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RESUMO

A sobrevida da populacdo tem aumentado de forma progressiva e atribui-se a
melhoria da qualidade dos servigos de saude e das condi¢des gerais de vida, sendo
marcante sobretudo nos paises industrializados. Este aumento da expectativa de
vida repercute no aumento da incidéncia de doengas comuns em idades avangadas.
O envelhecimento é considerado fator de risco para o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer (DA). Uma das teorias para a
patogénese da DA postula que a neurodegeneracéo € o resultado de alteracfes no
metabolismo oxidativo com acometimento do tecido cerebral vulneravel. O fato de o
envelhecimento ser um fator de risco na DA, reforca também a hipotese da
participacdo dos radicais livres, pois os efeitos de sua acdo podem se acumular
durante anos. A DA é uma doenca insidiosa e progressiva e caracteriza-se
clinicamente por uma perda progressiva da memoria e de outras fungdes cognitivas,
além de mudancas comportamentais e sociais. O déficit de meméria é o principal e
usualmente o primeiro sintoma da DA, com comprometimento especialmente da
retencdo e recordacdo de novas informacfes. O presente trabalho visa avaliar se
ocorrem alteracdes no metabolismo oxidativo detectaveis no sangue de pacientes
com a DA, e se estas podem ser relacionadas com os diferentes estagios da doenca
e com o quadro cognitivo dos pacientes. Foram avaliados 30 pacientes com a
doenca de Alzheimer e 28 individuos no grupo controle atendidos na Unidade de
Ensino e Assisténcia de Fisioterapia e Terapia Ocupacional da Universidade do
Estado do Para (UEAFTO-UEPA). O metabolismo oxidativo foi avaliado através da
medida da capacidade antioxidante total equivalente ao Trolox (TEAC) e da
mensuracdo dos niveis das substancias que reagem ao acido tiobarbittrico -
TBARS. Também foram realizados testes neuropsicolégicos em todos os sujeitos
participantes do estudo. Nao foram observadas correlacfes significativas no
desempenho dos testes neuropsicolégicos com os niveis de TBARS e TEAC nos
pacientes com a DA. Observou-se que a capacidade antioxidante total (CAOT)
estava significativamente diminuida nos pacientes com a DA em comparagdo com 0
grupo controle independentemente do estagio da doenca, mostrando uma possivel
relacdo entre a CAOT e a DA. Na avaliacdo de TBARS houve uma tendéncia para
maiores concentracfes nos pacientes com DA do que no grupo controle, porém a
diferenca ndo foi estatisticamente significativa, apenas a fase moderada foi
significativa quando comparada com o grupo controle. A avaliacdo da peroxidagéo
lipidica através dos niveis de TBARS provavelmente ndo seria um biomarcador
adequado para a doenca de Alzheimer.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Peroxidacao lipidica. TEAC. Doenca de Alzheimer. Testes
neuropsicologicos.



ABSTRACT

The survival of the population has increased gradually and it is correlated with quality
of health services and general living conditions, being particularly marked in
industrialized countries. The increase in life expectancy affects the incidence of age-
associated diseases. Aging is considered a risk factor for the development of
neurodegenerative diseases like Alzheimer's disease (AD). One theory on the
pathogenesis of AD postulates that neurodegeneration is the result of oxidative
stress and damage to vulnerable cerebral tissues. The fact that aging is a risk factor
in AD also reinforces the hypothesis of free radicals involvement, because the effects
of their actions can accumulate for years. It is an insidious, progressive disease and
is characterized clinically by progressive loss of memory and other cognitive
functions, as well as behavioral and social changes. The memory deficit is the main
and usually the first symptom of AD, especially with deficiency of retention and recall
of new information. The present study aims to evaluate if there are changes in
oxidative metabolism detected in the blood of patients with AD, and if there is
correlation with different stages of the disease and the patients’ cognitive framework.
We evaluated 30 patients with Alzheimer’s disease and 28 subjects in the control
group attended at Unit Education and Assistance Physical Therapy and Occupational
Therapy at the University of Parda (UEAFTO-UEPA). Oxidative metabolism was
assessed by measuring the total antioxidant capacity equivalent to Trolox (TEAC)
and measuring the levels of substances that react with thiobarbituric acid (TBARS).
Neuropsychological tests were also performed on all participants in the study. No
significant correlations were observed in the performance of neuropsychological tests
to the levels of TBARS and TEAC in patients with AD. It was observed that the total
antioxidant capacity (TAC) was significantly decreased in AD patients compared to
controls whatever stage of disease, showing a possible relationship between TAC
and AD. In the evaluation of TBARS was a trend toward higher concentrations in AD
patients than in control group but the difference was not statistically significant, only
the moderate stage was significant when compared with the control group.
Evaluation of the lipidic peroxidation through TBARS a biomarker would probably not
be suitable for Alzheimer's disease.

Keywords: Oxidative stress. Lipid peroxidation. TEAC. Alzheimer's disease.
Neuropsychological tests.
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1. INTRODUCAO

A sobrevida da populacdo tem aumentado de forma progressiva e isto esta
correlacionado com melhoria da qualidade dos servigcos de saude e das condicbes
gerais de vida, sendo marcante sobretudo nos paises industrializados. No Brasil, a
expectativa de vida que era de 45 anos em 1950, passou para 73,5 anos no ultimo
censo realizado pelo Instituto Brasileiro Geografia e Estatistica (IBGE) no ano de
2010 (IBGE, 2011) O aumento da expectativa de vida repercute no aumento da
incidéncia de doencas comuns em idades avancadas. O envelhecimento é
considerado fator de risco para o desenvolvimento das doencas neurodegenerativas,
tais como, a doenca de Alzheimer (DA), doenca de Parkinson (DP) e a esclerose
lateral amiotrofica (MARCOURAKIS et al., 2008).

A doenca de Alzheimer é a doenca neurodegenerativa mais comum no idoso;
€ uma doenca insidiosa e progressiva, cuja prevaléncia e incidéncia aumentam
significativamente com a idade (REITZ et al., 2011) Caracteriza-se clinicamente por
uma perda progressiva da memoria e de outras fungdes cognitivas, além de
mudancas comportamentais e sociais. O déficit de memoria € o principal e
usualmente o primeiro sintoma da DA, com comprometimento especialmente da
retencdo e recordacao de novas informacdes (MCKHANN et al., 2011).

No Brasil foi encontrada uma prevaléncia da doenca de Alzheimer em torno
de 7,1% entre pessoas com mais de 60 anos, o que significa que a DA afeta entre
750 mil e um milh&o de brasileiros. Aos 80 anos de idade aproximadamente 30% da
populacdo desenvolverdo algum tipo de deméncia, com predominancia da doenca
de Alzheimer (CASADO et al., 2008).

Até o momento, ndo existe ainda um marcador biolégico especifico para o
diagnoéstico da DA. O diagnéstico da DA depende de um exame clinico adequado,
com a obtencao de uma historia clinica detalhada, além da investigagéo por exames
laboratoriais e de neuroimagem (CARAMELLI, 2005; MCKHANN et al., 2011).

A avaliacdo neuropsicologica constitui elemento importante para o diagndéstico
da DA. O Mini-exame do estado mental (MEEM) criado por Folstein et al. (1975) é o
teste mais utilizado para o rastreio diagnostico da DA, e apresenta vantagem de ser
rapida e de facil aplicacdo (CHAVES et al., 2011). No entanto, o desempenho no

teste sofre influéncia importante da escolaridade, justificando por este motivo o



emprego de testes adicionais, como: provas de memoria (evocacao tardia), medidas
de fluéncia verbal, ou ainda testes do desenho do relégio (CARAMELLI, 2005;
CHAVES et al., 2011).

Os testes laboratoriais e de neuroimagem sao realizados para afastar outras
etiologias que possam levar a um comprometimento do estado mental. Os exames
laboratoriais visam afastar, por exemplo, alteracées metabdlicas (hipotireoidismo ou
déficit de vitamina B12), que sédo designadas como desordens trataveis. Em relacéo
aos exames de neuroimagem, estes podem afastar causas secundarias de
deméncia como os tumores e as lesdes vasculares cerebrais. Podem ainda, fornecer
informacdes de auxilio como, por exemplo, a atrofia na regido do hipocampo
observada no exame de ressonancia nuclear magnética (RNM), reforcando o
diagnoéstico da DA (ZABAR, 2006; CARAMELLI et al., 2011).

Como a DA é progressiva, a estrutura e a quimica do cérebro tornam-se cada
vez mais alteradas no decorrer do tempo. A evolucdo da DA é geralmente dividida
em trés estagios: inicial, intermediario e avancado, em consequéncia dessas
alteracdes (CARAMELLLI, 2005).

No estagio inicial ou leve os pacientes apresentam déficit de memoria
episédica com prejuizo de armazenar e lembrar-se de informacdes recentemente
aprendidas, com preservacdo da memdria para fatos mais remotos. Além deste
sintoma, ha prejuizo em pelo menos outro dominio cognitivo, tal como: atencéao,
resolucao de problemas, linguagem, funcao visuoespacial e praxis. Alguns pacientes
podem ainda apresentar sintomas de ansiedade e depressdao (MCKHANN et al.,
2011).

No estagio intermediario ou moderado, os comprometimentos da memoria e
de outros dominios cognitivos se tornam mais evidentes. O paciente apresenta
dificuldades da vida diaria, como controle das financas, compras e transporte e
necessita de auxilio no cuidado com a higiene pessoal e vestimenta. Problemas de
linguagem com dificuldades para encontrar palavras, alteragbes comportamentais,
agitacdo e sintomas psiquiatricos aparecem frequentemente, com a presenca de
alucinagoes visuais, delirios e inversao do ciclo sono-vigilia (MCKHANN et al., 2011).

Em adicdo aos sintomas anteriores, no estagio avancado ou grave, ha piora
substancial da memoria para eventos, dificuldade de linguagem, incapacidade de

reconhecer membros da familia, perda do controle dos esfincteres e piora do quadro



motor, caracterizado por rigidez motora e dificuldade de locomocdo (MCKHANN et
al., 2011).

A DA é caracterizada histologicamente pela perda de células neuronais,
principalmente no cortex cerebral, no hipocampo e na amigdala. Essa perda de
células neuronais estéd associada a outras alteragdes morfolégicas como a presenca
de placas senis e emaranhados neurofibrilares (GELLA & DURANY, 2009).

O fator causal para a grande maioria dos casos ainda é desconhecida (REITZ
et al., 2011), ocorrendo comumente de forma esporadica. Ja as formas familiares em
que ha padrédo de heranca autossémica dominante, perfazem menos de 2 % do total
de casos da doenca (CARAMELLI, 2005).

Existem pesquisas que tentam explicar a causa da morte dos neurbnios
(REDDY, 2006; BUTTERFIELD et al., 2007; BUTTERFIELD & SULTANA, 2011). A
hipétese de alteragfes no metabolismo oxidativo envolvidas na patogénese da DA é
defendida por numerosos pesquisadores, através de resultados obtidos tanto em
pesquisas in vitro como in vivo (BUTTERFIELD et al.,, 2007; NUNOMURA et
al.,2007; MANDAL et al., 2012).

A hipo6tese de que espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON) possam
estar envolvidas na DA, foi originalmente baseada no envolvimento do estresse
oxidativo no envelhecimento (DEL VALLE, 2011). Postula-se que a acao dos
radicais livres, gerados durante o metabolismo normal, causaria um dano cumulativo
as macromoléculas (HARMAN, 2002), tais como os acidos graxos poliinsaturados
das membranas lipidicas, proteinas essenciais e DNA (CASADO et al., 2008). A
acao dos radicais livres sobre estas estruturas celulares poderia culminar na perda
da sua funcéo normal e na morte celular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

A morte neuronal se traduz do ponto de vista macroscopico, por significativa
atrofia cerebral (CARAMELLI, 2005). A regido do hipocampo, do cértex entorrinal e
do cingulo posterior sdo precocemente acometidas na DA, observando-se uma
reducdo do volume dessas regidbes (CONVIT et al.,, 1997). Posteriormente, esta
neurodegeneracdo estende-se para as regibes do neocértex frontal, parietal e
temporal (MCDONALD et al., 2009). A atrofia cerebral € comumente observada nos
exames de neuroimagem estrutural, apesar de que, nas fases iniciais o0 exame pode
ser normal (CARAMELLI, 2005).



O diagnostico definiivo da DA s6 é possivel mediante exame
anatomopatologico do tecido cerebral (MCKHANN et al., 1984). No entanto, esse
meétodo diagndstico € invasivo com limitagcbes Obvias para a obtencdo do tecido
cerebral in vivo. Por outro lado, é possivel fazer a confirmacao diagndstica post
mortem, mas obviamente esta ndo contribui no tratamento (BERTOLUCCI &
OKAMOTO, 2003).

Véarias pesquisas tém focado na identificacdo de possiveis marcadores
bioldgicos para o diagnostico precoce da DA, na tentativa de fornecer estratégias
terapéuticas numa fase inicial da doenga (DUBOIS et al., 2007; MARCOURAKIS et
al., 2008; JACK JR. et al., 2011; REITZ et al., 2011).

O grupo de trabalho do National Institute on Aging (NIA) e a Alzheimer’s
Association, publicaram em abril de 2011 os novos critérios para deméncia. Nos
novos critérios foi enfatizada a aplicabilidade na pratica clinica de alguns
biomarcadores, como por exemplo, a analise dos métodos de imagem e do exame
do liquido encefalorraquidiano utilizando-as principalmente em fases assintomaticas
e iniciais na DA. Porém, a inclusdo destes biomarcadores no diagnostico foi
recomendada, por enquanto, somente em pesquisa clinica (FROTA et al., 2011).

Além do liquido cefalorraquidiano (LCR), componentes do sangue, como 0
soro, plasma ou células circulantes, vem sendo considerado uma fonte em potencial
de biomarcadores para o diagnoéstico da DA (HUMPEL, 2009). Um dos principais
beneficios é facilidade de sua obtencédo, o que torna os biomarcadores plasmaticos
ou séricos particularmente interessantes para a pratica e para a pesquisa clinica
(CARAMELLI et al., 2011). Varias investigacdes apontam o sangue como fonte de
marcadores de estresse oxidativo, uma vez que nele s&o transportados e
redistribuidos antioxidantes e produtos do metabolismo oxidativo. A identificacédo
destes produtos poderia ser utilizada como marcador diagnostico, e com isso
reduziria a necessidade de procedimentos caros, invasivos e de execucdo demorada
(BALDEIRAS et al., 2008).

O emprego de biomarcadores, especificamente de marcadores periféricos de
estresse oxidativo nas doencas neurodegenerativas, como a DA poderia ser uma
ferramenta atil no auxilio para a deteccdo de processos fisiopatologicos de danos
neuronais da doenca, contribuindo para o entendimento da relacdo do metabolismo

oxidativo na sua patogenia e no consequente comprometimento cognitivo.



Desta maneira, o presente trabalho visa avaliar se ocorrem alteragbes no
metabolismo oxidativo detectdveis no sangue de pacientes com a DA, e se estas
podem ser relacionadas com os diferentes estagios da doenca e com o quadro

cognitivo dos pacientes.



2. DOENCA DE ALZHEIMER

2.1 Historico da Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer foi originalmente descrita por Alois Alzheimer, em
1907. Ele publicou o artigo "A characteristic serious disease of the cerebral cortex”,
em que apresenta os achados clinicos e anatomopatolégicos de um caso peculiar.
Auguste D., de 51 anos, passou a apresentar sintomas delirantes em relacdo ao
marido, alteracées de linguagem e de memoria, e logo em seguida instalaram-se,
desorientac&o no tempo e espaco, com piora progressiva. A paciente faleceu quatro
anos e meio apdés o inicio dos sintomas, em estagio avancado de deméncia, e foi
submetida a exame anatomopatologico. Alzheimer observou acumulo de placas
caracteristicas no espaco extracelular (placas senis) e lesdes neurofilamentares no
interior de neur6nios, distribuidas difusamente pelo cértex cerebral (CARAMELLI,
2006).

A partir de 1912, o professor E. Kraepelin utilizou o nome do primeiro cientista
a descrever as caracteristicas patoldgicas, para dar nome a doenca, chamada entéao
de Doenca de Alzheimer. O epbnimo passou a ser utilizado para os casos de
deméncia ocorrendo na faixa etaria pré-senil, ou seja, antes dos 65 anos. Durante
varias décadas, esse diagnostico ficou reservado a tais casos de deméncia
degenerativa pré-senil, em oposi¢cdo aos casos bem mais frequentes de deméncia
senil. No final dos anos 60, diferentes estudos demonstraram que a denominada
Doenga de Alzheimer e a Deméncia Senil eram, na realidade, a mesma condicao
clinico-patoldgica, embora com algumas diferencas de apresentacéo clinica. No final
da década de 60, a Doenca de Alzheimer era considerada a causa mais comum de
deméncia em idosos (TOMLINSON et al., 1968).

A partir da década de 1970, o termo Doenca de Alzheimer passou a ser
empregado para os casos de deméncia degenerativa, que apresentassem as lesdes
cerebrais caracteristicas, como as placas senis e emaranhados neurofibrilares,
independentemente da faixa etaria de inicio dos sintomas (CARAMELLI, 2005;

Figura 1).
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Figura 1. Aspectos histopatoldgicos detectadas no cértex cerebral de um paciente

com DA (post mortem). A. Placas senis (seta); B. Emaranhados neurofibrilares (seta).
Fonte: La Ferla & Oddo, 2005.

2.2 Mecanismo molecular da Doenca de Alzheimer

As placas senis sdo constituidas, em grande parte, pelo peptideo B-amiléide
gue sdo consideradas como um dos principais determinantes na patogénese da DA
(SELKOE, 2002; AXELSEN et al., 2011). O peptideo B-amiléide é constituido de 39
a 42 aminoacidos, resultante da clivagem anormal de uma proteina precursora
amildide (PPA) (TANZI et al., 1987; JOMOVA et al., 2010). O peptideo B- amildide
especialmente o fragmento contendo 42 aminoacidos tem efeito neurotéxico
(BUTTERFIELD & SULTANA, 2011) e promove uma cascata de eventos no espago
extracelular levando a formacdo de placas senis neuriticas (ALIEV et al., 2008;
MASTERS & SELKOE, 2012). A figura 2 demonstra a formagéo do peptideo B-

amiléide.
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Figura 2. Mecanismo molecular da doenca: Processamento proteolitico da PPA para
formacao do B-amiléide. Na DA, a PPA é clivada anormalmente pelas enzimas (-
secretase, na qual tem sido indentificada como BACE que é uma protease transmembrana
(enzima de clivagem PPA no sitio B) e pela enzima y-secretase que tem sua acao dentro de
uma regiao transmembrana. As agdes dessas enzimas formam o peptideo B-amildide que é
secretado e se deposita no espaco extracelular. A presenilina 1 e 2 parecem estar
envolvidas numa etapa de clivagem posterior. Fonte: Vassar, 2000; adaptado por
Greenberg, 2009.

O peptideo B-amildide induz uma resposta inflamatdria crbnica, envolvendo
ativacdo de células microgliais (AGOSTINHO et al., 2010; MASTERS & SELKOE,
2012). A ativagdo microglial libera citocinas pro-inflamtorias potencialmente
neurotoxicas (e.x., interleucina-6), espécies reativas do oxigénio e nitrogénio
(ERON), e enzimas proteoliticas que podem exacerbar o dano neuronal
(AGOSTINHO et al., 2010).

Os emaranhados neurofibrilares sdo reconhecidos como a maior agregacao
de proteinas no meio intracelular e sdo formadas pela proteina tau hiperfosforilada
(ALIEV et al., 2008). A proteina tau esta associada aos microtubulos que participa da
formacdo do citoesqueleto neuronal (CARAMELLI, 2005). Na DA, esta proteina €
hiperfosforilada e forma filamentos helicoidais pareados. Este processo causa uma
dissociacado dos microtubulos comprometendo a estrutura do citoesqueleto e leva a
formacdao de emaranhados neurofibrillares. Os emaranhados neurofibrilares
prejudicam a homeostase neuronal, por interferirem na neurotransmissao
(CARAMELLI, 2005; REDDY, 2011).



Tanto o processo de metabolismo anormal da proteina precursora amiloide, e
a hiperfosforilacdo da proteina tau, culminam com a disfuncéo sinaptica e a morte
neuronal (MARKESBERY & CARNEY, 1999; REDDY 2011).

2.3 Espécies Reativas e Estresse Oxidativo

Radicais livres sdo compostos que possuem um elétron ndo pareado em sua

ultima camada eletronica e sdo altamente reativos (HALLIWELL & GUTTERIDGE,

2007). Os radicais livres mais comuns intracelulares séo radical superéxido (O;™),
hidroxila (OH-), éxido nitrico (NO), alcoxila (RO") e peroxila (RO;’). Alguns agentes
reativos patogénicos, como peréxido de hidrogénio (H,0,) e peronitrito (ONO,) nao
apresentam elétrons desemparelhados na sua ultima camada, no entanto, podem
levar a producdo de radicais livres através de varias reacdes quimicas (CLARK et
al., 2010). Estas moléculas similares e os radicais livres sdo frequentemente
classificadas como espécies reativas do oxigénio e nitrogénio (ERON) devido a sua
capacidade para causar modificagcbes oxidativas dentro da célula (ALIEV et al.,
2008; CLARK et al., 2010).

A reducédo da molécula de oxigénio a 4gua é a maior fonte de radicais potentes.
O O, sofre reducédo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na

formacéo de H,O, demonstrado na figura 3 (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).
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Figura 3. Reducgdo tetravalente do oxigénio molecular (O;) na
mitocondria até a formacdo de agua (H,0). Vérias espécies reativas de
O, sdo formadas no processo. Fonte: Ferreira & Matsubara, 1997;
adaptado de Cohen, 1989.

Durante esse processo sdo formados intermediarios reativos, como os radicais
superoxido (O,™), hidroperoxila (HO;'), hidroxila (OH") e o peroxido de hidrogénio
(H,0,). Esses radicais e o oxigénio singlet (*O,) sdo exemplos de espécies reativas
do oxigénio (ERON). A reatividade das ERONs € neutralizada com a entrada dos
quatro elétrons e normalmente a reducdo completa do O, ocorre na mitocondria
(COHEN, 1989). A mitocondria é a maior fonte intracelular de ERONs e é
particularmente vulneravel ao estresse oxidativo (SU et al., 2008; REDDY, 2011).

O radical superéxido (O,) € considerado uma ERON “primaria” e pode
interagir com outras moléculas para formar ERONs “secundarias”, diretamente ou
mediada por processos catalisados por enzimas ou por metais (VALKO et al., 2005).

A dismutacdo do O, catalisada pela enzima superdxido dismutase (SOD)
ocorre através da reducao de 2 elétrons na molécula de O, e pela acéo de diversas
enzimas oxidases in vivo. Esta reagdo forma o radical intermediario peroxido de

hidrogénio, este tem papel fundamental, pois na presenca de metal de transi¢éo



gera o radical hidroxila (OH"), via reacdo de Fenton (Figura 4, VASCONCELOS et
al., 2007).

Reacao de Fenton:

Fe* + H0, —  Fe¥ + OH +OH

Figura 4. Reacdo de Fenton. Fonte: Vasconcelos et al., 2007.

O radical supero6xido participa também da reacdo de Haber-Weiss (Figura 5)
que é catalisado por metais de transicdo. Esta reagao gera o OH" promovendo o
acumulo de ERON (VASCONCELOS et al., 2007 ).

Reacdo de Haber-Weiss:

Metais de transicao

O, + H,0, > O, + OH™ + OH’

Figura 5. Reagdo de Haber-Weiss. Fonte: Vasconcelos et al., 2007.

O radical hidroxila (OH") é considerado uma das ERON mais reativas em
sistemas bioldgicos. A combinagcdo extremamente rapida do OH' com metais ou
outros radicais no proprio sitio onde foi produzido confirma sua alta reatividade
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997; VASCONCELOS et al., 2007). O OH reage com
uma série de endobidticos, causa modificacdo no DNA (com modificacdo das bases
purinicas pirimidinicas e quebra das fitas), ocasiona danos nas proteinas (enzimas e
membrana celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS),
além de poder iniciar a oxidacdo dos &cidos graxos poliinsaturados das membranas
celulares (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1990).

As ERONs sédo formadas sobre condigcbes normais, e embora sejam
quimicamente instaveis e altamente reativos, sdo cuidadosamente mantidos a niveis
relativamente baixos através de um eficiente sistema antioxidante (PRATICO &
SUNG, 2004; VASCONCELOS et al., 2007).

O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre o sistema pro e

antioxidante, com predominio dos oxidantes, com dano consequente (HALLIWELL &



GUTTERIDGE, 2007; BUTTERFIELD & SULTANA, 2011). O dano oxidativo pode
ocorrer em todas as maiores macromoléculas nas células, incluindo lipidios,
proteinas e acido nucleicos (MCGRATH et al., 2001; DEL VALLE, 2011). Quando
acontece em lipidios, o processo €é conhecido como peroxidacdo lipidica
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

2.4 Peroxidagdéo Lipidica

Todos os componentes celulares sao suscetiveis a acao das ERONSs, porém a
membrana € um dos componentes mais atingidos, o que acarreta alteracdes na
estrutura e na permeabilidade das membranas celulares (AXELSEN et al., 2011). Os
fosfolipidios da membrana cerebral s&o compostos por &cidos graxos
poliinsaturados (AGPI) que sdo especialmente vulneraveis ao ataque de radicais
livres em funcéo de suas duplas ligacdes facilitarem a remocao dos ions hidrogénio
(MARKERSBERY, 1999).

Existem pelo menos duas vias de peroxidacao lipidica, uma enzimatica, que
envolve a via das cicloxigenases e lipoxigenases na oxigenacédo dos AGPI, e outra
nao enzimatica, da peroxidacdo dos AGPI, envolve a participacdo de espécies
reativas do oxigénio, metais e outros radicais livres (AL MEHDI et al., 1993).

A peroxidacao lipidica € um processo extremamente complexo que culmina
com a destruicdo celular e inicia-se com a abstracdo de um atomo de hidrogénio do
grupo metileno das cadeias de AGPI da membrana celular (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007). O radical formado sofre um rearranjo molecular para formar
dienos conjugados, estes podem reagir espontaneamente com o oxigénio, formando
radical peroxila que propagam a cadeia de peroxidacao lipidica abstraindo atomos
de hidrogénio para formar hidroperéxidos e novos radicais de carbono, levando a
oxidacdo de muitas moléculas de &cidos graxos (JIALAL & GRUNDY, 1992). Desta
forma, a retirada de um Unico hidrogénio pode iniciar uma reacdo em cadeia de
radicais livres, que leva a conversdao de varios lipidios de membrana em

hidroperoxidos lipidicos (Figura 6).
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Figura 6. Peroxidacéao lipidica: uma reagdo em cadeia. Fonte: Halliwell & Gutteridge,
2007.

A peroxidacdo dos AGPI da origem a varios compostos, tais como alcanos,

alcenos, aldeidos, hidroperéxidos, hidroxiacidos e cetonas, sendo que 0s mais



estudados sdo os aldeidos e os hidroperdxidos (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2007).

Os aldeidos resultantes da injaria mediada por radicais livres com danos
diretos nas membranas, incluem principalmente, o malondialdeido (MDA) e o 4-
hidroxi-2-nonenal (SLATER, 1984). Destes, o MDA ¢é o aldeido mais
abundantemente produzido na peroxidacéo lipidica. A formacé&o de MDA ocorre pela
decomposicdo dos hidroperoxidos lipidicos e sua concentracdo tem sido utilizada
para estimar a intensidade da peroxidacao lipidica em sistemas biologicos, em
células e tecidos (BONNES & GUERIN, 1992), além disso, pode ser considerado um
marcador de peroxidagéo lipidica (DRAPER et al., 1988). O MDA € um aldeido de
cadeia curta que faz parte das substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)
sendo um dos compostos frequentemente avaliados (FACHERIS et al., 2004).

Todas estas modificagbes oxidativas, causam mudancas nas propriedades
fisicas e quimicas nas membranas, modificando a sua fluidez e permeabilidade, com
expansao do liquido intracelular e risco de ruptura das membranas da célula e das
organelas, com consequente morte celular (VASCONCELOS et al., 2007).

A existéncia de hidroperéxidos dentro das membranas causa grandes prejuizos
a sua funcao, pois alteracbes decorrentes na sua fluidez permitem que ions, tais
como o célcio, atravessem em excesso na membrana. Conseqlentemente, a
elevacdo do calcio intracelular pode levar a injaria neuronal (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007).

O término da lipoperoxidacao ocorre quando o radical lipidico e radical peroxila
produzidos nas etapas anteriores propagam-se até destruirem a si préprios
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997), ou ainda, com a neutralizacdo dos radicais
formados pela reacéo de dois radicais lipidicos formando produtos néo radicalares
ou por agao de antioxidantes (VASCONCELOS et al., 2007).



2.5 Antioxidantes

O organismo dispde de um eficiente sistema de defesa, composto por
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, que agem sobre as espécies reativas
doando elétrons, evitando assim, o dano celular (VALKO et al., 2007).

Os antioxidantes enziméticos sdo representados, principalmente, pelas
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx;
Figura 7; VASCONCELOS et al., 2007).

SOD
20, +2H* — H,0, + O, (equacdo 1)
Catalase
2 H,0, — 2H,0 + O, (equacao 2)
GPx
2 GSH + H,0, — 2 H,0 + GSSG (equagdo 3)

Figura 7. Antioxidantes enzimaticos: SOD, catalase e GPx. Equacao 1: a superéxido
dismutase (SOD) catalisa a dismutacdo do anion radical superéxido (O,™) a peréxido de
hidrogénio (H,O,) e O,; Equagdo 2: a catalase (CAT) atua na decomposi¢cdo de H,0O, a
H,O e O, ; Equacéo 3: a glutationa peroxidase (GPx) atua sobre peroxidos em geral,
com utilizagdo de glutationa como co-fator resultando em H,O e glutationa oxidada
(GSSG). Fonte: Vasconcelos et al., 2007.

As principais formas de superdxido dismutases, encontradas em humanos
sdo a cobre-zinco/SOD (Cu/Zn SOD) que esta presente principalmente no citosol
(dimérica), além de lisossomas, nucleo e espa¢co entre as membranas interna e
externa da mitocondria (tetramérica) e a manganés/SOD (Mn/SOD) localizada na
mitocondria (VASCONCELOS et al., 2007).

A catalase € uma hemeproteina citoplasmatica, estd enclausurada no
peroxissoma, a principal organela responsavel pela desintoxicacdo celular e pela
oxidacdo de &acidos graxos de cadeia longa, fonte inesgotavel de peroéxidos
organicos, produtos carbonilicos e oxigénio singlete. A catalase também é

encontrada nas mitocondrias e tecido cardiaco (VASCONCELOS et al., 2007).



A glutationa-peroxidase (GPx) reduz H,O, e outros peréxidos a agua ou
alcool. A familia do GPx integra o grupo de selenoproteinas, que tém, em seu sitio
ativo, o selénio (Se), obtido da dieta ligado a metionina, em alimentos de origem
vegetal (selenometionina) e, ligado a cisteina, em alimentos de origem animal
(selenocisteina). O selénio é reconhecidamente um nutriente antioxidante, com
recomendacdes de obtencdes na dieta considerando sua atividade antioxidante e
nutricional (AMAYA-FARFAN et al., 2001).

O sistema ndo enzimético é formado por muitas substancias, com destaque
para a glutationa (GSH), principal composto antioxidante intracelular, a-tocoferois
(vitamina E), ascorbato, acido urico e 3-caroteno, além de proteinas de transporte de
metais de transicdo como a transferrina (transporte do ferro) e ceruloplasmina
(transporte do cobre e oxidacdo do ferro para ser captado pela transferrina)
(HALLIWELL & GUTERRIDGE, 2007).

A glutationa (GSH) é um tripeptideo (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) que
desempenha importantes funcées em células humanas, especialmente como agente
antioxidante. A forma reduzida da glutationa (GSH) mantém os grupos tidis (-SH)
das proteinas, reduz ligacdes dissulfetos (-S-S) induzidas pelo estresse oxidativo,
neutraliza os radicais livres e detoxifica eletréfilos (DICKINSON, 2002). Desta forma,
a concentracao intracelular de GSH é um indicador da capacidade da célula em
manter sua homeostase, através da neutralizacdo de agentes oxidantes (SCHOTT
et al., 2007).

Mediante a presenca de peréxidos, a GSH intracelular é convertida a
glutationa oxidada (GSSG) pela glutationa peroxidase, que catalisa a reducao destes
perdxidos. A reducdo da GSSG a GSH ocorre na presenca da enzima glutationa
redutase, cujo substrato € o NADPH (COMPORTI, 1987). A glicose-6-fosfato
desidrogenase, como fonte de NADPH, garante a redugdo da GSSG e a
manutencdo de uma constante da reserva de GSH, especialmente no eritrécito
(MEINSTER, 1984; Figura 8).
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Figura 8. O anion superoxido (O;") é formado na mitocondria através da fosforilagéo
oxidativa de um oxigénio molecular e é convertido a H,O, pela superéxido dismutase
(SOD). A detoxificagcdo do H,0, é realizada através da glutationa peroxidase (GPx) na
presenca da glutationa reduzida (GSH), levando a formac&o da glutationa oxidada
(GSSG). A glutationa redutase (GR) restaura a GSSG a GSH utilizando o NADPH.
Fonte: Marcourakis, 2008.

O nivel de glutationa em eritrocitos estd principalmente em sua forma
reduzida (99,5%) e a concentracdo de GSSG em eritrocitos é descrita como baixa
porque esta atravessa facilmente a membrana celular (MIMIC-OKA, 1998).

O sistema antioxidante enzimatico e a glutationa estdo presentes,
predominantemente, no meio intracelular, dai a utilizacdo do eritrécito para sua
analise. Por outro lado, o sistema antioxidante ndo enzimatico localiza-se
principalmente, no meio extracelular, sendo por isso analisado em plasma e soro
(VASCONCELOS et al., 2007).

A avaliacédo da atividade das enzimas antioxidantes pode dar uma estimativa
do sistema de defesa antioxidante que pode ser regulada pelo estresse oxidativo no
organismo estudado (LLESUY et al., 1990).

Alguns autores defendem o estudo da capacidade antioxidante total (CAOT),
pois reflete melhor o efeito antioxidante total (WAYNER et al.,, 1987; FOY et al.,
1998), ao invés da andlise de antioxidantes isolados, principalmente devido a
interagcdo que existe entre eles no plasma ou no soro (VASCONCELOS et al., 2007).
Na analise da CAOT, leva-se em conta a acdo cumulativa de todos os antioxidantes
presentes neste meio, obtendo-se um parametro integrado, capaz de revelar
alteracdes do equilibrio redox in vivo (VASCONCELOS et al., 2007).



Existem varias técnicas para mensurar a CAOT nos fluidos biologicos. Nestes
ensaios um radical é gerado e reage com moléculas- alvo, para produzir cor,
fluorescéncia, quimioluminescéncia, perda ou ganho de sinais de ESR (“Electron
Spin Resonance” ou Ressonancia do Spin Eletrbnico) ou outra mudanga
mensuravel. A presenca de antioxidantes altera esses sinais, 0 que permite a sua
andlise quantitativa (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Dentre os testes
utilizados, a capacidade antioxidante total equivalente ao Trolox (TEAC), baseia-se
na determinacdo analitica envolvendo a transferéncia de elétrons (HUANG et al.,
2005). Neste teste, a capacidade antioxidante € comparada com o anélogo sintético
da vitamina E, o Trolox (VASCONCELOS et al., 2007).

2.6 Estresse oxidativo e Doenca de Alzheimer

O cérebro é particularmente sensivel ao dano oxidativo devido a riqueza de
acidos graxos poliinsaturados; por ser responsavel por cerca de 20% do consumo
total de oxigénio; pela pobreza nos mecanismos de defesa antioxidante; por possuir
altos niveis de ferro; pelo grande fluxo de calcio no metabolismo neuronal; e pela
presenca de aminodcidos excitatérios no sistema nervoso central, tal como o
glutamato (MARKESBERRY, 1999; MIGLIORE & COPPEDE, 2009).

InvestigacBes nos cérebros de pacientes com DA revelaram aumento dos
niveis de marcadores de estresse oxidativo (PRATICO, 2008). Uma teoria para a
patogénese da DA postula que a neurodegeneracdo € o resultado de alteracdes no
metabolismo oxidativo (MARKESBERRY, 1999; SOLFTRIZZI, 2006) com
acometimento do tecido cerebral vulneravel (MARKESBERRY, 1999).

O fato de o envelhecimento ser um fator de risco na DA, reforca também a
hipotese da participacdo dos radicais livres, pois os efeitos de sua agdo podem se
acumular durante anos (MARKESBERY & LOVELL, 2006; DEL VALLE, 2011). No
envelhecimento, o acumulo de oxidacdo de macromoléculas como os lipidios,
proteinas e DNA, decorrente da acdo dos radicais livres estdo relacionadas com o
declinio funcional no cérebro, se manifestando por uma deterioracdo nas funcodes
cognitivas e na capacidade motora (POON et al., 2004).



A toxicidade mediada pela proteina B-amiléide induzindo o estresse oxidativo
corrobora com a teoria do envolvimento do estresse oxidativo na génese da DA
(MASTERS & SELKOE, 2012). Nas formas esporadicas da DA foram observados
qgue a disfuncdo mitocondrial e o metabolismo oxidativo tém um papel importante na
sua patogénese (REDDY & BEAL, 2005; ZHU et al., 2005; DUMONT et al., 2010).

A neurotoxicidade induzida pelo peptideo B-amildide pode ser mediada por
Varios mecanismos, tais como alteracdes nas enzimas mitocondriais (ECKERT et al.,
2003) com danos na estrutura da mitocondria (CHEN et al., 2006). Estudos sugerem
gue nos neurdnios da DA, os radicais livres sao formados na matriz mitocondrial (LI
et al.,, 2004). No entanto, 0 mecanismo bioquimico exato da neurotoxicidade da
proteina B-amiléide, bem como a influéncia do estresse oxidativo sobre a morte
neuronal na DA, ainda € desconhecido (ZAFRILLA et al., 2006; BUTTERFIELD &
SULTANA, 2011).

Na mitocondria, aproximadamente 98% do oxigénio molecular sdo consumidos
pela cadeia de transporte de elétron (CTE) mitocondrial. Sob condi¢cdes de estresse
oxidativo e no envelhecimento, o sistema de transporte de elétron pode aumentar
consideravelmente a formagdo de ERON, especificamente no complexo | (NADH
desidrogenase) e lll (citocromo- ubiquinona C redutase). Assim, a mitocondria pode
ser tanto fonte como alvo de ERON (HUANG & MANTON, 2004). De modo geral, a
disfuncdo mitocondrial pode levar a degeneracdo neuronal na DA pelo prejuizo na
producdo de adenosina trifosfato (ATP), alteracdo na homeostase do calcio,
alteracdo na permeabilidade mitocondrial e excitotoxicidade (MARKESBERY, 1999)
que podem levar a oxidacdo de DNA, de proteinas e a peroxidacdo lipidica. O
circulo vicioso de radicais livres levando a formacao de BA, e o BA formando os
radicais livres resulta em dano neuronal, neurodegeneracao e declinio cognitivo (LI
et al., 2004, Figura 9).
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Figura 9. Modelo proposto de uma possivel relacdo entre ERON e a DA familiar/
esporadica. No modelo de DA familiar, a proteina precursora amiléide (APP) mutante
e/ou BA soluvel localiza-se na mitocondria neuronal, que leva a formacédo de radicais
livres, tais como o H,0,. Nas formas esporadicas os radicais livres formados devem-se
ao envelhecimento que ativa a enzima beta-secretase (BACE) e facilita a clivagem da
molécula APP, com a formagdo do BA. Tanto o BA pode causar danos na cadeia
transportadora de elétrons (CTE), através da formacdo de EROs, como a propria CTE,
pode ser fonte de EROs que podem levar a formagao do BA. Fonte: Li et al., 2004.

A fosforilagédo da proteina tau com a formacéo dos emaranhados neurofibrilares

observados na DA também esta relacionada com o aumento na producdo de



radicais livres. O aumento na producéo de radicais livres, leva ao acumulo de célcio
intracelular (HARMAN, 1995) e ativacao de enzimas dependentes de calcio. Como
consequéncia do acumulo de calcio, ocorre ativacdo da proteina ¢ kinase, um dos
elementos responsaveis pela fosforilagdo da proteina tau com a formacdo dos
emaranhados neurofibrilares (HARMAN, 2002) ou nos casos mais extremos,
desencadeia a apoptose neuronal (SELKOE, 1999).

Adicionalmente, a presenca dos metais de transicdo tais como o cobre e o
ferro, tem papel importante no estresse oxidativo (JOMOVA et al., 2010). O ferro, por
exemplo, se acumula com a idade, tornando o cérebro um alvo ideal para acdo dos
radicais livres (MCGRATH et al.,, 2001; CASTELLANI et al., 2007). As pesquisas
também tém descrito o papel do aluminio numa variedade de desordens
neurodegenerativas incluindo a DA, e tem sido associado a formacdo de ERON.
Este pode potencializar os eventos oxidativos e inflamatérios induzidos pelo ferro,
levando ao dano tecidual (JOMOVA et al.,, 2010). O aluminio e outros metais,
particularmente o ferro, o cobre e o zinco foram encontrados em niveis elevados nos
depdsitos B-amildides, sugerindo a sua participacdo, na agregacdo e acumulo
desses depositos (SQUITTI, 2012).

O envolvimento do peptideo B-amildéide na indugcdo do estresse oxidativo
levando a morte neuronal foi observado tanto em estudos in vitro como in vivo
(MARKESBERY, 1999; BUTTERFIELD et al., 2007; BUTTERFIELD & SULTANA,
2011). O desequilibrio entre o sistema oxidante e o sistema antioxidante associado
ao peptideo B-amildide é decorrente do aumento da producdo dos radicais livres
(BUTTERFIELD & SULTANA, 2011) ou do déficit no sistema antioxidante enddgeno
(KIM et al., 2003), que € considerado outro mecanismo de neurotoxicidade induzida
pelo peptideo B-amildide promovendo assim, o estresse oxidativo (BUTTERFIELD &
SULTANA, 2011; MASTERS & SELKOE, 2012; Figura 10).
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Figura 10. Estresse oxidativo e perda neuronal induzido pelo peptideo B-amiléide
na DA. Desequilibrio entre os oxidantes e antioxidantes induzido pelo peptideo [-
amiléide. Acdo dos oxidantes nas proteinas, lipidios e acidos nucléicos altera sua
estrutura e fungéo, e pode levar a morte neuronal. Fonte: Butterfield & Sultana, 2011.

Na DA os niveis elevados de peroxidacgéao lipidica sdo acompanhadas por uma
elevacdo de mecanismos de defesa antioxidante representadas por um aumento na
SOD, CAT e GPx (SUBBARADO et al., 1990). O aumento no nivel de antioxidantes é
uma forma de protecéo criada pelo organismo, pois a grande producao de radicais
livres pode levar a danos na célula. Este efeito, porém, pode se esgotar ao longo do
tempo (CHINTA & ANDERSEN, 2008). Em relacdo a CAOT esta se encontra
frequentemente diminuida e pode ser atribuida ao estresse oxidativo envolvido na
DA (REPETTO et al., 1999).



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- Avaliar se ocorrem alteracées no metabolismo oxidativo detectaveis no sangue
de pacientes com a DA, e se estas podem ser relacionadas com os diferentes estagios

da doenca e com o quadro cognitivo dos pacientes.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a peroxidacao lipidica no sangue dos pacientes e correlacionar com
estagio da DA e o quadro cognitivo dos pacientes.
- Avaliar a capacidade antioxidante total no sangue dos pacientes e
correlacionar com estagio da DA e o quadro cognitivo dos pacientes.
- Correlacionar dados demograficos, clinicos, neuropsicologicos, com estagio

da DA, quadro cognitivo dos pacientes e os valores de TBARS e CAOT.



4. METODOS

4.1 Sujeitos da pesquisa

Esta pesquisa foi realizada com pacientes atendidos na Unidade de Ensino e
Assisténcia de Fisioterapia e Terapia Ocupacional da Universidade do Estado do
Para (UEAFTO), no municipio de Belém/Para.

Inicialmente foram avaliados trinta e seis pacientes com DA, porém seis
pacientes foram excluidos devido a co-existéncia de diabetes mellitus. A amostra
final foi constituida de trinta pacientes com DA (idade média 82,9 anos, +7,5 anos,
22 mulheres e 8 homens). Estes pacientes foram diagnosticados segundo o
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders — fourth edition (DSM-1V) e
preenchiam os critérios do National Institute of Neurological and Communication
Disorders and Stroke (NINCDS) e pela Alzheimer’s Disease and Related Disorders
Association (ADRDA) proposto por Mckhann et al. (1984). A duracdo média dos
sintomas dos pacientes com DA era de 5,2 anos, +3,1 anos. Vinte cinco sujeitos
estavam em uso de terapia com inibidores da acetilcolinesterase e/ou uso de
memantina.

No grupo controle, dos trinta e trés sujeitos selecionados, cinco foram excluidos
devido a co-existéncia de diabetes mellitus. Este grupo de pacientes foi comparado
com os pacientes com DA e foi constituida por vinte e oito sujeitos (idade média
68,1anos, + 8,0 anos, 20 mulheres e 8 homens). Os sujeitos controles estavam livres
de doenca ou sintoma neuroldgico, avaliados através da anamnese, exame fisico
geral e neuroldgico, além de exames laboratoriais para avaliar os diversos sistemas,
como funcéo renal, hepética e tireoidiana.

O diabetes mellitus e o uso de drogas hipoglicemiantes sdo condi¢cdes que
podem mascarar 0s resultados em termos de estresse oxidativo (SERRA et al.,
2004), por este motivo, os pacientes com diabetes do grupo de sujeitos com DA e
controles foram excluidos.

Todos os participantes tanto do grupo controle quanto do grupo com a DA
foram submetidos & avaliagdo clinica e neuroldgica, incluindo a avaliacdo das
funcBes cognitivas, e foram avaliados por uma das duas médicas especialistas com

area de atuacdo em neurologia que participaram na realizacéo deste trabalho. Apos



a avaliagdo médica os pacientes que corresponderam aos parametros de inclusdo
da pesquisa foram encaminhados para a coleta de amostra de sangue venoso que
foi realizado pelo técnico de laboratorio da UEPA.

Os pacientes com DA na fase grave foram avaliados em suas residéncias
devido as dificuldades atribuidas ao processo da doenca e na sua locomocao.

Os participantes da pesquisa foram incluidos segundo os preceitos da
Declaracdo de Helsinque e do Cédigo de Nuremberg, respeitadas as Normas de
Pesquisa envolvendo Seres Humanos (Res. CNS 196/96) do Conselho Nacional de
Saude. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo Seres Humanos do Hospital de Clinicas Gaspar Vianna, autorizado pelo
coordenador da pesquisa (APENDICE A). A autorizacdo para participacdo da
pesquisa através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE B) foi
obtida de todos os participantes ou de seus cuidadores, sendo 0sS mesmos
informados sobre os objetivos da pesquisa e a confidencialidade dos dados.

4.2 Critérios de inclusao

No grupo de DA os critérios de inclusédo foram: Idosos atendidos no Centro de
Geriatria e Gerontologia da UEPA e pacientes da Associacdo de Alzheimer da
cidade de Belém previamente diagnosticados com DA, idade igual ou maior a 60
anos; de ambos os sexos; qualquer raca; qualquer escolaridade. No grupo controle
os critérios de inclusdo foram: idosos atendidos na UEAFTO da UEPA;
acompanhantes ou cuidadores dos pacientes com DA; sem doenca neuroldgica e/ou
metabodlica que pudesse interferir no desempenho das fung¢des cognitivas; idade
igual ou maior de 60 anos; de ambos o0s sexos; qualquer raca; qualquer

escolaridade.



4.3 Critérios de exclusao

Na selecdo da amostra da populacdo foram estabelecidos os seguintes
critérios de exclusdo: idade menor de 60 anos, algum tipo de doenca no curso da
avaliagdo; evidéncia de lesdo cerebral organica; distdrbios metabdlicos, como
disfuncbes hepaticas, renais, tireoidianas e diabetes mellitus; presenca de outra
doenca neuroldgica prévia ou concomitante que possa afetar a funcéo cognitiva (ex:
Doenca de Parkinson ou sindrome parkisoniana); uso de suplementos vitaminicos;

presenca de tabagismo e etilismo; solicitacdo espontanea para retirada da pesquisa.

4.4 Protocolo de Avaliagcéo

O Protocolo de Avaliacdo (APENDICE C) inclui informacbes socio-
demograficos, avaliacao clinica geral e avaliagdo cognitiva. A avaliacdo clinica geral
foi feita através da anamnese do paciente, além de exame fisico geral e neurolégico,
complementada por exames laboratoriais (realizadas previamente nos pacientes
com DA), tais como funcéo hepética, renal, tireoidiana, acido félico, dosagem de
vitamina B12, além do VDRL ("Venereal Disease Research Laboratory"), a fim de
excluir causas sistémicas de deméncia. Foram também avaliados os resultados de
exames de imagem como a Tomografia Computadorizada (TC) de cranio e/ ou a

Ressonancia Nuclear Magnética (RNM) de Créanio para auxilio diagndstico.

4.5 Avaliacéo da funcao cognitiva

A funcao cognitiva dos pacientes com Alzheimer foi avaliada através de testes
baseados em recomendacfes do Departamento Cientifico de Neurologia Cognitiva e

do Envelhecimento da Academia Brasileira de Neurologia (ABN).

Foram avaliadas as fungdes cognitivas (global, memoria, atencéo, linguagem,
funcdes executivas, conceituacédo e abstracdo e habilidades construtiva), nos quais
foram utilizados testes neuropsicolégicos, como o Mini-Exame do Estado Mental
(MEEM; FOLSTEIN et al.,1975; ANEXO A), o Teste de Fluéncia Verbal (ISAACS &



KENNIE, 1973; ANEXO B), Teste do Desenho do Relégio (SUDERLAND et al.,
1989; ANEXO C) e Teste da Bateria Cognitiva Breve (NITRINI et al., 1994; ANEXO
D)

4.5.1 Instrumentos para avaliagéo

O Mini-Exame do Estado Mental (MEEM) € um teste de rastreio que necessita
de outros instrumentos para avaliar a funcao cognitiva. A pontuacao vai de 0 a 30 e
os niveis de corte utilizadas foram as médias propostas por Brucki et al. (2003) para
as diversas faixas de escolaridade, menos um desvio-padrdo. Para 1 a 4 anos de
escolaridade foi utilizada a nota 22, para 5 a 8 anos, a nota 24, e para mais de 9
anos de escolaridade, a nota 26.

O teste de fluéncia verbal (TFV) empregado foi o de categoria semantica
(animais/minuto). Neste teste solicita-se ao individuo que diga o maior nimero de
animais no menor tempo possivel. O escore € definido como o ndmero de itens
(excluindo-se as repeticbes) em um minuto. As notas de corte foram 9 para
escolaridade <8 anos e 13 para escolaridade mais alta. O TFV tem como vantagem
a sua brevidade e a disponibilidade de notas de corte definidas em funcdo da
escolaridade (NITRINI et al., 2005).

A versdo utilizada no teste do desenho do relogio (TDR) foi o proposto por
Suderland et al. (1989). Basicamente o que se solicita ao individuo € o desenho
espontaneo de um mostrador de relégio com todos os nimeros e com 0S ponteiros
mostrando horario previamente estabelecido. A grande limitacdo do TDR diz respeito
a forte influéncia da baixa escolaridade sobre o desempenho.

O teste da bateria cognitiva breve (TBCB) proposto por Nitrini et al. (1994)
consiste na apresentacdo de 10 figuras desenhadas em um papel. Estas s&o
nomeadas individualmente e em seguida devem ser lembradas de uma forma
incidental, sem o0 aviso prévio de que deveriam ser memorizadas (memoéria
incidental). As figuras sdo mostradas posteriormente mais duas vezes, seguida em
cada etapa para que digam quais eram as figuras (memodria imediata).
Subseqguentemente é realizado uma interferéncia através do teste da fluéncia verbal

e o teste do desenho do reldgio. Em seguida avalia-se a memoria tardia dos 10



itens, solicitando a evocacgdo das figuras apresentadas. O teste final é feita através
do reconhecimento das 10 figuras misturadas com 10 distratores. Essa bateria é
menos influenciada pela escolaridade do que as outras provas de memaoria (NITRINI
et al., 2004).

Para o estadiamento da doenca foi utilizado o "Clinical Dementia Rating"
(CDR; HUGHES et al., 1982). E uma escala de estadiamento especifica utilizada
para avaliar a gravidade da progressdo da DA. Os itens avaliados na escala séo:
memoria, orientacdo, juizo e solucdo de problemas, vida cotidiana, tarefas do lar e
lazer, e cuidados e higiene pessoal, com escore 0.5 (deméncia possivel), 1
(deméncia leve), 2 (deméncia moderada) e 3 (deméncia grave; ANEXO E).

A depresséo foi avaliada em todos os pacientes através da Escala Geriatrica
de Depresséo (GDS) versao de 30 itens (YESAVAGE, 1983; ANEXO F) e a Escala
Analdgica de Felicidade (BENSENOR, 1997; ANEXO G).

4.6 Coleta de Sangue

A coleta das amostras de sangue foi realizada apds avaliacdo clinica e
neurolégica no periodo da manha, em desjejum, por um técnico de enfermagem
habilitado do posto de coleta do Laboratério de Analises Clinicas da UEPA.

Foram colhidos dos pacientes 10 ml de sangue venoso em tubos com
heparina. Os tubos foram imediatamente colocados em gelo e levados para o
laboratério de pesquisa onde foram centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos. Uma
parte da amostra do sangue foi encaminhada ao Laboratério de Analises Clinicas da
Universidade do Estado do Para (UEPA) para os exames bioquimicos. Os seguintes
exames laboratoriais foram realizados: hemograma completo, glicemia, creatinina,
uréia, sédio, potassio, calcio total, TGO, TGP, Gama-GT e VDRL. O plasma obtido
da centrifugacdo foi armazenado no freezer a -70°C para analise posterior da
peroxidacdo lipidica através da determinacdo das substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBARS) e da capacidade antioxidante total através da determinacgao
da capacidade antioxidante total equivalente ao trolox (TEAC). Estes ultimos testes
bioquimicos foram realizados no Laboratério de Morfofisiologia Aplicado a Saude da
UEPA.



Os resultados dos exames bioquimicos foram entregues aos pacientes, e
aqueles que apresentaram alguma alteracdo nos exames, foram encaminhados a
Unidade Béasica do Marco, ou orientados a serem avaliados pelo médico assistente

gue o encaminhou para participar do trabalho.

4.7 Medidas de Peroxidacao Lipidica

A determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) foi
realizada seguindo os fundamentos iniciais propostos por Konn & Livesedge (1944)
e que foi modificada por Percario et al (1994). O método é baseada na reacédo do
malondialdeido (MDA) com o &cido tiobarbitarico (TBA), em pH baixo e temperatura
elevada, para formar o complexo MDA-TBA, de coloracdo rosada e absorcao
maxima em 535nm a espectofotometria. Na amostra testada, cada molécula de MDA
reage com duas de TBA.

A etapa inicial consistiu em preparar a 4gua acidificada com acido acético ou
cloridrico até obter o pH 2,5. Em seguida adicionou-se em 1000 ml de &agua
acidificada, 10g de fosfato monobasico de potassio (KH,PO,) para obter uma
solugdo tampao fosfato com concentragédo de 75 Mm (pH de 2,5).

No procedimento foi adicionado 200 pl de amostra de plasma dos pacientes
com 1,0 ml do reagente do &cido tiobarbittrico (TBA 10 nM em KH,PO,75 Mm) em
tubos de ensaio. Em seguida levou-se ao banho-maria a 94°C por uma hora. Apos a
incubacdo o mesmo ficou esfriando em temperatura ambiente por um periodo de 15
minutos. Em seguida, adicionou-se 4,0 ml de alcool n-butilico (CAAL; 11413), e
posteriormente homogeneizou-se bem com a utilizacdo do vértex (Phenix, AP56) e
foi centrifugado a 2500 rpm por 10 min. Apds a centrifugacéo a amostra apresentava
duas fases e 3,0 ml do sobrenadante foi retirado com a pipeta e colocado numa
cubeta para leitura espectrofotométrica a 535 nm. As cubetas foram mantidas a
25°C e as leituras realizadas em espectrofotdmetro.

O MDA presente na amostra é calculado a partir da equacdo da reta obtida
por meio de uma curva-padrao estabelecida por concentragdes conhecidas de MDA.

A dosagem de MDA, baseado na reagcdo com TBA, em condicfes acidificadas e de



aquecimento, tem sido a forma mais utilizada de avaliagdo de peroxidacéo lipidica
(PERCARIO et al., 2004).

4.8 Medida da capacidade antioxidante total equivalente ao trolox (TEAC)

A atividade antioxidante foi determinada segundo a sua equivaléncia a um
potente antioxidante conhecido, o trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrameticromono-2-
carboxilico; Aldrich Chemical Co 23881-3), analogo sintético hidrossolivel da
vitamina E. O método realizado foi o de Miller e colaboradores (1993) modificado por
Re e colaboradores (1999). O radical cation ABTS* da versao original é formado
através da interacdo do ABTS com a espécie radical ferriimioglobina, gerado pela
ativacdo da metamioglobina com H,O,. A técnica do TEAC modificada consiste
numa técnica colorimétrica baseada na reacdo entre o0 2,2-azinobis-3-

etilbenzotiazolina-acido-6-sulfénico-diamoénio (ABTS) com o persulfato de potassio
(K2S:0s), produzindo radical cation ABTS *, cromoforo de coloracdo verde/azul, com

absorbancia maxima nos comprimentos de onda a 645, 734 e 815nm (RE et al.
1999).

O TEAC mede a capacidade dos antioxidantes presentes na amostra de doar
elétron ou hidrogénio que sdo capazes de eliminar o radical cation ABTS™,
comparando-se com o padrdo trolox (KARALI et al., 2009). A adicdo de
antioxidantes a este radical cation pré-formado o reduz a ABTS, na extensdo e
escala de tempo dependente da capacidade antioxidante, concentracdo de
antioxidantes e duracgéo da reacdo (MILLER & RICE-EVANS, 1996).

A técnica consiste na preparacédo inicial dos reagentes. Foi preparado uma
solucéo tampao fosfato (PBS com pH 7.2) que foi utilizada como solvente no preparo
dos reagentes e diluicho das amostras. Para o preparo desta solucdo foram
adicionados 1,48¢g de fosfato de sddio dibasico (Na,HPO,), 0,43g de fosfato de sddio
monobasico (NaH,PO,) e 7g de cloreto de sodio (NaCl) em 1 litro de agua (H,O)
destilada. Também foi feito uma solucéo de estoque de ABTS™ 12 horas antes das
dosagens. Para o preparo desta solucao foram adicionados 0,0768g do sal diamoénio
ABTS em 20 ml de PBS, cuja concentracao foi de 7mM, e 0,7560g de K,S,0s em 20
ml de PBS, com concentracdo de 140mM. Para obtencdo da solucdo de estoque

retirou-se 352ul da solucdo de ABTS anteriormente realizada e misturou-se a esta



solugao 352yl da solucdo de persulfato de potassio (K,S,0s). A concentragdo final
desta mistura foi de 2,45mM. A solucdo foi conservada no escuro a temperatura
ambiente. Além disso, foi preparada a solucdo de estoque de trolox (Aldrich
Chemical Co 23,881-3) que consiste na adi¢do de 0,647g de trolox em 1l de PBS,
com concentracao de 2,5mM.

No dia da realizagdo das dosagens utilizou-se a solugédo de trabalho de ABTS™.
Esta solucdo consiste na mistura da solucdo de estoque ABTS a PBS até que a
absorbancia a 734 nm seja 0.7 = 0.02 equilibrada a 30°C.

Para a leitura foi colocado 2970 pl da solugdo de trabalho de ABTS™ na cubeta,
e realizou-se a leitura da absorbancia a 734 nm (corresponde a T0). Em seguida,
foram acrescentados 30 ul da solucdo de trolox (padrdo) sendo homogeneizados
manualmente com o auxilio de uma pipeta por 20 segundos, reiniciando-se a leitura
na mesma absorbéancia dentro de um intervalo de 5 minutos. O procedimento foi
repetido para cada solucdo de trolox previamente diluida em PBS em diferentes
volumes correspondentes a concentracao final de 0 a 2,5 (mM de trolox) separado
em 6 tubos de ensaios para a construgcdo da curva padrdo. A leitura foi feita em
espectofotbmetro a 734 nm em temperatura ambiente de 25°C.

O mesmo procedimento foi realizado com um controle branco (30 ul de PBS)
e com as amostras biologicas estudadas.
A extensédo da descoloracdo como indice de inibicdo do radical cation ABTS™*

€ determinada como a atividade antioxidante total da amostra (MILLER et al., 1993),
sendo entdo calculada a sua relagdo com a reatividade do trolox como padrédo, sob
as mesmas condi¢des. Os resultados finais foram expressos em micromoles por litro
(mM/l) correspondente a concentracdo do trolox com capacidade antioxidante
equivalente a da amostra estudada, padrédo de medida denominado de TEAC (Trolox

Equivalent Antioxidant Capacity).



4.9 Anédlise Estatistica

Os grupos de estudo foram constituidos por individuos com Doenca de
Alzheimer e por individuos controles. Todos os valores sdo apresentados como
média + DP. Para avaliacdo das variaveis demogréficas foi realizado o teste-t de
Student. A capacidade antioxidante total equivalente ao trolox (TEAC) e as
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) foram medidas no grupo
controle e DA sendo realizados entre todos os grupos a Analise de Variancia
(ANOVA) seguida da aplicacdo do Teste de Tukey para comparacdo entre 0S
grupos. Correlacbes dos testes cognitivos com variaveis demogréaficas, de testes
cognitivos e varidveis demograficas com os niveis de TBARS e TEAC, foram
analisadas utilizando o teste de correlacdo de Pearson. Também foi realizado o
Teste de Kruskal- Wallis para avaliacdo da correlacédo entre os testes cognitivos e as
variaveis demogréaficas. O nivel de significancia p < 0,05 foi considerado como

estatisticamente significativo para estes testes.



5. RESULTADOS

5.1 Avaliacéo clinica e epidemioldgica

As caracteristicas demogréficas e clinicas de pacientes com DA e do grupo
controle estdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Variaveis demograficas e clinicas de pacientes com DA e grupo controle.

Variaveis Controles DA leve DA moderada DA grave
(N=28) (N=12) (N=8) (N=10)
Sexo (M/F) 8/20 5/7 1/7 2/8
Idade (anos) 68.1 (+ 8.0) 78.2 (+6.6) 83.3(+5.8) " 88.1 (+6.5) "
Idade de inicio (anos) _ 74.2 (x6.1) 78.7 (x7.3) 80.9 (x 5.8)
Escolaridade (anos) 53(x3.2) 4.8 (£ 3.4) 4.0 (£3.3) 5.2 (£ 4.6)
Duracdo da doencga _ 4.0 (£ 2.4) 4.62 (£ 2.9) 72317
(anos)
Tempo de uso da
medicacdo (anos)
Iche _ 2.1(x1.9) 1.2 (x0.8) 25(x1.9)
Memantina _ 1.1 (£ 0.9) 1.6 (x1.3) 4.3 (£ 3.9)

Valores expressos em M (Média), + DP (Desvio Padréo)
**p<0.01 vs Controle; # p<0.05 vs DA leve

Na amostra estudada houve um predominio do sexo feminino na DA (73.3%)
e no grupo controle (71.4%). As mulheres com DA tiveram idade média de 84.9 anos
(DP + 8.3 anos) e mediana de 84.5 anos, e 0os homens idade média de 79.6 anos
(DP = 3.8 anos) e mediana de 81 anos, com diferenca estatisticamente significativa
(p=0.026). Foi observada ainda uma média de idade maior nos estagios mais
avancados da doenca com diferencga significativa (p<0.05) quando se comparou com
o0 estagio leve e diferencas significativas também foram observadas quando se
comparou cada estagio da doenca com o grupo controle (p<0.01).

A média de escolaridade na DA foi de 4.7 anos (DP + 3.8 anos) e mediana de

4 anos. No grupo controle, a média de escolaridade foi de 5.3 anos (DP + 3.2 anos)



e mediana de 5 anos. Nao houve diferenca significativa quanto a escolaridade entre
0s grupos (p =0.15).

O tempo de evolucdo da DA foi em média de 5.2 anos (DP £ 3.1 anos) e
mediana de 5 anos, com diferencas estatisticamente significativas quando foi
comparado o tempo médio de duracdo do estagio grave da doenca com o estagio
leve (p<0.05).

A maioria dos pacientes com DA (83.3%) estavam fazendo uso de terapia

medicamentosa com inibidores da acetilcolinesterase e/ou memantina.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas e niveis de TBARS e TEAC no grupo controle e

pacientes com DA.

Variaveis Controles DA P
(N=28) (N=30)

Hipertenséo, n (%) 15 (53.5) 17 (56.6) 0.9782
Dislipidemia, n (%) 11 (39.2) 5 (16.6) 0.1027
D. Cardiovascular, n (%) 3(10.7) 2 (6.6) 0.6651
Medicacdo para HAS, n (%) 12 (42.8) 15 (50) 0.7783
Uso de estatinas, n (%) 5(17.8) 1(3.3) 0.0968
Uso de aspirina, n (%) 2(7.1) 2 (6.6) 1.000

TBARS, nmol MDA/mlI 64.58 (27.5) 85.75 (52.6) 0.0505
TEAC, mM/I 1.22 (0.14) 0.74 (0.02) <0.0001

A comparacgéo entre o grupo controle e pacientes com DA foram analisados por x2, teste exato de
Fisher ou teste-t de Student. Os valores sdo expressos como n (%) ou Média + DP.

Em relacdo as caracteristicas clinicas e niveis de TBARS e TEAC no grupo
controle e pacientes com DA (tabela 2), foi observado que a presenca de doencas
associadas independe do paciente ser portador da DA, e que a proporcao de
pacientes com hipertensédo foi semelhante no grupo controle e nos pacientes com
DA. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre a
frequéncia de doencas cardiovasculares no grupo controle e pacientes com DA. Os
niveis de TEAC estavam significativamente elevados no grupo controle (1.22 + 0.14
mM/l) do que nos pacientes com DA (0.74 = 0.02 mM/I).



5.2 Avaliacéo neuropsicoldgica

A tabela 3 mostra os desempenhos nos testes neuropsicoldgicos realizados

nos grupos controles e DA.

Tabela 3. Escores dos testes cognitivos de pacientes com DA e grupo controle.

Testes Controles DA leve DA moderada DA grave
(N=28) (N=12) (N=8) (N=10)

Escore MEEM 259+2.6 19.6 (+4.3)" 11.6 (+4.0) " 15(*3.1)"

Fluéncia verbal 12.2 (+ 4.2) 8.9 (x2.4)" 43 (£35) 7" 0.4 (x1.0) 7"

(categoria animais)

Desenho do reldgio 6.4 (£2.7) 5.3(x2.9) 2.0(+1.9) " 17 g
Meméria imediata 7.7 (£ 1.0) 43(x13)" 2.5 (2.4) 7" 0b
(TBCB) ¢

Memoria tardia 8.3 (+ 1.5) 22177 041" 0b
(TBCB)

Valores expressos em M (Média), = DP (Desvio Padréo)
*p<0.05 vs Controle; ** p<0.01 vs Controle; # p<0.05 vs DA leve; ## p<0.01 vs DA leve.
MEEM: Mini-Exame do Estado Mental

TCTB: Teste da Bateria Cognitiva Breve

a nao tentou ou ndo conseguiu; pontuacdo minima 1.
b n&o tentou ou ndo conseguiu; pontuagdo minima 0.
¢ média das trés tentativas

Em relacdo aos testes neuropsicoldgicos aplicados nos pacientes, o escore
do MEEM do grupo de pacientes com DA comparado aos controles foi
significativamente baixo (11,4 £ 8,7 vs 25,9 + 2,6, p<0.0001), observando-se um
desempenho progressivamente diminuido no MEEM conforme a gravidade da
doenca (p<0.01) para cada comparacao entre os diferentes estagios da doenga com
0 grupo controle.

Diferencas estatisticamente significativa foram observadas nos outros testes
neuropsicolégicos comparando com o0 grupo controle, excetuando-se o teste do
desenho do relégio que no estagio leve da doenca ndo mostrou diferencas
significativas em relacdo com o grupo controle (tabela 3).



Tabela 4. Correlacdo dos testes neuropsicoldgicos conforme o sexo dos pacientes

com DA e grupo controle.

Testes Sexo p*
Neuropsicolégicos Controles DA <0.05

M (a) F (b) M (c) F (d)
MEEM 26.6(+3.3) 25.1(+2.4) 17.3(+4.4) 13.2(+13.3) @ys;@yg
Fluéncia verbal 11.2(+3) 12.1(+3.8) 6.5(3) 7.1(£5.2) ®)ys @
Desenho do 6.4 (£ 3) 6.8(£2.7) 4.2(+3) 3.5 (+ 2.8) ) yg (@)
relogio
Meméria imediata 8 (+1.1) 7.6 (+1) 3.7(+1.2) 3.8(x1.1) ©@ys;@yg,
(TBCB) () g (), () /g (@)
Meméria tardia 8.6(x15)  8.2(+x15) 0.8(x13) 15(x1.8) @ysl;@yg,
(TBCB) ) g (), () /g (@)

Valores expressos em M (Média), + (Desvio Padréo)
MEEM: Mini-Exame do Estado Mental

TBCB: Teste da Bateria Cognitiva Breve

Correlacdo do Teste de Kruskal- Wallis

Quanto a influéncia do sexo no desempenho nos testes neuropsicoldgicos,
um desempenho melhor do minimental no sexo masculino do grupo controle foi
estatisticamente significativo quando foi feito a comparagcdo com ambos 0s sexos
dos pacientes com DA. No desenho do relégio e na fluéncia verbal foi observada
diferenca estatisticamente significativa somente entre o sexo feminino no grupo
controle e DA. J4 na avaliacdo da memdéria imediata e tardia observaram-se
diferencas estatisticamente significativas quando foram realizadas comparacfes

entre ambos os sexos dos dois grupos (tabela 4).



Tabela 5. Correlacdo dos testes neuropsicolégicos com a idade e escolaridade nos

pacientes com DA e grupo controle.

Testes Neuropsicologicos Idade Escolaridade
(p valor)
Controle DA Controle DA
Escore MEEM 0.7538 0.0378 0.0258 0.5903
Fluéncia verbal 0.8591 0.1162 0.0045 0.5238
Desenho do relégio 0.9197 0.2434 0.0377 0.4822
Memoria imediata (TBCB) 0.8801 0.1395 0.2873 0.6954
Memoria tardia (TBCB) 0.6254 0.0189 0.376 0.4091

MEEM: Mini-Exame do Estado Mental
TBCB: Teste da Bateria Cognitiva Breve
Teste do coeficiente de correlacdo de Pearson

Na avaliacdo da correlacdo dos testes neuropsicoldégicos com a idade e
escolaridade no grupo controle e nos pacientes com DA, foi observado a correlacéo
da idade somente nos pacientes com DA no desempenho no teste do mini-mental
(p=0.0378) e no teste que avalia a memoria tardia (p=0.0189). Quanto a
escolaridade houve diferencas estatisticamente significativas apenas no grupo
controle no teste do mini-mental (p=0.0258), teste da fluéncia verbal (p=0.0045) e
teste do desenho do relégio (p=0.0377). Nao foram observadas correlacdes da idade
no grupo controle e da escolaridade nos pacientes com DA, no desempenho dos

testes neuropsicoldgicos (tabela 5).



5.3 Avaliacdo da concentracdo das substancias que reagem ao &cido
tiobarbiturico (TBARS):

Ao se avaliar a concentracdo de TBARS houve diferenca significativa apenas
entre os pacientes no estadgio moderado da DA e o grupo controle (p<0.01), com
niveis de TBARS maior nos pacientes com DA. N&o houve diferenca

estatisticamente significativa entre os diferentes estdgios da doenca (Figura 11).
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Figura 11. Niveis de TBARS em individuos controle e pacientes com doenga de
Alzheimer leve, moderada e grave. Os dados estdo expressos como média £ D.P.M
(ANOVA-Tukey** p<0.01 vs. controle).

\

Quanto a influéncia do sexo nos niveis de TBARS, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa tanto no grupo controle (p=0.312) quanto nos pacientes
com DA (p=0.356) no teste-t de Student. A idade também foi outra variavel
demografica que ndo mostrou diferengas estatisticamente significativas tanto no
grupo controle (r =0.0036; p=0.985) quanto nos pacientes com DA (r = -0.051;
p=0.78) quando correlacionados com os niveis de TBARS.

A correlacdo dos niveis de TBARS com os testes neuropsicol6gicos no grupo
controle e nos pacientes com DA nao apresentaram diferencas estatisticamente

significativas (tabela 6).



Tabela 6. Correlacdo dos testes neuropsicoldgicos com os niveis de TBARS.

Testes Neuropsicologicos Niveis de TBARS (MDA)
(p valor)
Controle DA
Escore MEEM 0.9626 0.7592
Fluéncia verbal 0.6874 0.1166
Desenho do relogio 0.5827 0.9016
Memdria imediata (TBCB) 0.5491 0.8319
Memoria tardia (TBCB) 0.9536 0.5953

MEEM: Mini-Exame do Estado Mental
TBCB: Teste da Bateria Cognitiva Breve
Teste do coeficiente de correlacdo de Pearson

O tempo de duracdo da doenca também ndo apresentou resultados
estatisticamente significativos quando foi realizada a sua correlacdo com 0s niveis
de TBARS no plasma (r = -0.0058; p=0.9755; Figura 12).
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Figura 12. Correlacdo entre niveis de TBARS no plasma e o tempo de duragdo
da doenca (em anos), com p=0.9755. Teste do coeficiente de correlacdo de Pearson.



5.4 Avaliacédo da capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC)

Na avaliacdo dos niveis da capacidade antioxidante total houve diferenca
significativa entre os pacientes com DA e grupo controle (p<0.01), com niveis da
capacidade antioxidante total menor nos pacientes com DA. Porém, observou-se
gue nao houve diferenca entre os estagios da doenca de acordo com a escala CDR
(Figura 13).
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Figura 13. Medida da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) em
individuos controle e pacientes com doenga de Alzheimer leve, moderada e grave.
Os dados estdo expressos como média + D.P.M. (ANOVA-Tukey**p<0.01vs.
controle).

Em relacéo a influéncia do sexo nos niveis de TEAC, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa tanto no grupo controle (p=0.11) quanto nos pacientes
com DA (p=0.31) no teste-t de Student. Foi observado ainda que ao se realizar a
correlacdo da idade com os niveis de TEAC nao houve diferencas estatisticamente
significativas tanto no grupo controle (r =-0.110; p=0.57) quanto nos pacientes com
DA (r =0.0031; p=0.98) no teste do coeficiente de correlacdo de Pearson.

Na avaliagdo da correlacdo dos testes neuropsicolégicos com os niveis de
TEAC no plasma ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas nos

pacientes com DA (tabela 7). No grupo controle, houve correlacdo significativa na



fluéncia verbal (r =-0.4131; p=0.0182) e no desenho do relégio (r =-0.1662;
p=0.0439).

Tabela 7. Correlacdo dos testes neuropsicoldgicos com os niveis de TEAC.

Testes Neuropsicologicos Niveis de TEAC
(p valor)

Controle DA
Escore MEEM 0.4981 0.6307
Fluéncia verbal 0.0182 0.8919
Desenho do relégio 0.0439 0.5074
Memoria imediata (TBCB) 0.9279 0.3516
Memoria tardia (TBCB) 0.9514 0.0572

MEEM: Mini-Exame do Estado Mental
TBCB: Teste da Bateria Cognitiva Breve
Teste do coeficiente de correlacdo de Pearson

Em relacdo ao tempo de duracdo da doenca, os resultados ndo foram
estatisticamente significativos quando foi realizada a correlacgdo do mesmo com 0s
niveis de TEAC no plasma (r=-0.0436; p=0.3706; Figura 14).
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Figura 14. Correlacdo entre niveis de TEAC no plasma e o tempo de duracao

da doencga (em anos), com p=0.3706. Teste do coeficiente de correlagdo de Pearson.



5.5 Correlagdo entre a concentracdo das substéancias que reagem ao
acido tiobarbiturico (TBARS) e a capacidade antioxidante equivalente ao trolox
(TEAC):

Ao se realizar a correlacdo entre a capacidade antioxidante equivalente ao
trolox (TEAC) e a concentracdo das substancias que reagem ao &cido tiobarbitlrico
(TBARS) nos diferentes estagios da DA, foi observado que apenas a fase leve da
doenca apresentou correlacdo significativa (p= 0.002), ndo sendo observada
correlacdo nas outras fases da doenca analisadas isoladamente, como também,

quando correlacionada com todas as fases da doenca em conjunto (Figura 15).
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Figura 15. Correlacdo entre niveis da capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC)
e TBARS no plasma em pacientes com doenca de Alzheimer em estagio leve (A), p=0.002;
estagio moderado (B), p=0.87; estagio grave (C), p=0.67; todos os estagios (D) p=0.75.
Teste do coeficiente de correlacdo de Pearson.



6. DISCUSSAO

O estresse oxidativo tem sido envolvido em diversas doencas relacionadas ao
envelhecimento e a desordens neurodegenerativas como a DA, DP, Esclerose
Lateral Amiotréfica e Doenca de Huntington. Na DA, particularmente, observam-se
alteracdes oxidativas nos lipidios, carboidratos, proteinas e DNA. Alguns produtos
de oxidacdo foram encontrados nos emaranhados neurofibrilares e nas placas senis
que representam as principais alteracbes histopatoldgicas da DA (CEBALLOS-
PICOT, 1997; MARKESBERY & CANEY, 1999). Varias evidéncias demonstram que
0 estresse oxidativo ndo esta restrito ao SNC, por este motivo neste trabalho visou-
se a investigacdo do metabolismo oxidativo em amostras de sangue periférico dos
pacientes com DA, além de correlaciona-los com os diferentes estagios da doenca e
0 quadro cognitivo dos pacientes.

A peroxidacdo lipidica € uma das caracteristicas centrais do estresse
oxidativo e pode ser avaliada por varios métodos incluindo a quantificacdo de
produtos finais de peroxidagdo (CASADO et al., 2008). O MDA é um dos produtos
finais de peroxidacdo e a mensuracdo do MDA através da técnica do TBARS € um
dos mais utilizados A quantificacdo de MDA nos sistemas bioldgicos é um parametro
importante para avaliacdo do estresse oxidativo celular (SIM et al., 2003). Varios
estudos anatomopatoldgicos em pacientes com DA tém demonstrado evidéncias de
um aumento de TBARS em diferentes areas do cérebro, especialmente nos lobos
frontais e occipitais, como também no hipocampo e na regido do coértex cerebral.
Estes achados sugerem que a peroxidacéo lipidica pode ter um papel importante na
neurodegeneracao do tecido cerebral (KANSKI et al., 2002).

No presente estudo, os niveis de TBARS encontravam-se elevados na DA em
comparacdo com o0 grupo controle, porém apenas a fase moderada da DA mostrou
diferenca estatisticamente significativa quando comparada com o grupo controle. A
observacdo dos niveis elevados de peroxidacdo lipidica na fase moderada, em
contradicdo do que se espera observar na fase mais avancada sugere que o
estresse oxidativo provavelmente esteja relacionado ao mecanismo patogénico da
DA, e a perda neuronal que ocorre na progressao da doenca, talvez contribua para
que nao se observe niveis elevados de TBARS no estagio grave. Diversos autores

também ndo observaram niveis elevados de TBARS no estagio grave da DA



(PALMER et al., 1994; LOVELL et al., 1995; LYRAS et al.,1997; GALBUSERA et al.,
2004; SIMPSON et al., 2010). O estudo de Galbusera et al. (2004) além de nédo
observar diferencas nos niveis de TBARS no estagio avancado da DA quando
comparado com controles, encontrou uma significante correlacdo inversa entre
severidade da DA e a peroxidagdo lipidca. Em contrapartida, Zafrilla et al. (2006)
observaram que a peroxidacgéao lipidica encontrava-se elevada nas fases avancadas
em comparacdo com grupo controle e ndo foram observadas diferencas
significativas entre os diferentes estagios da DA, este Ultimo resultado corrobora
com o presente estudo, na qual também se observou que ndo houve diferencas

significativas entre os diferentes estagios.

Uma importante descoberta foi observada no estudo de Pratico et al. (2000),
que observaram um aumento na geracdo de isoprostano, um index de peroxidagao
lipidica, na urina, sangue e liquido céfalo-raquidiano (LCR) de pacientes com DA.
Este achado confirma que a peroxidacéao lipidica encontra-se elevada na DA. Além
disso, Mcgrath et al. (2001) observaram elevacao nos niveis de 4-hidroxinonenal (4-
HNE) nos pacientes com DA comparando com controles, porém ndo observou em
relacdo ao MDA. O 4-hidroxinonenal € um produto aldeido resultante da peroxidagao
lipidica, age como uma neurotoxina nas culturas de tecido e em estudos in vivo, e
esta elevado nos fluidos ventriculares na DA. A neurotoxicidade do 4-HNE sugere
que a peroxidacao lipidica pode ter um papel na morte neuronal na DA que € a base

para o déficit cognitivo.

Na avaliacdo da correlacdo do sexo com os niveis de TBARS, ndo foram
observadas neste estudo, diferencas significativas tanto no grupo controle, quanto
nos pacientes com DA. Corroborando com 0s nossos resultados, Casado et al.
(2008) e Schuessel et al. (2009) também ndo observaram correlagcédo entre o sexo e
os niveis de MDA. Schuessel et al. (2009) também avaliaram os niveis de 4-
hidroxinonenal e observaram que este apresentava niveis mais elevados no sexo
feminino que nos pacientes do sexo masculino, sugerindo o elevado risco de DA no
sexo feminino, e que a diferenca nos parametros de estresse oxidativo observada
nos diferentes sexos pode estar relacionada a elevada prevaléncia da DA no sexo

feminino.



A idade também foi correlacionada com os niveis de TBARS e néo foram
observadas diferengas significativas tanto no grupo controle, quanto nos pacientes
com DA. Corroborando com 0s nossos resultados, Serra et al. (2009) também néo
observaram correlacédo entre a idade e os niveis de TBARS. Ja Polidori & Mecocci
(2002), observaram que na DA com idade avancada apresentavam aumento na
peroxidacgéo lipidica quando comparado com o grupo controle. Casado et al. (2008)
obervaram que o MDA estava elevado com a idade ndo s6 na DA, como também na

Deméncia Vascular (DV) e grupo controle.

Em relacdo aos testes cognitivos aplicados, ndo houve correlacao significativa
entre o resultado dos testes neuropsicolégicos com os niveis de TBARS no presente
estudo. Em contrapartida, Delibas et al. (2003) e Ansari & Scheff (2010),
observaram que o MEEM e o nivel de TBARS foram  significativamente
correlacionados, os individuos com escore baixo de MEEM apresentavam niveis
elevados de TBARS. Delibas et al. (2003) sugerem com estes resultados que a

peroxidacao lipidica pode ser um dos fatores da deterioracdo cognitiva.

Em sistemas aerdébicos, € essencial o equilibrio entre espécies reativas ao
oxigénio (ERO) e o sistema de defesa antioxidante (FERREIRA & MATSUBARA,
1997). Um aumento na producdo de ERO ou uma pobre defesa antioxidante pode
levar a um dano progressivo na célula com declinio na sua funcdo. Para proteger-se
a célula possui um sistema de defesa que inclui antioxidantes enzimaticos e nao
enzimaticos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Apesar da importancia da avaliacdo dos antioxidantes enziméticos e néo
enzimaticos alguns autores defendem o estudo da capacidade antioxidante total, ao
invés da analise isolada dos antioxidantes, principalmente devido a interacdo que
existe entre eles no plasma ou soro. Na andlise da capacidade antioxidante total,
leva-se em conta a agcdo cumulativa de todos os antioxidantes presentes; obtém-se
um parametro integrado, capaz de revelar nuancas acerca do delicado equilibrio
redox existente in vivo. A medida da capacidade antioxidante total auxilia na
avaliacdo dos fatores nutricionais, fisiologicos e ambientais do balanco redox em
seres humanos (GHISELLI et al., 2000; HALIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

A capacidade antioxidante no plasma também é uma das principais formas de

medida para avaliar o estado e o potencial do estresse oxidativo tanto no



envelhecimento como de outros eventos patologicos a ele relacionados. Uma vez
que o desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes gera a condicdo de estresse
oxidativo, a estimativa da capacidade antioxidante no plasma € o primeiro passo
para predizer a presenca do estresse oxidativo nestas situacdes (PANDEY & RIZVI,
2010).

No presente estudo foi observado que os pacientes com DA apresentavam a
capacidade antioxidante total significativamente diminuido quando comparados com
0 grupo controle, porém nao apresentavam diferencas significativas entre os
diferentes estagios da doenca, refletindo que o estagio da doenca do paciente ndo
interferiu significativamente nos valores da capacidade antioxidante.

Repetto et al. (1999) observaram uma diminuicdo significativa de 24% da
capacidade antioxidante total nos pacientes com DA provavel quando comparado
com grupo controle saudaveis. Outros estudos também observaram uma diminui¢éo
na capacidade antioxidante total no plasma (GUIDI et al., 2006; BALDEIRAS et al.,
2008; SERRA et al., 2009).

Ja Foy et al. (1999) observaram significantes redu¢des nos antioxidantes
(vitamina A, vitamina C, beta-caroteno) no grupo DA e Deméncia Vascular (DV)
quando comparado aos controles, porém ao avaliar a capacidade antioxidante total
nao observaram diferencas significativas em nenhum grupo, sugerindo que as
alteracbes nos antioxidantes individuais ndo eram refletidas na capacidade
antioxidante total.

Em relacdo a correlacdo entre o estagio da doenca e o nivel da capacidade
antioxidante total, no estudo de Zafrilla et al. (2006) os autores analisaram 0s
biomarcadores de estresse oxidativo nos diferentes estagios da doenca e
observaram uma diminuicdo na capacidade antioxidante total dos pacientes da fase
leve-moderada e grave comparando com o grupo controle, porém diferencas
significativas foram observadas apenas quando se comparou o estagio grave da DA
com o grupo controle. Em adicdo a estes resultados, alguns autores observaram
correlacdo negativa entre niveis capacidade antioxidante total e o tempo de duragéo
da doenca (GUIDI et al., 2006; BALDEIRAS et al., 2008). No presente estudo,
porém, o tempo de duracdo da DA ndo apresentou correlacdo estatisticamente

significativa com os niveis da capacidade antioxidante total no plasma.



Na avaliacdo da correlacdo da idade e 0 sexo com 0s niveis da capacidade
antioxidante total, ndo foram observadas neste estudo, diferencas significativas tanto
no grupo controle, quanto nos pacientes com DA. Corroborando com 0s nossos
resultados, Serra et al. (2009) também n&o observaram correlacédo entre a idade e
0s niveis da capacidade antioxidante total. No entanto, Polidori & Mecocci (2002),
observaram que os pacientes com DA com idade mais avangada apresentaram

diminuicdo no estado antioxidante no plasma.

Adicionalmente foi avaliada neste estudo, a correlacdo dos testes cognitivos
com niveis da capacidade antioxidante total que ndo se mostrou significativa. Ja os
achados do trabalho de Sekler et al. (2008), mostraram uma correlagdo positiva
entre os parametros de testes do MEEM e teste que avalia a praxia com a
capacidade antioxidante total.

Ao se avaliar a correlacdo entre os niveis de TBARS e o TEAC foram
observados resultados significativos apenas no estagio leve com correlagao
negativa, os individuos com niveis de TBARS baixo, apresentavam TEAC elevado.
Nos outros estagios a correlacdo era positiva, porém nao significativa. O estudo de
Tayler et al. (2010), mostrou correlacao positiva entre TEAC e niveis de TBARS, e
observaram que a capacidade antioxidante estava fortemente relacionada com os
niveis de B- amiloide insollveis e que este aumentava com a progressao da doenca.

A identificacdo de alteracbes no metabolismo oxidativo no sangue periférico
de pacientes com DA poderia ser de utilidade para observacdo de alteracbes que
possam estar ocorrendo ao nivel do SNC, possibilitaria a introducao de estratégias
terapéuticas ainda nas fases iniciais e/ou até mesmo em pacientes ainda em
estagios pré-clinicos. Porém, a sua utilidade como biomarcador da DA necessitaria
de mais estudos e padronizacdes. Da mesma forma, pesquisas sdo necessarias

para o uso de antioxidantes com a finalidade de equilibrar o metabolismo oxidativo.

A longa duracdo da doenca, o carater progressivo, a resposta modesta a
terapéutica, com estabilizacdo por certo periodo, faz com que a DA componha um
grupo de doencas que é, entre outras moléstias neurolégicas dos idosos, o de maior
impacto para os sistemas de saude e previdéncia social justificando a busca
incessante por métodos diagndsticos precoces e desenvolvimento de agentes

terapéuticos eficazes.



7. CONCLUSAO

Neste estudo, apds avaliacdo dos resultados foram observados os seguintes

achados nos pacientes do grupo com a doenca de Alzheimer:

- Diminuig&o progressiva nas fungdes cognitivas com a evolugéo da doenga;

- A correlacdo negativa entre os niveis de TBARS e a capacidade antioxidante
total no estagio leve da DA, sugere o envolvimento do estresse oxidativo ja nas
fases iniciais da doenca;

- A avaliacdo da peroxidagdo lipidica através dos niveis de TBARS
possivelmente ndo € um biomarcador adequado para a doenca de Alzheimer;

- Provavel relacdo entre a diminuicdo da capacidade antioxidante total com a
doenca de Alzheimer;

- Nao houve correlagcdo entre o desempenho nos testes cognitivos com o0s

niveis de concentracdo de TBARS e da capacidade antioxidante total.
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APENDICE B- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.

PROJETO: Correlagcdo entre Parametros Clinicos, Funcionais e Oxidativos em
Pacientes Idosos Portadores de Doenca de Alzheimer e Doenca de Parkinson Atendidos
no Centro de Geriatria e Gerontologia da Universidade do Estado do Para.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O projeto de pesquisa consiste em correlacionar dados epidemioldgicos, clinicos e
funcionais, com analises laboratoriais de metabolismo oxidativo em pacientes idosos,
portadores das doencas de Alzheimer (DA) e Parkinson (DP), atendidos no Centro de Geriatria
e Gerontologia da Universidade do Estado do Para. Fardo parte do estudo 30 idosos
previamente diagnosticados como portadores da DA, 30 idosos com DP e 30 idosos sem
doenca neurolégica. Os pacientes realizardo avaliagbes neuroldgicas, cognitivas, funcionais e
laboratoriais com profissionais de saude qualificados. A avaliacdo neurolégica sera realizada
pela anamnese do paciente e complementada por exames laboratoriais, como os exames de
proteina-C-reativa, VDRL, exames de fungéo hepética, renal e tireoidiana, a fim de investigar
causas sistémicas de deméncia. Em situagbes em que seja necessario exame de
neuroimagem, 0s pesquisadores encaminhardo os participantes da pesquisa para realizarem
no respectivo lugar a ser informado. Além disso, serdo avaliados os aspectos emocionais
através da Escala de Depressdao GDS e a Escala Analdgica de Felicidade. A avaliacdo
cognitiva dos pacientes sera realizada através de testes validados no Brasil, como o Mini-
exame do estado mental, fluéncia verbal, teste do rel6gio, desenhos do CERAD, recordagéo
tardia do CERAD ou de objetos apresentados como figuras. Na avaliacdo da capacidade
funcional dos idosos acometidos pela doenca de Alzheimer e Parkinson, seréo utilizados testes
de Atividades da Vida Diaria (AVD) pela Escala de Katz, Atividades Instrumentais da Vida
Diéria (AIVD) de Lawton e Escala de Avaliagdo da Marcha e Equilibrio de Tinetti. Em qualquer
momento do estudo, os idosos e seus cuidadores terdo acesso aos pesquisadores, para
esclarecimento de duvidas e fornecimento de resultados parciais. Os riscos para 0s sujeitos
sdo a revelagdo de sua identidade, porém os pesquisadores se comprometem a preservar o
sigilo da identidade dos mesmos durante toda a realizagdo da pesquisa e na apresentacdo dos
dados coletados e alguma alteragdo do quadro clinico, entretanto, caso isto ocorra, 0 idoso
sera encaminhado aos profissionais de salde do Centro de Geriatria e Gerontologia da
Universidade do Estado do Pard para tratamento. Os pesquisadores estardo atentos a
qualquer manifestacdo de fadiga fisica, interrompendo a atividade se necessario, além de se
comprometerem a utilizar os dados e o material coletado somente para esta pesquisa e para
divulgacéo cientifica, sendo eliminados ou incinerados, no maximo, apés 5 anos de utilizacao.
Os beneficios aos sujeitos da pesquisa sdo a melhoria da capacidade funcional, cognitiva e
clinica, ou seja, da qualidade de vida no acompanhamento das patologias. E garantida aos
idosos a liberdade de deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo ao seu atendimento
no Centro de Geriatria e Gerontologia da UEPA. N&o serdo divulgadas quaisquer informacdes
gue possam levar a identificacdo de quaisquer pesquisados. Em caso de dano pessoal,
diretamente provocado pelos procedimentos propostos na pesquisa, 0s participantes terdo
direito (por parte dos principais investigadores) a indeniza¢des legalmente estabelecidas. Nao
h& despesas pessoais aos participantes em qualquer fase do estudo e ndo havera nenhum
pagamento pela participacdo. Este estudo sera realizado com recursos financeiros da
SECTAM, através do Programa Pesquisa para o SUS.



Assinatura do Coordenador Assinatura dos Pesquisadores
Jofre Jacob da Silva Freitas

End. Tv. Dom Romualdo de Seixas, 1630

Telefone: 81287858

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informacg®es acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente esclarecido sobre
0 conteldo da mesma, assim como seus riscos e beneficios.Declaro ainda que, por minha livre

vontade, aceito participar da pesquisa, cooperando com a coleta de material para exame.

Belém, / /

Assinatura do participante e/ou responsavel da pesquisa



APENDICE C- PROTOCOLO DE AVALIACAO DOS PACIENTES COM A DOENCA
DE ALZHEIMER.

Universidade do Estado do Para
Centro de Ciéncias Biolbdgicas e da Salde
Unidade de Ensino e Assisténcia de Fisioterapia e Terapia Ocupacional — UEAFTO

PESQUISA: Correlacao entre Parametros Clinicos, Funcionais e Oxidativos em
Pacientes ldosos Portadores de Doenca de Alzheimer e Doenca de Parkinson
Atendidos no Centro de Geriatria e Gerontologia da Universidade do Estado do
Para.

PROTOCOLO DE AVALIACAO — DOENCA DE ALZHEIMER

Protocolo de atendimento: N°

Data avaliacao: / /

Identificacao:

Nome:

Endereco: Telefone:
Bairro: CEP: Estado civil:

Sexo: ()M ()F Idade: Data nascimento:
Escolaridade: Local estudo (rural ) ou (cidade):
Sabe ler () Sabe escrever () S6 assina nome ()

Razao do abandono escolar: () ndo havia escola
() ndo conseguia acompanhar
() precisou trabalhar

Tipo (s) de profisséo (6es) / atividades na maior parte da vida:

Exposicdo metais pesados:( ) sim ( )ndao Qual?

Exposicao agrotoxicos: ( )sim () nao Qual?

Local de nascimento: rural ou cidade
Passou a infancia : rural ou cidade

Passou a vida adulta (18 a 64 anos):



Historia:
Tempo do inicio dos sintomas:
Presenca de:

Alucinagdes: ( ) sim () nédo

Delirios: ( ) sim ( ) ndo

Depressao: ( ) sim ( ) ndo

Apatia: ( )sim () ndo

Distlrbios do sono: ( ) sim ( ) nao

Agressividade: ( ) sim ( ) ndo

Deambulag¢édo compulsiva: ( ) sim ( ) ndo

Alteracéo esfincteriana: ( ) sim ( ) ndo

Outros:

AMP:HAS( ) DM () DLP ( ) Cardiopatia ( ) Insuf. Renal ( )

Insuf. Hepatica ( ) Outros

Tabagismo ( ) Etilismo ( )

Medicacdes em uso :

AMF: Dc¢a cérebro-vascular () Insuf. Coronariana ( ) Deméncia ( )

Desordens psiquiatricas ()

Ex. fisico geral:
PA:

Aparelho céardio-vascular: ( ) NL ( ) alterado

Aparelho respiratério: ( ) NL () alterado

Aparelho digestivo: ( ) NL () alterado

Extremidades: ( ) NL () alterado




Ex. neuroldgico:

Sinais localizatorios: () sim ( ) ndo

Axiais da face:
Orbicular das pélpebras ( ) sim ( ) nédo
Oro-orbicular ( ) sim ( ) nao
Mandibular () sim ( ) nédo

Sinais Parkinsonianos:

Tremor ( ) sim ( ) n&o
Rigidez ( ) sim ( ) nao
Bradicinesia ( ) sim ( ) ndo
Marcha: NL ( ) alterado ( )

Outros:

Escala de Depressao GDS:

“Escala analogica de felicidade”: figura

Escore total no Mini-Exame do Estado Mental :

Orientacdo temporal:
Orientacéo espacial
Memoria imediata:
Célculo:

Memodria de evocacgao:
Nomeacéao:

Repeticao:

Comando:

Leitura:

Frase:

Desenho:



Fluéncia verbal:

0-15:

15-30:

30-45:

45-60:

Escore:

Desenho do reldgio:
Escore:
Estadiamento CDR

0= sem deméncia
1= deméncia leve
2= deméncia moderada

3= deméncia severa

Resultado de exames:
Hemograma: NL ( ) alterado ()

Hb: Htc: leuc: plaq:
Desvioa E: ( )sim ( )néo
Na+: K+: c._ U:
Glic: AST. ALT: _ GGT:____
TSH: TAL:

LCR: NL ( ) alterado ( )

Outros:




Exames de imagem:
TC de créanio: (___/ / )

RNM de cranio: (/[ )

Uso de medicacao inibidor da acetilcolinesterase? (  )sim ( ) nao
Medicacéo prescrita:

( ) Rivastigmina Tempo uso: _____ (dias, sem, meses, anos) dose:
( ) Galantamina Tempo uso: _____ (dias,sem, meses, anos) dose:_
( ) Donepezil Tempouso: __ (dias, sem, meses, anos) dose:
( ) Memantina Tempo uso: __ (dias, sem, meses, anos) dose:

Local de origem:

Prescricdo: ( ) neurologista ( ) psiquiatra ( ) geriatra () clinico geral
Data inicio medicacao: / /




ANEXO A- TESTE DO MINI-EXAME DO ESTADO MENTAL (MEEM).

ORIENTACAO:
e Dia da semana (1 PONTO)......cuuuuuruuruiiiiiaeeeeeee e e e e et ()
e Dia do MES (1 PONLO)..ccciiiiiieiieeiiiir et ()
L |V = (1 0T ] o) R ()
L AN T I (1 T () PSS ()
e Hora aproXimada (LPONT0)......ccceeveeieeeeeiiiiieiieieeeiiiiies s e e e e e e eeeeeeees ()
e Local especifico (aposento ou setor) (1 ponto)........cccceeeeevevreeeeeerininne. ()
e Instituicdo (residéncia, hospital, clinica) (1 ponto)...........ccceeeeeeeveeennene. ()
e Bairro ou rua proxima (1 PONLO)......ceeeeiiiiieeeeeeiiiiieee et ()
LI O o F= To [T (1 0T 1 o) IS OSSP ()
LI =53 7= Vo (o I (A oo ] (o ) SR ()

MEMORIA IMEDIATA
e Fale 3 palavras nao relacionadas. Posteriormente pergunte ao paciente pelas
3 palavras. Dé 1 ponto para cada resposta correta..................... ()
Depois repita as palavras e certifique-se de que o paciente as aprendeu, pois

mais adiante vocé ira pergunta-las novamente

ATENCAO E CALCULO
e (100-7) sucessivos, 5 vezes sucessivamente.
Dé 1 ponto para cada calculo COrretO.......cccevveviveeeeeeiiiiiiiiiieiiinns ()

(alternativamente soletrar MUNDO de tras para frente)

EVOCACAO

e Pergunte pelas 3 palavras ditas anteriormente (1 ponto por palavra)...( )

LINGUAGEM
e Nomear um rel0gio e uma caneta (2 PONtOS).........cccvvvvrriviriiiriieieeeeeenn ()

e Repetir “Nem aqui, nem ali, nem 18" (1 ponto)........c.covcuuieeeeiiiiiiiienneenns ()



Comando (“Pegue este papel com a méo direita, dobre no meio e cologue no

Ch&0”) (B3 PONTOS)....cceiiiiiiieeeieee e ()

Ler e obedecer “Feche 0s 0lhos” (1 poNto)........cccvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiee ()
Escrever uma frase (1 PONTO).......ccovveiieiieriumiiiiieeine e e e e ee e e e eeeeeeeineeannees ()
Copiar um desenho (L PONtO) ......ccooeeveeiiiiiiieeeee e e e ()

Escore (__ /30)



ANEXO B- TESTE DA FLUENCIA VERBAL (TFV).

+ Orientacdes para aplicacao e avaliacao dos resultados:

Solicita-se a pessoa que diga o maior numero de itens da categoria (animais)
durante um espago definido de tempo (usualmente um minuto), e o escore se
da pelo nimero de respostas corretas obtidas.

Individuos normais com escolaridade de 8 anos ou mais sdo capazes de
evocar pelo menos 13 animais, enquanto individuos normais com menos de

8 anos de escolaridade evocam pelo menos 11 animais.



ANEXO C- TESTE DO DESENHO DO RELOGIO (TDR).

+ Comando:
* Folha de papel em branco
» Desenhar o relégio com todos 0s numeros

» Coloque os ponteiros marcando 8h e 20 minutos

Avaliacdo: 1-5 desenhos do reldgio e dos numeros incorretos

1- N&o tentou ou ndo conseguiu representar um reldgio.

2- Alguma evidéncia de ter entendido as instrucfes, mas o desenho apresenta
vaga semelhanca com um reldgio.

3- Numeros e reldgios ndo mais conectados. Auséncia de ponteiros

4- Numeros faltando ou situados fora dos limites do relégio.

5-Numeros em ordem inversa ou concentrados em alguma parte do relégio.

Avaliagdo: 6-10 reldgio e nUmero estdo corretos

6- Uso inapropriado (codigo digital ou de circulos envolvendo nameros)
7- Ponteiros completamente errados.

8- Disturbio mais intenso nos ponteiros.

9-Leve disturbio nos ponteiros.

10-Hora certa.



ANEXO D- TESTE DA BATERIA COGNITIVA BREVE (TBCB).

e Etapas do teste:

X/
°

X/
°

10 figuras desenhadas numa folha de papel s&o apresentadas ao sujeito.
As figuras sdo nomeadas individualmente em voz audivel. Neste momento
se avalia a percepcao e a nomeacao.

Em seguida devem ser lembrados de uma forma incidental, sem o aviso
prévio de que deveriam ser memorizados (memoria incidental).

As figuras sdo mostradas posteriormente mais duas vezes, seguida em
cada etapa para que digam quais eram as figuras (memoria imediata).
ApoOs a memoria imediata é realizado o teste de interferéncia através do
teste da fluéncia verbal e o teste do desenho do reldgio.

A memoria tardia dos 10 itens € avaliada apos a interferéncia, solicitando
a evocacdao das figuras apresentadas.

O teste final é feita através do reconhecimento das 10 figuras misturadas

com 10 distratores.

2\ bn




ANEXO E- TABELA DO CDR “CLINICAL DEMENTIA RATING SCALE”

Normal Deméncia Deméncia Deméncia Deméncia grave
(CDR- 0) possivel leve moderada (CDR- 3)
(CDR- 0.5) (CDR-1) (CDR- 2)

Meméria Meméria Esquecimento | Perda de Perda de Perda de
normal ou leve e memoria memoaria grave: | memoria grave:
esquecimento | constante: moderada, somente somente
leve e recuperacao mais marcante | informacdes fragmentos
inconstante. parcial de para eventos exaustivamente | permanecem.

eventos. recentes que aprendidas sao
inrerfere com retidas: novas
as atividades informacdes
diarias. rapidamente
perdidas.

Orientacdo | Orientado Orientado Certa Desorientacéo Somente
desorientacdo | temporal e orientacdo para
temporal: frequentemente | pessoas.
orientado para | espacial.
lugar e
pessoas ao
exame: pode
apresentar
certa
desorientacao
espacial.

Juizo e Juizo Somente Dificuldade Dificuldade Incapacidade

solucédo de | preservado: dificuldade moderada em | grave para para tentar

problemas resolve bem duvidosa em resolver resolver analisar ou
os problemas | resolver problemas problemas resolver
do cotidiano. problemas, e complexos: complexos: problemas.
de perceber juizo social juizo social
diferencas e geralmente geralmente
semelhancgas. | mantido. prejudicado.




Vida Vida Dificuldade Incapaz de Sem Sem capacidade
cotidiana independente | leve ou vida capacidade para | para vida
no trabalho, duvidosa independente | vida independente fora
compras, nessas nessas independente de casa.
negocios, atividades. atividades, fora de casa.
tarefas embora ainda
financeiras e possa
grupos sociais. permanecer
funcional em
algumas:
ainda pode
aparentar
normalidade
em exame
casual.
Tarefas do Tarefas do lar, | Tarefas do lar, | Dificuldade Preservada Nenhuma tarefa
lar e lazer lazer e lazer e leve mas apenas tarefas do lar significante
interesses interesses definida nas simples, fora do seu
intelectuais intelectuais tarefas do lar: interesses muito | proprio quarto.
mantidos. mantidos ou atividades de restritos,
ligeiramente lazer mais pobremente
alterados. complicadas e | sustentados.
interesses
intelectuais
abandonados.
Cuidados e | Normal Normal Necessita de Necessita Necessita muita
higiene auxilio auxilio para ajuda para
pessoal ocasional para | vestir-se, cuidados
tarefas. higiene e pessoais;
manutencdo da | frequentemente
aparéncia com

pessoal.

incontinéncia.




ANEXO F- ESCALA GERIATRICA DE DEPRESSAO (GDS).

Escala com 30 itens o paciente responde sim ou ndo para cada pergunta.
0= Quando a resposta for diferente do exemplo entre parénteses
1= Quando a resposta for igual ao exemplo entre parénteses
Total maior que 10 = suspeita de depressao

1- Esta satisfeito com sua vida? (ndo)

2- Interrompeu muitas de suas atividades e interesses? (sim)
3- Sente que a sua vida esté vazia? (sim)

4- Sente-se frequentemente aborrecido? (sim)

5- Vocé tem muita fé no futuro? (néo)

6- Tem pensamentos negativos? (sim)

7- Na maior parte do tempo esta de bom humor? (néao)

8- Tem medo que algo de mal va Ihe acontecer? (sim)

9- Sente-se feliz na maior parte do tempo? (n&o)

10- Sente-se frequentemente desamparado, adoentado? (sim)
11-Sente-se frequentemente intranquilo? (sim)

12- Prefere ficar em casa em vez de sair? (sim)

13- Preocupa-se muito com o futuro? (sim)

14- Acha gue tem mais problema de memoria que 0s outros? (sim)
15- Acha bom estar vivo? (nédo)

16- Fica frequentemente triste? (sim)

17- Sente-se inutil? (sim)

18- Preocupa-se muito com o passado? (sim)

19- Acha a vida muito interessante? (néo)

20-Para vocé é dificil comecar novos projetos? (sim)

21- Sente-se cheio de energia? (néo)

22-Sente-se sem esperanca? (sim)

23- Acha que os outros tém mais sorte que vocé? (sim)

24- Preocupa-se com coisas sem importancia? (sim)

25- Sente frequentemente vontade de chorar? (sim)

26- E dificil para vocé concentrar-se? (sim)

27- Sente-se bem ao despertar? (néo)

28- Prefere evitar as reunides sociais? (sim)

29- E facil para vocé tomar decisdes? (ndo)

30- O seu raciocinio esta tao claro quanto antigamente? (ndo)

Escore: ( /30)



ANEXO G- ESCALA ANALOGICA DE FELICIDADE.

Solicita-se ao sujeito para que escolha a figura com a qual o mesmo se identifica ou

a figura correspondente de como esta se sentindo.

POOO Q0L




