVC, IAM
e ICC) ou mortalidade entre os gendtipos. Para a amostra no geral, os fatores significativamente
associados a mortalidade foram: tabagismo, atividade fisica, pressdo arterial sistolica (PAS),
pressdo de pulso (PP) e diabetes mellitus. O risco de morte em individuos fumantes e ex-
fumantes foi 2,83 vezes (IC95% 1,00-7,98) do risco em ndo fumantes. Individuos que praticavam
atividade fisica vigorosa (>4.000 kcal/semana) tiveram uma reducdo no risco de dbito em 54%
(1C95% 10%-77%). Para o aumento de 1mmHg na PAS ou na PP houve uma redugdo de 2%
(1C95% 1%-3%) no risco de morte. Os idosos diabéticos tiveram 3,43 (IC95% 1,03-11,50) vezes o
risco de dbito dos ndo diabéticos.

Conclusao: Nao foi encontrada associacao entre os dois genétipos da apoE mais frequentes na
populacdo e mortalidade cardiovascular ou sobrevida em idosos longevos. Em toda a amostra,
os fatores de risco significativamente associados a mortalidade foram tabagismo e diabetes
mellitus. Atividade fisica vigorosa, PAS e PP maiores foram considerados fatores de protecao
para mortalidade geral.

Palavras-chave: Apolipoproteina E4, Doencas Cardiovasculares, Fatores de Risco, Andlise de
Sobrevida, Mortalidade, Idoso de 80 Anos ou mais.
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1 INTRODUCAO

O rapido crescimento da populacdo idosa em todo o mundo desperta o interesse e a
necessidade de estudos sobre os fatores para alcancar uma longevidade com qualidade de vida.
Dados de mortalidade em idosos com mais de 80 anos mostram que as doengas cardiovasculares
(DCV) representam metade das causas de 6bito’. Sustenta-se que pesquisas que determinem um
padrdo de risco cardiovascular para esse grupo etdrio sao fundamentais, tanto para a prevengao
como o manejo dos mesmos riscos.

Apesar da frequéncia de doencgas cronicas, como as cardiovasculares ou demeéncias,
aumentarem com a idade, idosos acima dos 80 anos, em geral, sdo excluidos dos estudos bem
controlados ou sdo analisados como subgrupos. Quando incluidos surgiram resultados diferentes dos
encontrados para idosos jovens (60 a 74 anos), como maior mortalidade associada a diminuicdo da
press3o diastolica® ou da press3o sistélica®® e a reducdo do colesterol®. No entanto, outros fatores de
risco como tabagismo® e diabetes mellitus (DM)’ tiveram associagdo semelhante mesmo em idades
mais avancadas. De outra forma, um fator genético extensamente estudado, o polimorfismo da
apolipoproteina E (apoE), mais especificamente o alelo €4, mostrou-se como fator de risco para
deméncia de Alzheimer em adultos e idosos jovensg'g. Entretanto, resultados de uma coorte
especifica de idosos longevos identificaram um efeito paradoxal do alelo €2 da apoE associado a um
aumento da Doenca de Alzheimer (DA) por critérios neuropatdlogicos post mortem™. Resultado que
remete, novamente, as particularidades da idade ancid e ao respaldo para a pesquisa cientifica
especificamente na faixa etdria acima dos 80 anos.

O polimorfismo do éxon 4 é o mais comum do gene da apoE, sendo referido inicialmente por

Utermann e colaboradores no final da década de 1970™".

Evolutivamente, surgiram algumas
mutagGes no gene codificador da apoE, que esta localizado no cromossomo 19. Essas mutacdes
fazem parte, atualmente, do poo/ do genoma humano, resultando em genes com pequenas
variagGes, ou alelos. Em humanos, existem trés principais isoformas da apoE (apoE2, apoE3 e apoE4)
que sdo codificadas por trés alelos (€2, €3 e €4, respectivamente), os quais tém em comum um
mesmo locus no gene. As isoformas protéicas produzidas por esses alelos diferem na composicdo
de aminoacidos nas posi¢des 112 e/ou 158: a isoforma apoE2 possui o aminodcido cisteina nas duas
posicdes da proteina (aminodcidos 112 e 158), a apoE3 tem uma cisteina na posicdo 112 e uma
arginina na 158, enquanto que a isoforma apoE4 possui argininas nestas duas posigéesls.

A apoE é parte constituinte das lipoproteinas de alta densidade (HDL - high-density

lipoprotein), de densidade muito baixa (VLDL — very low-density lipoprotein) e de quilomicrons, além

dos produtos de lipdlise, como remanescentes de quilomicrons e lipoproteina de densidade



16,17

intermedidria (IDL — intermediate-density lipoprotein)™~". A principal funcdo da apoE é mediar a

interacdo das lipoproteinas que contém apoE com os receptores de lipoproteinas, que inclui o

17,18
.N

receptor de LDL e o receptor LDP (LDL receptor related protein) que é especifico para a apoE o]

entanto, a afinidade da apoE pelos receptores hepaticos, que em ultima analise resulta na captacao

por endocitose da lipoproteina, esta relacionada, em grande parte, as interacdes dos aminodcidos

15,19

das posicdes 112 e 158 da apoE no sitio de ligacdo™". Portanto, o polimorfismo da apoE modifica a

proteina tanto na sua estrutura quanto na sua funcdo. As vdrias combinagdes possiveis de dois dos
trés alelos principais podem dar origem a seis gendtipos: apoE2/E2, apoE3/E3, apoE4/E4, apoE2/E3,
apoE3/E4 e apoE2/E4. A frequéncia génica (alelos) e a genotipica nas diferentes popula¢gdes mundiais

20,21

sdo altamente varidveis A revisio epidemioldgica feita por Eichner e colaboradores™

demonstrou esta variabilidade étnica ao descrever as frequéncias génicas dos alelos €2, €3 e €4: na
populacdo africana da Nigéria (2,8; 66,2 e 31,0%, respectivamente), na populacdo caucasiana da
Italia (7,3; 82,7 e 10,0%) e entre os japoneses (3,7; 84,6 e 8,2%). Adicionalmente, o polimorfismo da

22,23

apoE tem sido relacionado a modificacGes significativas no perfil das lipoproteinas™ >, assim como

334 & diferentes

na incidéncia de diferentes patologias incluindo DCV>**, DA**"3? deméncia vascular
tipos de neoplasias®*®. Logo, os estudos com popula¢des de homogeneidade étnica sdo essenciais
para descrever desfechos que possam ser influenciados pelas caracteristicas genéticas>".

Novamente, idosos longevos parecem ter um perfil de risco diferente das pessoas mais jovens

39-41

e o papel preditivo dos fatores de risco cldssicos ndo é claro™ . Estudos de metandlises mostraram

que os portadores do alelo €4 da apoE apresentam maior risco de DCV>>*

precoce e deméncia de
Alzheimer® comparados aos portadores do gendtipo de referéncia apoE3E3. No entanto, n3o
existem estudos que indiquem se esta associagdo se mantém na faixa etdria dos longevos.
Entendemos que investiga¢des que determinem um padrao de risco cardiovascular ou demencial
para todas as faixas etdrias sdo fundamentais, tanto para a preven¢do como para o manejo dos

Mmesmaos riscos.



2 HIPOTESE

Idosos com mais de 80 anos portadores do alelo €4 da apoE teriam um risco aumentado de
morte por doencas cronicas, como as de causa cardiovascular e demencial, quando comparados a

portadores do gendtipo de referéncia apoE3E3.

3 OBIJETIVOS

3.1 Investigar a relagdo entre o polimorfismo do éxon 4 da apoE e a morte relacionada a deméncia
ou DCV, em individuos longevos;

3.2 Descrever a sobrevida de idosos longevos conforme os genétipos da apoE;

3.3 Descrever a sobrevida de idosos longevos conforme a exposicdo a fatores de risco

cardiovascular classicos.



4 METODOLOGIA
4.1 Populagao Investigada

Durante a década de 1990, existiam informacdes ndo oficiais de que a cidade de Verandpolis,
localizada numa regido montanhosa ao sul do Brasil e, cuja populacdo descendia de imigrantes
europeus, em sua maioria de origem italiana, teria uma das maiores expectativas de vida do pais.
Este indice foi confirmado, oficialmente, através de dados de recontagem populacional e da
mortalidade do Departamento de Informatica do SUS, que estimou uma longevidade média de 77,7
anos em Verandpolis, ao passo que, no mesmo periodo, a expectativa média de vida no Brasil foi de
68,1 anos™.

O grupo de pesquisadores coordenado pelo geriatra Emilio Hideyuki Moriguchi acolheu o fato
e, em 1994, com o apoio da prefeitura municipal de Verandpolis, iniciou um estudo de coorte que
pretendeu estudar o envelhecimento bem-sucedido dos idosos longevos. Este estudo recebeu o
nome de Projeto Verandpolis. Os critérios de elegibilidade foram: (1) ter 80 anos completos até a
data do recrutamento e (2) residir no dominio territorial de Verandpolis, podendo ser na cidade ou
no interior.

O recrutamento dos idosos elegiveis ocorreu em 1994, 1996 e 1998. O primeiro recrutamento
aconteceu durante o més de julho de 1994 através de um convite informal do coordenador da
pesquisa aos participantes de uma cerimoénia religiosa. Faz-se referéncia a particularidade desta
comunidade em frequentar o domingo de oracdo da pratica catdlica. Expontaneamente, os
presentes inscreveram-se e comunicaram aos seus proximos. Durante trés semanas do més de julho
de 1994, os pesquisadores visitaram 100 idosos em suas préprias residéncias ou em centros
comunitdrios. Em 1996, com uma estrutura formalizada e por divulgacdao em emissora de radio local,
mais 129 idosos entraram no estudo e os que ja haviam participado em 1994 foram reavaliados. Em
1998, uma amostra aleatdria simples dos participantes dos anos anteriores e mais 13 voluntdrios
novos fizeram a genotipagem da apolipoproteina E (apoE) e os principais testes das avaliagdes
pregressas. Assim, 242 individuos constituiram a coorte do Projeto Verandpolis. NUmero que perfez
87,4% dos idosos com 80 anos ou mais residentes no municipio entre os anos de 1994 e 1998%.

Em 1999, fez-se o primeiro levantamento de ébitos da coorte e a avaliacdo dos preditores
cardiovasculares para tal mortalidade®. Este levantamento foi realizado junto & Secretaria de Satde
do municipio, que cadastra anualmente a mortalidade e os indicadores de saude. Nos anos de 2006 a
2009, o status vital de todos os participantes da coorte foi apurado através de visitas domiciliares.
Fez-se o registro do dia exato do 6bito e da causa da morte pelo Atestado de Obito. Para as
declara¢bes de 6bito duvidosas, a causa da morte foi confirmada ou especificada por meio de

entrevista com familiares proximos, médicos, especialistas e verificaram-se os registros hospitalares

4



pouco antes da morte®’. Durante 2011 e 2012, o status vital dos idosos amostrados para a
genotipagem da apoE foi verificado, novamente, através de visitas domiciliares e, nesta
oportunidade, também, foi aplicado o questionario da Escala Bayer de Atividades da Vida Diaria (The
Bayer - Activities of Daily Living Scale — B-ADL) aos cuidadores dos idosos. Abaixo, a Figura 1 resume a

linha do tempo da coorte do Projeto Verandpolis.

Genotipagem da
Inicia a coorte do 32 recrutamento: GhoElie oS
Projeto Verandpolis 13 idosos longevos
32 gvaliagdo de
12 recrutamento: Genotipagem da a - mortalic!ade:
100 idosos longevos ApoE: amostra de 2 avalla'gao i somaniic iloses
65 individuos mortalidade genotipados

Yy

1994 1996 1998 2000 2002 2004 2006a2009 2010 2011a2012

v

20 1999: 12
recrutamento: avaliagdo de
129 idosos mortalidade

longevos

Figura 1: Linha do tempo da coorte do Projeto Verandpolis

4.2 Tamanho Amostral
Para este trabalho utilizou-se uma amostra de conveniéncia de 74 individuos da coorte do
Projeto Veranépolis, que, por sua vez, é composta por 242 individuos. Considera-se que este é um

estudo populacional de coorte, sem célculo de tamanho amostral prévio.

4.3 Varidveis
Utilizou-se nesta avaliagdo da coorte de Verandpolis os gendtipos da apoE como varidvel
preditora, um fator genético analisado em dois momentos durante o seguimento: (12) numa amostra

aleatdria de 65 individuos genotipados em 1998 e (22) todos os individuos vivos em 2011 que ndo



haviam sido amostrados em 1998, ou seja, mais 9 idosos. A metodologia da primeira genotipagem foi
descrita com detalhes em Schwanke e colaboradores® e utilizou a técnica de amplificagdo do gene
através de PCR-RFLP (polymerase chain reaction-restriction fragment leght polymorphism) e clivagem
pela enzima de restricdo Hha |. Para a genotipagem realizada em 2011, numa parceria com o
Laboratério de Genética e Cardiologia Molecular do Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas de
S30 Paulo (InCor-HC/FMUSP), as amostras foram processadas utilizando-se a metodologia de
extragdo de DNA e genotipagem da apoE descrita em Alvim e colaboradores*, com identificacdo dos
gendtipos da apoE (rs7412 e rs429358) através do método de analise HRM (high resolution melting).

O desfecho definido neste estudo foi mortalidade por doenca cardiovascular cronica incluida
nos cddigos 100-199 ou por deméncia incluida nos cédigos FOO-FO3 da décima revisdo da Classificagdo
Estatistica Internacional de Doencas e Problemas Relacionados a Saude (CID-10). Para a definicdo da
causa mortis do individuo idoso, foram apresentadas as segundas vias das certiddes de ébito a dois
profissionais médicos, um geriatra e outro cardiologista, que estiveram cegados entre si e com
relacdo aos gendtipos dos falecidos. Nos casos de divergéncia entre os profissionais com relagdo a
causa do dbito, foi solicitada a avaliacdo por um terceiro profissional. O diagnéstico final, em caso de
impasse, foi definido por consenso dos trés profissionais. Quando nao foi possivel definir a causa de
morte apenas pelo documento, foram levantados dados de prontuarios e entrevistas com os médicos
das familias ou com os familiares do idoso falecido.

A coorte do Projeto Verandpolis é um estudo amplo de varidveis que busca respostas para a
longevidade peculiar desta populagdo. Dentre as diversas varidveis investigadas na coorte (anexos 1
e 2 - Instrumentos de pesquisa: Entrevista e Exame Fisico), selecionou-se para este estudo aquelas
que sdo descritas como fatores de risco classicos para as DCV e, que poderiam estar associadas de
forma independente ao desfecho estudado: hipertensdo arterial, obesidade, DM, dislipidemia,
tabagismo, abuso do alcool e inatividade fisica. Além destes fatores, as morbidades cardiovasculares
como claudicacdo intermitente, acidente vascular cerebral (AVC) prévio e cardiopatia definidas pelo
Protocolo de Rose® positivo (anexo 1 - Instrumento de pesquisa: Entrevista) foram avaliadas em
diferentes épocas do seguimento: 1996, 1998 e 2006 a 2009. Os resultados destas andlises foram
utilizados para o calculo da incidéncia das morbidades cardiovasculares na amostra, que incluiu ainda
a informac¢do contida no atestado de dbito como causa de morte devido a infarto agudo do
miocardio (IAM), insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) ou AVC.

Sucintamente, os métodos utilizados na mensurac¢do dos fatores de risco cardiovasculares e as
justificativas da categorizagdo, quando aplicaveis, foram descritos a seguir. A pressdo arterial (PA) foi
obtida utilizando-se de um esfighomandmetro de mercurio (Erka, Germany) com manguito

adequado para a circunferéncia do brago direito. Os participantes permaneceram em repouso por no



minimo 5 minutos antes do inicio das medi¢des. Foram tomadas duas ou trés medidas, conforme a
variabilidade, aguardando-se o intervalo recomendado pelas diretrizes e fez-se a média ponderada.
O aparecimento dos sons foi utilizado para a identificacdo da pressdo arterial sistélica (PAS) e o
desaparecimento - fase V de Korotkoff - para identificacdo da pressdo arterial diastdlica (PAD). Em
idosos longevos, existe a possibilidade de ocorréncia de pseudo hipertensdo causada pelo
enrijecimento da artéria braquial pela aterosclerose - que pode elevar a pressao em 30mmHg ou
mais. Devido a este fato, utilizou-se concomitante a medida da PAS, a manobra de Osler (considerada
positiva quando a artéria radial permanece palpdvel ao se insuflar o manguito acima do nivel da
PAS), sendo excluidos os casos positivos. Para a andlise dos dados, a PA foi utilizada como variavel
guantitativa e categorizada, sendo considerado o individuo hipertenso quando PA>140/90mmHg ou
em uso de medicamento anti-hipertensivo®'. Ainda, avaliou-se a pressdo de pulso (PAS-PAD).

A obesidade foi definida pelo indice de massa corporal (IMC), sendo o peso medido com os
participantes minimamente vestidos, sem sapatos, utilizando-se de uma balanca mecanica de
contrapeso (Filizolla, S3o Paulo). A estatura foi determinada em pé, sem sapatos, utilizando-se de fita
métrica, quando os ombros estavam em uma posicdo normal. O cdlculo do IMC foi feito através da
férmula da razdo do peso em quilogramas pelo quadrado da altura em metros (kg/m?). Para a andlise
dos dados, o IMC foi utilizado como variavel continua e categérica, com definicdo de obesidade e
excesso de peso pelos pontos de corte 230kg/m” (Organizacdo Mundial da Satde — OMS)>* e
>27kg/m’ (Lipzchitz)>®, respectivamente.

Nas avaliages bioquimicas do perfil lipidico e da glicemia, foram coletadas amostras de
sangue venoso, apds 12h de jejum. Utilizou-se o sistema de vendclise com aparato descartavel a
vacuo (Vacutainer) em tubos sem anticoagulante. As dosagens plasmaticas foram realizadas através
de técnica manual de rea¢do enzimatica colorimétrica com padrdes de calibracdo e amostras em
duplicata. DM foi definido como glicemia de jejum >126mg/dL ou em uso de medicacdo
hipoglicemiante. A dislipidemia foi avaliada através das dosagens plasmaticas de triglicerideos (TG),
colesterol total (CT), HDL-colesterol e do calculo do LDL-colesterol, sendo utilizadas como varidveis
guantitativas e categorizadas de acordo com os critérios da IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e
Prevencdo da Aterosclerose®™ (TG2150mg/dL; CT=200mg/dL; HDL-colesterol <50mg/dL para
mulheres e <40mg/dL para homens; LDL-colesterol 2160mg/dL). O LDL-colesterol foi obtido através
da formula de Friedwald, para valores de TG inferiores a 400mg/dL.

As varidveis de estilo de vida - tabagismo, abuso de alcool e inatividade fisica - foram obtidas
através de um questionario padronizado aplicado na linha de base (anexo 1 - Instrumento de
pesquisa: Entrevista). O tabagismo foi avaliado através do relato do consumo ou nao de tabaco

(cigarro, palheiro, cachimbo). Consideraram-se dois grupos: 1) ndo tabagistas: individuos que nunca



fumaram; 2) tabagistas ou ex-tabagistas: individuos que fumavam pelo menos um cigarro por dia
e/ou eram ex-fumantes. O abuso do éalcool foi avaliado através do relato da quantidade de alcool
ingerida por semana, sendo considerado uso abusivo valores >210g/semana para homens e

>105g/semana para mulheres®®*’

. A quantidade de etanol consumida (g/semana) foi calculada com
base no tipo de bebida, utilizando-se dos fatores de correcdo para o teor alcéolico médio, conforme
medidas padronizadas de vinho, cerveja e de bebidas destiladas. O teor alcodlico do vinho foi
estimado em 11% e medida padrdo de 140mL (um copo), o teor alcodlico da cerveja foi estimado em
4% e medida padrdo de 350mL (uma lata ou duas latas equivalendo a uma garrafa) e o de bebidas
destiladas, um teor alcodlico estimado de 45% e medida padrdo 35mL (equivalente a uma dose). A
inatividade fisica foi avaliada através do relato das atividades diarias durante uma semana normal de
trabalho e lazer. Utilizaram-se dois diferentes pontos de corte: <2.000kcal/semana®®>® e
<4.000kcal/semana®®, por serem quantidades minimas de atividade fisica para alcancar beneficios
cardiovasculares importantes como atenuacdo do espessamento da camada intima-média das
artérias carétidas>®, aumento do HDL-colesterol® e reducdo da mortalidade em pacientes com
doenca arterial coronariana®. O instrumento utilizado para reportar as diferentes atividades fisicas
constituiu-se de uma lista de 27 atividades habituais da rotina de pessoas campesinas e citadinas e
mais uma pergunta aberta sobre outra atividade além das pré-selecionadas. Solicitou-se aos
participantes do estudo que reportassem o tempo gasto em minutos e a frequéncia semanal para
desenvolverem tais atividades. A quantificagdo ou o calculo da atividade fisica ou do gasto energético
€ um tema complexo nos idosos longevos uma vez que as padronizagdes do gasto energético em
diversas atividades foram realizadas quase que universalmente em adultos e idosos jovens. Além
dessa limitagao quantitativa, considerou-se também a limitagdo qualitativa da atividade fisica que os
idosos longevos de Verandpolis desenvolviam e que ndo sdo descritas em instrumentos comumente
utilizados. Portanto, seguindo o mesmo caminho de outros estudos de idosos longevos, optamos
pela utilizacdo do gasto energético calculado em quilocalorias por semana (kcal/sem) que considera
o peso do participante, o tempo de atividade referido, os METs (metabolic equivalents) da atividade
especifica de acordo com Ainsworth e colaboradores® e a frequéncia semanal das atividades: Gasto
energético(kcal/sem) = MET X Peso(Kg) X Tempo da atividade(minutos) / 60 X frequéncia semanal.
Deste modo, julgamos que essa medida reflete melhor o gasto energético do idoso longevo da
comunidade estudada (rural e urbana) do que a simples mensuragdo dos METs, usualmente descrita
nos trabalhos atuais.

A B-ADL (anexo 3) foi aplicada, por um pesquisador treinado e cegado com relagdo aos
gendtipos dos idosos, aos seus cuidadores no periodo de agosto de 2011 a dezembro de 2012. O

instrumento foi empregado como forma de identificar casos de deméncia e o resultado utilizado



como variavel confundidora em potencial, uma vez que estd bem descrito que o alelo €4 da apoE é
um fator de risco para o desenvolvimento da DA*®. A B-ADL foi criada com uma base internacional
para avaliar déficits no desempenho de atividades cotidianas® e é reconhecida como instrumento de

aplicagdo multi-cultural, sendo traduzida em diversos idiomas e validada em diferentes paises®™®,

incluindo o Brasil®

. Além disso, foi proposta como instrumento para diferenciar os casos de
deméncia leve e moderada do envelhecimento normal®. A escala compreende 25 itens, que devem
ser respondidos por um cuidador ou familiar préximo, numa escala de 1 a 10 pontos. Os dois
primeiros itens referem-se as habilidades do individuo para atividades cotidianas de uma forma
geral; as questdes de 3 a 20 avaliam diretamente os problemas em relagdo as tarefas especificas da
vida diaria e as 5 ultimas avaliam aspectos das outras funcdes cognitivas. Além da escala de 10
pontos, a categoria “ndo se aplica” pode ser utilizada naqueles casos nos quais a dificuldade
ocorreria devido a qualquer transtorno nao cognitivo. Quando o informante ndo consegue avaliar o
paciente em alguma atividade, por ndo dispor da informacdo necessaria, pode utilizar a categoria
“ndo sabe”. O escore total é composto pela soma dos pontos, excluindo as perguntas respondidas
como “ndo sabe” ou “ndo se aplica” e a divisdo desse total pelo nimero de itens que receberam
pontuacdo. O escore final varia de 1,00 a 10,00 e representa maior dificuldade nas atividades da vida
didria quanto maior a pontuacdo®. Para a analise dos dados, o escore da B-ADL foi utilizado como
variavel quantitativa e categorizada, utilizando-se o ponto de corte 23,12 para definicdo dos casos de

deméncia®.

4.4 Analise Estatistica

As variaveis quantitativas foram descritas por média e desvio padrdo ou mediana e amplitude
interquartilica. Para a comparagao entre os grupos utilizou-se o teste t-Student para amostras
independentes e, em caso de assimetria, o teste de Mann-Whitney. As varidveis qualitativas foram
descritas através de frequéncias absolutas e relativas. Na comparagdo de propor¢bes entre os
grupos, o teste qui-quadrado de Pearson ou exato de Fisher foi aplicado. Para avaliar o tempo de
sobrevida, utilizou-se o método de estimagao da curva por Kaplan-Meier e a comparagao entre os
grupos através do teste qui-quadrado de Log-rank.

Para controlar fatores de confusdo em relagdo ao dbito, utilizou-se o modelo de azares
proporcional de Cox. Como medida de efeito, foi calculada a razdo de densidades de incidéncia
(hazard ratio), com seus respectivos intervalos de 95% de confianga. O critério para a entrada da
variavel no modelo multivariado foi de que apresentasse um valor p<0,20 na andlise bivariada.
Também, foi aplicado o modelo de Regressdo de Poisson para ajustar o efeito do gendtipo nos

desfechos estudados.



O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05) e os dados foram analisados com o

programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versdo 18.0.
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6 ARTIGO ORIGINAL EM INGLES

Association of cardiovascular risk and apoE polymorphism
with mortality in the longevous elderly: an 18-year cohort

ABSTRACT

Context: Chronic diseases such as cardiovascular and dementias are more frequent in the elderly population,
especially in those aged 80 and older. Despite such evidence, there are few studies outlined with longevous
individuals. Also, when evaluated, the results are frequently undefined or inverted. This gap in knowledge is
made more difficult by the complexity of environmental and genetic factors that influence the progression of
chronic diseases. More specifically, blood pressure and cholesterol levels and the €4 allele in apolipoprotein E
(apoE) produce diverging effects in the longevous elderly when compared to the young elderly. The objective
of this study is to investigate the relation between the apoE gene polymorphism and the mortality from
cardiovascular disease and dementia in the longevous elderly who live in a community and evaluate the
survival rates according to this polymorphism and cardiovascular risk factors.

Methods: A sample group of 74 elderlies aged 80 and older from the Verandpolis Project cohort was selected
for apoE genotyping. At the baseline, anthropometric variables, glucose and lipid blood levels, blood pressure
and lifestyle variables such as smoking, alcohol consumption and physical activity were collected. The medium
cohort follow-up was of 16.4 years and the total, 18 years. The causes of death were classified according to the
ICD-10 for cardiovascular and dementias. The Bayer — Activities of Daily Living Scale was applied to the carers of
the elderlies to evaluate dementia.

Results: The ApoE gene frequency present in the sample was: 4.1% €2; 85.1% €3 and 10.8% €4. And the
genotype frequency: 1.4% E2E2; 5.4% E2E3; 71.6% E3E3 and 21.6% E3E4. For purposes of comparing the
outcomes, 2 groups were formed: carriers of the apoE3E3 genotype (53 elderlies) and carriers of the apoE3E4
genotype (16 elderlies). The average life expectancy was of 92.3 years (IC95% 91.2-93.5). Significant differences
were found between the genotypes in relation to the average age upon entering the cohort, body mass index
and diastolic blood pressure. A trend was found for the levels of total cholesterol and LDL-cholesterol would be
higher in the E3E4 group. No association was found between the morbidity outcomes (CVA, AMI and CHF) or
mortality between the genotypes. For the general sample, the factors that were significantly associated with
mortality were: smoking, physical activity, systolic blood pressure (SBP), pulse pressure (PP) and diabetes
mellitus (DM). The risk of death for smokers and ex-smokers was 2.83 times (IC95% 1.00-7.98) that for non-
smokers. Those individuals who practiced vigorous physical activities (24,000 kcal/week) had a reduced risk of
death of 54% (1C95% 10%-77%). An increase of 1ImmHg in systolic blood pressure (SBP) or pulse pressure (PP)
reduced the risk of death by 2% (IC95% 1%-3%). Diabetic elderlies had 3.43 (1C95% 1.03-11.50) times higher risk
of death than non-diabetic.

Findings: No association was found between the two most frequent apoE genotypes in the population and
cardiovascular mortality or survival of longevous elderlies. Throughout the sample, the risk factors significantly
associated with mortality were smoking and DM. Vigorous physical activity, higher PAS and PP were deemed to
be protection factors for general mortality.

Key words: Alipoprotein E4, Cardiovascular Diseases, Risk Factors, Survival Analysis, Mortality, Elderly aged 80
and older.
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INTRODUCTION

The rapid growth in the older population
worldwide has brought about an increased interest
in and need for studies on factors to attain a long,
high quality life. Mortality data about elderlies
aged 80 and older show that cardiovascular
diseases (CVD) represent half the causes of death’.
It is held that researches to determine a standard
of cardiovascular risks for this age group are
fundamental, both for preventing and handling
those risks.

Despite the frequency of chronic diseases, such
as cardiovascular and dementias, increasing with
age, the elderly aged 80 and older in general are
excluded from well controlled studies or analyzed
as subgroups. When they are included, the results
produced are different from those for young
elderly (aged 60 to 74), such as higher mortality
associated with the reduction of diastolic pressure2
or systolic pressuree"4 and the reduction in
cholesterol®. However, other risk factors such as
smoking6 and diabetes mellitus (DM)’  were
similarly associated even at more advanced ages.
Otherwise, a widely studied genetic factor, the
alopoprotein E (apoE) polymorphism, more
specifically the €4 allele, appears as a risk factor for
Alzheimer's disease in adults and young elderlys’g.
However, results from a specific cohort with
logevous elderlies identified a paradoxal effect of
apoE €2 allele associated to an increase in
Alzheimer's Disease (AD) through post-mortem
neuropathological criteria’®.  This result again
points to the particularities of very old age and to
the basis for scientific research specifically for the
80 years and older age group.

The most common apoE gene polymorphism
was first referred to by Utermann and
collaborators in the late 1970s™". The point
mutations in exon 4 gave origin to three main
alleles €2, €3 and €4, which determined the apoE
isoforms designated as apoE2, E3 and E4,
respectively“. The protein forms are distinct
among them from the cystein and arginine
contents at the codons 112 and 158 positions. The
apoE2 isoform has the cystein amino acid in both
positions, apoE3 has one cystein in position 112
and one arginine in position 158, while the apoE4
isoform has arginines in both these positionsls.

The main function of apoE is to mediate the
interaction of lipoproteins that contain apoE with
the lipoprotein receptors, which include the LDL
receptor and the LDP receptor (LDL receptor
related protein), specific for apoE'®". However,

the affinity of apoE for the hepatic receptors,
which in the end results in the endocytosis capture
of the lipoprotein, is related to the interactions of
these amino acids at the binding site™®?°
Therefore, the apoE polymorphism modifies both
the protein's structure and its function. The several
possible combinations by two of the three main
alleles can give origin to six genotypes: apoE2/E2,
apoE3/E3, apoE4/E4, apoE2/E3, apoE3/E4 and
apoE2/E4. The frequency of genes (alleles) and
genotypes in the different world populations is
highly variable’®*. Additionally, the apoE
polymorphism has been related to significant
modifications to the profile of Iipoproteinszz’ZS, as
well as in the incidence of different pathologies,
including CVD23'3O, DA8’31’32, vascular dementia®***
and different types of neoplasias35'38. Studies on
ethnically homogenic populations are essential do
describe outcomes that could be influenced by the
genetic characteristics™.

Once more, longevous elderlies seem to have a
different risk profile from younger people and the
predictive factor of the classical risk factors is not
clear®™, Meta-analysis studies have shown that
carriers of the apoE €4 allele present a higher risk
of early cvD*®* and Alzheimer's* dementia when
compared to carriers of the apoE3E3 reference
genotype. However, there are no studies to
indicate whether such association is maintained in
the longevous age group. Through this outlook, the
objective of this study is to test the above
hypothesis by investigating the relation between
the apoE exon 4 polymorphism and death related
to dementia or CVD in longevous individuals, and
to describe survival according to the genotypes
and exposure to classical cardiovascular risk
factors.

METHODOLOGY
Outline and Population investigated

The Verandpolis Project cohort started in 1994
following two comprehensive elegibility criteria: (1)
aged equal to or older than 80 years and (2)
residing within the territorial domain of the
municipality of Verandpolis (Brazil). During the
1990s, the city of Verandpolis, located in a
mountainous region in the south of Brazil, whose
population descended from European immigrants,
most of which of Italian origin, had one of the
highest life expectancies in the country. The rate,
which in Brazil was of 68.1 years on average,
reached a notorious 77.7 years in that city44.
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Recruitment of the eligible elderlies took place
in 1994, 1996 and 1998. The first recruitment
happened briefly during the month of July 1994
through an informal invitation by the research
coordinator to participants in a religious ceremony.
Those present registered spontaneously and
informed their next of kin. During three weeks in
July 1994 the researchers visited 100 elderlies at
their own homes or in community centers. In 1996,
having a formal structure and through
broadcasting in a local radio station, another 129
elderlies consented to take part in the study, and
those who had participated in 1994 were
reassessed. In 1998, a simple random sample of
the participants in the previous years and another
13 new volunteers carried out the genotyping of
apoE and the main tests from the previous
assessments. Thus, 242 individuals comprised the
Verandpolis Project cohort. The number totaled
87.4% of the elderly aged 80 and older who
resided in the municipality between 1994 and
1998".

In 1999, the first survey of the cohort deaths
was made, as well as an evaluation of the
cardiovascular predictors for such mortality*. The
survey was made in conjunction with the
municipality Health Office that makes a yearly
registry of the mortality and health indicators.
From 2006 to 2009, the vital status of all
participants in the cohort was ascertained through
home visits"’. During 2011 and 2012 the vital
status of the elderlies sampled for apoE genotyping
was checked once more through home visits and,
at that same moment, the Bayer - Activities of
Daily Living Scale — B-ADL questionnaire was
applied to the carers of the elderly.

Sample Size

This paper made use of a convenience sample
of 74 individuals in the Veranépolis Project, which,
in turn, comprised 242 individuals. This is deemed
to be a population study of the cohort, with no
previous sample size calculation.

Variables

This Verandpolis cohort assessment made use
of the apoE genotypes as a predictor variable, a
genetic factor analyzed in two instances during
follow-up: (1st) in a random sample of 65
individuals genotyped in 1998 and (2nd) all living
individuals in 2011 who had not been sampled in
1998, that is, another 9 elderlies. The methodology
for the first genotyping was described in detail in

Schwanke and collaborators® and it utilized the
gene amplifying technique through PCR-RFLP
(polymerase chain reaction-restriction fragment
length polymorphism) and Hha | restriction enzyme
cleavage. For the genotyping performed in 2011, in
a partnership with the Molecular Cardiology and
Genetics Laboratory of the Heart Institute at the
Clinics Hospital (InCor-HC/FMUSP), the molecules
were processed using the apoE DNA extraction and
genotyping methodology described in Alvim and
collaborators®, with apoE genotypes (rs7412 and
rs429358) identification through the HRM (high
resolution melting) analysis method.

The outcome defined in this study was
mortality from chronic cardiovascular disease
included in codes 100-199 or from dementia
included in codes FO0-FO3 of the International
Statistical Classification of Diseases and Related
Health Problems, Tenth Revision (ICD-10). To
define the cause of death of elderly individuals,
copies of their death certificates were presented to
two medical professionals, one geriatrician and
one cardiologist, who were blinded between them
and as to the genotypes of the deceased. In case of
any divergence between the professionals
concerning the cause of death, an assessment was
requested from a third professional. The final
diagnostic, in case of an impasse, was defined by
consensus between the three professionals. When
the cause of death could not be defined through
the document only, medical records were surveyed
and interviews made with the family doctors or
next of kin of the deceased elderlies.

The Verandpolis Project cohort is a broad study
to seek answers for the peculiar longevity of this
population. Among the variables investigated in
the cohort for this study were selected those that
are described as classical risk factors for CVDs, and
those that could be associated independently with
the outcome being studied: arterial hypertension,
obesity, DM, dyslipedemia, smoking, alcohol abuse
and physical inactivity. In addition to these factors,
cardiovascular morbidities such as intermittent
claudication, previous cerebrovascular accident
(CVA) and cardiopathy, defined by a positive Rose's
Protocol®® were assessed at different periods of
the follow-up: 1996, 1998, and 2006 to 2009. The
results from these analyses were used to calculate
the incidence of cardiovascular morbidities in the
sample, which further includes the information in
the death certificate as the cause of death due to
acute myocardial infarction (AMI), congestive heart
failure (CHF) or CVA.
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The methods wused to measure the
cardiovascular risk factors and the justifications for
the categorization, when applicable, are described
succinctly below. Blood pressure (BP) was obtained
using a mercury sphygmomanometer (Erka,
Germany) with a cuff suited for the right arm
circumference. The participants rested for at least
5 minutes before measurements began. Two or
three measurements were taken according to
variability, with the interval between them as
recommended by the guidelines and the weighted
average was calculated. The appearance of sounds
was used to identify the systolic blood pressure
(SBP) and their disappearance - Korotkoff phase V -
to identify the diastolic blood pressure (DBP). Due
to the possibility of pseudohypertension occurring
in longevous elderlies, Osler's maneuver was used
together with the SBP measurement, excluding the
positive cases. To analyze the data, BP was used as
a quantitative, categorized variable, with the
individual being deemed hypertensive when
BP>140/90mmHg or when taking antihypertensive
medication®’. Furthermore, pulse pressure (SBP-
DBP) was evaluated.

Obesity was defined by the body mass index
(BMI), the weight being measured with
participants dressed lightly, without shoes, using
mechanical scales (Filizolla, Sdo Paulo). Height was
determined standing upright, without shoes, using
a measuring tape with shoulders in a normal
position. BMI calculation was made with the
formula of the ratio between weight in kilograms
times the squared height in meters (kg/m’). To
analyze the data, BMI was used as a continuous,
categoric variable, with obesity and overweight
being defined by the cut off points 230kg/m2
(World Health Organization - WHO)** and
>27kg/m’ (Lipschitz)*, respectively.

For the lipid and glycemia profile biochemical
evaluations, venous blood samples were collected
after 12h of fasting. The venoclysis system with
disposable vacuum device (Vacutainer) in tubes
with no anticoagulant was used. Plasmatic dosages
were done through the manual technique of
colorimetric enzymatic reaction with calibration
standards and samples in duplicate. DM was
defined as fasting glycemia >126mg/dL or by taking
hypoglycemia medication™. Dyslipidemia was
evaluated thorugh plasmatic dosages of
triglycerides (TG), total cholesterol (TC), HDL-
cholesterol and the LDL-cholesterol calculation,
being used as quantitative, categorized variables
according to the criteria in the IV Brazilian Directive

on Dyslipidemias and Prevention of
Atherosclerosis™ (TG=150mg/dL; TC=200mg/dL;
HDL-colesterol ~ <50mg/dL for women and
<40mg/dL for men; LDL-colesterol >160mg/dL).
LDL-cholesterol was obtained through Friedwald's
formula for TG values below 400mg/dL.

The lifestyle variables - smoking, alcohol abuse
and physical inactivity - were obtained through a
standardized questionnaire applied to the baseline.
Smoking was evaluated through statements on
consumption or not of tobacco (cigarette, corn
straw cigarette, pipe). Two groups were
considered: 1) non-smokers: individuals who never
smoked; 2) smokers or ex-smokers: individuals
who smoked at least one cigarette per day and/or
were ex-smokers. Alcohol abuse was evaluated
through statements on the amount of alcohol
consumed per week, and abuse was considered at
values of >210g/week for men and >105g/week for
women®®”’.  The amount of ethanol consumed
(g/week) was calculated based on the type of drink
using correction factors for the average alcohol
content as per standardized measurements for
wine, beer and distilled drinks. Physical inactivity
was evaluated through statements on daily
activities during a normal week of work and
leisure. Two different cut-off points were used:
<2,000kcal/week®®*® and <4,000kcal/week®, those
being minimum amounts of physical activity to
attain major cardiovascular benefits such as
attenuated thickening of the inner-middle layer of
carotid arteries 58, increase in HDL-cholesterol®
and reduction of mortality in patients with
coronary arterial disease®. The instrument used to
report the different physical activities comprised a
list of 27 habitual activities in the routine of people
who live in the city and in the country, and one
further open question about any other activity
besides the pre-selected ones. It was requested
from the participants in the study to report the
time spent in minutes and the weekly frequency
developing such activities. The quantification or
calculation of physical activity or energy
expenditure is a complex theme in longevous
elderlies, since the energy expenditure
standardizations for several activities were made
almost universally with adults and young elderlies.
In addition to this quantitative limitation, there
was consideration also for the quantitative
limitation for physical activities that the lonvegous
elderlies in Verandpolis developed that are not
described in instruments commonly used.
Therefore, following the same rationing for other
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studies on longevous elderlies, we chose to use the
energy expenditure calculated in kilocalories per
week (kcal/week) that considers the weight of the
participant, the referred time duration of the
activity, the METs (metabolic equivalents) for the
specific activity according to Ainsworth and
collaborators® and the weekly frequency of the
activities: Energy expenditure (kcal/wk) = MET X
Weight (Kg) X time duration of activity (minutes) /
60 X weekly frequency. We thus deem that this
measurement better reflects the longevous elderly
energy expenditure in the community studied
(rural and urban) than simply measuring the METs
that is usually described in current works.

B-ADL was applied by a researcher, who was
trained and blinded in relation to the elderly
genotypes, to their carers in the period from
August 2011 to December 2012. The instrument
was employed as a way of identifying cases of
dementia and the result used as a potentially
confounding variable, since it has been well
described that the apoE €4 allele is a risk factor for
the development of DA®®. B-ADL was created as
an international basis to evaluate limitations in the
performance of daily activities® and is recognized
as an instrument for multicultural application,
having been translated into several languages and
validated in different countries®® including
Brazil®. Moreover, it was proposed as an
instrument to differentiate the cases of light and
moderate dementia in normal agingss. The score
obtained from the B-ADL ranges from 1.00 to
10.00, and represents greater difficulty in the
activities the higher the scoring64. To analyze the
data, the B-ADL score was used as a quantitative,
categorized variable, using a cut-off point of 23.12
to define the cases of dementia®.

Statistical Analysis

The quantitative variables were described in
average and standard deviation or median and
interquartile amplitude. For comparison between
groups, the t-Student test was used, and in case of
asymmetry, the Mann-Whitney test. The
qualitative variables were described through
absolute and relative frequencies. For comparing

the proportions between groups, the Pearson chi-
square test or Fisher exact test were applied. To
evaluate survival time, the Kaplan-Meier survival
curve estimate method was used, and the
comparison between groups, through the logrank
chi-square test.

To control confounding factors in relation to
death, the Cox proportional hazards model was
used. As a measure of effect, the incidence density
ratio (hazard ratio) was calculated, with its
respective confidence intervals of 95%. The
criterion to enter the variable in the multivariate
model was that it presented a value p<0.20 in the
bivariate analysis. Also, the Poisson Regression
model was applied to adjust for the effect of
genotype in the outcomes studied.

The level of significance adopted was of 5%
(p<0.05) and the data were analyzed with the SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences)
software version 18.0.

RESULTS

In this work, the sample of 74 individuals of the
Veranopolis cohort had a total follow-up time of 18
years, and an average of 16.4 years. We point out
that there were no follow-up losses. Based on
statements by the elderlies, 94.6% descended from
Italian immigrants. The apoE gene (allele)
frequency present in the sample was: 4.1% ¢€2;
85.1% €3 and 10.8% ¢&4; and the genotype
frequency: 1.4% E2E2; 5.4% E2E3; 71.6% E3E3 and
21.6% E3E4. The genotype distribution is in Hardy-
Weinberg equilibrium (x2=0.07; degree of
freedom=1; p=0.79). No carriers of the apoE2E4
and apoE4E4 genotypes were found in the sample.
Therefore, only the apoE3E4 formed the exposed
group, that is, carriers of the apoE €4 risk allele.
Thus, we excluded from the analysis the rare
apoE2E2 and apoE2E3 genotypes and compared
the outcomes and risk factors of the 53 apoE3E3
individuals (non-exposed group) with the 16
apoE3E4 individuals. Table 1 summarizes the
characteristics of the groups of interest. This table
can be found complete, including all the described
variables, in a quantitative, categorized form in
attachment 1.
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Table 1: Characterization of the sample

Variables* Total sample E3E3 Genotype E3E4 Genotype p**
(n=69) (n=53) (n=16)
Age at entry (years) 82.6+2.38 82.2+2.7 84.0+2.8 0.021
Sex 0.267
Male 23 (33.3) 20(37.7) 3(18.8)
Female 46 (66.7) 33 (62.3) 13 (81.3)
Bayer ADL Scale® 2.98 (1.44-5.55) 2.95 (1.38-5.46) 3.19 (1.54-7.44) 0.631
Smoking 0.717
Non-Smoker 56 (81.2) 42 (79.2) 14 (87.5)
Ex-Smoker/Smoker 13 (18.8) 11 (20.8) 2 (12.5)
Alcohol Abuse 0.093
No 17 (24.6) 13 (24.5) 4 (25.0)
Yes (F>105g and M>210g) 18 (26.1) 17 (32.1) 1(6.3)
Teetotalers 34 (49.3) 23 (43.4) 11 (68.8)
BMI (kg/m’)’ 26.8+ 5.4 276455 23.7+3.6 0.011
Physical Activity (kcal/week) 5133 (2386-9846) 5421 (2155-10544) 3580 (2300-6930) 0.216
SBP (mmHg) 161+25.3 162 +23.7 158 +30.5 0.489
DBP (mmHg) 86.3+13.2 88.6+12.7 785+12.4 0.007
Pulse Pressure (SBP-DBP) 75.1+22.7 73.9+215 79.0+26.8 0.439
Hypertension 62 (89.9) 48 (90.6) 14 (87.5) 0.660
Fasting Glycemia (mg/dL)b 95.4 +20.7 96.2+22.7 92.6+12.2 0.539
Total Cholesterol (mg/dL)b 209 +£48.8 203 +43.9 229+59.5 0.066
LDL Cholesterol (mg/dL)b 138+42.1 132 +£36.0 156 £55.0 0.055
HDL Cholesterol (mg/dL)* 43.4+11.4 44,0+ 125 41.4+6.6 0.284

Triglycerides (mg/dL)® 102 (85.8-146)

102 (83.4-144) 107 (88.2-159) 0.806

*described in average * standard deviation, median (percentiles 25 — 75) or n(%); **t-student test (comparison of averages), Mann-
Whitney test (comparison of medians), Pearson chi-square test (categoric variables) or Fisher exact test (for the smoking and hypertension
variables). *Variables analyzed in 15 individuals of the apoE3E4 genotype. ®Variables analyzed in 52 individuals of the apoE3E3 genotype.

“Variable analyzed in 51 individuals of the apoE3E3 genotype.

The average age of group E3E4 was older than
that of group E3E3, a significant difference of 1.8
years. There was no difference in proportions of
males and females, although 19% of the individuals
carriers of the apoE3E4 genotype were male versus
38% of the apoE3E3 genotype. The B-ADL
evaluation featured average and proportion of
positive cases for dementia higher in carriers of the
genotype deemed to be of risk (apoE3E4), although
this difference was not significant. The subjects in
group E3E3 tended to consume a larger amount of
grams of alcohol per week than those in group
E3E4 (p=0.051). When this consumption was
stratified into the three categories (1) abuse, (2)
non-abuse, and (3) teetotaler, disparities were
found but with no statistical difference, possibly
due to the small sample number. It was observed

that the proportion of teetotalers in group E3E4
was of 69%, compared to 43% in group E3E3. Still,
only 6% of the apoE3E4 genotype carriers abused
alcohol versus 32% of the apoE3E3 genotype. BMI
was used as a measure of obesity or excess weight
in the sample through its quantitative analysis or
by the cut-off points declared by the WHO and by
Lipschitz, the latter being specific for the elderly.
Comparing the groups, carriers of the apoE3E3
genotype presented an average BMI of 27.6Kg/m2,
significantly higher than the apoE3E4 genotype
(23.7Kg/m?). When using the cut-off points
suggested by the WHO to define obesity and by
Lipschitz for excess weight, no difference was
found between the groups. Among the variables
that evaluated BP, the most controversial risk
factors in the longevous elderlies, we had another
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interesting result. There was no inequality for SBP,
PP and hypertension between the groups, but a
significant difference was revealed for DBP, being
lower in the E3E4 group on average 10.1 mmHg.
When comparing the lipid profile, only a trend was
found for the quantities of TC and LDL-cholesterol
being higher in carriers of the E3E4 genotype.

The outcomes of interest are summarized in
Table 2 that compares the proportions of selected
cardiovascular events (AMI, CHF and CVA) and the
causes of death between the E3E3 and E3E4

(1C95% 91.2 to 93.5). For comparison, the table
presents the levels of significance without
adjustment and those adjusted for the variables
with p<0.2 in the univariate analysis. We observed
that there was no significant difference between
the groups. However, carriers of the apoE3E3
genotype presented a higher proportion of CHF
(p=0.058) and cardiopathy (p=0.018) than those of
the E3E4 genotype. Yet, when adjustment was
made for the possible confounding factors, the
sample descriptive level was no longer borderline

groups. We point out that the average life for both outcomes (p=0.102 and p=0.136
expectancy for those insividuals was of 92.3 years respectively)
Table 2 — Comparison of outcomes between genotypes
Sample Genotype Genotype
Outcomes total E3E3 E3E4 p Padjusted***
(n=69) (n=53) (n=16)
n (%) n (%) n (%)
AMI 3(4.3) 2 (3.8) 1(6.3) 0.553* 0.828
CHF 38 (55.1) 33(62.3) 5(31.3) 0.058** 0.102
CVA 23(33.3) 17(32.1) 6(37.5) 0.920** 0.469
Cardiopathy (AMI/CHF) 41 (59.4) 35 (66.0) 6(37.5) 0.081** 0.136
CVD (CVA/Cardiopathy) 48 (69.6) 39 (73.6) 9 (56.3) 0.222* 0.806
Death 58 (84.1) 44(83.0) 14(87.5) 1.000* 0.888
Cause of death 0.389** 0.899
Cardiovascular 34 (58.6) 28(63.6) 6(42.9)
Dementia 6 (10.3) 4(9.1) 2(14.3)
Non-cardiovascular/dementia 18 (31.0) 12 (27.3) 6(42.9)

* Fisher exact test; ** Pearson chi-square test; *** adjusted for age of entry in the study, alcohol consumption, BMI, physical
activity > 4000 kcal/week, diastolic blood pressure, total and LDL cholesterol.

To evaluate the survival of the elderly according
to the apoE genotypes, the Kaplan-Meier survival
curve estimate method was used, represented in
the graph in Figure 1. We observed that there was
no association between the apoE polymorphisms
and survival (logrank=0.938) in the longevous
elderlies in the sample.

Additionally, it is pertinent to analyze the
cardiovascular risk factors associated with the
mortality in longevous elderlies, since this age
range usually presents singular and at the same
time contradictory results. For such, the Kaplan-
Meier survival estimates were used with Cox
regression to control confounding. The results are
presented in Table 3 (complete Table 3 -
Attachment 2) through the calculation of the
incidence density ratio or hazard ratio (HR). This
way, the factors significantly associated with
mortality were: smoking, physical activity, SBP, PP

and DM. The risk of death for smokers and ex-
smokers was 2.83 (IC95% 1.00-7.98) times that for
non-smokers. Those individuals who practiced
vigorous physical activities (4,000 kcal/week) had
a reduced risk of death of 54% (IC95% 10-77%). An
increase of ImmHg in SBP or PP reduced the risk of
death by 2% (IC95% 1-3%). Also, diabetic elderlies
had 3.43 (1C95% 1.03-11.5) times higher risk of
death than non-diabetic. The survival curves for
the categoric factors associated with death can be
veiwed in Figure 2.

DISCUSSION

Revision studies have shown that the genetic
frequencies related to apoE polymorphism are
highly variable, especially in regard to the &4
allele’™®. In general, the gene frequency observed
in the present study is similar to that found in the
population in Italy68‘69. Since the sample for this
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work comprised 94.6% of Italian immigrant
descendants, such similarity was expected and it
indicates that the sampling process was adequate.
Curiously, in our results, individuals with the
apoE3E4 genotype presented and average age
significantly older than apoE3E3 individuals. We
believe this difference to be casual, since relevant
publications indicate that there is no difference in
mortality between carriers of the apoE3E3 and
apoE3E4 genotypes before 80 years of agem'n.
Among the risk factors for CVDs investigated, BMI

individuals in the E3E3 group presented an average
BMI classified as overweight (WHO) or excess
weight (Lipschitz) and a higher DBP. We did not
find similar data to these in studies previously
published for community basis, but similar
comparisons in larger samples in the adult-young
elderly age range suggest that there is no
association between obesity72 or DBP levels” and
the apoE genotypes. However, we could assume
how much these risk factors act negatively on the
apoE3E3 genotype in our sample or, even in a null

and DBP presented significant differences between manner, considering that they are longevous
the evaluated genotypes. In those cases, elderlies.
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Figure 1 — (A) Kaplan-Meier survival curve for carriers of the apoE3E3 and apoE3E4 genotypes. ——A
apoE3E3 censored; —— apoE3E4 censored. (A) Survival probablity for the groups with a periodicity of 2

years.
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Table 3 — Univariate and multivariate Cox regression for factors associated with mortality

Variables Univariate p Multivariate* p
HR (IC 95%) HR (IC 95%)
Age 0.98 (0.89-1.07) 0.595 - -
Males 1.48 (0.86 —2.54) 0.161 1.34(0.57-3.12) 0.500
E3E4 Genotype 1.03 (0.56—-1.88) 0.938 - -
Bayer ADL Scale 0.95 (0.86 — 1.05) 0.325 - -
Smoker/Ex-smoker 2.57 (1.35-4.89) 0.004 2.83 (1.00 — 7.98) 0.050
Alcohol consumption (g/week) 1.00 (0.99 - 1.00) 0.702 - -
BMI 0.96 (0.91-1.01) 0.107 0.98 (0.92 - 1.04) 0.507
Physical activity 2 4000 kcal/wk 0.61 (0.36 —1.05) 0.074 0.46 (0.23 —0.90) 0.023
SBP 0.98 (0.97 - 0.99) 0.001 0.98 (0.97 — 0.99) 0.004
DBP 0.98 (0.96 - 1.01) 0.137 0.99 (0.96 — 1.02) 0.539
Pulse pressure 0.98 (0.97 - 0.99) 0.006 0.98 (0.97 — 0.99) 0.007
Hypertension 0.41(0.18-0.93) 0.033 0.62 (0.21 -1.85) 0.395
Diabetes mellitus 4.49 (1.50 - 13.5) 0.007 3.43 (1.03 - 11.5) 0.045
Total cholesterol > 200mg/dL 0.51 (0.30-0.88) 0.015 0.55 (0.26 — 1.15) 0.113
LDL > 160 mg/dL 0.66 (0.36 - 1.20) 0.173 1.43(0.61-3.37) 0.411
Low HDL** 0.90 (0.51-1.58) 0.713 - -
Triglycerides > 150mg/dL 1.41 (0.75 - 2.66) 0.292 - -
Intermittent claudication 1.03 (0.53-1.99) 0.932 - -
CVA 1.03(0.59-1.77) 0.930 - -
AMI 0.41 (0.09 - 1.69) 0.215 - -
CHF 1.09 (0.64 —1.84) 0.762 - -

* the criterion for entering the variable in the multivariate model was that it presented a value p<0.20 in the bivariate analysis; ** low HDL
refers to HDL-cholesterol <40mg/dL for men and <50mg/dL for women.
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Figure 2: Survival curves for the factors associated with mortality in longevous elderlies.

(A) Smoking, (B) vigorous physical activity and (C) diabetes mellitus.
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Furthermore, it is pertinent to comment on the
alcohol consumption in the sample. It is known
that there is an important gene-alcohol interaction
in carriers of the €4 allele that modifies the levels
of inflammatory markers such as C-reactive protein
(CRP)74 and interleukin-6 (IL-6)75. These studies
have shown that the relation between the use of
alcohol and CRP levels was significantly modified
by the apoE genotype, with a positive association
between participants with €4 allele, but tending to
a reverse relation in those without this allele’.
Additionally, alcohol consumption was not
associated with concentrations of IL-6 in
individuals non-carriers of the ¢4 allele, but was
positively associated in carriers’””. As previously
mentioned, in our study the subjects in group E3E3
tended to consume larger amounts of grams of
alcohol per week than those in group E3E4
(p=0.051). More than two thirds of carriers of the
apoE3E4 genotype were teetotalers and only 6%
abused alcohol. These results called our attention
and led us to speculate on a possible propensity in
the group E3E4 to change habits. These data
corroborate with the idea that genetic
heterogeneity should be considered when
adopting lifestyles and in the understanding of the
cardiovascular effects from alcohol consumption.
Furthermore, even if carriers of the apoE3E3
genotype consume a larger amount of alcohol
weekly, these amounts are considered as
moderate, and studies suggest a relation between
low and moderate consumption of alcohol with a
lower mortality76’77.

Our results show a trend for TC and LDL-
cholesterol levels being higher in the E3E4 group.
These findings are strengthened by evidence that
the different apoE alleles can explain,
approximately 10% of the interindividual variation
in cholesterol levels in different populations78.
While the €3 shows no deviations in the average
population, the €2 and g4 alleles have significant
effects in the levels of several lipids and
lipoproteins, with the &4 allele being associated
with high levels of TC and LDL-cholesterol®®”®. The
mechanism that causes these effects is known. The
association with increased levels of plasmatic TC
and LDL-cholesterol has been postulated that it
occurs secondarily to the greater affinity of apoE4
for the LDL receptor. This fact would produce a
faster capturing of the LDL particles and their
internalization by hepatocytes, leading to the
intracellular saturation of cholesterol with the
resulting reduction in the expression of hepatic LDL

receptors. This process of receptor down-
regulation would cause the accumulation of the
LDL particles in the circulation with a subsequent
increase in the levels of circulating LDL-cholesterol
and total cholesterol™.

Another objective of this study was to
investigate the relation between the apoE gene
polymorphisms and death related to dementia or
CVD. In the Verandpolis longevous elderly sample,
the data from more than 15 years follow-up still do
not support the existence of such relation. Firstly,
the dementia related deaths were seldom, only six
outcomes. This small number is insufficient to
show any pre-tested relation. Also, the scientific
literature has no studies that show the relation
between mortality from dementia and apoE
genotypes in longevous elderlies. As to the deaths
from CVD, we found in other works strong
evidence of non-association®®  with the
genotypes in longevous populations, which
corroborates the results from our study. Moreover,
for both outcomes of interest, the possibility of 3
error should be considered due to the small
sample number, when we state that there was no
difference, when there should actually exist.

Survival curves for longevous elderlies are
scarce in the literature for apoE genotypes. And
when they do exist, they aggregate the genotypes
or refer to the alleles. Our study showed that there
was no significant difference in the survival of
carriers of the apoE3E3 and apoE3E4 genotypes
(logrank=0.938). The Kulminski and collaborators'”*
cohort study with 3924 individuals aged between 5
and 70 followed up for 36 years showed no survival
difference between the E3E4 groups and non-
carriers of the ¢4 allele. However, the Rosvall and
collaborators'* study that selected elderlies aged
75 and older found that the apoE gene has a
relation with mortality, that is, a 22% increase in
the individuals carriers of the €4 allele compared
with the apoE3E3 genotype. However, it is known
that the average lifespan of apoE4E4 homozygotes
is shorter than the averages for apoE3E471
heterozygotes. This way, by estimating the
mortality by aggregating the homozygotes to the
heterozygotes, Rosvall et al overestimated the
mortality of the apoE3E4 genotype carriers.

In addition to the analysis by apoE genotypes,
our cohort study with longevous elderlies pointed
to some relevant factors that may be important in
clinical practice, since this type of data is rare in
the literature. Our results have indicated that some
cardiovascular risk factors are associated with
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mortality in general, even in longevous elderlies,
age group in which the majority of these classical
factors lose their predictive power of risk. Smoking
appeared as being important in this relation. The
risk of death for smokers and ex-smokers was 2.83
(IC95% 1.00-7.98) times that for non-smokers. A
recent meta-analysis® brings evidence that smoking
remains a strong risk factor for early mortality in
elderlies aged 80 and older as well. Vigorous
physical activity appeared as a factor of protection
for death. Those individuals who expended more
than 4,000 kcal/week through work and leisure
activities had a 54% reduction in the risk of death
(1C95% 10%-77%). Several publications have
brought evidence of the positive association
between leisure activities, especially regular
physical ones, and Iongevity85'87. Recent works,
such as the Kungsholmen Projectsg, a community
based cohort, reinforce such evidence. This study
that evaluated elderlies aged 75 and older during
18 years of follow-up showed a strong association
between the practice of physical activity and
survival of the participants. One of the results
asserts that the average age of death for
individuals who had regular activities such as
swimming, walking or gymnastics was two years
older than of those who did not practice activities.
Regarding the practice of vigorous activities, the
cohort from the Australian Longitudinal Study on
Women's Health and the Health in Men study, with
more than 18 thousand participants with average
ages over 70 reinforces our findings. In this work,
the physical activities were categorized according
to the intensity and showed a reduction of 40% in
mortality for women and 22% for men who
practiced rigorous physical activitygg. Where
diabetic elderlies were concerned, despite the low
percentage present in our sample, (6%), it was
enough to attain a significant difference. Diabetic
longevous elderlies had 3.43 (IC95% 1.03-11.5)
times the risk of death from the non-diabetics,
showing that this risk factor remains important,
even over 80 years of age. A similar result became
evident in the longevous cohort The Adventist
Health Study7. Lastly, in our work, the increase in
SBP and PP appeared as a factor of protection for
general mortality. Thus, an increase of ImmHg in
SBP or PP reduced the risk of death by 2%. These
findings are in accordance with the results from
most studies that identified an inverted reaction
between blood pressure and the risk of death for
cardiovascular or any other causes in persons aged
80 or older*®*'®, However, this subject still

generates discussions and propositions in the
scientific medium. A cohort that investigated the
association between blood pressure and mortality
in persons aged 85 and older, with 601 participants
and 9 years of follow-up, when adjusted for
confounding variables, showed that low levels of
SBP were associated with the risk of death®. In a
recent retrospective cohort, in which patients aged
80 and older with hypertension, of which 84.5%
were taking antihypertensive medication, a lower
survival was reported for those with SBP below
140mmHg, even after adjusting for the known
predictors of mortality“. Therefore, all the
evidence from epidemiological studies must be
explained through a thorough physiopathological
revision. Despite not being the objective of our
work, some considerations become necessary.
With the increase in age, there are generalized
structural and functional changes in blood
circulation that contribute to changes to the
regional blood flow and progression of
atherogenesis that can lead to microvascular
abnormalities™". Sufficiently high levels of blood
pressure may be required to ensure an adequate
cardiac output and cerebral perfusion. The
conflicting results from the cohort studies and
from some clinical trials such as the results from
the HYVET (Hypertension Very Elderly TriaI)102 are
difficult, but have a plausible explanation. Blood
pressure is a risk for cardiovascular events when it
is too low and when it is too high. The HYVET
included participants with at least 160mmHg, and
the target for SBP was to attain levels below
150mmHg. Confronting our study, which is
community based and therefore had no BP
restriction, the risk for individuals with very low BP
probably surpassed the risk for those with high BP,
which could explain our data for protection.

In sum, our study did not make evident that
longevous elderlies carriers of the apoE ¢4 allele
were at greater risk of death from cardiovascular
disease or Alzheimer's dementia than carriers of
the apoE3E3 reference genotype. Additionally,
there was no association between the apoE
polymorphisms and survival in the age range over
80. Otherwise, some exposures related
significantly to the general mortality at an
advanced age, namely smoking and DM were
characterized as risk factors. However, vigorous
physical activity and higher SBP and PP were
factors of protection
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CONSIDERATIONS AND SHORTCOMINGS

Considering that the sample for this study
comprised elderlies selected at two moments of
the follow-up, there may have been a selection
bias. Specifically, the nine elderlies that were
genotyped in 2011 would form a group of
survivors. With the intention of weighting such
bias, we did new analyses removing those
individuals. This way, we obtained very similar
results, including in reference to the sample
descriptive level, with exception for smoking and
vigorous physical activity that lost the association
with mortality. In this new analysis, the risk of
death in smokers and ex-smokers was of 1.98
(1C95% 1.04-3.76) in the univariate model and 1.42
(IC95% 0.62-3.25) in the multivariate model.
Physical activity >4.000kcal/wk did not appear to
be associated with the risk of death in the
univariate model (p=0.217).

Other shortcomings in this study must be
considered, with the small sample size being the
main one. Although previous studies described a
difference of over 40% in the percentages of death
from CVD among the carriers of the E3E3 and
E3E4*1 genotype, our study did not attain an
ideal sample size to evalutate these proportions.
We worked with a convenience sample, whose
population is scarce, and for this reason, the
sample power that our study attained is low.
However, despite this fact, we obtain signs that the
sample was representative of a cohort that
attained more than 875 of the eligible individuals.
Furthermore, there were no follow-up losses.
Another shortcoming that could be considered was
the inclusion of infirm elderlies, that is, with
physical restrictions, in the same group of elderlies
with a weekly energy expenditure below 4,000kcal.
These elderlies were considered as being
sedentary, although it was a situation at the
moment of evaluation and not exactly reflecting
the life habit of the elderlies. Nevertheless, only
5% of the sample were infirm and without
possibility of practicing any physical activity.
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ATTACHMENT 1

Complete Table 2: Characterization of the sample

Variables* Total sample E3E3 Genotype E3E4 Genotype p**
(n=69) (n=53) (n=16)
Age at entry (years) 82.6+2.38 82.2+2.7 84.0+2.8 0.021
Sex 0.267
Male 23 (33.3) 20(37.7) 3(18.8)
Female 46 (66.7) 33 (62.3) 13 (81.3)
Bayer ADL Scale 2.98 (1.44-5.55) 2.95 (1.38-5.46) 3.19 (1.54-7.44) 0.631
Bayer ADL Scale >3.12 31 (45.6) 23 (43.4) 8(53.3) 0.698
Smoking 0.717
Non-Smoker 56 (81.2) 42 (79.2) 14 (87.5)
Ex-Smoker/Smoker 13 (18.8) 11 (20.8) 2 (12.5)
Alcohol consumption (g/wk) 12.6 (0-143) 59.9 (0-148) 0 (0-39.6) 0.051
Alcohol Abuse 0.093
No 17 (24.6) 13 (24.5) 4 (25.0)
Yes (F>105g and M>210g) 18 (26.1) 17 (32.1) 1(6.3)
Teetotalers 34 (49.3) 23 (43.4) 11 (68.8)
BMI (kg/m’) 26.8+ 5.4 276455 23.7+3.6 0.011
BMI > 27 kg/m2 29 (42.6) 26 (49.1) 3(20.0) 0.087
BMI > 30 kg/m2 17 (25.0) 16 (30.2) 1(6.7) 0.092
Physical Activity (kcal/week) 5133 (2386-9846) 5421 (2155-10544) 3580 (2300-6930) 0.216
Physical activity 0.109
< 4000 kcal/week 25 (36.2) 16 (30.2) 9 (56.3)
> 4000 kcal/week 44 (63.8) 37 (69.8) 7 (43.8)
SBP (mmHg) 161+25.3 162 +23.7 158 +30.5 0.489
DBP (mmHg) 86.3+13.2 88.6 +12.7 78.5+12.4 0.007
Pulse Pressure (SBP-DBP) 75.1+22.7 73.9+21.5 79.0£26.8 0.439
Hypertension 62 (89.9) 48 (90.6) 14 (87.5) 0.660
Fasting glycemia (mg/dL) 95.4 +20.7 96.2 +22.7 92.6+12.2 0.539
Diabetes mellitus 4(5.9) 4(7.7) 0(0.0) 0.566
Total Cholesterol (mg/dL) 209 +48.8 203 £43.9 229 £59.5 0.066
Total cholesterol > 200 mg/dL 37 (54.4) 27 (51.9) 10 (62.5) 0.649
LDL Cholesterol (mg/dL) 138+42.1 132 +£36.0 156 £55.0 0.055
LDL > 160 mg/dL 20(29.9) 13 (25.5) 7 (43.8) 0.213
HDL Cholesterol (mg/dL) 43.4+11.4 440t 125 41.4+t6.6 0.284
Low HDL 45 (66.2) 32 (61.5) 13 (81.3) 0.248
Triglycerides (mg/dL) 102 (85.8-146) 102 (83.4-144) 107 (88.2-159) 0.806
Triglycerides > 150 mg/dL 15 (22.1) 11 (21.2) 4 (25.0) 0.739

* described in average + standard deviation, median (percentiles 25 — 75) or n(%); **t-student test (comparison of averages), Mann-
Whitney test (comparison of medians), Pearson chi-square test (categoric variables) or Fisher exact test (for the smoking , BMI > 30 kg/m?,
hypertension, diabetes mellitus, LDL > 160 mg/dL and triglycerides > 150 mg/dL variables)
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Complete Table 4 — Univariate and multivariate Cox regression to evaluate factors associated with mortality

ATTACHMENT 2

Variables Univariate p Multivariate* p
HR (1C 95%) HR (1C 95%)

Age (years) 0.98 (0.89-1.07) 0.595 - -
Male 1.48 (0.86 —2.54) 0.161 1.34 (0.57 -3.12) 0.500
E3E4 Genotype 1.03 (0.56 —1.88) 0.938 - -
Bayer ADL Scale 0.95 (0.86 —1.05) 0.325 - -
Bayer ADL Scale > 3.12 0.73(0.42 -1.25) 0.252 - -
Smoker/Ex-smoker 2.57 (1.35-4.89) 0.004 2.83 (1.00 - 7.98) 0.050
Alcohol consumption (g/week) 1.00 (0.99 — 1.00) 0.702 - -
Alcohol Abuse

No 1.0

Yes (F>105g and M>210g) 0.70(0.33-1.48) 0.354 - -

Teetotalers 0.69 (0.36—-1.33) 0.268 - -
BMI (kg/mz) 0.96 (0.91-1.01) 0.107 0.98 (0.92 - 1.04) 0.507
BMI > 27 kg/m’ 0.77 (0.45 — 1.33) 0.352 - -
BMI > 30 kg/m2 0.98 (0.53-1.80) 0.948 - -
Physical activity > 4000 kcal/wk 0.61 (0.36 — 1.05) 0.074 0.46 (0.23 - 0.90) 0.023
SBP (mmHg) 0.98 (0.97 - 0.99) 0.001 0.98 (0.97 — 0.99) 0.004
DBP (mmHg) 0.98 (0.96 - 1.01) 0.137 0.99 (0.96 — 1.02) 0.539
Pulse Pressure (SBP-DBP) 0.98 (0.97 - 0.99) 0.006 0.98 (0.97 — 0.99) 0.007
Hypertension 0.41(0.18-0.93) 0.033 0.62 (0.21-1.85) 0.395
Glycemia (mg/dL) 1.00(0.99 -1.02) 0.677 - -
Diabetes mellitus 4.49 (1.50 - 13.5) 0.007 3.43 (1.03 - 11.5) 0.045
Total Cholesterol (mg/dL) 0.99 (0.99 - 1.00) 0.044 - -
TC =200 mg/dL 0.51 (0.30-0.88) 0.015 0.55 (0.26 — 1.15) 0.113
LDL Cholesterol (mg/dL) 0.99 (0.99 - 1.00) 0.062 - -
LDL > 160 mg/dL 0.66 (0.36 — 1.20) 0.173 1.43(0.61-3.37) 0.411
HDL Cholesterol (mg/dL) 1.00 (0.98 —1.03) 0.971 - -
Low HDL** 0.90(0.51-1.58) 0.713 - -
Triglycerides (mg/dL) 1.00 (0.99 - 1.00) 0.666 - -
TG > 150 mg/dL 1.41 (0.75-2.66) 0.292 - -
Intermittent claudication 1.03 (0.53-1.99) 0.932 - -
CVA 1.03 (0.59-1.77) 0.930 - -
AMI 0.41 (0.09 - 1.69) 0.215 - -
CHF 1.09 (0.64 —1.84) 0.762 - -
Cardiopath 0.90 (0.52 -1.53) 0.685 - -
CvD 0.88 (0.50 - 1.56) 0.660 - -

* the criterion for entering the variable in the multivariate model was that it presented a value p<0.20 in the bivariate analysis; ** low HDL
refers to HDL-cholesterol <40mg/dL for men and <50mg/dL for women.
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7 ARTIGO ORIGINAL EM PORTUGUES

Associagao de fatores de risco cardiovascular e
polimorfismo de apoE com mortalidade em idosos longevos:
uma coorte de 18 anos

RESUMO

Contexto: Doengas cronicas como as cardiovasculares e deméncias sdo mais frequentes na populagdo idosa,
especialmente na faixa etdria acima dos 80 anos. A despeito desta evidéncia, sdo poucos os estudos delineados
com individuos longevos. E frequentes sdo os resultados indefinidos ou inversos quando avaliados. Esta lacuna
no conhecimento é dificultada pela complexidade de fatores ambientais e genéticos que influenciam a
progressao das doencas cronicas. Especificamente, os niveis de pressao arterial e colesterol e o alelo €4 da
apolipoproteina E (apoE) tem efeitos divergentes nos idosos longevos comparados aos idosos jovens. O
objetivo deste estudo é investigar a relagdo entre o polimorfismo do gene da apoE e a mortalidade por doenga
cardiovascular e deméncia em idosos longevos que vivem em comunidade e avaliar a sobrevida de acordo com
este polimorfismo e fatores de risco cardiovascular.

Métodos: Uma amostra de 74 idosos com 80 anos ou mais da coorte do Projeto Verandpolis foi selecionada
para genotipagem da apoE. Na linha de base, foram coletadas varidveis antropométicas, dosagens sanguineas
de glicose e lipideos, pressdo arterial e varidveis de estilo de vida como tabagismo, consumo de alcool e
atividade fisica. O seguimento médio da coorte foi 16,4 anos e total de 18 anos. As causas de morte foram
classificadas de acordo com a CID-10 em cardiovasculares e demenciais. A escala Bayer — Atividades da Vida
Didria foi aplicada aos cuidadores dos idosos para avaliar deméncia.

Resultados: A frequéncia génica da ApoE presente na amostra foi: 4,1% €2; 85,1% €3 e 10,8% ¢4. E a frequéncia
genotipica: 1,4% E2E2; 5,4% E2E3; 71,6% E3E3 e 21,6% E3E4. Para a comparacdo dos desfechos foram
formados 2 grupos: portadores do gendtipo apoE3E3 (53 idosos) e portadores do genodtipo apoE3E4 (16
idosos). A expectativa de vida média foi de 92,3 anos (1C95% 91,2-93,5). Diferengas significativas entre os
gendtipos foram encontradas com relagdo a idade média de entrada na coorte, indice de massa corporal e
pressdo arterial diastdlica. Encontramos uma tendéncia para que os niveis de colesterol total e LDL-colesterol
fossem maiores no grupo E3E4. Ndo encontramos associacdo entre desfechos de morbidade (AVC, IAM e ICC)
ou mortalidade entre os gendtipos. Para a amostra no geral, os fatores significativamente associados a
mortalidade foram: tabagismo, atividade fisica, pressdo arterial sistélica (PAS), pressdo de pulso (PP) e diabetes
mellitus (DM). O risco de morte em individuos fumantes e ex-fumantes foi 2,83 vezes (IC95% 1,00-7,98) do
risco em ndo fumantes. Individuos que praticavam atividade fisica vigorosa (=4.000 kcal/semana) tiveram uma
redugdo no risco de dbito em 54% (IC95% 10%-77%). Para o aumento de 1mmHg na pressdo arterial sistdlica
(PAS) ou na pressdao de pulso (PP) houve uma redugdo de 2% (IC95% 1%-3%) no risco de morte. Os idosos
diabéticos tiveram 3,43 (1C95% 1,03-11,50) vezes o risco de ébito dos ndo diabéticos.

Conclusdo: N3o foi encontrada associagdo entre os dois gendtipos da apoE mais frequentes na populagdo e
mortalidade cardiovascular ou sobrevida em idosos longevos. Em toda a amostra, os fatores de risco
significativamente associados a mortalidade foram tabagismo e DM. Atividade fisica vigorosa, PAS e PP maiores
foram considerados fatores de protecao para mortalidade geral.

Palavras-chave: Apolipoproteina E4, Doengas Cardiovasculares, Fatores de Risco, Analise de Sobrevida,
Mortalidade, Idoso de 80 Anos ou mais.
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INTRODUCAO

O rapido crescimento da populagdo idosa em
todo o mundo desperta o interesse e a
necessidade de estudos sobre os fatores para
alcancar uma longevidade com qualidade de vida.
Dados de mortalidade em idosos com mais de 80
anos mostram que as doengas cardiovasculares
(DCV) representam metade das causas de 6bito".
Sustenta-se que pesquisas que determinem um
padrdo de risco cardiovascular para esse grupo
etario sdo fundamentais, tanto para a prevencdo
como o manejo dos mesmos riscos.

Apesar da frequéncia de doengas cronicas,
como as cardiovasculares ou deméncias,
aumentarem com a idade, idosos acima dos 80
anos, em geral, sdo excluidos dos estudos bem
controlados ou sdo analisados como subgrupos.
Quando incluidos surgiram resultados diferentes
dos encontrados para idosos jovens (60 a 74 anos),
como maior mortalidade associada a diminui¢do da
pressao diastdlica’ ou da pressao sistélica® e a
reducdo do colesterol’. No entanto, outros fatores
de risco como tabagismo6 e diabetes mellitus
(DM)’ tiveram associa¢do semelhante mesmo em
idades mais avangadas. De outra forma, um fator
genético extensamente estudado, o polimorfismo
da apolipoproteina E (apoE), mais especificamente
o alelo g4, mostrou-se como fator de risco para
deméncia de Alzheimer em adultos e idosos
jovenss’g. Entretanto, resultados de uma coorte
especifica de idosos longevos identificaram um
efeito paradoxal do alelo €2 da apoE associado a
um aumento da Doenga de Alzheimer (DA) por
critérios  neuropatdlogicos  post mortem™.
Resultado que remete, novamente, as
particularidades da idade ancia e ao respaldo para
a pesquisa cientifica especificamente na faixa
etaria acima dos 80 anos.

O polimorfismo mais comum do gene da apoE
foi referido inicialmente por Utermann e
colaboradores no final da década de 1970, As
mutagdes de ponto no éxon 4 originaram trés
alelos principais €2, €3 e €4, que determinam as
isoformas da apoE designadas como apoE2, E3 e
E4, respectivamente“. As formas protéicas sdo
distintas entre si pelo conteddo de cisteina e
arginina nas posicGes dos codons 112 e 158. A
isoforma apoE2 possui o aminodcido cisteina nas
duas posicdes, a apoE3 tem uma cisteina na
posicdao 112 e uma arginina na 158, enquanto a
isoforma apoE4 possui argininas nestas duas
posigéesls.

A principal fungdo da apoE é mediar a interagdo
das lipoproteinas que contém apoE com os
receptores de lipoproteinas, que inclui o receptor
de LDL e o receptor LDP (LDL receptor related
protein) que é especifico para a apoE16'17. No
entanto, a afinidade da apoE pelos receptores
hepdticos, que em dultima andlise resulta na
captagdo por endocitose da lipoproteina, esta
relacionada as interagBes destes aminodcidos no
sitio de Iigagéols’lg. Portanto, o polimorfismo da
apoE modifica a proteina tanto na sua estrutura
quanto na sua fungdo. As varias combinagGes
possiveis de dois dos trés alelos principais podem
dar origem a seis genotipos: apoE2/E2, apoE3/E3,
apoE4/E4, apoE2/E3, apoE3/E4 e apoE2/E4. A
frequéncia génica (alelos) e a genotipica nas
diferentes populagdes mundiais sdo altamente
varidveis’®*'. Adicionalmente, o polimorfismo da
apoE tem sido relacionado a modificagdes
significativas no perfil das lipoproteinas®>?*, assim
como na incidéncia de diferentes patologias
incluindo DCV23'3O, DA8’31’32, deméncia vascular’***
e diferentes tipos de neoplasias35'38. Estudos com
populagcdes de homogeneidade étnica sdo
essenciais para descrever desfechos que possam
ser influenciados pelas caracteristicas genéticasal.

Novamente, idosos longevos parecem ter um
perfil de risco diferente das pessoas mais jovens e
o papel preditivo dos fatores de risco classicos ndo
é claro®™. Estudos de metanalises mostraram que
os portadores do alelo €4 da apoE apresentam
maior risco de DCV*** precoce e deméncia de
Alzheimer® comparados aos portadores do
gendtipo de referéncia apoE3E3. No entanto, ndo
existem estudos que indiquem se esta associacdao
se mantém na faixa etaria dos longevos. Por este
panorama, o objetivo deste estudo é testar a
hipétese acima, investigando a relagdo entre o
polimorfismo do éxon 4 da apoE e a morte
relacionada a deméncia ou DCV, em individuos
longevos, e descrever a sobrevida conforme os
gendtipos e a exposicio a fatores de risco
cardiovascular classicos.

METODOLOGIA
Delineamento e Populacao investigada

A coorte do Projeto Verandpolis iniciou em
1994 com dois critérios abrangentes de
elegibilidade: (1) idade igual ou superior a 80 anos
e (2) residéncia no dominio territorial do municipio
de Verandpolis (Brasil). Durante a década de 1990,
a cidade de Verandpolis, localizada numa regido
montanhosa ao sul do Brasil, cuja populacdo
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descendia de imigrantes europeus, em sua maioria
de origem italiana, tinha uma das maiores
expectativas de vida do pais. O indice que no Brasil
era de 68,1 anos em média, alcancava notaveis
77,7 anos nesta cidade™.

O recrutamento dos idosos elegiveis ocorreu
em 1994, 1996 e 1998. Brevemente, o primeiro
recrutamento aconteceu durante o més de julho
de 1994 através de um convite informal do
coordenador da pesquisa aos participantes de uma
cerimonia religiosa. Espontaneamente, o0s
presentes inscreveram-se e comunicaram aos seus
préoximos. Durante trés semanas do més de julho
de 1994, os pesquisadores visitaram 100 idosos em
suas proprias residéncias ou em centros
comunitarios. Em 1996, com uma estrutura
formalizada e por divulgagdo em emissora de radio
local, mais 129 idosos consentiram em participar
do estudo e os que ja haviam participado em 1994
foram reavaliados. Em 1998, uma amostra
aleatdria simples dos participantes dos anos
anteriores e mais 13 voluntarios novos fizeram a
genotipagem da apoE e os principais testes das
avaliacbes pregressas. Assim, 242 individuos
constituiram a coorte do Projeto Verandpolis.
Numero que perfez 87,4% dos idosos com 80 anos
ou mais residentes no municipio entre os anos de
1994 e 1998".

Em 1999, fez-se o primeiro levantamento de
Obitos da coorte e a avaliagdo dos preditores
cardiovasculares para tal mortalidade®. Este
levantamento foi realizado junto a Secretaria de
Saude do municipio, que cadastra anualmente a
mortalidade e os indicadores de saude. Nos anos
de 2006 a 2009, o status vital de todos os
participantes da coorte foi apurado através de
visitas domiciliares’’. Durante 2011 e 2012, o
status vital dos idosos amostrados para a
genotipagem da apoE foi verificado, novamente,
através de visitas domiciliares e, nesta
oportunidade, também, foi aplicado o questionario
da Escala Bayer de Atividades da Vida Diaria (The
Bayer - Activities of Daily Living Scale — B-ADL) aos
cuidadores dos idosos.

Tamanho Amostral

Para este trabalho utilizou-se uma amostra de
conveniéncia de 74 individuos da coorte do Projeto
Veranopolis, que, por sua vez, é composta por 242
individuos. Considera-se que este é um estudo
populacional de coorte, sem calculo de tamanho
amostral prévio.

Variaveis

Utilizou-se nesta avaliagdo da coorte de
Verandpolis os gendtipos da apoE como variavel
preditora, um fator genético analisado em dois
momentos durante o seguimento: (12) numa
amostra aleatdria de 65 individuos genotipados em
1998 e (29) todos os individuos vivos em 2011 que
ndo haviam sido amostrados em 1998, ou seja,
mais 9 idosos. A metodologia da primeira
genotipagem foi descrita com detalhes em
Schwanke e colaboradores® e utilizou a técnica de
amplificagdo do gene através de PCR-RFLP
(polymerase chain reaction-restriction fragment
leght polymorphism) e clivagem pela enzima de
restricdo Hha I. Para a genotipagem realizada em
2011, numa parceria com o Laboratério de
Genética e Cardiologia Molecular do Instituto do
Coracdo do Hospital das Clinicas (InCor-
HC/FMUSP), as amostras foram processadas
utilizando a metodologia de extragdo de DNA e
genotipagem da apoE descrita em Alvim e
colaboradores®, com identificacdo dos gendtipos
da apokE (rs7412 e rs429358) através do método de
analise HRM (high resolution melting).

O desfecho definido neste estudo foi
mortalidade por doenga cardiovascular cronica
incluida nos codigos 100-199 ou por deméncia
incluida nos cddigos FOO-FO3 da décima revisdo da
Classificagdo Estatistica Internacional de Doengas e
Problemas Relacionados a Saude (CID-10). Para a
definicdo da causa mortis do individuo idoso,
foram apresentadas as segundas vias das certiddes
de 6bito a dois profissionais médicos, um geriatra e
outro cardiologista, que estiveram cegados entre si
e com relacdo aos gendtipos dos falecidos. Nos
casos de divergéncia entre os profissionais com
relagdo a causa do ébito, foi solicitada a avaliagao
por um terceiro profissional. O diagndstico final,
em caso de impasse, foi definido por consenso dos
trés profissionais. Quando nao foi possivel definir a
causa de morte apenas pelo documento, foram
levantados dados de prontuarios e entrevistas com
os médicos das familias ou com os familiares do
idoso falecido.

A coorte do Projeto Verandpolis é um estudo
amplo de varidveis que busca respostas para a
longevidade peculiar desta populagdo. Dentre as
diversas varidveis investigadas na coorte,
selecionou-se para este estudo aquelas que sdo
descritas como fatores de risco classicos para as
DCV e, que poderiam estar associadas de forma
independente ao desfecho estudado: hipertensao
arterial, obesidade, DM, dislipidemia, tabagismo,
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abuso do dlcool e inatividade fisica. Além destes
fatores, as morbidades cardiovasculares como
claudicagdo intermitente, acidente vascular
cerebral (AVC) prévio e cardiopatia definidas pelo
Protocolo de Rose™ positivo foram avaliadas em
diferentes épocas do seguimento: 1996, 1998 e
2006 a 2009. Os resultados destas analises foram
utilizados para o cdlculo da incidéncia das
morbidades cardiovasculares na amostra, que
incluiu ainda a informagdo contida no atestado de
6bito como causa de morte devido a infarto agudo
do miocardio (IAM), insuficiéncia cardiaca
congestiva (ICC) ou AVC.

Sucintamente, os métodos utilizados na
mensuragao dos fatores de risco cardiovasculares e
as justificativas da categorizagdo, quando
aplicaveis, foram descritos a seguir. A pressdo
arterial (PA) foi obtida utilizando-se de um
esfignomandmetro de mercurio (Erka, Germany)
com manguito adequado para a circunferéncia do
brago direito. Os participantes permaneceram em
repouso por no minimo 5 minutos antes do inicio
das medi¢Bes. Foram tomadas duas ou trés
medidas, conforme a variabilidade, aguardando-se
o intervalo recomendado pelas diretrizes e fez-se a
média ponderada. O aparecimento dos sons foi
utilizado para a identificagdo da pressdo arterial
sistélica (PAS) e o desaparecimento - fase V de
Korotkoff - para identificacdo da pressdo arterial
diastdlica (PAD). Devido a possibilidade de
ocorréncia de pseudo hipertensdo em idosos
longevos, utilizou-se, concomitante a medida da
PAS, a manobra de Osler, sendo excluidos os casos
positivos. Para a andlise dos dados, a PA foi
utilizada como variavel quantitativa e categorizada,
sendo considerado o individuo hipertenso quando
PA>140/90mmHg ou em uso de medicamento anti-
hipertensivoSI. Ainda, avaliou-se a pressdo de
pulso (PAS-PAD).

A obesidade foi definida pelo indice de massa
corporal (IMC), sendo o peso medido com os
participantes minimamente vestidos, sem sapatos,
utilizando-se de uma balanga mecanica de
contrapeso (Filizolla, Sdo Paulo). A estatura foi
determinada em pé, sem sapatos, utilizando-se de
fita métrica, quando os ombros estavam em uma
posicdo normal. O célculo do IMC foi feito através
da férmula da razdo do peso em quilogramas pelo
quadrado da altura em metros (kg/mz). Para a
andlise dos dados, o IMC foi utilizado como
variavel continua e categorica, com definicdo de
obesidade e excesso de peso pelos pontos de corte

>30kg/m’ (Organizagdo Mundial da Saude -
OMS)>* e >27kg/m” (Lipzchitz)>, respectivamente.

Nas avaliagdes bioquimicas do perfil lipidico e
da glicemia, foram coletadas amostras de sangue
venoso, apds 12h de jejum. Utilizou-se o sistema
de vendclise com aparato descartavel a vacuo
(Vacutainer) em tubos sem anticoagulante. As
dosagens plasmaticas foram realizadas através de
técnica manual de reagdo enzimatica colorimétrica
com padrées de calibragdo e amostras em
duplicata. DM foi definido como glicemia de jejum
>126mg/dL  ou em uso de medicagdo
hipoglicemiante54. A dislipidemia foi avaliada
através das dosagens plasmaticas de triglicerideos
(TG), colesterol total (CT), HDL-colesterol e do
calculo do LDL-colesterol, sendo utilizadas como
varidveis quantitativas e categorizadas de acordo
com os critérios da IV Diretriz Brasileira sobre
Dislipidemias e Prevengdo da Aterosclerose™
(TG=150mg/dL; CT=200mg/dL; HDL-colesterol
<50mg/dL para mulheres e <40mg/dL para
homens; LDL-colesterol >160mg/dL). O LDL-
colesterol foi obtido através da férmula de
Friedwald, para valores de TG inferiores a
400mg/dL.

As varidveis de estilo de vida - tabagismo,
abuso de alcool e inatividade fisica - foram obtidas
através de um questionario padronizado aplicado
na linha de base. O tabagismo foi avaliado através
do relato do consumo ou ndo de tabaco (cigarro,
palheiro, cachimbo). Consideraram-se dois grupos:
1) ndo tabagistas: individuos que nunca fumaram;
2) tabagistas ou ex-tabagistas: individuos que
fumavam pelo menos um cigarro por dia e/ou
eram ex-fumantes. O abuso do alcool foi avaliado
através do relato da quantidade de alcool ingerida
por semana, sendo considerado uso abusivo
valores >210g/semana para homens e
>105g/semana para mulheres®®’. A quantidade
de etanol consumida (g/semana) foi calculada com
base no tipo de bebida, utilizando-se dos fatores
de corregdo para o teor alcéolico médio, conforme
medidas padronizadas de vinho, cerveja e de
bebidas destiladas. A inatividade fisica foi avaliada
através do relato das atividades didrias durante
uma semana normal de trabalho e lazer.
Utilizaram-se dois diferentes pontos de corte:
<2.000kcal/semana’®*’ e <4.000kcal/semana®, por
serem quantidades minimas de atividade fisica
para  alcancar  beneficios  cardiovasculares
importantes como atenuagdo do espessamento da
camada intima-média das artérias carétidassg,
aumento do HDL-colesterol® e reducdo da
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mortalidade em pacientes com doenga arterial
coronariana®. O instrumento utilizado para
reportar as diferentes atividades fisicas constituiu-
se de uma lista de 27 atividades habituais da rotina
de pessoas campesinas e citadinas e mais uma
pergunta aberta sobre outra atividade além das
pré-selecionadas. Solicitou-se aos participantes do
estudo que reportassem o tempo gasto em
minutos e a frequéncia semanal para desenvolver
tais atividades. A quantificagdo ou o calculo da
atividade fisica ou do gasto energético é um tema
complexo nos idosos longevos uma vez que as
padronizacbes do gasto energético em diversas
atividades  foram  realizadas quase que
universalmente em adultos e idosos jovens. Além
dessa limitagdo quantitativa, considerou-se
também a limitacdo qualitativa da atividade fisica
que os idosos longevos de Verandpolis
desenvolviam e que ndo s3o descritas em
instrumentos comumente utilizados. Portanto,
seguindo o mesmo caminho de outros estudos de
idosos longevos, optamos pela utilizacdo do gasto
energético calculado em quilocalorias por semana
(kcal/sem) que considera o peso do participante, o
tempo de atividade referido, os METs (metabolic
equivalents) da atividade especifica de acordo com
Ainsworth e colaboradores® e a frequéncia
semanal das atividades: Gasto
energético(kcal/sem) = MET X Peso(Kg) X Tempo
da atividade(minutos) / 60 X frequéncia semanal.
Deste modo, julgamos que essa medida reflete
melhor o gasto energético do idoso longevo da
comunidade estudada (rural e urbana) do que a
simples mensuragdo dos METs, usualmente
descrita nos trabalhos atuais.

A B-ADL foi aplicada, por um pesquisador
treinado e cegado com relagdo aos genodtipos dos
idosos, aos seus cuidadores no periodo de agosto
de 2011 a dezembro de 2012. O instrumento foi
empregado como forma de identificar casos de
deméncia e o resultado utilizado como variavel
confundidora em potencial, uma vez que estd bem
descrito que o alelo €4 da apoE é um fator de risco
para o desenvolvimento da DA*®. A B-ADL foi
criada com uma base internacional para avaliar
déficits no desempenho de atividades cotidianas®
e é reconhecida como instrumento de aplicagdo
multi-cultural, sendo traduzida em diversos
idiomas e validada em diferentes paise563’64,
incluindo o Brasil®. Além disso, foi proposta como
instrumento para diferenciar os casos de deméncia
leve e moderada do envelhecimento normal®. O
escore obtido com a B-ADL varia de 1,00 a 10,00 e

representa maior dificuldade nas atividades da
vida didria quanto maior a pontuagﬁo“. Para a
andlise dos dados, o escore da B-ADL foi utilizado
como varidvel quantitativa e categorizada,
utilizando o ponto de corte 23,12 para definicdo
dos casos de deméncia®.

Analise Estatistica

As varidveis quantitativas foram descritas por
média e desvio padrdo ou mediana e amplitude
interquartilica. Para a comparagdo entre os grupos
utilizou-se o teste t-Student para amostras
independentes e, em caso de assimetria, o teste de
Mann-Whitney. As varidveis qualitativas foram
descritas através de frequéncias absolutas e
relativas. Na comparagdo de proporg¢des entre os
grupos, o teste qui-quadrado de Pearson ou exato
de Fisher foi aplicado. Para avaliar o tempo de
sobrevida, utilizou-se o método de estimacdo da
curva por Kaplan-Meier e a comparagdo entre os
grupos através do teste qui-quadrado de Log-rank.

Para controlar fatores de confusdo em relagdo
ao Obito, utilizou-se o modelo de azares
proporcional de Cox. Como medida de efeito, foi
calculada a razdao de densidades de incidéncia
(hazard ratio), com seus respectivos intervalos de
95% de confianga. O critério para a entrada da
varidvel no modelo multivariado foi de que
apresentasse um valor p<0,20 na analise bivariada.
Também, foi aplicado o modelo de Regressdo de
Poisson para ajustar o efeito do gendtipo nos
desfechos estudados.

O nivel de significancia adotado foi de 5%
(p<0,05) e os dados foram analisados com o
programa SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) versdo 18.0.

RESULTADOS

Neste trabalho, a amostra de 74 individuos da
coorte de Verandpolis teve um tempo de
seguimento total de 18 anos e médio de 16,4 anos.
Salienta-se que ndao houve perdas de seguimento.
Com base no relato dos idosos, 94,6% eram
descendentes de imigrantes italianos. A frequéncia
génica (alelos) da apoE presente na amostra foi:
4,1% €2; 85,1% €3 e 10,8% c4. E a frequéncia
genotipica: 1,4% E2E2; 5,4% E2E3; 71,6% E3E3 e
21,6% E3E4. A distribuicdo genotipica estd em
equilibrio de Hardy-Weinberg (x2=0,07; grau de
liberdade=1; p=0,79). Nado foram encontrados
portadores dos gendtipos apoE2E4 e apoE4E4 na
amostra. Portanto, somente o gendtipo apoE3E4
formou o grupo exposto, ou seja, portadores do
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alelo de risco €4 da apoE. Deste modo, excluimos
da analise os gendtipos raros apoE2E2 e apoE2E3 e
comparamos os desfechos e fatores de risco dos 53
individuos apoE3E3 (grupo ndo exposto) com os 16
individuos apoE3E4. A Tabela 1 resume as

Tabela 1: Caracterizagdo da amostra

caracteristicas dos grupos de interesse. Esta tabela
encontra-se completa, incluindo todas as varidveis
descritas de forma quantitativa e categorizada, no
anexo 1.

Varidveis* Amostra total Gendtipo E3E3 Gendtipo E3E4 p**
(n=69) (n=53) (n=16)
Idade na entrada (anos) 82,6 +2,8 82,2+2,7 84,0+2,8 0,021
Sexo 0,267
Masculino 23 (33,3) 20 (37,7) 3(18,8)
Feminino 46 (66,7) 33 (62,3) 13(81,3)
Escala Bayer AVDs® 2,98 (1,44-5,55) 2,95 (1,38-5,46) 3,19 (1,54-7,44) 0,631
Tabagismo 0,717
Ndo fumante 56 (81,2 42 (79,2) 14 (87,5)
Ex-fumante/fumante 13 (18,8 11 (20,8) 2(12,5)
Uso abusivo de alcool 0,093
Nao 17 (24,6) 13 (24,5) 4 (25,0)
Sim (F>105g e M>210g) 18 (26,1) 17 (32,1) 1(6,3)
Abstémios 34 (49,3) 23 (43,4) 11 (68,8)
IMC (kg/m?)* 26,8+ 5,4 27,6 +5,5 23,7+3,6 0,011
Atividade fisica (kcal/semana) 5133 (2386-9846) 5421 (2155-10544) 3580 (2300-6930) 0,216
PAS (mmHg) 161+ 25,3 162 + 23,7 158 + 30,5 0,489
PAD (mmHg) 86,3 + 13,2 88,6 + 12,7 78,5+ 12,4 0,007
Pressdo de pulso (PAS-PAD) 75,1+£22,7 73,9+21,5 79,0 £ 26,8 0,439
Hipertensdo 62 (89,9) 48 (90,6) 14 (87,5) 0,660
Glicemia jejum (mg/dL)b 95,4 + 20,7 96,2 +22,7 92,6 +12,2 0,539
Colesterol total (mg/dL)” 209 + 48,8 203+439 229+59,5 0,066
Colesterol LDL (mg/d L)b 138 +42,1 132+ 36,0 156 + 55,0 0,055
Colesterol HDL (mg/dL)° 43,4+11,4 44,0 +12,5 41,4+6,6 0,284

Triglicerideos (mg/dL)° 102 (85,8-146)

102 (83,4-144) 107 (88,2-159) 0,806

*descritas por média * desvio padrdo, mediana (percentis 25 — 75) ou n(%); **teste t-student (comparacdo de médias), teste de Mann-
Whitney (comparagdo de medianas), teste qui-quadrado de Pearson (varidveis categoricas) ou teste exato de Fisher (nas varidveis
tabagismo e hipertens3o). *Variaveis analisadas em 15 individuos do gendtipo apoE3E4. ®Variaveis analisadas em 52 individuos do gendtipo

apoE3E3. “Varidvel analisada em 51 individuos do genétipo apoE3E3.

A média de idade do grupo E3E4 foi maior que
do grupo E3E3, uma diferenga significativa de 1,8
anos. Nao houve diferenca entre proporc¢des do
sexo masculino e feminino, apesar de 19% dos
individuos portadores do genétipo apoE3E4 serem
homens versus 38% do gendtipo apoE3E3. A
avaliacdo da B-ADL teve média e proporgdo de
casos positivos para deméncia maiores nos
portadores do gendtipo considerado de risco
(apoE3E4), porém esta diferenca ndo foi

significativa. Os sujeitos do grupo E3E3 tenderam a
consumir maior quantidade de gramas de alcool
por semana que os do grupo E3E4 (p=0,051).
Quando este consumo foi estratificado nas trés
categorias (1) abusivo, (2) ndo abusivo e (3)
abstémio, localizou-se as disparidades, porém sem
diferenca estatistica, possivelmente devido ao
pequeno numero amostral. Observou-se que a
proporgdo de abstémios no grupo E3E4 foi 69% em
comparagao aos 43% do grupo E3E3. Ainda,
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somente 6% dos portadores do genétipo apoE3E4
faziam uso abusivo do dlcool versus 32% do
genotipo apoE3E3. O IMC foi utilizado como
medida de obesidade ou excesso de peso na
amostra, através da sua analise quantitativa ou
pelos pontos de corte declarados pela OMS e por
Lipschitz, este, especifico para idosos. Na
comparagao entre os grupos, portadores do
gendtipo apoE3E3 apresentaram IMC médio de
27,6Kg/m2, significativamente maior que do
gendtipo apoE3E4 (23,7Kg/m2). Ao utilizarem-se os
pontos de corte sugeridos pela OMS para definicao
de obesidade e por Lipschitz para excesso de peso,
nao foi encontrada diferenga entre os grupos. Das
varidveis que avaliaram a PA, o fator de risco mais
controverso em idosos longevos, novamente,
tivemos um resultado interessante. Ndo houve
desigualdade de PAS, PP e hipertensdo entre os
grupos, mas, uma diferenga significativa foi
revelada na PAD, sendo mais baixa no grupo E3E4,
em média 10,1mmHg. Na comparagao do perfil
lipidico, encontrou-se somente uma tendéncia

Tabela 2 — Comparagdo dos desfechos entre os gendétipos

para que as quantidades de CT e LDL-colesterol
fossem maiores nos portadores do gendétipo
apoE3E4.

Os desfechos de interesse estdo resumidos na
Tabela 2 que compara as propor¢Ges de eventos
cardiovasculares selecionados (IAM, ICC e AVC) e
as causas de 6bito entre os grupos E3E3 e E3E4.
Salienta-se que a expectativa de vida média para
estes individuos foi de 92,3 anos (IC95% 91,2 a
93,5). Para as comparagdes, na tabela, foram
apresentados os niveis de significancia sem ajuste
e os ajustados as varidveis com p<0,2 na analise
univariada. Observamos que ndo houve diferencga
significativa entre os grupos. Porém, os portadores
do gendtipo apoE3E3 tenderam a apresentar maior
proporgao de ICC (p=0,058) e cardiopatia (p=0,081)
que os do gendtipo apoE3E4. No entanto, quando
realizado o ajuste para os possiveis fatores de
confusdo, o nivel descritivo amostral deixou de ser
limitrofe para ambos os desfechos (p=0,102 e
p=0,136, respectivamente).

Amostra  Gendtipo Gendtipo
Desfechos total E3E3 E3E4 p Pajustado™**
(n=69) (n=53) (n=16)
n (%) n (%) n (%)
1AM 3(4,3) 2 (3,8) 1(6,3) 0,553* 0,828
ICC 38 (55,1) 33(62,3) 5(31,3) 0,058** 0,102
AVC 23(33,3) 17(32,1) 6 (37,5) 0,920** 0,469
Cardiopatia (IAM/ICC) 41 (59,4) 35(66,0) 6 (37,5) 0,081** 0,136
DCV (AVC/Cardiopatia) 48 (69,6) 39 (73,6) 9 (56,3) 0,222* 0,806
Obito 58 (84,1) 44 (83,0) 14(87,5) 1,000* 0,888
Causa do 6bito 0,389** 0,899
Cardiovascular 34 (58,6) 28(63,6) 6(42,9)
Deméncia 6(10,3) 4(9,1) 2 (14,3)
N3o cardiovascular/deméncia 18 (31,0) 12(27,3) 6(42,9)

* teste exato de Fisher; ** teste qui-quadrado de Pearson; *** ajustado para idade na entrada do estudo, consumo de alcool, IMC,
atividade fisica > 4000 kcal/semana, pressao arterial diastdlica, colesterol total e LDL.

Para avaliar a sobrevida dos individuos idosos
conforme os gendtipos da apokE, utilizou-se a curva
de sobrevivéncia estimada pelo método de Kaplan-
Meier, representada no grafico da Figural.
Observamos que ndo houve associacdo entre os
polimorfismos da apoE e sobrevida (log-
rank=0,938) nos idosos longevos da amostra.

Complementando, é pertinente analisar os
fatores de risco cardiovasculares associados a
mortalidade em idosos longevos, uma vez que esta

faixa etdria costuma apresentar resultados
singulares e, ao mesmo tempo, contraditorios.
Para isso, utilizaram-se as estimativas de sobrevida
de Kaplan-Meier com regressdo de Cox para
controlar confundimento. Os resultados foram
apresentados na Tabela 3, (Tabela 3 completa —
anexo 2), através do cdlculo da razdo de
densidades de incidéncia ou hazard ratio (HR).
Deste modo, os fatores significativamente
associados a mortalidade foram: tabagismo,
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atividade fisica, PAS, PP e DM. O risco de morte em
individuos fumantes e ex-fumantes foi 2,83 (1C95%
1,00-7,98) vezes do risco em ndo fumantes.
Individuos que praticavam atividade fisica vigorosa
(>4.000 kcal/semana) tiveram uma redug¢do no
risco de 6bito em 54% (IC95% 10-77%). Para o
aumento de ImmHg na PAS ou na PP ocorreu uma
redugdo de 2% (IC95% 1-3%) no risco de morte.
Também, idosos diabéticos tiveram 3,43 (IC95%
1,03-11,5) vezes o risco de obito dos ndo
diabéticos. As curvas de sobrevida dos fatores
categoricos associados a mortalidade podem ser
visualizadas na Figura 2.

DISCUSSAO

Estudos de revisdo mostram que as frequéncias
genéticas relacionadas ao polimorfismo da apoE
sdo altamente variaveis, principalmente no que diz

. 21,67

respeito ao alelo ¢4 De modo geral, a
frequéncia génica observada no presente estudo
foi semelhante a encontrada na populagdo da

1talia®®®. Uma vez que a amostra deste trabalho
continha 94,6% de descendentes de imigrantes
italianos, essa similaridade era esperada e indica
que o processo de amostragem foi adequado.
Curiosamente, nos Nnossos resultados,
individuos com o gendtipo apoE3E4 apresentaram
uma idade média significativamente maior do que

individuos apoE3E3. Acreditamos que esta
diferenca possa ser casual, uma vez que
publicagbes relevantes indicam que ndo ha

diferenca para mortalidade geral entre portadores
dos gendtipos apoE3E3 e apoE3E4 antes dos 80
anos’>"".

Dentre os demais fatores de risco para DCVs
qgue foram investigados, o IMC e a PAD foram os
gue apresentaram diferencas significativas entre os
gendtipos avaliados. Nestes casos, individuos do

grupo E3E3 apresentaram um IMC médio
classificado como sobrepeso (OMS) ou excesso de
peso (Lipschitz) e wuma maior PAD. Nio

encontramos dados similares a estes em estudos
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Figura 1 — (A) Curva de sobrevida de Kaplan-Meier dos portadores dos gendtipos apoE3E3 e apoE3EA4.
—A— censura apoE3E3; —+— censura apoE3E4. (B) Probabilidade de sobrevida para os grupos com

periodicidade de 2 anos.
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Tabela 3 — Regressdo de Cox univariada e multivariada de fatores associados a mortalidade

Varidveis Univariada p Multivariada* p
HR (IC 95%) HR (IC 95%)
Idade 0,98 (0,89 - 1,07) 0,595 - -
Sexo masculino 1,48 (0,86 — 2,54) 0,161 1,34 (0,57 -3,12) 0,500
Genétipo E3E4 1,03 (0,56 —1,88) 0,938 - -
Escala Bayer AVDs 0,95 (0,86 —1,05) 0,325 - -
Fumante/Ex-fumante 2,57 (1,35-4,89) 0,004 2,83 (1,00 -7,98) 0,050
Consumo de alcool (g/semana) 1,00 (0,99 - 1,00) 0,702 - -
IMC 0,96 (0,91 -1,01) 0,107 0,98 (0,92 - 1,04) 0,507
Atividade fisica 2 4000 kcal/sem 0,61 (0,36 —1,05) 0,074 0,46 (0,23 —0,90) 0,023
PAS 0,98 (0,97 - 0,99) 0,001 0,98 (0,97 —0,99) 0,004
PAD 0,98 (0,96 — 1,01) 0,137 0,99 (0,96 — 1,02) 0,539
Pressao pulso 0,98 (0,97 - 0,99) 0,006 0,98 (0,97 —0,99) 0,007
Hipertensdo 0,41 (0,18 -0,93) 0,033 0,62 (0,21 - 1,85) 0,395
Diabetes mellitus 4,49 (1,50 - 13,5) 0,007 3,43 (1,03 - 11,5) 0,045
Colesterol total > 200mg/dL 0,51 (0,30-0,88) 0,015 0,55 (0,26 - 1,15) 0,113
LDL > 160 mg/dL 0,66 (0,36 — 1,20) 0,173 1,43 (0,61 -3,37) 0,411
HDL baixo** 0,90 (0,51 -1,58) 0,713 - -
Triglicerideos > 150mg/dL 1,41 (0,75 - 2,66) 0,292 - -
Claudicagdo intermitente 1,03 (0,53 -1,99) 0,932 - -
AVC 1,03 (0,59-1,77) 0,930 - -
IAM 0,41 (0,09 - 1,69) 0,215 - -
ICC 1,09 (0,64 —1,84) 0,762 - -

* o critério para a entrada da varidavel no modelo multivariado foi de que apresentasse um valor p<0,20 na analise bivariada; ** HDL baixo
refere-se a HDL-colesterol <40mg/dL para homens e <50mg/dL para mulheres.

T T T T T
800 85,0 90,0 95,0 100,0

Tempo (anos)

ndo fumante
-- - - - fumante/ex-fumante

v T v T
80,0 850 90,0 95.0
Tempo (anos)

_AT < 4.000kcal/sem
-- - -- AT 2 4.000kcal/sem

T v T
85.0 90,0 95.0
Tempo (anos)

ndo diabético
-- - - - diabético

Figura 2: Curvas de sobrevida dos fatores associados a mortalidade em idosos longevos.

(B) Tabagismo, (B) atividade fisica vigorosa e (C) diabetes mellitus.
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previamente publicados de base comunitaria, mas
comparagdes semelhantes, em amostras maiores
na faixa etdria adulto-idoso jovem, sugerem que
ndo existe qualquer associagdo entre obesidade’”
ou niveis de PAD” e os gendtipos da apoE. No
entanto, poderiamos presumir o quanto estes
fatores de risco agem de forma negativa junto ao
genotipo apoE3E3 da nossa amostra ou, mesmo de
forma nula, considerando que sdo idosos longevos.

Além disso, é pertinente comentar o consumo
de dlcool na amostra. Sabemos de uma importante
interacdo gene-alcool em portadores do alelo &4
que modificada os niveis de marcadores
inflamatérios como proteina C reativa (PCR)™* e
interleucina-6 (IL-6)". Nestes estudos,
demonstrou-se que a relagdo do uso do alcool e
niveis de PCR foi significativamente modificada
pelo gendtipo da apoE, com uma associacdo
positiva entre participantes com alelo €4, mas um
tendéncia de relagdo inversa naqueles sem este
alelo”. Adicionalmente, o consumo do alcool n3o
esteve associado com concentragdes de IL-6 nos
individuos ndo portadores do alelo g4, mas foi
positivamente associado nos portadores75. Como
mencionado anteriormente, em nosso estudo, os
sujeitos do grupo E3E3 tenderam a consumir
maiores quantidades de gramas de dlcool por
semana que os do grupo E3E4 (p=0,051). Mais que
dois tercos dos portadores do gendtipo apoE3E4
eram abstémios e somente 6% faziam uso abusivo
do dlcool. Estes resultados chamaram nossa
atencdo e nos levam a especular uma possivel
propensdo do grupo E3E4 em mudar de habitos.
Esses dados corroboram com a ideia de que a
heterogeneidade genética deveria ser considerada
na adogdo de estilos de vida e na compreensdo dos
efeitos cardiovasculares do consumo de 3alcool.
Além disso, ainda que os portadores do gendtipo
apoE3E3 consumissem maior quantidade de alcool
semanalmente, estas quantidades seriam
consideradas moderadas e, estudos sugerem uma
relagdo entre baixo e moderado consumo de alcool
e uma menor mortalidade®”’.

Nossos resultados mostraram uma tendéncia
dos niveis de CT e LDL-colesterol serem maiores no
grupo E3E4. Estes achados sdo fortalecidos por
evidéncias de que os diferentes alelos da apoE
podem explicar, aproximadamente, 10% da
variacao interindividual nos niveis de colesterol em
diferentes populagc")es78. Enquanto o alelo €3 ndo
mostra desvios na média populacional, os alelos €2
e €4 tém efeitos significativos nos niveis de varios
lipideos e lipoproteinas, sendo o alelo €4 associado

com altos niveis de CT e LDL-colesterol””®. O

mecanismo que causa estes efeitos é conhecido. A
associagdo com niveis aumentados de CT e LDL-
colesterol plasmaticos foi postulado que ocorre, de
forma secundaria, a maior afinidade da apoE4 pelo
receptor de LDL. Este fato conduziria a uma
captagdo mais rapida das particulas de LDL e sua
internalizagdo pelo hepatdcito, levando a
saturagdo intracelular de colesterol com
consequente diminuicdo da expressdo de
receptores LDL hepaticos. Este processo de down-
regulation de receptores causaria o acumulo das
particulas de LDL na circulagdo com subsequente
aumento dos niveis de LDL-colesterol e colesterol
total circulantes™.

Outro objetivo deste estudo foi investigar a
relacdo entre os polimorfismos do gene da apoE e
a morte relacionada a deméncia ou DCV. Na
amostra de idosos longevos de Verandpolis, os
dados de mais de 15 anos de seguimento, ainda
ndo suportam a existéncia desta relagdo.
Primeiramente, as mortes relacionadas a deméncia
foram escassas, apenas seis desfechos. Este
pequeno numero é insuficiente para mostrar
qualquer relagdo pré-testada. Ainda, ndo ha na
literatura cientifica, estudos que mostrem a
relagdo mortalidade por deméncia e gendtipos da
apoE em idosos longevos. Com relagdo as mortes
por DCV, encontramos, em outros trabalhos, fortes
evidéncias de néo-associagé\o&l'83 com os genadtipos
em populagdes longevas que corroboram os
resultados do nosso estudo. Além disso, para
ambos os desfechos de interesse, ha que se
considerar a possibilidade de erro B, devido ao
numero pequeno da amostra, quando afirmamos
que ndo houve diferenca, quando na verdade
deveria existir.

Curvas de sobrevida em idosos longevos sdo
escassas na literatura para os gendtipos da apokE. E,
quando existentes, agregam os gendtipos ou
referem-se aos alelos. Nosso estudo mostrou que
ndo houve diferenca significativa na sobrevida dos
portadores do gendtipo apoE3E3 e apoE3E4 (log-
rank=0,938). O estudo de Kulminski e
colaboradores71, uma coorte de 3924 individuos de
5 a 70 anos de idade acompanhada por 36 anos,
ndo mostrou diferenca de sobrevida entre os
grupos E3E4 e ndo portadores do alelo ¢€4.
Entretanto, o estudo de Rosvall e colaboradores®
que selecionou idosos com 75 anos ou mais,
encontrou que o gene da apoE tem uma relagdo
com mortalidade, ou seja, aumentou 22% nos
individuos portadores do alelo ¢4 em comparagdo
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ao gendtipo apoE3E3. No entanto, sabemos que a
expectativa de vida média dos homozigotos
apoE4E4 é menor que as médias dos heterozigotos
apoE3E471. Assim, ao fazer-se uma estimagdo de
mortalidade  agregando homozigotos  aos
heterozigotos, Rosvall et al superestimaram a
mortalidade dos portadores do gendtipo apoE3E4.

Além da analise por gendtipos da apoE, nosso
estudo de coorte com idosos longevos apontou
para alguns fatos relevantes que poderdo ser
importantes na pratica clinica, uma vez que esse
tipo de dado é raro na literatura. Nossos resultados
indicaram que alguns fatores de risco
cardiovascular estdo associados a mortalidade
geral mesmo em idosos longevos, faixa etdria na
qual a maior parte destes fatores classicos perde o
seu poder preditivo de risco. O tabagismo mostrou
ser importante nesta relagdo. O risco de morte em
individuos fumantes e ex-fumantes foi 2,83 (1C95%
1,00-7,98) vezes do risco em ndo fumantes. Uma
metanilise recente® torna evidente que o fumo
permanece como um forte fator de risco para
mortalidade prematura, também em idosos com
mais de 80 anos. A atividade fisica vigorosa
apresentou-se como fator protetor para o ébito.
Individuos que despendiam mais de 4.000
kcal/semana, em atividade de trabalho e lazer,
tiveram uma redugdo no risco de ébito em 54%
(1C95% 10%-77%). Diversas publicagbes ja
evidenciaram a associagdo positiva entre
atividades de lazer, especialmente, fisicas
regulares, e a Iongevidade85'87. Trabalhos recentes,
como o Projeto Kungsholmensg, uma coorte de
base comunitaria, reforcam estas evidéncias. Neste
estudo, que avaliou idosos com 75 anos ou mais
durante 18 anos de seguimento, mostrou-se uma
forte associacdo entre a pratica de atividade fisica
e a sobrevida dos participantes. Um dos seus
resultados afirma que a idade média do 6bito em
individuos que tiveram atividade regular, como
natacdo, caminhada ou gindstica, foi dois anos
maior que os ndo praticantes. Com relagcdo a
pratica de atividades vigorosas, a coorte do
Australian Longitudinal Study on Women’s Health
and the Health in Men Study, um estudo com mais
de 18 mil participantes com média de idade
superior a 70 anos, reforca nossos achados. Neste
trabalho, as atividades fisicas foram categorizadas
de acordo com a intensidade e mostraram uma
reducdo em 40% na mortalidade para mulheres e
22% para homens que praticavam atividade fisica
vigorosagg. No que se refere aos idosos diabéticos,
apesar do pequeno percentual presente na nossa

amostra (6%), este numero foi suficiente para
alcangar uma diferenga significativa. Os idosos
longevos diabéticos tiveram 3,43 (1C95% 1,03-11,5)
vezes o risco de Obito dos ndo diabéticos,
mostrando que este fator de risco continua sendo
importante, mesmo acima dos 80 anos de idade.
Resultado similar foi evidenciado ainda no estudo
da coorte longeva The Adventist Health Study7. Por
ultimo, em nosso trabalho, o aumento da PAS e da
PP mostrou-se como fator de prote¢do para
mortalidade geral. Assim, para o aumento de
1mmHg na PAS ou na PP houve uma reducdo de
2% no risco de morte. Estes achados estdo de
acordo com os resultados da maioria dos estudos
que identificaram uma relagdo inversa entre a
pressdo arterial e o risco de morte por causa
cardiovascular ou qualquer outra causa, em
pessoas com 80 anos de idade ou mais***'®. No
entanto, este assunto continua sendo gerador de
discussdes e proposicdes no meio cientifico. Em
uma coorte que investigou a associagao entre a
pressdo arterial e a mortalidade em pessoas com
idades superiores a 85 anos, com 601 participantes
e 9 anos de seguimento, quando ajustado para
varidveis confundidoras, mostrou que baixos niveis
de PAS foram associados com alto risco de morte®.
Em uma coorte retrospectiva recente, onde foram
analisados pacientes com 80 anos de idade ou
mais, com hipertensdo, dos quais 84,5% estavam
recebendo medicacdo anti-hipertensiva, foi
relatada uma menor sobrevida para aqueles com
niveis de PAS inferiores a 140mmHg, mesmo apds
ajuste para os preditores de mortalidade
conhecidos™. Portanto, as evidéncias provenientes
de estudos epidemiolégicos devem ser explicadas
por uma revisdo fisiopatoldgica profunda. Apesar
deste ndao ser o objetivo do nosso trabalho,
algumas consideragdes se fazem necessarias. Com
o aumento da idade, ha mudangas estruturais e
funcionais generalizadas na circulacdo arterial que
contribuem para alteragGes no fluxo sanguineo
regional e progressdo da aterogénese, podendo
levar a anormalidades microvasculares™. Niveis
suficientemente elevados de pressdo arterial
podem ser necessarios para garantir a adequada
perfusdo cardiaca e cerebral. Os resultados
conflitantes dos estudos de coorte e de alguns
ensaios clinicos como os resultados do HYVET
(Hypertension Very Elderly Trial)'®* s3o dificeis, mas
tém uma explicagdo plausivel. A pressdo arterial é
um risco para os eventos cardiovasculares quando
é muito baixa e quando é muito alta. No HYVET,
foram incluidos participantes com pelo menos
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160mmHg e a meta para a PAS foi atingir niveis
inferiores a 150mmHg. Contrapondo com nosso
estudo, que é de base comunitaria e, portanto, ndo
teve restricao de nivel de PA, o risco dos individuos
com PA muito baixa, provavelmente, superou o
risco daqueles com PA elevada, o que poderia
explicar nossos dados de protegdo.

Em resumo, nosso estudo ndo evidenciou que
idosos longevos portadores do alelo €4 da apoE
tivessem maior risco de morte por doenga
cardiovascular ou deméncia de Alzheimer que os
portadores do gendtipo de referéncia apoE3E3.
Adicionalmente, ndo houve associagdo entre o
polimorfismo da apoE e sobrevida na faixa etdria
acima dos 80 anos. De outra forma, algumas
exposicoes relacionaram-se de forma significativa a
mortalidade  geral na idade  avancada,
notavelmente, o tabagismo e o DM
caracterizaram-se como fatores de risco.
Entretanto, a atividade fisica vigorosa e a PAS e PP
maiores como fatores de protecgao.

CONSIDERACOES E LIMITACOES

Considerando que a amostra deste estudo foi
composta por idosos selecionados em dois
momentos do seguimento, poderia ter ocorrido
um viés de selegdo. Especificamente, os nove
idosos genotipados no ano de 2011 formariam um
grupo de sobreviventes. Com o intuito de ponderar
esse viés, refizemos as analises retirando estes
individuos. Deste modo, obtivemos resultados
bastante semelhantes, inclusive no que se refere
ao nivel descritivo amostral das varidveis, com
excecdo do tabagismo e da atividade fisica vigorosa
que perderam a associagdo com mortalidade.
Nesta nova analise, o risco de morte em individuos
fumantes e ex-fumantes foi 1,98 (1C95% 1,04-3,76)
no modelo univariado e 1,42 (IC95% 0,62-3,25) no
modelo  multivariado. A atividade fisica
>4.000kcal/sem n3o mostrou-se associada ao risco
de dbito no modelo univariado (p=0,217).

Outras limitacdes deste estudo devem ser
consideradas, sendo o pequeno tamanho amostral
a principal delas. Apesar de estudos prévios
descreverem uma diferenga de mais de 40% nos
percentuais de mortalidade por DCV entre os
portadores do gendtipo E3E3 e E3E442’103, Nnosso
estudo ndo alcangou um tamanho de amostra ideal
para avaliar estas proporgdes. Trabalhamos com
uma amostra de conveniéncia, cuja populagdo é
escassa e, por esse motivo, o poder amostral que
nosso estudo alcancou é baixo. Porém, apesar
deste fato, tivemos indicios de que amostra foi

representativa de uma coorte que atingiu mais de
87% do total de individuos elegiveis. Além disso,
ndo tivemos perdas de seguimento. Outra
limitagcdo que pode ser considerada é a inclusdo de
idosos enfermos, ou seja, com restri¢des fisicas no
mesmo grupo de idosos com gasto energético
semanal inferior a 4.000kcal. Estes idosos foram
considerados como sedentarios, apesar desta ser
uma situacdao do momento da avaliagdo e por nao
refletir exatamente o habito de vida do idoso.
Contudo, somente 5% da amostra encontrava-se
enferma e sem possibilidades de realizar qualquer
atividade fisica.
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Tabela 2 completa: Caracterizagdo da amostra

ANEXO 1 (Artigo Original em Portugués)

Variaveis* Amostra total Genotipo E3E3 Genotipo E3E4 p**
(n=69) (n=53) (n=16)
Idade na entrada (anos) 82,6 +2,8 82,2+2,7 84,0+2,8 0,021
Sexo 0,267
Masculino 23 (33,3) 20 (37,7) 3(18,8)
Feminino 46 (66,7) 33 (62,3) 13 (81,3)
Escala Bayer AVDs 2,98 (1,44-5,55) 2,95 (1,38-5,46) 3,19 (1,54-7,44) 0,631
Escala Bayer AVDs > 3,12 31 (45,6) 23 (43,4) 8(53,3) 0,698
Tabagismo 0,717
Ndo fumante 56 (81,2) 42 (79,2) 14 (87,5)
Ex-fumante/fumante 13 (18,8) 11(20,8) 2(12,5)
Consumo de élcool (g/sem) 12,6 (0-143) 59,9 (0-148) 0 (0-39,6) 0,051
Uso abusivo de alcool 0,093
Nao 17 (24,6) 13 (24,5) 4 (25,0)
Sim (F>105g e M>210g) 18 (26,1) 17 (32,1) 1(6,3)
Abstémios 34 (49,3) 23 (43,4) 11 (68,8)
IMC (kg/m’) 26,8+ 5,4 27,6 +5,5 23,7+3,6 0,011
IMC > 27 kg/m2 29 (42,6) 26 (49,1) 3(20,0) 0,087
IMC =30 kg/m2 17 (25,0) 16 (30,2) 1(6,7) 0,092
Atividade fisica (kcal/semana) 5133 (2386-9846) 5421 (2155-10544) 3580 (2300-6930) 0,216
Atividade fisica 0,109
< 4000 kcal/semana 25 (36,2) 16 (30,2) 9 (56,3)
> 4000 kcal/semana 44 (63,8) 37 (69,8) 7 (43,8)
PAS (mmHg) 161+ 25,3 162 + 23,7 158 + 30,5 0,489
PAD (mmHg) 86,3 + 13,2 88,6 + 12,7 78,5+ 12,4 0,007
Pressdo de pulso (PAS-PAD) 75,1+£22,7 73,9+21,5 79,0 £ 26,8 0,439
Hipertens3o 62 (89,9) 48 (90,6) 14 (87,5) 0,660
Glicemia jejum (mg/dL) 95,4+ 20,7 96,2+ 22,7 92,6 +12,2 0,539
Diabetes mellitus 4(5,9) 4(7,7) 0(0,0) 0,566
Colesterol total (mg/dL) 209 + 48,8 203 £43,9 229 £59,5 0,066
Colesterol total > 200 mg/dL 37 (54,4) 27 (51,9) 10 (62,5) 0,649
Colesterol LDL (mg/dL) 138+42,1 132 £ 36,0 156 £ 55,0 0,055
LDL > 160 mg/dL 20 (29,9) 13 (25,5) 7 (43,8) 0,213
Colesterol HDL (mg/dL) 43,4+11,4 44,0+ 12,5 41,4+6,6 0,284
HDL baixo 45 (66,2) 32 (61,5) 13 (81,3) 0,248
Triglicerideos (mg/dL) 102 (85,8-146) 102 (83,4-144) 107 (88,2-159) 0,806
Triglicerideos > 150 mg/dL 15(22,1) 11 (21,2) 4 (25,0) 0,739

* descritas por média + desvio padrdo, mediana (percentis 25 — 75) ou n(%); **teste t-student (comparagdo de médias), teste de Mann-
Whitney (comparagdo de medianas), teste qui-quadrado de Pearson (variaveis categoricas) ou teste exato de Fisher (nas variadveis
tabagismo, IMC > 30 kg/m?, hipertens3o, diabetes mellitus, LDL > 160 mg/dL e triglicerideos > 150 mg/dL)
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ANEXO 2 (Artigo Original em Portugués)

Tabela 4 completa — Regressdo de Cox univariada e multivariada para avaliar fatores associados a mortalidade

Variaveis Univariada p Multivariada* p
HR (1C 95%) HR (1C 95%)

Idade (anos) 0,98 (0,89 —1,07) 0,595 - -
Sexo masculino 1,48 (0,86 — 2,54) 0,161 1,34 (0,57 -3,12) 0,500
Gendtipo E3E4 1,03 (0,56 — 1,88) 0,938 - -
Escala Bayer AVDs 0,95 (0,86 —1,05) 0,325 - -
Escala Bayer AVDs > 3,12 0,73 (0,42 -1,25) 0,252 - -
Fumante/Ex-fumante 2,57 (1,35 -4,89) 0,004 2,83 (1,00 - 7,98) 0,050
Consumo de &lcool (g/semana) 1,00 (0,99 - 1,00) 0,702 - -
Uso abusivo de alcool

Nao 1,0

Sim (F>105g e M>210g) 0,70 (0,33 -1,48) 0,354 - -

Abstémios 0,69 (0,36 — 1,33) 0,268 - -
IMC (kg/mz) 0,96 (0,91 -1,01) 0,107 0,98 (0,92 — 1,04) 0,507
IMC > 27 kg/m’ 0,77 (0,45 - 1,33) 0,352 - -
IMC 230 kg/m2 0,98 (0,53 - 1,80) 0,948 - -
Atividade fisica > 4000 kcal/sem 0,61 (0,36 — 1,05) 0,074 0,46 (0,23 - 0,90) 0,023
PAS (mmHg) 0,98 (0,97 — 0,99) 0,001 0,98 (0,97 - 0,99) 0,004
PAD (mmHg) 0,98 (0,96 — 1,01) 0,137 0,99 (0,96 — 1,02) 0,539
Pressdo pulso (PAS-PAD) 0,98 (0,97 — 0,99) 0,006 0,98 (0,97 - 0,99) 0,007
Hipertensdao 0,41 (0,18 - 0,93) 0,033 0,62 (0,21 - 1,85) 0,395
Glicemia (mg/dL) 1,00 (0,99 - 1,02) 0,677 - -
Diabetes mellitus 4,49 (1,50 - 13,5) 0,007 3,43 (1,03 - 11,5) 0,045
Colesterol total (mg/dL) 0,99 (0,99 — 1,00) 0,044 - -
CT 2200 mg/dL 0,51 (0,30 -0,88) 0,015 0,55 (0,26 — 1,15) 0,113
Colesterol LDL (mg/dL) 0,99 (0,99 —1,00) 0,062 - -
LDL > 160 mg/dL 0,66 (0,36 — 1,20) 0,173 1,43 (0,61 —-3,37) 0,411
Colesterol HDL (mg/dL) 1,00 (0,98 — 1,03) 0,971 - -
HDL baixo** 0,90 (0,51 -1,58) 0,713 - -
Triglicerideos (mg/dL) 1,00 (0,99 — 1,00) 0,666 - -
TG > 150 mg/dL 1,41 (0,75 - 2,66) 0,292 - -
Claudicagao intermitente 1,03 (0,53 -1,99) 0,932 - -
AVC 1,03 (0,59 -1,77) 0,930 - -
IAM 0,41 (0,09 - 1,69) 0,215 - -
ICC 1,09 (0,64 —1,84) 0,762 - -
Cardiopatia 0,90 (0,52 —1,53) 0,685 - -
DCV 0,88 (0,50 - 1,56) 0,660 - -

* o critério para a entrada da variavel no modelo multivariado foi de que apresentasse um valor p<0,20 na analise bivariada; ** HDL baixo

refere-se a HDL-colesterol <40mg/dL para homens e <50mg/dL para mulheres.
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ANEXO 1

INSTRUMENTO DE PESQUISA — ENTREVISTA

Projeto Veranopolis

FORMULARIO N°
1) Data da Entrevista: /| /

DADOS PESSOAIS

2) ldentificagdo
Nome:
Sobrenome:
Rua:

Bairro:

Cidade:

CEP:

Telefone:

Pessoa p/ contato:

Nome:

Sobrenome:

(n&o deve morar na mesma casa)

Telefone p/ contato:

3) Data de nascimento: /[

4) Idade em anos:

5) Sexo: O feminino O masculino

6) Cor: O branca

Onegra Oparda Oamarela O Outra: (especifique)

7) Etnia: O italiano  Oalemdo  Ooutra
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HISTORIA CLINICA
8) Algum médico ja disse que o(a) Senhor(a) tem “pressiao alta”?

0 ndo — vaparan® 10 0 sim

9) Atualmente o(a) Senhor(a) faz algum tipo de tratamento para “pressiao alta”?
Ondo  Osim — especificar o tipo de tratamento 0 tratamento ndo farmacologico
0 tratamento farmacolégico

0 ambos

10) Algum médico j& disse que o(a) Senhor(a) tem “diabete mellitus” (agucar alto no
sangue)?

O ndo — vaparan® 12 0sim

11) Atualmente o(a) Senhor(a) faz algum tipo de tratamento para “diabete mellitus”?

(citar: dieta; exercicio; chas; controle de peso; remédios)

Ondo  Osim — especificar o tipo de tratamento 0 tratamento ndo farmacoldgico
0 tratamento farmacolégico

0 ambos

12) Algum médico ja disse que o(a) Senhor(a) tem “colesterol alto” (gordura alta no
sangue)?

[0 ndo — va paran® 14 0 sim

13) Atualmente o(a) Senhor(a) faz algum tipo de tratamento para “colesterol alto”?

(citar: dieta; exercicio; chas; controle de peso; remédios)

Ondo  Osim — especificar o tipo de tratamento 0 tratamento ndo farmacoldgico
0 tratamento farmacolégico

0 ambos

14) Algum médico lhe disse que seu rim funciona mal?

[0 ndo — va paran® 16 0 sim
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15) Faz tratamento de dialise?

0 ndo dsim

16) Algum médico lhe disse que o(a) Senhor(a) tem “calculo nos rins” (pedra)?

0 ndo 0sim

17) O(A) Senhor(a) ja operou 0s rins?

0 ndo dsim

18) Algum médico j& lhe disse que o(a) Senhor(a) é portador (tem) cirrose?

0 ndo dsim

MODULO DOENCA CARDIOVASCULAR
DOR TORACICA AOS ESFORCOS
* Quando a resposta tiver o (*) parar o questionario “Dor Toracica aos Esfor¢os”.
19) Alguma vez o(a) Senhor(a) ja teve dor ou desconforto no peito? (mostrar com a mao
espalmada a regido toracica anterior)

0 nao* 0 sim

20) O(A) Senhor(a) ja teve dor no peito caminhando apressadamente ou quando estava
subindo um morro uma escada?

[0 ndo 00 sim 00 nunca caminho apressadamente/subo lombas

21) O(A) Senhor(a) tem dor no peito quando faz caminhadas no plano (numa reta)?

0 ndo 0sim

22) O que o(a) Senhor(a) faz quando aparece a dor durante a caminhada?
O continua caminhando* O diminui o passo ou para
Nota: caso pare/diminua o passo apds uso de nitrato SL, anotar como diminui o

passo/para.

23) Se quando o(a) Senhor(a) para ou fica quieto o que acontece com a dor no peito?
0 n&o alivia* O alivia (passa)
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24) Quanto tempo demora para passar a dor no peito?

O mais de 10 minutos* 0 10 minutos ou menos

25) Por favor, o(a) Senhor(a) pode apontar-me o local ou mostrar o local da dor? (pode
ser mais de um)

0 esterno (superior/médio)

O esterno (inferior)

0 precordio

0 bracgo esquerdo

0 outros

26) O(A) Senhor(a) sente alguma coisa a mais, tem algum outro sintoma?

0 ndo 0sim

POSSIBILIDADE DE INFARTO
27) O(A) Senhor(a) ja teve uma dor no peito que durou mais de meia hora?

CLAUDICACAO INTERMITENTE
* Quando a resposta tiver o (*) parar o questionario “Claudica¢ao Intermitente”.
28) O(A) Senhor(a) tem dor nas pernas ao caminhar?

00 nao* 0sim

29) Essa dor costuma iniciar com o(a) Senhor(a) ainda parado de pé ou sentado?

0 ndo 0 sim*

30) Em que parte da sua perna dai?
O barriga da perna (batata, panturrilha) O outro local*

Nota: se outro local, perguntar, qual?

31) O(A) Senhor(a) tem dor na perna quando caminha apressadamente ou quando sobe
morro ou lomba?

[0 nao* 0sim
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32) O(A) Senhor(a) tem dor na perna quando faz caminhadas no plano (em retas)?

0 ndo dsim

33) A dor na perna desaparece enquanto o(a) Senhor(a) ainda estd caminhando?

0 ndo 0 sim*

34) O que o(a) Senhor(a) faze quando esta caminhando e aparece a dor na perna?

0 continua caminhando* O diminui o0 passo ou para

35) O que acontece com a dor na perna quando o(a) Senhor(a) para e fica quieto(a)?

O alivia O nao alivia*

36) Quanto tempo demora para passar a dor na perna?

0 10 minutos ou menos 0 mais de 10 minutos

MODULO NEUROLOGICO
QUESTIONARIO DE RASTREAMENTO PARA ACIDENTE VASCULAR
ENCEFALICO (QRN-AVE)
INSTRUCOES:

A. Este questionario deve ser aplicado ao paciente. Caso 0 mesmo tenha

comprometimento de linguagem ou cognitivo que o impeca de responder, aplica-lo a um

familiar.
B. Se o paciente ou familiar responderem positivamente a QUALQUER uma das
guestdes abaixo, encaminhar para a entrevista neuroldgica.
C. Procure sempre obter uma resposta: SIM ou NAO.
D. Explicacdes alternativas para as questdes do QRN-AVE:
e Paralisia = falta de forca ou “sem mexer”.
e Lado do corpo = brago e/ou perna
e Paralisia no rosto = entortou a boca para o lado
¢ Dificuldade de falar = ndo conseguia dizer as palavras ou falava enrolado

e Derrame = codgulo, hemorragia
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37) O(A) Senhor(a) alguma vez teve paralisia de um lado do corpo que durou mais de 1
dia?

0 ndo 0sim

38) O(A) Senhor(a) alguma vez teve paralisia no rosto que durou mais de 1 dia?

0 ndo 0sim

39) O(A) Senhor(a) alguma vez teve dorméncias ou formigamentos em um lado do corpo
ou do rosto que duraram mais de 1 dia?

0 ndo 0sim

40) O(A) Senhor(a) alguma vez teve dificuldades para falar que durou mais de 1 dia?

0 ndo 0sim

41) O(A) Senhor(a) alguma vez teve derrame, trombose ou isquemia cerebrais?

0 ndo dsim

HABITOS DE VIDA
CONSUMO DE ALCOOL
42) Com que frequéncia o(a) Senhor(a) ingere bebidas alcodlicas?
[0 nunca — va para n® 44
[0 menos que 1 vez por semana — va para n° 44
[0 somente no final de semana
003 a5 dias por semana

[0 mais que 5 dias por semana
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43) Que quantidade de bebida alcodlica tomou na tltima semana (Gltimos 7 dias)?
Cerveja: ______ garrafas (600mL)
_______meia(s)-garrafa(a) (350mL)
_______copos (200mL)
_ lata(350mL)

Vinho: _____ garraféo (5L)
____ garraféo (3L)
__ ogarrafa (750mL)
________copos (200mL)

Destilados: (graspa, uisque, cachaca)
__ doses (30mL)
________copos (200mL)
_____ garrafa (1000mL)
Especificar a quantidade total de alcool consumido na Gltima semana: () gde

alcool.

44) O(A) Senhor(a) ja fumante?

00 nunca — va para n° 50 0 sim

45) O(A) Senhor(a) fuma atualmente?

[0 ndo [0sim — va paraan® 47

46) Parou de fumar ha quanto tempo?
0 menos de 2 anos e nunca mais fumou

[0 mais de 2 anos e nunca mais fumou — va para n° 49

47) Que tipo de fumo o(a) Senhor(a) consome ou consumia?
O cigarro 0 palheiro (cigarro de palha)

O cachimbo 0 outro (especifique)




48) Quantas unidades o(a) Senhor(a) consome ou consumia por dia?
00-10 011-20 O mais que 20

49) Por guantos anos o(a) Senhor(a) fumou? OO

USO REGULAR ATUAL DE MEDICAMENTOS

50) Assinale somente os farmacos utilizados:

0 AAS 0 digoxina

O AINE O diuréticos

0 antiarritmicos 0 hipoglicemiantes orais
0 anticoagulantes orais O hipolipemiantes

0 anticonvulsivantes O insulina

0 antidepressivos 0 neurolépticos

0 betabloqueadores 0 nitratos orais ou topicos
0 blog. dos canais de célcio O reposi¢do hormonal

0 bloqueadores H-2 O trimetropim

[0 cefalosporinas 00 outros

O corticosteroisdes

Anote os nomes comerciais dos farmacos:

MODULO DE ATIVIDADE FISICA
51) O(A) Senhor(a) pratica regularmente algum exercicio ou atividade fisica vigorosa ou
muito intensa?

0 ndo sim

52) O(A) Senhor(a) pratica algum exercicio fisico ou atividade fisica pelo menos 3 vezes
na semana?

0 ndo 0sim

58



53) Quanto de atividade fisica o(a) Senhor(a) faz atualmente em comparacéo aos ultimos
10 anos?

0 a mesma coisa 0 mais atividade 0 menos atividade

54) Quantos degraus de escada o(a) Senhor(a) sobe todos os dias? 0O

55) Qual é a distéancia em quildmetros que o(a) Senhor(a) caminha por dia em media?

(10quarteirdes = 1Km). OO0

56) Nas duas Ultimas semanas o(a) Senhor(a) fez alguma destas atividades fisicas listadas
abaixo?
Explicacdo: marcar primeiro com um X as respostas (SIM) ou (NAO). As linhas em

BRANCO serao preenchidas pelo médico no dia da sua entrevista.

Quantas horas/2sem  Quantos min/cada

total ocasido

Caminhar como exercicio 0 nao dsim
(sem parar e com vigor)

Caminhar a passeio 0 ndo 0 sim
(caminhar devagar e com paradas)

Subir morros 0 néo 0 sim
Fazer jardinagem 00 ndo 0 sim
(regar, cuidar de horta, mexer com a terra)

Fazer carpintaria em casa 00 ndo 00 sim
(pequenos consertos)

Costurar (trico, crochet) 0 ndo 0 sim
Podar plantacdo no campo 0 ndo 0 sim
Fazer plantio de sementes 0 ndo 0 sim
Capinar na roca 00 ndo 00 sim
Varrer ou lavar a casa 00 ndo 00 sim
Lavar ou passar roupa 0 néo 0 sim
Aspirar o chdo 0 ndo 0 sim
Amassar uva 0 néo 0 sim
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Cavalgar
(com passos de trote)

Dirigir trator
Ou operar maquinas

Jogar bocha ou boliche
Jogar gaméo

Dancar danca de salédo
Andar de bicicleta
Cortar lenha

Tocar um instrumento

Ordenhar vaca

Jogar peteca ou pandorga

Jogar futebol

Preparar comida
(fazer almocgo, jantar,...)

Cuidar de animal de criacdo
(dar racao, limpar chiqueiro)

0 ndo

0 nao

0 néo
0 néo
0 néo
0 néo
0 néo
0 ndo
0 ndo
0 ndo
0 ndo

0 ndo

0 ndo

dsim

0sim

0 sim
0 sim
0 sim
0sim
0 sim
0sim
0 sim
0 sim
0 sim

dsim

dsim

57) O(A) Senhor(a) praticou algum outro exercicio ou atividade fisica nas ultimas 2

semanas que ndo esta na lista acima?

0 ndo 0 sim

Se sim, quais sdo?

0 néo sabe

min:

min:

min:

58) Num dia NORMAL quanto tempo o(a) Senhor(a) gasta para fazer as seguintes

atividades?

Explicacéo: escrever dentro dos quadradinhos o niUmero correspondente de horas e

minutos gastos para as atividades indicadas.

Dormir a noite ou ficar deitado a noite

Fazer uma sesta

Ficar sentado assistindo TV ou ouvindo

o radio, lendo, conversando, tricotando,...)

HORAS

g
0d
0d

MINUTOS
N
oo
oo
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Limpar a casa ou cozinhar OO0 o

Fazer carpintaria em casa OO0 o
Cuidar de criancgas 0o od
Deitar para descansar durante o dia 0o od
Jogar cartas ou fazer trico 0o oo

59) O(A) Senhor(a) ainda trabalha todos os dias?

Explicacdo: marcar a resposta com um X dentro do quadradinho, caso a resposta seja
SIM, especificar qual atividade e o nimero de horas por dia.

O néo 0sim

Qual tipo de trabalho?

Quantas horas?




ANEXO 2
INSTRUMENTO DE PESQUISA - EXAME FISICO

Projeto Veranépolis

Longevo: Numero:
1) GERAL

Peso:

Altura:

IMC:

Pressdo Arterial (medida 1):

Pressdo Arterial (medida 2):

Pressédo Arterial (medida 3):

(sim) (n&o) pulso regular

(sim) (ndo) alteracdo do estado geral
(sim) (ndo) desidratado

(sim) (n&o) descorado

(sim) (n&o) escaras

(sim) (n&o) ulceras dee MMII

2) ESPECIFICO

Audicéo

1. (sim) (n&o) Uso de aparelho
[1] com melhora [2] sem melhora

2. (sim) (n&o) Diminuicao da acuidade

[1] discreta [2] limitante
3. Teste do sussurro: Ouvido direito: [1] escuta [2] ndo escuta
Ouvido esquer: [1] escuta [2] ndo escuta
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Funcéo do brago:

1. Alcanca tocar a parte posterior da cabeca?
Direita: (sim) (n&o) Esquerda: (sim) (néo)
2. Consegue pegar a caneta e colocar de volta no local?
Direita: (sim) (néo) Esquerda: (sim) (n&o)

Visao:

1. (sim) (n&o) Uso de 6culos

[1] com melhora [2] sem melhora
2. (sim) (ndo) Diminuicdo da acuidade

[1] discreta [2] limitante

3. Diminuicgéo da acuidade

a) sem éculos | b) com 6culos
Sem dificuldades 1 1
Discretas dificuldades 2 2
Moderadas dificuldades |3 3
Serveras dificuldades 4 4

Neuroldgico:

1. (sim) (ndo) Rigidez ou outro sinal parkinsoniano? Descrever:
a) postura parkinsoniana ou vira em bloco? (sim) (n&o)
b) marcha parkinsoniana? (sim) (n&o)
2. (sim) (n&o) Tremor? Descrever: [1] repouso [2] acéo
3. (sim) (n&o) Paresias?
4. (sim) (ndo) Hemiparesias?
5. (sim) (n&o) Ataxias?
6. (sim) (n&o) Coordenacgédo? (bater alternadamente dorso ou palma da méo)
8. (sim) (n&o) Movimento finos? (moeda ou polegar X outros dedos)

9. Deixar escapar o dedo do examinador se o esta agarrando com forga?

mé&o dominante (D,E) | mé&o ndo dominante

Na&o deixa escapar

Deixa escapar opondo boa resisténcia

Deixa escapar opondo resisténcia

Deixa escapar opondo pouca resisténcia
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10. Levantar de um banco sem bracos:

(sim) (n&o) Levanta da cadeira

(sim) (ndo) Caminha 10 passos

(sim) (ndo) Da meia volta e senta novamente
11. Com que dificuldade fez esse teste: ()

1. sozinho sem problemas

2. sozinho com alguma dificuldade

3. com ajuda

4. ndo consegue levantar

Obs:

12. Marcha
a) Passos:
b) Dificuldade:
(1) nenhuma (2) discreta (3) muito dificultosa (4) ndo deambula

c) Faz uso de aparelho auxiliar? (sim) (ndo) Qual?

Na avaliacao geral do geriatra, esse logevo esta:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
debilitado e fraco incomodado forte e saudavel

saude fisica pobre saude interm. saude fisica pobre

O exame fisico:

1. Tem alteracGes ( )
1. Estado fisico geral severamente comprometido
2. Estado fisico geral moderadamente comprometido
3. Estado fisico geral discretamente comprometido
2. N&o tem alteracGes ( )
1. Estado fisico geral bom
2. Estado fisico geral excelente

Observagoes:
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ANEXO 3

INSTRUMENTO DE PESQUISA - Escala Bayer de Atividades da Vida Diaria (B-ADL)

Projeto Veranopolis

As perguntas seguintes abordam atividades diarias que a pessoa sobre a qual estamos falando
poderia ter dificuldades. Estas perguntas devem ser respondidas por familiar/informante que
conhega bem o sujeito. Por favor, indique o quao frequentemente estas dificuldades ocorrem,
marcando os niimeros apropriados. Quanto maior o numero, mais dificuldades a pessoa tem
para fazer a atividade em questado. Se a dificuldade nunca ocorre marque 1. Se ocorre sempre,

marque 10.

A pessoa tem ontuago Na0 S€ | \ 26 sei | Escore
dificuldades para... pontuag aplica
1 ..fazer suas atividades | \nca 123456789 10sempre
diérias

2 ..cuidar de sIproprio | Ninca 12345678 9 10sempre
3 ...tomar remedio sem Nunca 123456789 10sempre
supervisao

4 ... cuidar de sua higiene Nunca 123456789 10 sempre
pessoal

5 ...lembrar de datas,

acontecimentos e Nunca 1234567 89 10 sempre
compromissos importantes

6 ... concentrar-se na Nunca 1234567 89 10 sempre
leitura

7 ...descrever o que ela Nunca 123456789 10sempre
acabou de ver ou ouvir

8 ...participar de uma Nunca 123456789 10sempre
conversa

9 ...usar o telefone Nunca 1234567809 10sempre
10 ...dar um recado a outra Nunca 123456789 10sempre
pessoa

11...sair para uma Nunca 123456789 10sempre
caminhada sem se perder

12 ...fazer compras Nunca 123456789 10sempre
13 ...preparar a comida Nunca 123456789 10sempre
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;fré'r'conta”’d'”he'm SeM | Nunca 123456789 10sempre
15 ...lidar com suas contas Nunca 1234567809 10 sempre
16 ...ensinar o caminho, se Nunca 1234567809 10 sempre
perguntado

17 ...usar eletrodomésticos Nunca 1234567809 10 sempre
18 ..orientar-se em lugar |\ 102 12345678910 sempre
nao familiar

19 ...usar sozinho meios de Nunca 1234567809 10sempre
transporte

20 ...participar em Nunca 1234567809 10 sempre
atividades de lazer

21 ...continuar com a

mesma atividade depoisde | Nunca 123456 7 8 9 10 sempre
uma breve interrupgéo

22 .. fazer duas coisas ao Nunca 1234567809 10 sempre
mesmo tempo

23 ..lidar com situagoes | o2 123456789 10sempre
nao familiares

24 .. fazer as coisas com

seguranga e sem se Nunca 1234567 89 10 sempre
machucar

25 ..realizar umatarefa | \ o0 193456789 10sempre
quando sob pressao

Total (soma da coluna escore)

O célculo do Escore final da escala ADL-IS deve ser feito dividindo o total pelo numero de perguntas

respondidas (excluindo-se as questdes assinaladas como N&o se aplica ou Néo sei):

Escore B-ADL =

Total

ESCORE FINAL B-ADL

Numero de itens respondidos
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	The main function of apoE is to mediate the interaction of lipoproteins that contain apoE with the lipoprotein receptors, which include the LDL receptor and the LDP receptor (LDL receptor related protein), specific for apoE16,17. However, the affinity...
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