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RESUMO

A Doenca de Alzheimer é uma doenga neurodegenerativa progressiva e de
inicio tardio, que compromete principalmente as areas da cognigé&o, julgamento
e estabilidade emocional. Esta doenca se caracteriza por dois tipos de lesdes
cerebrais caracteristicas: emaranhados neurofibrilares e placas senis. Os
emaranhados neurofibrilares sdo compostos por uma proteina do citoesqueleto
(proteina tau) hiperfosforilada e agregada. As placas senis sdo formadas por
agregados da proteina B-amildide. A doenca de Alzheimer é resultado da
interacao de varios fatores ainda incompletamente elucidados; ndo obstante, o

estresse oxidativo e os processos inflamatérios ocupam posicao de destaque
dentre esses fatores. Neste trabalho, avaliamos as atividades das enzimas
eritrocitarias superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, assim
como o conteudo plasmatico de glutationa total, vitamina C, a-tocoferol, B-
caroteno, licopeno e coenzima Qio. A esses parametros antioxidantes foram
contrapostas medidas de oxidacdo de lipidios e proteinas plasmaticas.
Adicionalmente, efetuamos a avaliagdo das expressdes monocitarias de HLA-
DR e CD-11b, e das citocinas IL-6, IL-1a & TNF-. Nossos resultados mostram
que os pacientes de doenca de Alzheimer possuem niveis circulantes de o-
tocoferol inferiores aos pacientes controles, e possuem monocitos que
apresentam maior expressdo basal de HLA-DR e maior produgdo de IL-1a
quando estimulados por LPS. Esses resultados fortalecem a hipotese
inflamatéria na doenga de Alzheimer, de acordo com trabalhos recentes que

apontam bons resultados com o a-tocoferoi na sua prevencao e tratamento.



ABSTRACT

Alzheimer’'s disease is a late-onset, progressive degenerative disease that
affects mainly the judgement, emotional stability and memory domains. This
disease is characterized by two telitale cerebral lesions: neurofibrillary tangles
and senile plaques. Neurofibrillary  tangles are constituted by
hyperphosphorylated cytoskeleton protein tau aggregates, while senile plagues
are mainly composed by f-amyloid protein aggregates. Alzheimer’s disease is
the outcome of a complex interaction among several factors which are not fully
understood yet; nevertheless it is clear thar oxidative stress and inflammatory
pathways rate high among these factors. In this work, we evaluated the
erythrocytic acitivities of superoxide dismutase, catalase and glutathione
peroxidase, as well as the plasma levels of total glutathione, «o-tocopherol, -
carotene, lycopene, and coenzyme Q0. These antioxidant parameters were
confronted with plasmatic levels of protein and lipid oxidation products.
Additionally, we measured the basal expression of monocyte HLA-DR and CD-
11b, as well as the monocyte production of the cytokines IL1-, IL-6 and TNF-.
Our results show that Alzheimer’s Disease patients show lower plasmatic levels
of a-tocopherol when compared to control patients, and have higher basal
monocyte HLA-DR expression associated with higher IL-1a production when
stimulated by LPS. These results lend support to the inflammatory theory of
Alzheimer’s disease, according to recent works that indicate good results of a-

tocopherol administration in both its prevention and treatment.



ABREVIATURAS

MMSE “‘Mini-Mental State Examination”

EN emaranhados neurofibrilares

PS placa senil

PBA proteina B-amildide

PPA proteina precursora de amiléide

kDa quilodaltons

FHP filamento helicoidal pareado

ERO espécies reativas de oxigénio

FCE fluido cérebro-espinhal

ONOO° peroxinitrito

Oy anion superoxido

NO’ oxido nitrico

INOS Oxido nitrico sintase

ERN especies reativas de nitrogénio

H20, peréxido de hidrogénio

ESR ressonancia de spin eletrénico

Cu,Zn-SOD superoxido dismutase dependente de cobre e zinco

TNF-a fator necrosante tumoral o

IL-1a interleucina 1a.

iL-1B interleucina 1

IL-6 interleucina 6

SOD superdxido dismutase

lgG imunoglobulina G

TGF-B fator de crescimento tumoral

COX-2 cicloxigenase-2

RNAm acido ribonucléico mensageiro

DNA acido desoxirribonucléico

NF-«B fator nuclear kappa B

Mn-SOD superoxido dismutase dependente de manganés

EPIDOSO Epidemiologia do Idoso

CEE Centro de Estudos do Envelhecimento

VHS velocidade de hemossedimentagcao

PCR proteina C reativa

NINCDS “National Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke”

ADRDA “Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association”

INT grupo de pacientes considerado cognitivamente integros

DA grupo de pacientes com provavel Doenca de Alzheimer

CAT catalase

GPx glutationa peroxidase

GSH glutationa reduzida

GSSG glutationa oxidada



SRAT
HPLC
HPO3;
DNPH
OPD
NaBH.
HOCI
FITC
PerCP
PE
APC
HLA
LPS
NaN3
PBS
CDR
Hb

substancias reativas ao acido tiobarbiturico
cromatografia liquida de alta eficiéncia
acido metafosférico
dinitofenilhidrazina

ortofenildiamina

borohidreto de sodio

acido hipocloroso

isotiocianato de fluoresceina

proteina de clorofila peridina
ficoeritrina

aloficocianina

antigeno leucocitario humano
lipopolissacarideo

azida sodica

solugao tamponante fosfatada
“Clinical Dementia Rating”
hemoglobina
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1. INTRODUCAO
1.1. A Doenga de Alzheimer
1.1.1. Caracteristicas clinicas e evolugéo

O envelhecimento na populagdo normal estd associado com déficits
heterogéneos na func¢éo cognitiva. Um estudo de Valdois e cols. (1990) observou, por
exemplo, seis subgrupos que diferiam entre si, principalmente, no desempenho
cognitivo geral. Estes subgrupos, entretanto, ndo apresentaram perfis contrastantes de
capacidades cognitivas preservadas ou lesadas; as diferencas observadas eram
quantitativas, e nao qualitativas. O mal de Alzheimer, entretanto, apresenta
caracteristicas de declinio cognitivo que diferem significantemente dos padrbes

observados no envelhecimento saudavel.

O mal de Alzheimer € uma doenca degenerativa cerebral devastadora e de
aparecimento tardio, que causa deméncia progressiva, caracterizada por perda de
memoria, capacidade de julgamento e estabilidade emocional. A progressao da doenga
em casos relativamente focais é caracterizada pela deterioragao continua do dominio
cognitivo afetado (Martin, 1987) juntamente com um gradual alargamento do espectro
de sintomas para dominios antes nado afetados (Becker e cols., 1988). O fato da
doencga continuar a progredir dentro de um dominio cognitivo em particular, sugere que
a progressao da patologia nao é aleatdria, mas ao contrario, segue um curso paralelo a

organizacgao funcional do sistema afetado.

Os sintomas iniciais da Doenca de Alzheimer passam quase que
invariavelmente desapercebidos. Apenas em uma fase mais avangada, quando as
atividades de vida diaria comegcam a ser comprometidas, € que os sintomas se tornam
evidentes a parentes e amigos. Usualmente, os familiares tomam para si parte das
tarefas atribuidas ao idoso, assumindo que o declinio € passageiro e minimizando a

percepcao das alteragdes (Russel & Burns, 1998).

Apesar do curso da doenga ser variavel, os sintomas precoces geralmente
envolvem perda de memoria operacional e desorientacdo temporal e espacial, com
comprometimento das fungdes executivas (Brucki, 2000). Esta perda de memoria
evolui para a perda das fungées de aprendizado e evocacéo, que pode ser evidenciado

em tarefas como a apresentacdo de listas de palavras para posterior evocagéo.



Simultaneamente, a memoria episddica também comega a ser afetada, assim como a
memoria semantica, o que se reflete em um pior desempenho no teste de fluéncia

verbal por categorias.

Em relagao a memoria temporal, a meméria recente € a primeira a ser afetada,
mas com a evolugao da doencga, o déficit de memodria atinge dimensodes globais (Brucki,
2000).

As alteragcbes precoces que acompanham o estabelecimento da Doenca de
Alzheimer causam aos pacientes alteracdo de linguagem, empobrecimento do
vocabulario e troca ou esquecimento das palavras. Ainda nas fases iniciais, a
interpretacao de historias e provérbios € comprometida; estas alteragdes evoluem, com
o agravamento da doenca, para alteracdes fonolégicas e sintaticas (Damasceno,
2000).

A Doenga de Alzheimer também afeta habilidades viso-espaciais, de maneira
branda nas fases iniciais, mas com progressivo aumento de severidade a medida que a
doenca evolui. Testes neuropsicolégicos que envolvem coOpias de desenhos

evidenciam este déficit (Camargo & Cid, 2000).

A evolugdo do quadro também propicia o aumento de incidéncia de apraxias,
como a perda da sequéncia de atos motores e dificuldades de realizar gestos sob
comando (Brucki, 2000).

Nas fases iniciais da doenc¢a, o paciente pode perceber seus déficits. Esta
consciéncia, entretanto, desaparece em estagios mais avang¢ados. Pode ocorrer,
precocemente no curso de evolugao da doenga, mudanga de personalidade e aiteragao
na capacidade de julgamento, o que dificulta as relagdes familiares. Outros sintomas
externos a esfera da cognicdo podem incluir. depressdo, delirio, alucinagoes,
agressividade, perambulacido, desinibicdo sexual e disturbios de alimentacao
(Cummings e cols., 1998). Em estagios avangados, aparecem as incontinéncias
urinaria e fecal, inicialmente devidas a desorientacao, e posteriormente a desinibigéo
(White & Cummings, 1997).

A progressao da doenga € geralmente lenta e continua, com sobrevida bastante

variavel (2 a 15 anos). Esta sobrevida pode ser influenciada por fatores como:



gravidade da deméncia, sexo e idade. A evolugdo independe de raca ou nivel sécio-
econdmico (Brucki, 2000)

Assim, a caracteristica clinica mais marcante da Doenc¢a de Alzheimer é sua
natureza progressiva. As fungoes coghitivas, quando medidas por uma escala clinica
global como o MMSE (Mini-Mental State Examination) deterioram a uma razao de
aproximadamente 10% ao ano (Berg e cols., 1987; Huff e cols., 1987; Salmon e cols.,
1990). Este declinio, entretanto, nao € linear; nos estagios iniciais e finais da doenga, o
declinio é consideravelmente mais lento que na fase intermediaria (Morris e cols.,
1993). Como resultado, a taxa anual esperada de declinio depende,

consideravelmente, da severidade da doenga no momento da sua deteccgéao.

Esse perfil curvilinear da evolugdo da Doenga de Alzheimer pode ser uma
funcdo da natureza dos testes aplicados, assim como do curso natural da doencga. O
ritmo acelerado de declinio cognitivo nas fases intermediarias da doeng¢a pode ser
funcdo do fato que mais fungdes medidas pelos testes encontram-se em declinio
nessas fases, do que no inicio da doencga onde, principalmente, a evocagdo e as
habilidade verbais estdo comprometidas, ou no final da doenga, onde muitas funcdes
encontram-se abaixo do limite de avaliacdo dos métodos empregados. Deve-se notar,
entretanto, que existe consideravel heterogeneidade na evolugdo da doenca entre
varios pacientes, e que as descricdbes aqui apresentadas séo baseadas em resultados

médios de amplas amostras de pacientes.
1.1.2. Caracterizagdo das lesoes tipicas

A caracterizagcado das lesbes tipicas desta doenca data de 1907, quando Alois
Alzheimer relatou o descobrimento de duas novas lesdes no cérebro de uma paciente
de 51 anos com um histdrico de deméncia progressiva de 4 anos e meio: emaranhados
neurofibrilares (EN) e placas senis (PSs) além de uma perda acentuada de neurdnios
corticais. Para fazer esta descoberta, ele empregou uma técnica de coloragdao com
prata recentemente desenvolvida por seu colega Max Bielschowski. A coloragao de
Bielschowski ainda hoje € o método preferencial para o diagnéstico de mal de
Alzheimer. Entretanto, este método evidencia apenas alteragbes neuronais, nado as
alteragbes gliais. O advento da imunohistoquimica permitiu que uma perspectiva

completamente diferente da arquitetura das lesdes basicas fosse demonstrada, através



da presencga e orientagao das células gliais. Nas PSs, pode-se detectar a presenga de
astrécitos reativos formando uma camada externa em volta da lesdo, com fibrilas se
estendendo para a parte interna da lesao (Wisniewski & Wegiel, 1991), enquanto a
microglia & visualizada como um agrupamento interno ao redor do nucleo. Este nicleo,
chamado de estrela amiléide, é constituido de uma massa de fibrilas insolGveis de
proteina amildide. Axénios e dendritos tendem a ficar presos nas regides externas, ou
halo, da PS madura (McGeer & McGeer, 1995).

Figura 1. Placa senil (PS) madura. Notar a deposi¢ao amildide no centro da placa.

(http://www.pathology.vcu.edu/WirSelfinst/dementias.html)

A proteina doadora para a forma de amiléide relacionada ao mal de Alzheimer é
a proteina p-amildide (PBA). Esta proteina € um fragmento de 4.5 kDa da proteina
precursora de amiléide (PPA), que &€ amplamente distribuida no organismo. No mal de

Alzheimer, a PBA precipita para formar os depositos amildides, conhecidos como



placas senis. Dois tipos principais de placas senis podem ser observados no cérebro

humano.

As placas difusas sao formadas por PBA na forma filamentosa e dispersa de
maneira pouco estruturada. Nao sao observados neurénios danificados associados a
estas placas, portanto sao considerados benignas. Estas placas coram-se com
corantes de prata, mas nao com S-tioflavina, e ndo estdo relacionadas com a
severidade da deméncia, sendo encontradas principalmente nos individuos mais idosos
(Hauw e cols., 1986).

> Xy
" Y : .
4 - g { - - f -
ot 5 e TR TR g"f i

Figura 2. Seis ou mais placas difusas adjacentes. Coloracao de Bielschowski.
(http://www.pathology.vcu.edu/WirSelfinst/dementias.html)

As placas neuriticas, em contraste, contém feixes densos de fibrilas amiléides
que se coram com S-tioflavina, e neuritos distroficos. As placas neuriticas podem ser
subdivididas em placas primitivas, que nao apresentam um nucleo denso de PBA; e
placas classicas, que possuem um nucleo central amiléide cercado por axénios em
degeneracgao, arborizagdes dendriticas, e elemento gliais (Dickson, 1997; Wisniewski &

Silverman, 1997; Knowles e cols., 1998).
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Figura 3. Placa neuritica classica. Coloracdo de Bielschowski.

(http://www .pathology.vcu.edu/WirSelfinst/dementias.html)

As placas neuriticas sao predominantemente encontradas em pacientes
portadores da Doenca de Alzheimer e parecem correlacionar-se com a severidade da
doenca (Barcikowska e cols., 1989; Dickson, 1997; Knowles e cols., 1998). Ao fim de
sua evolugcdo, as placas neuriticas freqiientemente se apresentam como um denso
nucleo de amildide cercado por astrécitos reativos e células microgliais, mas sem o

componente neuritico (placas exauridas) (Figura 3).

A PBA, proteina mais proeminente nas placas senis, € um polipeptideo de 40-42
aminoacidos, obtido através de clivagem proteolitica de um conjunto de isoformas de
proteinas precursoras de amiléide; essa proteinas sao codificadas por um unico gene
localizado no cromossomo 21. Trés formas principais de APP sao obtidas desse gene
através de processamento alternativo (APP 770, 771, 695). A clivagem proteolitica
destas proteinas no dominio PBA é catalisada por um grupo de enzimas, conhecidas

como «o, B e y-secretases (Checler, 1995). Duas espécies de PBA, a PBA40 e a



PBA42(43) podem se depositar no cérebro de pacientes de Doenca de Alzheimer
(lwatsubo e cols., 1994; Ilwatsubo e cols., 1996; Mann e cols., 1996). Particularmente,
as placas difusas, que sao associadas ao envelhecimento normal, sdo fortemente
imunorreativas para PBA42(43), enquanto as placas neuriticas sdo mais imunorreativas
para a forma PBA40 (Arai e cols., 1990; Gowing e cols., 1994, lwatsubo e cols., 1994,
Iwatsubo e cols., 1996). Apesar destes achados nao serem unanimemente aceitos,
estes estudos podem ser usados como base para estabelecer um subconjunto de PS
mais intimamente relacionado com a Doenca de Alzheimer do que ao envelhecimento

normal.

Figura 4. Estrutura da proteina B-amiléide.
(http://www.pathology.vcu.edu/WirSelfinst/dementias.html)

O mecanismo de formacdo das placas senis ainda é controverso. Placas senis
classicas poderiam se desenvolver a partir de depoésitos difusos de PBA preexistentes,
apesar da falta de observagdo de uma co-localizacao coerente dessas duas formas.
Alternativamente, as placas senis poderiam surgir a partir de amildide nas
proximidades das paredes dos vasos sanguineos. Uma terceira hip6tese pode envolver
a liberacdo de PBA a partir de conjuntos de neuritos distréficos, com a subsequente

formacéo de placas difusas e classicas.

Os ENs, quer intracelulares ou extracelulares, sdo formados pelo actimulo de
componentes do citoesqueleto, bioquimicamente modificados. Estas lesées sé&o
compostas de fibras intracelulares argentofilicas que séo intensamente coradas por
corantes quimicos, tais como a S-tioflavina. Ultraestruturalmente, os EN sao formados

por um par aparente de fitas, enroladas uma ao redor da outra, com cruzamentos a



cada 75-80 nm e largura oscilando entre 5 e 22 ym; esta estrutura recebe o nome de

filamento helicoidal pareado (FHP).

Figura 5. Modelo de distribuicao das moléculas de PBA nas fibrilas amiléides.

(http://www.pathology.vcu.edu/WirSelfInst/dementias.html)

Figura 6. Emaranhados neurofibrilares (EN) intracelulares.

(http://www.pathology.vcu.edu/WirSelfinst/dementias.html)

A principal subunidade proteica dos FHP & a proteina tau associada aos
microtubulos (Igbal e cols., 1998). Seis formas diferentes de proteina tau, possuindo de



352 a 441 aminoacidos, podem ser formadas a partir de um unico gene através de
processamento alternativo (Bramblett e cols., 1992; Matsuo e cols., 1994). Apesar da
proteina tau dos FHP (FHP-tau) estar hiperfosforilada quando comparada com a
proteina tau normal do cérebro adulto (Bramblett e cols., 1992; Matsuo e cols., 1994) ja
foi demonstrado que esta proteina tau normal, derivada de bibpsias, é fosforilada in
vivo em sitios similares aqueles fosforilados na FHP-tau, e que uma significante
desfosforilagdo da proteina tau normal ocorre no periodo post-mortem (Matsuo e cols.,
1994).

Vi B
Figura 7. Eletromicrografia dos filamentos helicoidais pareados (FHP). Em areas favoraveis,

pode-se notar as indentacdes resultantes do arranjo helicoidal dos pares de filamentos de
proteina tau hiperfosforilada.

(http://www.pathology.vcu.edu/WirSelfinst/dementias.html).

A FHP-tau inibe as atividades promotoras de montagem de microtibulos das

proteinas associadas a microtubulos 1 e 2 e tubulina (Igbal e cols., 1998). Portanto, é
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possivel que a inibicdo da sintese de fosfatases no cérebro afetado pela Doenga de
Alzheimer possa induzir a geracdo de FHP-tau maximamente fosforilada, causando a

degradacao dos microtubulos e, consequentemente, a degenerag¢ao neuronal.

Varios tipos distintos de patologias citoesqueléticas ja foram descritos na
Doenca de Alzheimer, correspondendo a diversas fases da doenc¢a. No inicio do
processo degenerativo, ha um acumulo de proteina tau hiperfosforilada no
compartimento somatodendritico, mas sem a formag¢ao de FHP. Estes acumulos sao
designados como pré-emaranhados (Bancher e cols., 1989; Braak e cols., 1994).
Posteriormente, ocorre a formacado de fios neuropilicos; estes podem ser definidos
como processos neuronais anormais que contém FHP e filamentos normais,
localizados principalimente nos segmento distais de axénios e dendritos (Perry e cols.,
1991). Em estagios mais avangados, EN completamente desenvolvidos podem ser
vistos como feixes densamente empacotados preenchendo o corpo celular e
estendendo-se aos dendritos proximais. Ap6s a morte neuronal, os EN permanecem na
neurdpila como emaranhados extracelulares ou fantasmas, e estdo associados com

neuritos em degeneracgao (Yamaguchi e cols., 1991; Cras e cols., 1995).

A microglia e os astrocitos reativos se aglomeram na vizinhanga dos
emaranhados-fantasma, embora sem a organizacao observada ao redor das PSs
(McGeer & McGeer, 1995). Aparentemente, a agdo de proteinas quinases associadas
ao estresse pode desencadear a formacao de EN em células intactas (Buée-Scherrer &
Goedert, 2002).

Ainda ha duvidas sobre se a deméncia associada ao mal de Alzheimer é
primariamente iniciada por depoésitos extracelulares de PBA, com a formacgao
neurofibrilar subsequente levando a morte neuronal, ou se € primariamente iniciada
pelo dano neurofibrilar, conduzindo a concentracdo de depoésitos amildides
extracelulares. Na verdade, existem até mesmo evidéncias que apontam para um papel
fisiologico importante da PBA no cérebro, como um antioxidante (Kontush, 2001) ou
como um fator na fluidez da membrana (Chochina e cols., 2001). Existem, por outro
lado, evidéncias de que outras proteinas podem sofrer um tipo de agregagao
semelhante ao descrito para a PBA, sendo este mecanismo de agregacao responsavel

por doencas neurodegenerativas como a encefalopatia espongiforme (Bucciantini e
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cols., 2002; Sacchettini & Kelly, 2002). Adicionalmente, existem indicios de que a PBA
pode interagir com a proteina tau dos EN, estimulando sua hiperfosforilacdo e

consequentemente sua agregagao (Rank e cols., 2002).

Varios estudos apb6iam a teoria da interdependéncia entre esses dois tipos de
lesées. No envelhecimento cerebral normal, Doenca de Alzheimer e sindrome de
Down, as placas neuriticas coincidem com os EN (Mann & Esiri, 1989; Bugiani e cols.,
1990). Os EN extracelulares apresentam varias caracteristicas em comum com as PS,
como PBA40, microglia e astrocitos (Cras e cols., 1995; Schwab e cols., 1998) e um
subconjunto das placas neuriticas apresenta imunorreatividade para FHP. A PPA
apresenta um sitio de ligagao dependente de conformacgao para proteina tau (Smith e
cols., 1995), e a interagéo in vitro entre a proteina tau e a PPA promove fibrilogénese; a
injecdo de FHP em cérebros de ratos induz a formacao de depdsitos amildides (Shin e
cols., 1993).

Entretanto, existem também fortes evidéncias contra tal interdependéncia. Por
exemplo, a deposi¢ao amildide pode ocorrer mesmo na auséncia de EN; a descricao
de varias tauopatias e condi¢bes patolégicas associadas a proteina tau e aos EN indica
claramente que os EN podem causar deméncia mesmo na auséncia de deposigao
amildide (Jellinger & Bancher, 1998; Spillantini e cols., 1998). Adicionalmente, em
cérebros acometidos pela Doenga de Alzheimer, nao existe correlagdo entre a
distribuicao regional dos EN e PS no cértex cerebral, pelo menos nos estagios iniciais

da doenga (Giannakopoulos e cols., 1993; van de Nes e cols., 1998).

Pode-se concluir que, apesar de haver um alto grau de sinergia patolégica entre
EN e PS na Doenga de Alzheimer, estas lesdes se desenvolvem independentemente,
no decorrer do envelhecimento cerebral e, sua presenga simultinea ndo € uma

condi¢ao indispensavel para a expressao clinica da deméncia.

As perdas neuronais e sinapticas sao dificeis de mensurar, ja que elas
representam a perda deduzida de algo. As perdas sinapticas ja foram observadas no
neocortex de pacientes idosos nao-demenciados, sugerindo um mecanismo idade-
dependente para a perda de sinapses nesta regido (Masliah e cols., 1993). Uma perda
média de 45% na densidade terminal pre-sinaptica, e de 27 a 42% de perda sinaptica

no cortex prefrontal ja foram observadas em casos de Doenca de Alzheimer (Brion e
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cols., 1991; Masliah e cols., 1991). Apesar da densidade sinaptica estar normalmente
diminuida na neurdpila cortical de pacientes de Doenga de Alzheimer quando
comparada a de pacientes normal de mesma idade, esta redu¢gdo nao & maior dentro
das placas difusas que na neuropila circundante. Em contraste, a perda sinaptica &
mais pronunciada dentro das placas neuriticas, € as sinapses anormais encontram-se
concentradas ao redor dos fios neurdpilos dendriticos. Se as alteracdes sinapticas
precedem o acumuio da PPA processada anormalmente e a deposicdo amildide, ou se
essas alteracoes sao causadas pela neurotoxicidade dos depdsitos amildides, ainda é

um ponto controverso.

Até recentemente, o fato de que a morte neuronal estava consistentemente
associada ao envelhecimento cerebral normal era amplamente aceito. Esta convicgao
encontrava amplo respaldo em varios trabalhos influentes, alguns dos quais datados da
década de 1950, demonstrando uma morte neuronal significativa em individuos idosos
nao demenciados, assim como em primatas nao-humanos e roedores. Estes trabalhos
estimavam densidades neuronais, mas nao o numero total de neurénios em um dada
estrutura. Este campo foi extensivamente revisado por Coleman & Flood (1987) que
concluiram: apesar de existir uma perda neuronal associada ao envelhecimento, a
validade dos dados poderia estar seriamente comprometida por diferencas

interespecificas, processamento do tecido e métodos de amostragem.

Adicionalmente, houve o desenvolvimento de técnicas estereoldgicas para
estimar o numero de neurénios em estruturas identificaveis de interesse, tais como
regides-chave no hipocampo e cortex (West & Gundersen, 1990). A principal vantagem
destes métodos é a possibilidade de obtengdo de uma estimativa da quantidade total
de neurdnios dentro de uma determinada estrutura cerebral que nao é afetada por
alteragdes no tamanho dos neurénios, pelo tamanho da estrutura, ou por parametros
de fixacdo do material. Usando estes principios, mostrou-se que hd uma diminuicdo de
apenas 10% no numero total de neurénios no neocortex através do espectro de idades
em individuos normais (Morrison & Hof, 1997; Pakkenberg & Gundersen, 1997).
Contrariamente, mesmo casos muito brandos de Doenca de Alzheimer mostram até
50% de perda neuronal na camada Il do cortex entorrinal, podendo esta porcentagem
subir para 90% em casos severos (Gomez-Isla e cols., 1996). Além disso, a perda

neuronal no campo CA1 do hipocampo pode ser usada para diferenciar,
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quantitativamente, o envelhecimento normal do cérebro da Doenca de Alzheimer (West

e cols., 1994) e se correlaciona fortemente com a duragao e severidade da doencga
(Bobinski e cols., 1998).

Os mecanismos que resultam na morte neuronal na Doenca de Alzheimer nao
estdo claramente identificados. Varios estudos indicam que a apoptose neuronal € um
importante componente deste mecanismo (Cotman & Anderson, 1995; Smale e cols.,
1995) mas, ndo € o unico. A fragmentacdo de DNA que ocorre nas células do
hipocampo em cérebros acometidos pela Doenga de Alzheimer néo est3,
necessariamente, associada a uma propor¢cao aumentada de células que apresentam
as caracteristicas morfoldgicas da apoptose, tendo sido postulado que a necrose pode
desempenhar um papel igualmente importante da destruicdo celular associada a

doenca (Stadelmann e cols., 1998).
1.1.3. Diagndstico

Os critérios clinicos para o diagnéstico de provavel doenga de Alzheimer
incluem: deméncia estabelecida por exame clinico € documentada por exames de
cognicao e testes neuropsicologicos, déficits em duas ou mais areas da cognigao, piora
progressiva da memoria e de outras fungbes cognitivas, sem perturbagdes de
consciéncia, inicio entre 40 e 90 anos de idade, e auséncia de disturbios sistémicos ou
outra doenca cerebral que possa ser responsabilizada pelo declinio cognitivo
progressivo. Este diagndstico pode ser corroborado pela observagao de deterioragao
progressiva de fungdes cognitivas especificas, como afasia, apraxia e agnosia; assim
como historia familiar de desordens similares, particularmente se confirmadas por
exames neuropatolégicos. Evidéncias laboratoriais, como pung¢ao lombar normal,
eletroencefalograma normal e evidéncia por tomografia computadorizada de atrofia
cerebral, reforcam o diagnostico inicial. Entretanto, estes sintomas nao seguem um
padrao unico; existem subgrupos neuropsicolégicos envolvidos nesta doenga (Martin e
cols., 1986; Martin, 1987). A caracterizacdo em subgrupos refere-se ao fato de que
pacientes de Alzheimer podem apresentar padroes distintos de fungdes cognitivas
preservadas e prejudicadas. Os subgrupos melhor documentados sédo aqueles com

déficits semanticos e de correlagao de palavras, ao mesmo tempo que apresentam
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capacidades visuo-espaciais normais ou quase normais, e pacientes com o perfil
oposto (Haxby e cols., 1985; Martin e cols., 1986; Martin, 1987; Fisher e cols., 1996).

O diagnéstico definitivo da Doenca de Alzheimer sé pode ser feito utilizando
evidéncia histopatoldgica, por bidpsia ou autdpsia (McKhann e cols., 1984). Existe
consideravel subjetividade e discordancia entre os neuropatologistas na determinacao
do diagnéstico de Doenga de Alzheimer. Trés razdes principais podem explicar este
fenémeno: a relagdo complexa e incerta entre o envelhecimento cerebral normal e a
Doen§a de Alzheimer, o papel ambiguo do histbrico clinico de deméncia no diagnéstico

histopatoldgico da doenca, e diferengas nos processos de coloragao.

Apesar da existéncia de um amplo consenso na descricao dos sinais classicos
do ceérebro acometido pela Doenca de Alzheimer, uma substancial variacao
interindividual pode ser observada entre varios casos. Mais importantemente, varios
estudos mostraram que a maioria dos individuo idosos apresentam EN no hipocampo
mesmo na auséncia de déficit cognitivo ou na presenca de déficit de memoéria muito
brando (Price e cols., 1991; Arriagada e cols., 1992a; Arriagada e cols., 1992b; Hof e
cols., 1992; West e cols., 1994). As PS podem aparecer precocemente no neocértex de
individuos cognitivamente preservados, enquanto o hipocampo ¢é relativamente
poupado pela formacado de PS no inicio do processo neurodegenerativo (Pearson e
cols., 1985; Lewis e cols., 1987; Hof e cols., 1992). Se qualquer EN ou PS observada
representa um processo patoléogico ou um fendmeno tipico da idade, ainda € um
assunto controverso. E um fato bem estabelecido que tanto a freqiiéncia de EN quanto
a de PS em individuos cognitivamente intactos esta fortemente relacionada a idade

(Giannakopoulos e cols., 1996).

Independentemente dessa controvérsia, existe um consenso que implica que o
diagnéstico de Doencga de Alzheimer deve ser baseado na severidade e distribuicédo
das alteracoes patoldgicas, e ndo apenas na presenca ou auséncia de EN e PS. Tanto
a perda neuronal quanto sinaptica em cortices associativos sdo bons preditores da
severidade da deméncia; entretanto, ndo sao especificos para a Doenca de Alzheimer
e sao dificeis de estudar, uma vez que se baseiam em deficiéncias presumidas a partir
de uma estrutura normal. Além disso, as técnicas de preparagao do tecido e contagem

influenciam a avaliagéo (West & Gundersen, 1990; Gomez-Isla e cols., 1996).
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A evolugao dos critérios neuropatolégicos para a Doenca de Alzheimer é
marcada pela hesitagdo entre duas posigoes tedricas: a primeira considera que o
diagnéstico neuropatolégico de Doenga de Alzheimer deveria apenas ser proferido na
presenca de deméncia clinicamente evidente; a segunda propde uma nitida separag¢ao
entre a definicdo neuropatologica da doenca e sua expresséao clinica. A vertente que
une a neuropatologia e o diagnostico clinico de deméncia estd baseada em razdes
histéricas, uma vez que o caso original descrito por Alzheimer em 1907 esta baseado
na presen¢a de um histérico clinico de deméncia e formag¢ao abundante de EN e PS no
cortex cerebral. Apesar da inclusdo da deméncia como uma condigao indispensavel
para o diagnostico neuropatolégico da Doenga de Alzheimer apresentar a vantagem de
diminuir a propor¢dao de diagndsticos falsos-positivos, esta abordagem apresenta
apreciavel oposicao na literatura corrente. De fato, se o diagnostico neuropatoldgico da
Doenca de Alzheimer for dependente de impressdes clinicas, entdo o mesmo €& de
pouco valor como “gold standard”. Além disso, o diagndstico clinico da deméncia pode
nao ser sensivel ou confiavel nos estagios iniciais da doeng¢a. Uma vez que a Doenca
de Alzheimer € uma encefalopatia global e de progresso lento, é provavel que o
acumulo de lesdes abaixo do limiar clinico a torne assintomatica por um longo periodo,
talvez por anos (Hubbard e cols., 1990; Hof e cols., 1992; Bouras e cols., 1993). Se
estes casos forem considerados “negativos” pela auséncia de deméncia, informagdes
cruciais sobre os estagios mais iniciais da patogénese da doenc¢a podem permanecer
desconhecidas (Hyman, 1997; Wisniewski & Silverman, 1997).

A terceira fonte de variagdao no diagnostico neuropatologico da Doenca de
Alzheimer é o uso de diferentes procedimentos de coloragdo, particularmente na
avaliagdo das PS (Vallet e cols., 1992). A disseminagdao do uso de técnincas
imunocitoquimicas torna possivel a visualizagado de um maior nimero de lesdes,
incluindo placas difusas de PBA, assim como os diferentes tipos de PS. Entretanto,
apesar da imunocitoquimica revelar mais alteracbes que os métodos histolégicos
classicos, estas mudancas nao se correlacionam tdo bem com a severidade da doenga
(Wisniewski & Silverman, 1997). Na verdade, métodos que revelam uma grande
quantidade de lesGes ndo sao necessariamente melhores, e deve-se manter em mente
que metodos menos sensiveis podem permitir uma melhor diferenciacdo entre as

categorias de classificagao. Dependendo dos procedimentos de coloragdo, uma
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quantidade excessiva de resultados falsos-positivos ou falsos-negativos pode ser
obtida.

1.1.4. Fatores de risco

O maior fator de risco para a doenga de Alzheimer €, sem duvida, a idade.
Estudos mostram que a incidéncia da doenca aumenta de cerca de 13% entre pessoas
com 77 a 84 anos de idade para 48% naqueles com mais de 95 anos de idade (Evans
e cols., 1989; von Strauss e cols., 1999). Dados conjuntos de 4 grandes estudos norte-
americanos (Framingham, East Boston, Rochester e Baltimore) mostram que a taxa de
incidéncia idade-especifica aumenta exponencialmente apés os 65 anos de idade,
dobrando a cada cinco anos, pelo menos até a idade de 90 anos (Brookmeyer e cols.,
1998). Entre centenarios, os dados sdo mais escassos, mas alguns estudos sugerem
que a grande maioria desta populagao apresenta alguma deméncia, sendo a maior
parte devida a Doenca de Alzheimer (Ebly e cols., 1994; Asada e cols., 1996); outros
estudos, entretanto, sd0 mais encorajadores, colocando a incidéncia da Doenca de
Alzheimer abaixo de 30% em centenarios (Sobel e cols., 1995; Perls e cols., 1999)
Outro fator de risco é o histérico familiar; existe uma relagao geral entre o histérico
familiar positivo para doenca de Alzheimer e o risco de incidéncia em parentés de
primeiro grau. Esta associagdo € bem determinada para a doenga de Alzheimer de
inicio precoce, mas nao é tao clara na Doenga de Alzheimer tardia (Thal e cols., 1988).
Na verdade, esta associacido familiar para a forma de inicio tardio ndo é considerada

significativa.

Entre outros fatores, também podemos destacar o sexo feminino (Nishihara &
Ishii, 1986; Ojeda e cols., 1986; Wade e cols., 1987), embora este fato possa ser
explicado em parte pela maior sobrevida das mulheres afetadas em relagao aos
homens afetados (Beard e cols., 1994); o trauma encefalico também tem sido indicado
como um fator de risco, apés a descoberta de lesées do tipo Alzheimer em boxeadores
afetados por deméncia pugilistica (Graham e cols., 1996), apesar destas lesbes

estarem primarimente presentes em pacientes portadores do genétipo ApoE-¢4.

A falta de educacgio formal também pode ser um fator de risco para Doenga de
Alzheimer, ainda que os dados disponiveis nao sejam decisivos (Beard e cols., 1992).

Dados recentes também apontam os niveis plasmaticos de homocisteina como um
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fator de risco para a doenga de Alzheimer (Seshadri e cols., 2002). A descoberta de
aluminio nas placas neuriticas incitou a investigacéo entre a possivel ligagao entre a
exposicao a este metal e o risco aumentado para a Doencga de Alzheimer. Exposi¢ao a
aluminio na agua potavel e em minas parece realmente aumentar a incidéncia da
Doenga de Alzheimer (Rifat e cols., 1990; Doll, 1993; Jacqgmin e cols., 1994) mas o
risco derivado de fontes como medicamentos e antitranspirantes nao foi

conclusivamente estabelecido (van Duijn, 1996).
1.2.Doenca de Alzheimer e Estresse Oxidativo

Independentemente da ordem de importancia das alteragdées morfolégicas no
cérebro de paciente portadores de mal de Alzheimer, um corpo de evidéncia crescente
associa a destruicdo neuronal observada nesta doengca com a produgao e agao de
espécies reativas de oxigénio (ERQO). O sistema nervoso central € particularmente
suscetivel a danos por radicais livres devido a sua alta taxa metabdlica, elevado
conteldo de lipidios e uma relativa falta de enzimas antioxidantes quando comparado
com outros tecidos (Coyle & Puttfarcken, 1993). Varios estudos correlacionam o mal de
Alzheimer com peroxidacao lipidica, observada como uma reducao no colesterol e
fosfolipidios de membrana na substancia branca do tecido cerebral (Gottfries e cols.,
1986) hipocampo (Zubenko, 1986) e giro temporal superior (Mason e cols., 1992).
Outros estudos observaram um aumento significativo de lipoperoxidagao no cortex
frontal de pacientes com mal de Alzheimer, mas nao no cerebelo, indicando que a
peroxidacdo esta restrita ao cortex nesta doenga (Subbarao e cols., 1990). Outros
autores verificaram a existéncia de acroleina, um aldeido resultante do processo de
lipoperoxidacao, associada a proteinas em ENs, mas nao em PSs (Calingasan e cols.,
1999).

Outro mecanismo de producdo de ERO que tem sido associado ao mal de
Alzheimer € aquele que envolve metais. Na maior parte dos estudos, observa-se que
os niveis de ferro e ferritina no mal de Alzheimer estao significativamente elevados nas
regides corticais de massa cinzenta, facilitando a reagao de Fenton e produzindo um
excesso de ERO que pode causar lipoperoxidagdo (Connor e cols., 1992). Um
mecanismo que pode contribuir para este cenario € um trauma craniano severo, que

pode causar a lise de células cerebrais e liberar reservas de ferro para a reagéo de
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Fenton. A proteina quelante de ferro p97 (melanotransferrina) também se encontra
elevada no cérebro, fluido cérebro-espinhal (FCE) e em certas regidées do cérebro no
mal de Alzheimer, fortalecendo a evidéncia da influéncia do ferro na degeneracao
neuronal (Kennard e cols., 1996). Outro mecanismo de producdao de ERO na doencga
de Alzheimer pode envolver o aluminio. Apesar do aluminio por si s6 nao estimular a
peroxidacéo lipidica, foi demonstrado que, em conjungdo com Fe™, o aluminio produz
um aumento de 3 vezes na peroxidacdo em eritrécitos, lipossomos e fragdes
microsomais de figado de ratos (Quinlan e cols., 1988; Oteiza, 1994). Apesar destas
evidéncias, o acumulo de aluminio em neurdnios em processo de degeneragao nao é
um fenémeno universalmente observado (Graham e cols., 1978). Outros metais que
também podem estimular a produgao de ERO e potenciar o processo lipoperoxidativo
neuronal sdo o mercurio € o cobre (Stacey & Kappus, 1982). O citoplasma de
neurdnios vulneraveis mostram um marcado aumento no seu conteudo de metais de
transicdo (Kontush, 2001). Quelantes seletivos de cobre e zinco dissolvem depositos
de amiléide in vitro, e podem interromper a geracdo de ERO. Estes dados, em
conjunto, podem indicar a importancia destes metais como um fator de risco para o mal

de Alzheimer.

Outra via de producdo de ERO que pode estar envolvida na doenca de
Alzheimer é o catabolismo da dopamina (Cohen & Spina, 1989). Mais especificamente,
tanto a autoxidacdo como a desaminag¢ao oxidativa da dopamina pela monoamina
oxidase geram peréxido de hidrogénio e outras ERO em neurénios dopaminérgicos,

segundo e seguinte reagédo (Graham e cols., 1978):

RCHsNH; + O, + HO > RCHO + NH; + H05

Por esta razao, o inibidor seletivo da monoamina oxidase B, a selegilina, tem
sido investigado como um potencial agente terapéutico em uma série de estados

neurodegenerativos, incluindo o mal de Alzheimer e doencga de Parkinson.

A descoberta da presenga de residuos de nitrotirosina no cérebro de pacientes
de mal de Alzheimer (Smith e cols., 1991; Good e cols., 1996) também implica o
envolvimento do peroxinitrito (ONOQO") produzido pela reagado entre O™~ e NO’, na

génese do mal de Alzheimer. Outras evidéncias indiretas da sua influéncia incluem a

inducao da 6xido nitrico sintase (iNOS) por PBA e a ativagédo por PBA e interferon-y de
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espécies reativas de nitrogénio (ERN) a partir da microglia (Meda e cols., 1995). A
microglia € capaz de produzir diversas espécies de ERO e ERN, como parte do burst
respiratério, podendo sua agregagdo ao redor das PSs também causar uma
superprodugédo de espécies reativas (Colton & Gilbert, 1987). Isto pode levar, entre
outros fendbmenos, a oxidacdo de proteinas importantes para o funcionamento do
cerebro (Beal, 2002).

Outros estudos demonstraram que o glutamato, um aminoacido excitatério, pode
ser toxico para as células nervosas (Behl e cols., 1992) fenébmeno este conhecido como
excitotoxicidade. A excitacdo de certos subtipos de receptores de glutamato, como o
subtipo NMDA, pode causar um influxo excessivo de calcio na célula e a ativacdo de
enzimas proteoliticas, levando a morte do neurénio. Adicionalmente, um estudo
verificou que a exposicao de fatias de hipocampo de rato a superéxido e peréxido de
hidrogénio induz a producdo de glutamato (Pellegrini-Giampietro e cols., 1988) num
mecanismo que pode complementar a peroxidacao lipidica ou servir como via final
comum para a morte celular. Também ha evidéncias de que a presenca de ERO causa
a inativacao da glutamina sintetase, a enzima responsavel pela remoc¢ao do glutamato
(Schor, 1988). Portanto, as ERO ndo s6 estimulam a produgdo de glutamato, como

também diminuem sua taxa de degradac¢ao, o que amplia seu efeito neurotdxico.

Uma outra linha de evidéncia sugere que a agregacao de PBA pode produzir
ERO, sendo assim tdxica para as células nervosas (Behl e cols., 1992; Esposito e cols.,
2002). Em um estudo, a exposi¢cao de neurdnios a PPA durante uma hora, causou dano
a mitocdndrias, complexo de Golgi e outras organelas membranosas. O relato de que
os niveis de H,O, aumentam 3 vezes apos a adicao de PBA a celulas nervosas (Behl e
cols., 1994) indica que este dano é mediado por ERO e conecta um fator importante da
doenca de Alzheimer a ERO. Sabe-se também que a intera¢do entre PBA e o radical
anion superoxido pode causar dano aos microvasos cerebrais; este processo pode
levar ao desenvolvimento do mal de Alzheimer (Thomas, 1996). A existéncia de sitios
que ligam metais de transicao a PBA acrescenta mais evidéncias a esta linha de
raciocinio (Lovstad, 1987; Schoneich, 2002). A localizacao dos sitios que ligam metais
de transicdo e a dos que os reduzem em diferentes por¢des da PBA explica por que
esta proteina apresenta um maior efeito pro-oxidante quando presente em agregados

(Kontush, 2001). O envolvimento de metais de transi¢ao na produgao de ERO por PBA
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também pode explicar porque estudos de ESR falharam ao tentar detectar espécies

reativas formadas espontaneamente pelo peptideo in vitro (Turnbull e cols., 2001).

Existem estudos que associam a doenga de Alzheimer a disfungdes funcionais
de varios componentes da cadeia de transporte de elétrons (Parker e cols., 1989;
Parker e cols., 1990). Como a cadeia respiratéria € a fonte mais importante de ERO no
organismo, qualquer disfuncao que afete a sua eficiéncia pode aumentar a produgéo de
ERO. Este mecanismo também oferece uma explicacdo para os estranhos padrées de
herangca em mal de Alzheimer familiar, implicando a heranga mitocondrial em parte do
processo de desenvolvimento da doenc¢a. Vale lembrar que as regides cerebrais mais
atingidas pela doenca de Alzheimer sdo aquelas que possuem taxa metabdlica mais
elevada e maior expressdo de enzimas mitocondriais (Lai & Cooper, 1986;
Chandrasekaran e cols., 1992; Mielke e cols., 1998).

Em relacdo aos antioxidantes enzimaticos, os estudos ja realizados nao
evidenciam um padrao consistente. Alguns autores relatam niveis elevados de
glutationa peroxidase, glutationa redutase e catalase no cérebro de pacientes de
doenca de Alzheimer (Lovell e cols., 1995). Outros verificaram que pacientes de mal de
Alzheimer podem possuir niveis cerebrais elevados de Cu,Zn-SOD (superdxido
dismutase dependente de Cu e Zn) e diminuidos de catalase (Frolich & Riederer,
1995). Outros ainda correlacionam a expressao de Cu,Zn-SOD com a modulagéo da
atividade de células microgliais, inibindo a produgcdo de NO’, TNF-a e IL-1B (Chang e
cols., 2001). Entretanto, um aumento nos niveis de SOD (superdxido dismutase) sem
um aumento proporcional nos niveis de catalase ou glutationa peroxidase, pode levar a

um actimulo de H»O9, que é convertido em radical hidroxila; por outro lado, sabe-se

que a deficiéncia de SOD também pode aumentar o risco de estresse oxidativo.
Portanto, qualquer alteragdo no equilibrio dindmico de antioxidantes enzimaticos

parece aumentar o risco de geracao de ERO.

Ainda nao ha um consenso sobre a relagdo entre os niveis de antioxidantes nao-
enzimaticos e a doenga de Alzheimer. Existem estudos mostrando que pacientes de
sindrome de Down que apresentam mal de Alzheimer possuem niveis plasmaticos
mais baixos de vitamina E, que pacientes controles (Jackson e cols., 1988). Células de

Purkinje em mal de Alzheimer apresentam uma maior quantidade de proteina
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transportadora de a-tocoferol que células de pacientes normais, sugerindo uma
necessidade maior de antioxidantes na doeng¢a (Copp e cols., 1999). A vitamina E in
vitro parece proteger as celulas nervosas contra a morte, a oxidacao protéica e o
acumulo de ERO, induzidos por PBA (Yatin e cols., 1999). Existe também evidéncia de
que antioxidantes nao-enzimaticos podem proteger a integridade do receptor
muscarinico, potencialmente protegendo contra disfungbées cognitivas (Frey e cols.,
1996). Os niveis de glutationa total no cérebro, porém, nao sao alterados em pacientes
de mal de Alzheimer quando comparados com controles (Perry e cols., 1987). De
gualquer maneira, parece haver indicios de que a suplementagao com vitamina E e
vitamina C pode proteger os idosos contra a perda de fungéo cognitiva (Masaki e cols.,
2000; Behl & Moosmann, 2002; Engelhart e cols., 2002).

A relevancia do dano causado pelas espécies reativas de oxigénio nas células
cerebrais em mal de Alzheimer é atestado por trabalhos que estabelecem a ocorréncia
de aumento da oxidacao de proteinas, lipidios @ DNA nuclear e mitocondrial no cérebro
(Mecocci e cols., 1994; Hensley e cols., 1995, Markesbery, 1997; Perry e cols., 2002)
em conjunto com uma queda nos niveis de reparo de DNA oxidado (Lovell e cols.,

1999) e um aumento geral no dano oxidativo ao DNA (Markesbery, 1997).

1.3.Inflamacao

A inflamagao é a reagdo do organismo a invasao por um agente infeccioso ou
apenas rea¢ao a uma lesao fisica. Esta reac&o atrai leucocitos e moléculas plasmaticas

para o local de infecgao ou dano tecidual.

As reagdes que se desenvolvem nos tecidos em resposta ao dano ou a infecgao
sdo denominadas reacgées inflamatdrias. Esta reacao inflamatéria pode ou nao evoluir
para uma resposta imunolégica especifica. Durante a reacédo inflamatoria séao
identificados dois eventos diferenciados e que se relacionam: os eventos vasculares e
os eventos celulares.

1.3.1. Eventos Vasculares

Os eventos vasculares ocorrem na microcirculagdo. Em condi¢gées normais a
microcirculagdao é formada por arteriolas (30 a 40m m de didmetro) que apresentam

uma fina camada muscular. As arteriolas ramificam-se em vasos menores (7mm de
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diametro, chamados de vasos capilares) os quais fazem a ligagcdo entre os
compartimentos arteriolar e venular da microcirculagao. Alguns desses capilares sao
precedidos de esfincteres pré-capilares que regulam a densidade sangilinea de uma
determinada area da microcirculagao. Assim, em condi¢gées normais, existem capilares

em repouso, por onde o sangue ndo circula.

O rubor e o aumento de temperatura local que caracterizam as regiées de
inflamacao se devem a maior quantidade de sangue fluindo através dos vasos locais. O
aumento do fluxo sangiliineo, por sua vez, se deve a uma fugaz vasoconstricao arterial,
que logo é seguida por dilatacdo ativa e intensa das arteriolas, capilares e veias do
local. Os esfincteres pré-capilares se relaxam e, como consequéncia, numerosos
capilares, que estavam fechados, em repouso, se abrem aumentando
significativamente o nimero de capilares funcionantes. O edema associado é resultado

da exsudacao dos vasos a partir das vénulas.

Os capilares sangliineos sao revestidos por células endoteliais que apresentam
juncdes intercelulares muito firmes. O aumento da permeabilidade capilar é causado
pela retragao das células endoteliais abrindo as jungbes intercelulares e, possivelmente
também, pelo aumento no transporte vesicular através do endotélio. Isto permite que
moléculas de maior peso molecular atravessem o endotélio, facilitando a chegada de
anticorpo, complemento e moléculas de outros sistemas enzimaticos do plasma
(sistema de coagulacao, sistema fibrinolitico e sistema das cininas) no local da
inflamacao. Este aumento de liquido no local da inflamacédo leva a um aumento da
drenagem linfatica, o que pode ser benéfico por permitir que o agressor seja retirado e
levado até linfonédos onde entra em contato com células do sistema imune adaptativo.
Contudo nao é necessario que nenhum destes vasos seja diretamente afetado pelo
proprio agente inflamatorio. A causa imediata de tais modificacdes é a agao local dos
chamados mediadores quimicos da reacao inflamatéria aguda. Estes mediadores sao

sistemas de enzimas plasmaticas, citocinas e produtos de mastocitos, plaquetas e

leucocitos.
1.3.1.1. Mediadores

Aminas vasoativas: A histamina e a serotonina estido envolvidas na

vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular no local da inflamagédo. A
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liberacdo de histamina pelos mastécitos e basofilos e desencadeada por injaria

tecidual, complexo antigeno-anticorpo e pelo sistema complemento.

Sistema de Coagulagdo: A funcéo final do sistema de coagulagao € a produgéo
de fibrina, elemento essencial para a formagdo do trombo sangilineo. Este sistema
pode ser desencadeado por injuria tecidual ou por fatores liberados pelos tecidos, e
tem como fungao durante a resposta inflamatéria delimitar a area inflamada impedindo

a rapida disseminagao do agressor.

Sistema Fibrinolitico: Sua fungdo dentro da coagulagao sangiinea € de desfazer
os trombos e deste modo manter um fluxo sangiiineo continuo. Dentro da resposta
inflamatoéria esta envolvida na ativacdo do sistema complemento e participar do

aumento da permeabilidade vascular.

Sistema Cininas: Este sistema de enzimas tem como funcdo a ativagao das
plaquetas e produgdo de bradicinina e calicreina. A bradicinina é um potente agente
vasoativo, produz vasodilatacdo, contragdo da musculatura lisa e produz dor. A

calicreina é um agente quimiotatico para neutréfilo.

Sistema Complemento: Este sistema participa da resposta imune adaptativa,
porém pode ser ativado por uma via alternativa a partir de endotoxinas,
lipopolissacaridios de parede bacteriana e por outros sistemas de enzimas plasmaticas.
Tém funcdo na opsonizagdo de microorganismos, promove a degranulagao de

mastocitos e age como fator quimiotatico de fagocitos.

Citocinas: as citocinas sdo um tipo especial de mediadores que podem ser

produzidos pelas células do tecido afetado, e atraem linfocitos e fagocitos.

Produtos do metabolismo do acido araquidénico. O acido araquidénico é
encontrado em fosfolipidios de membranas celulares em mastocitos, basdfilos,
macrofagos e células endoteliais. Os produtos gerados do metabolismo do acido
araquidénico sao os leucotrienos e as prostaglandinas. As prostaglandinas agem na
vasodilatagdo, inibem a agregagdo plaquetaria, potencializam a dor, causam
vasoconstricdo e modulam a fun¢do de macréfagos. Os leucotrienos promovem
quimiotaxia, aumento da permeabilidade vascular, agregacdo e pavimentacao de

leucocitos nas células endoteliais e vasoconstricao.
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1.3.2. Eventos celulares.

As células fagociticas fazem parte da resposta imune inata, compreendendo a
primeira linha de defesa do organismo e, estdo relacionadas com o processo de
inflamagao. Os fagécitos estao divididos em duas categorias: os monocitos/macréfagos
e os granuloécitos. Além destas células, a resposta imune € assessorada por inumeras
células com caracteristicas bastantes distintas. As células acessérias incluem: células

apresentadoras de antigenos, plaquetas, mastécitos e células endoteliais.

Em condigdes normais, os leucdcitos circulam através de todos os tecidos do
organismo. Cada grupo celular possui um padrao caracteristico de migracdo. Quando
ha inflamacdo em um determinado local, uma reacdo de atragdo de leucdcitos de
diferentes populagdes para o tecido inflamado, é desencadeada. O aumento da
permeabilidade vascular associado a dilatacao do leito capilar e venoso, além de outros
fatores como o aumento da adesividade das plaquetas e a hemoconcentragao,
colaboram para um progressivo retardo da circulagdao na area inflamada. Uma das
consequéncias € a mudanc¢a no padrao de circulagdo. Em condi¢gdes normais, os
elementos figurados do sangue circulam no centro da corrente e o fluido circula em
contato com o endotélio. Na inflamacao, esta condicao se modifica; as células passam
a circular por toda a coluna sanguinea, facilitando o contato dos leucocitos com as
células endoteliais. O processo de aproximagao dos leucécitos a parede do vaso
proximo ao local de inflamag¢ao € denominado marginagdo dos leucdcitos, enquanto
que sua adesao denomina-se pavimenta¢do e sua passagem para o tecido chama-se
diapedese. A migracao para a area inflamada é direcionada por agentes quimiotaticos,
que sao produtos de origem variada, cuja agao resulta em marginacao, pavimentagao e
diapedese de leucécitos para o tecido inflamado. Sao agentes quimiotaticos: os
fragmentos do sistema complemento ativado, fatores derivados do sistema fibrinolitico,
sistema cininas, produtos de leucocitos e plaquetas, e produtos de determinadas

bactérias.

Na primeira fase de reacgao inflamatéria, os neutréfilos sdo os mais numerosos
leucécitos a serem recrutados ao local afetado, encarregando-se da fagocitose, por
exemplo, de bactérias. Os neutréfilos morrem durante o processo de destruicao do

invasor. Outro efeito combinado de produtos de neutréfilos e endotoxinas bacterianas
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(pirogénios) & a elevagao da temperatura corporal. Outros leucdcitos fagocitos,
principalmente monécitos, sao recrutados, secundariamente, para o local de
inflamacdo. Os mondcitos diferenciam-se localmente em macréfagos, fagocitando
bactérias e restos teciduais. Com o tempo, as caracteristicas da populagao celular no
local da inflamagao, mudam. Os macréfagos permanecem por um periodo de tempo
mais longo do que os neutrdfilos, no sitio inflamatério e, desempenham um papel
importante na resposta imune, pois vao apresentar antigenos aos linfécitos. Os
eosindfilos, os basofilos e linfécitos passam a atuar, principalmente, em estagios mais
avangados da inflamagao, desencadeando a resposta imune. A migracdo de grande
quantidade de linfécitos para o local, vai permitir que o pequeno numero de linfécitos

especificos para cada antigeno, possa encontrar o antigeno.
1.4. Doencga de Alzheimer e Inflamacgéo

Existem varias evidéncias indicando que a evolugéo da doenca de Alzheimer &
acompanhada de um intenso processo inflamatério que se desenvolve nas vizinhangas
das placas senis. O estudo dos papéis do sistema imune na Doenca de Alzheimer
revelou varios fatos intrigantes. Esta bem claro que, pelo menos nos estagios finais da
doencga, o padrdo de alteragdes celulares e moleculares, no interior e nas adjacéncias
dos depodsitos amildides e neurdnios em degeneracao, lembra uma resposta
inflamatéria. A microglia encontra-se ativada, varias citocinas e moléculas de adesao
celular pré-inflamatérias encontram-se aumentadas e o sistema-complemento
encontra-se ativado (De Simone e cols., 1995; Walker e cols., 2001). Muitas destas
modificagbes representam, provavelmente, uma resposta ao dano e a morte neuronal
e, como tais, podem proteger ou colocar em risco os neurdnios restantes. Por exemplo,
a microglia pode produzir tanto produtos neurotoxicos, tais como 6xido nitrico e
excitotoxinas (Combs e cols., 2001) quanto agentes neuroprotetores, como TNF e
TGF-B (Mattson e cols., 1997a). Adicionalmente, o processo inflamatorio parece
exercer efeitos bastante complexos sobre o processamento enzimatico da PPA e,
sobre a deposicdo e remogao da PBA (Gitter e cols., 2000; Xiang e cols., 2002; Sheng
e cols., 2003)

Dados epidemiologicos preliminares e estudos clinicos sugerem que a

administracao de anti-inflamatérios nao-esteroidais pode diminuir o risco para a Doenga
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de Alzheimer (Breitner, 1996; Mackenzie, 2001; Aisen, 2002) apesar de estudos mais
recentes sugerirem que a atividade antioxidante destas drogas pode ser o mecanismo
subjacente dos seus efeitos benéficos.

A primeira linha de evidéncia, sugerindo que processos inflamatoérios
desempenham um papel na patogénese da Doeng¢a de Alzheimer, é derivada das
analises post-mortem de tecido cerebral de pacientes. Andlises histoldgicas revelam a
presenca de varios mediadores inflamatérios, incluindo proteinas do sistema
complemento e citocinas, em associagao com placas amildéides e EN. Os primeiros
estudos nessa direcdo (Eikelenboom & Stam, 1982) revelaram a presenca de IgG e
moléculas do sistema-complemento (C1q, C3b, C3c, C3d e C4) em placas. Estudos
subseqiientes utilizando técnicas imunoenzimaticas demonstraram a ativagdo do
sistema complemento nas placas (Eikelenboom e cols., 1989). Estes achados foram
reproduzidos em varios outros estudos (Ishii & Haga, 1984; McGeer e cols., 1989). As
proteinas do sistema complemento parecem localizar-se preferencialmente em placas
classicas, mas ndao em placas difusas (Afagh e cols., 1996) ou em astrécitos ou
microglia associados a placa. Proteinas de fase aguda podem ser encontradas tanto no
tecido cerebral (Kalaria & Kroon, 1992; Kalaria & Perry, 1993) como no sangue

(Giometto e cols., 1988) de pacientes de Doenga de Alzheimer.

Os niveis de TNFa também se encontram elevados na microglia associada as
placas amiléides (Dickson e cols., 1993) assim como os niveis circulantes desta
citocina (Fillit e cols., 1991) indicando uma condigao sistémica de fase aguda. Tambéem
os niveis de TGF-B1 e TGF-B2 encontram-se aumentados em PS e EN (van der Wal e
cols., 1993; Flanders e cols., 1995) indicando um possivel papel desta citocina na
deposicdo de ambas as proteinas. Outras moléculas inflamatérias, que encontram-se
em quantidades aumentadas em cérebros de pacientes de Doenga de Alzheimer,

incluem IL-6 e a-macroglobulina (Bauer e cols., 1991; Giriffin e cols., 1998).

A ciclooxigenase-2 (COX-2) que catalisa a produgao de prostaglandinas a partir
do acido araquidénico, € um alvo importante para drogas anti-inflamatérias. A COX-2
esta estimulada na microglia apés dano cerebral ou exposicdo a lipopolissacaridio,
mas, diferentemente do que acontece em outros macréfagos periféricos, ndo é induzida

por TNFq, IL-1B ou IL-6 (Bauer e cols., 1997). Estes dados indicam que a microglia
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pode ser uma importante fonte de prostaglandinas e, portanto, provavelmente
desempenhar um papel importante nas respostas inflamatérias do cérebro. Apesar de
alguns dados indicarem a diminuicdo dos niveis de RNAm para COX-2 no cérebro de
pacientes de Doenca de Alzheimer (Chang e cols.,, 1996) estudos subsequentes
mostram que a imunoreatividade para COX-2 esta aumentada em neurdnios piramidais
do hipocampo de pacientes, quando comparados com controles de mesma idade; este
aumento se correlaciona com a densidade das PS (Ho e cols., 1999). Neste mesmo
estudo, ficou demonstrado que neurbnios de camundongos transgénicos, que
superexpressam COX-2, sao mais suscetiveis a toxicidade de PBA que neurdnios
normais, sugerindo que altos niveis de COX-2 na Doenga de Alzheimer poderiam
contribuir para o processo neurodegenerativo. De maneira geral, as cicloxigenases

parecem desempenhar um papel importante na patogénese desta doenca (Hoozemans
e cols., 2002).

Entretanto, varias citocinas produzidas na resposta inflamatéria podem possuir
fungdes neuroprotetoras. Neur6nios hipocampais primarios tratados com TNFa
apresentam maior resisténcia a morte celular induzida por excitotoxicidade, danos
oxidativos e exposigdo a PBA (Cheng e cols., 1994; Barger e cols., 1995). A via de
sinalizacao celular que media os efeitos anti-apoptoticos e anti-excitotoxicos do TNFa
envolvem a ativacao do fator de transcricdo NF-xB, que induz a expressao de varias
proteinas neuroprotetoras, incluindo Mn-SOD (superéxido dismutase dependente de
manganés) e Bcl-2 (Mattson e cols., 1997b; Yu e cols., 1999; Mattson e cols., 2000). O
papel do TGFB é menos claro, com relatos de neuroprotecdo (Prehn e cols., 1993;

Chao e cols., 1994) ou neurodegeneragao (Finch e cols., 1993; Wyss-Coray e cols.,
1995).

Alguns autores sugerem que o processo inflamatoério cerebral na Doenga de
Alzheimer ocorre, mesmo antes da deposicdo de amildide e dos processos
neurodegenerativos (Eckert e cols., 1996; Guo e cols., 1999a; Guo e cols., 1999b; Guo
e cols., 1999c) através de alteragdes na sinalizagdo de calcio. Este processo pode

contribuir para o processo neurodegenerativo da doencga.

O cérebro ndo somente & imunologicamente ativo por si s6, como também

realiza complexas interacdes imunolégicas periféricas. Por exemplo, celulas microgliais



28

obtidas a partir de culturas sao capazes de fagocitar fibrilas de amildide, mas nao de
degrada-las (Frackoviak e cols., 1992). Existem, inclusive, autores que propdem a
microglia como produtora, ao inves de destruidora, das fibrilas de amildide (Wisniewski
& Wegiel, 1992). A sobrecarga fagocitica que se.instala neste processo pode iniciar o
estado inflamatério crénico que é encontrado na patologia da doenga de Alzheimer.
Mais de 40 proteinas, que nao sado especificas da doenca de Alzheimer, ja foram
descritas em suas lesGes, a maioria das quais associadas com o processo inflamatério
(McGeer & McGeer, 2001). Estas incluem inibidores de complemento (Akiyama e cols.,
1991; McGeer e cols., 1991; Kalaria & Kroon, 1992; McGeer e cols., 1992) citocinas
inflamatérias (Benveniste, 1992; Araujo & Lapchak, 1994; Wilson e cols., 2002) e
outras. Este padrdo de ativacdo inflamatéria também pode ser observado na
decorréncia da encefalopatia espongiforme, uma outra forma de neurodegeneragao
que envolve proteinas (Eikelenboom e cols., 2002). Adicionalmente, o processo
inflamatério diminui o pH na sua vizinhanga, estimulando a agregagao da PBA e a
formacao de fibrilas de amil6ide (Atwood e cols., 1998). A inflamagao tambem estimula
a secrecgao de ceruloplasmina do figado e acelera a transferéncia de cobre para o sitio
inflamatoério (Berton, 1993). Esta cascata pode representar uma importante fonte de
cobre ativo em reagdes redox no mal de Alzheimer, devido a ativagdo microglial que
acompanha esta doenca (McRae e cols., 1997). Existem indicios de que as
ciclooxigenases da microglia também podem desempenhar um papel importante na
patogénese do mal de Alzheimer (Hoozemans e cols., 2002). Também & importante
lembrar que as citocinas inflamatorias, por si proprias, podem ser capazes de alterar o
estado cognitivo no envelhecimento (Wilson e cols., 2002) assim como, estudos com
vastatinas demonstraram a sua capacidade de inibir reagcbes inflamatérias em células
estimuladas por PBA (Sun e cols., 2003).

Estes indicios apontam para uma hipétese inflamatéria do desenvolvimento da
doenga de Alzheimer. Esta resposta inflamatéria seguiria os moldes do esquema a

seguir:
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Fatores de risco Citocinas inflamatorias
Genéticos, idade, —  Ativagiodengroglia
e adativo Ativagdo de complemento

Produgdo de ERO
Patologia ,
Placas senis, Inflamacio
Emaranhados Produtos toxicos
neurofibrilares
k4
MORTE —_
NEURONAL

O efeito das espécies reativas de oxigénio nas células cerebrais em mal de
Alzheimer €& atestado por trabalhos que estabelecem a ocorréncia de aumento da
oxidacdo de proteinas, lipidios e DNA nuclear e mitocondrial no cérebro (Mecocci e
cols., 1994), em conjunto com uma queda nos niveis de reparo de DNA oxidado (Lovell
e cols., 1999). Apesar de todo o estudo realizado na caracterizagao das lesdes e
entendimento do processo que leva a deméncia no mal de Alzheimer, somente um
estudo mostrou que o uso de vitamina E, pode retardar os sintomas mais graves da
Doenca de Alzheimer, o que vem reforgar o conceito de uma doenga inflamatoria (Sano
e cols., 1997; Smith e cols., 2002). Varias abordagens promissoras ainda estao sendo
estudadas, mas em estagios iniciais de pesquisa, como os isdbmeros R de
antiinflamatérios nao-esteroidais (Morihara e cols., 2002). Uma das grandes
esperancas dos ultimos tempos, a vacina contra PBRA, infelizmente mostrou ter efeitos
colaterais inaceitaveis, enfatizando a falta de conhecimento sobre o papel
desempenhado por cada molécula responsabilizada pela doenca de Alzheimer (Check,
2002; Munch & Robinson, 2002; Senior, 2002; Bradbury, 2003). Também existe uma
notavel falta de dados sobre os fatores que indicam uma predisposicdo ao

aparecimento do mal de Alzheimer, assim como poucos dados que correlacionem
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parametros sistémicos com a severidade da doenca. Também nao existem dados que
correlacionem aiteragdes em parametros oxidantes e antioxidantes com a evolugao da
doenga em pacientes com sintomas brandos, dificuitando a busca por fundamentos que
justifiquem a variacao na velocidade do declinio cognitivo nos pacientes e subsidiem a

procura por um tratamento eficaz.

Tomados em conjunto, os dados expostos apoiam a no¢ao que a doenga de
Alzheimer possui um componente inflamatério fundamental que envolve reagées de
ERO/ERN. Este componente parece estar ligado a um aumento da atividade da
microglia cerebral podendo, inclusive, ser um dos mais suscetiveis a intervencao, na
procura de um tratamento para esta doenga. Entretanto, a avaliacdo da atividade da
microglia durante o desenvolvimento da doenca de Alzheimer em paciente humanos é
impraticavel devido a sua localizagao, sendo assim justificada a procura de modelos
que utilizem parametros de facil acesso € que, ao mesmo tempo, possam refletir o
estado de ativacdo da microglia. Sendo esta microglia composta em grande parte de
macrofagos provenientes da circulagao (Cotran e cols., 1999) e, tendo em vista que na
circulagao os macréfagos se encontram sob a forma de mondcitos e, ainda, sabendo-
se que tanto a microglia quanto os mondcitos apresentam a mesma origem
embrionaria, o estudo destes ultimos pode contribuir para o entendimento do
componente inflamatério na patologia em questao, estabelecendo, ao mesmo tempo, a
viabilidade da utilizacdo de uma técnica minimamente invasiva, como uma coleta de

sangue rotineira, para o acompanhamento da evolugéo da doenca de Alzheimer.
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2. OBJETIVOS GERAIS DO TRABALHO

Este trabalho tem por objetivo estudar, de forma comparativa, parametros
plasmaticos, eritrocitarios e monocitarios representativos da atividade inflamatéria e
oxidativa em idosos que nao apresentam déficit cognitivo e em idosos apresentando

diagnostico provavel da doenga de Alzheimer.

Existe um corpo crescente de evidéncias demonstrando que a doenga de
Alzheimer possui um componente inflamatério importante, que se desenvolve ao redor
das placas senis. A atividade da microglia, que é a principal responsavel por este
quadro inflamatério cerebral, ndo pode ser avaliada diretamente, o que justifica a busca
de parametros sanglineos que possam avaliar esta atividade. Sob este prisma, os
monocitos sdo as células circulantes mais diretamente relacionadas ao processo
inflamatoério que se desenvolve no mal de Alzheimer, uma que vez que estes sao

recrutados para a formagao de nova microglia no processo inflamatério localizado.

Os parametros obtidos a partir da avaliagao da atividade dos monocitos foram
relacionados a uma série de parametros pré6 e antioxidantes plasmaticos e
eritrocitarios, indicativos de estresse oxidativo nos grupos a serem estudados. Os
resultados obtidos podem auxiliar no entendimento da paticipagdo do componente
inflamatorio e pro-oxidante nesta patologia. Ao mesmo tempo, diferengas nos perfis
antioxidantes entre os dois grupos estudados podem sugerir alternativas terapéuticas

que retardem a evolugao da doenga.
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3. SELEGAO DOS PACIENTES

Em 1991, iniciou-se o projeto de seguimento prospectivo de uma coorte de
idosos residentes em zona urbana do municipio de Sao Paulo, denominado
“Epidemiologia do Idoso” (EPIDOSO) que deu origem a amostra de idosos envolvidos
no presente estudo. Sob a coordenagéo do Centro de Estudos do Envelhecimento da
Universidade Federal de Sao Paulo - Escola Paulista de Medicina (CEE) uma
populagao inicial de 1667 idosos que continua sendo avaliada periddicamente, apés

mais de 10 anos de seguimento (Ramos e cols., 1998).

Os objetivos do projeto EPIDOSO foram os de avaliar a capacidade funcional
dos idosos e identificar fatores de risco para a mortalidade geral que pudessem ser
incorporados ao atendimento clinico desses pacientes, no nivel primario de atencao a
saude. Foram considerados individuos idosos, para esse projeto, aqueles com idade
igual ou superior a 65 anos entre 1991 e 1992. Neste periodo, foram realizadas
entrevistas domiciliares, avaliacao clinica no CEE e retorno para a coleta de exames
laboratoriais. Esta metodologia foi repetida entre 1993 e 1994. Entre 1998 e 1999,
houve a terceira onda de avaliagdes, nesta época centrada no CEE onde eram
realizadas as entrevistas, por médicos que procediam a um exame fisico (IMC — indice
de massa corporea, FC — frequéncia cardiaca , PA — pressao arterial, estado geral,
avaliagao cardiolégica e neuroldgica). Todos realizavam exames laboratoriais, e uma
parcela significativa foi examinada na densitometria O0ssea. Essa metodologia foi

repetida na quarta onda, entre 2000 e 2001, com os 276 idosos ativos remanescentes .

3.1. Casuistica

Os pacientes participantes deste estudo sao parte integrante da ultima onda de
dados do Projeto Epidoso (2000/2001) e que vem recebendo acompanhamento
gerontolégico no Centro de Estudos do Envelhecimento (CEE) da UNIFESP, por

equipe interprofissional coordenada pelo geriatra.

Foram selecionados para este estudo 65 idosos, com idade média de 82 anos,
que tiveram sua capacidade funcional e perfil laboratorial avaliados. Estes idosos
foram, inicialmente, submetidos a um inquérito clinico realizado por geriatra, composto
de anamnese, exame fisico e avaliagdo da autonomia mental, através do grau de

funcdo cognitiva. Pacientes com histérico de doengas cardiovasculares, neoplasias ou
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doengas inflamatorias crénicas forma excluidos deste estudo. Pacientes com
alteragoes inflamatérias perceptiveis através da avaliagdo da velocidade de
hemossedimentagéo (VHS) ou dos niveis plasmaticos de proteina C reativa (PCR)
também foram eliminados do estudo. O projeto e protocolo de trabalho foi submetido a
Comissao de Etica Médica da UNIFESP, tendo sido aprovado sob numero: 0859/03
(Anexo I). Todos os pacientes, ou seus responsaveis, assinaram o consentimento
informado (anexo 1)

3.2. Avaliagao da capacidade cognitiva dos pacientes

Para rastreamento de déficits cognitivos entre os pacientes, foi utilizado o “Mini-
Mental State Examination”, idealizado por Folstein e colaboradores (1975) (Anexo ).
Este teste é recomendado pelo NINCDS-ADRDA para detecgao de possiveis casos de
deméncia, embora ndo deva ser utilizado como unico instrumento para diagnéstico da
condicao. Este teste avalia orientagao temporal e espacial, registro, meméria recente,
capacidade de calculo e atengao, linguagem, habilidade de seguir simples comando
verbal e escrito e praxia. O MMSE € um instrumento universal, abrangente, simples e

de rapida aplicabilidade, caracteristicas que facilitam sua confiabilidade.

A maxima pontuacao do MMSE ¢é de 30 pontos. Pode-se usar notas de corte a
faixa entre 24 e 26 pontos, abaixo da qual o teste indica algum tipo de disfungao

cognitiva.

O resultado do MMSE ¢ influenciado pela idade e pelo nivel educacional do
paciente. Portanto, este teste identifica dificuldades cognitivas, ndo devendo ser

utilizado para diagnostico formal (Crum e cols., 1993).

Os pacientes que obtiveram um resultado no MMSE inferior a 24 pontos foram
entdo submetidos ao teste CDR (Clinical Dementia Rating) (Morris, 1993) (Anexo V).
Este teste avalia a influéncia da perda cognitiva na habilidade de conduzir as atividades
da vida diaria. E um exame que nao necessita de notas de corte estabelecidas pelo
desempenho populacional, pois os individuos sao aferidos em comparagdo com seu
préprio desempenho no passado. Este instrumento é derivado de uma entrevista com
um parente ou pessoa muito proxima que convive diariamente com o paciente. O CDR
se divide em seis categorias: memoria, orientagao, julgamento e solugao de problemas,

relagdes comunitarias, lar e hobbies e cuidados pessoais.



Cada categoria é classificada, segundo a entrevista, em: 0 — nenhuma alteracao;
0,5 — questionavel; 1 — alteragéo leve; 2 — alteragcdo moderada; 3 — alteragdo grave.
Esta classificagdo, para cada categoria, recebe a designagao “box score”. Das analise
dos “box scores” pode-se obter o resultado final do teste, que pode variar entre 0 e 3.
Um resultado de 0 indica um individuo cognitivamente normal; 0,5, um individuo de
normalidade cognitiva questionavel; 1, um individuo com leve deméncia; 2, individuos

com deméncia moderada; e 3, indiviiuos com deméncia grave.

O CDR foi baseado em outras escalas e em testes psicomeétricos, ou seja,
critérios clinicos validados para Doenga de Alzheimer (Burke e cols., 1988; McCulla e
cols., 1989; Rubin e cols., 1989; Forsell e cols., 1992; Morris, 1993; Daly e cols., 2000).

Os pacientes que obtiveram uma pontuacao inferior a 1 no teste de CDR foram
considerados cognitivamente integros (grupo INT), enquanto aqueles que obtiveram
resultados iguais ou superiores a 1 ponto foram incluidos nos grupo de pacientes com

provavel Doenga de Alzheimer (grupo DA)
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Tratamento e coleta das amostras de sangue

Amostras de sangue dos participantes foram obtidas apds 12 horas de jejum,

tendo sido sangue venoso colhido em heparina (2 tubos de 10 mL).

Parte do sangue total foi utilizada para execucao das téncnicas de citometria de
fluxo. O restante foi utilizado para seprar o plasma dos elementos figurados do sangue.
Apobs separacao do plasma, os eritrocitos foram resuspensos em tampao fosfato de
sédio 10 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4 (PBS) centrifugados a 500 x g por 10 minutos,
entre 0°C e 4°C. Este procedimento foi repetido mais duas vezes. Parte do sedimento
de eritrocitos, pellet, resultante da ultima lavagem foi entdo utilizado para a medida de
conteudo total de glutationa (GSH) e o restante hemolisado para a avaliagcdo da
atividade de enzimas antioxidantes, superoxido dismutase (SOD) catalase (CAT) e

glutationa peroxidase (GPx) e, medida da concentragéo de hemoglobina.

Amostras de plasma (500uL) foram armazenadas a -80°C, para posterior
determinacdo de o-tocoferol, p-caroteno, licopeno, coenzima Q10 e vitamina C. O
plasma também foi utilizado para a determinagao da concentragdo de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (SRAT) e nivel de proteinas oxidadas, expressas como

carbonilas plasmaticas.
4.2. Avaliagdo das enzimas antioxidantes eritrocitarias
4.2.1. Preparo do hemolisado

A 0,4 mL do pellet eritrocitario lavado foram adicionados 3,6 mL de solugao
hemolisante (p-mercaptoetanol 0,7mM, EDTA 2,7mM, pH 7,0) (Beutler, 1975). O tubo
contendo esta mistura foi imerso em uma mistura de gelo seco-acetona até o completo
congelamento. Logo a seguir foi descongelado a temperatura ambiente. Esta etapa foi
repetida 3 vezes e ao final o hemolisado foi centrifugado a 27000 x g por 30 minutos,
em centrifuga refrigerada. A fracdo sobrenadante constituiu o hemolisado e foi utilizado
para medir a atividade das enzimas. Para o calculo das atividades especificas

determinou-se a concentracdo de hemoglobina nos hemolisados.
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4.2.2. Dosagem de Hemoglobina

A quantidade de hemoglobina (Hb) nos hemolisados foi determinada usando
solucdo de Drabkin modificada (Van Kampen & Zizistra, 1961). Neste método, os
compostos de Hb, com excegao da sulfahemoglobina, sdo rapidamente convertidos a
cianometahemoglobina, sob a agéo de cianeto e ferricianeto de potassio. O calculo final
da concentragao de Hb foi realizado utilizando-se um fator de calibragao, obtido através
de curva padrao, de Hb comercial (Labtest). A concentragao de Hb nos hemolisados foi

expressa em mg/ mL.
4.2.3. Determinagédo da atividade das enzimas antioxidantes
4.2.3.1. Cu,Zn-Superoxido dismutase (E.C. 1.15.1.1)

A atividade desta enzima foi determinada segundo o método descrito por
McCord & Fridovich (1969). O sistema gerador de &nion superoxido € a reagao
catalisada pela xantina oxidase, que ao promover a transformacao de xantina em acido
urico, transfere um elétron para o O, molecular, produzindo O,". Esta reagao &

acoplada a redugéo do citocromo ¢ pelo O,”, medindo-se o aumento de absorbancia
em 550 nm, a 25°C. A adigao de superdxido dismutase (SOD) promove uma inibigao

na velocidade de reducdo de citocromo ¢, uma vez que a SOD compete com o

citocromo, pelo O,", dismutando-o a H;0x.

Os resultados foram expressos em Unidades/ mg de Hb. Uma unidade (U) de
SOD foi definida como a quantidade da enzima que promove 50% de inibicdo na

redugdo do citocromo ¢, por minuto, a 25°C, em pH 7,8.
4.2.3.2. Catalase (E.C. 1.11.1.6)

A catalase (CAT) é uma enzima que promove a decomposi¢ado do H,02 em H,O
e O,. A técnica empregada para medir a sua atividade foi descrita por Beutler (1975)

que quantifica a velocidade de decomposicdo da H;O, pela enzima, através do
decréscimo de absorbancia a 230 nm (g= 0,071 mM-1.cmr1) a 37°C. Os valores de

atividade da catalase foram expressos em U/ mg de Hb. Uma unidade de catalase

corresponde a quantidade de enzima que hidrolisa 1 umol de H20O2/ minuto, a 37°C,

em pH 8,0.
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4.2.3.3. Glutationa peroxidase (E.C. 1.11.1.9)

A glutationa peroxidase (GPx) catalisa a redugao do H>O,, bem como de outros
hidroperdxidos, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como co-substrato, produzindo
glutationa oxidada (GSSG). A atividade da GPx no hemolisado foi medida pela técnica
descrita por Sies et al. (1979) método que baseia-se na medida do decréscimo de
absorbancia, promovido durante a reducdo da GSSG, catalisada pela glutationa
redutase, em presenca de NADPH. A velocidade de oxidacdo do NADPH é
proporcional a velocidade de producao de GSSG a partir de GSH, em presenga de

peréxido, catalisada pela GPx (8=6,22rnM'1.cm'1). Os resultados foram expressos em

U/ g de Hb, onde uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de enzima

que oxida 1 pmol de NADPH/ minuto, a 37°C, em pH 8,0.

4.3. Medida da concentragac plasmatica de antioxidantes de baixo peso

molecular
4.3.1. Medida de a-tocoferol, -caroteno, licopeno e coenzima Q10
4.3.1.1. Preparo dos padroes

Os padroes de o-tocoferol, p-caroteno e licopeno foram dissolvidos em
cloroférmio e diluidos em etanol para uma concentrag¢do final de aproximadamente 1
uM (Motchnik e cols., 1994). A concentragdo precisa de cada solugao padrao foi

determinada espectrofotometricamente utilizando os seguintes coeficientes de

extin¢ao:

a-tocoferol 292 nm g'" = 75.8 litros.mol™.cm™ P.M.: 430.6
B-caroteno 453 nm €% = 2620 litros.mol'.cm™ P.M.: 536.9
Licopeno 472 nm g'” = 3450 litros.mol™".cm™ P.M.: 536.9
Coenzima Q10 290 nm £'” = 46 .4 litros.mol-1.cm-1 P.M.: 863.4

Todos os padrées se mantiveram estaveis por varios meses a - 80°C.
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4.3.1.2. Determinagdo de «-tocoferol, p-caroteno, licopeno e coenzima
Q10.

As concentracdes plasmaticas de «-tocoferol, B-caroteno e licopeno foram
determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) apés extragdo destas
vitaminas com hexano (Lang e cols., 1986). O procedimento utilizado para a extracédo
do plasma foi o descrito por Burton (1985) e por n6s modificado. Uma aliquota de 100
puL de plasma foi agitada em vortex por 30 segundos com 300 uL de metanol e
adicionado 4 mL de hexano. Apds nova agitacdo em vortex por 2 minutos, o tubo foi
centrifugado por 10 minutos a 1000 x g para a separagéo das camadas. Uma aliquota
de 2,5 mL da camada de hexano (superior) foi transferida para outro tubo e seca sob
nitrogénio. O residuo da secagem foi resuspenso em 0,5 mL de metanol.etanol 1:1 (v/v)

e filtrado (poro 0.22 um).

A analise dos antioxidantes extraidos do plasma foi realizada por HPLC
utilizando-se um detector eletroquimico com potencial de oxidagao de 0,6 V, acoplado
a um sistema isocratico de distribuicdo Waters 510 (Buttriss & Diplock, 1984). As
amostras foram injetadas através de um sistema Rheodyne (loop de 20 plL) em uma
coluna C-8 Nova Pak de 4 um (3,9 x 150 mm) com fluxo de fase mével de 1,0 mL/min.
A fase movel se consistiu de uma solugdo de 20 mM de perclorato de litio em
metanol/agua 98:2 (v/v). Os picos foram analisados contra os padrbes de cada
vitamina, utilizando os respectivos tempos de reten¢cdo. As quantidades de cada
antioxidante foram calculadas por comparacao entre a area da amostra e a area do
respectivo padrao, de concentragao conhecida. Os resultados foram expressos em uM.

A figura 8 mostra um cromatograma padrao da analise descrita acima.
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Figura 8. Cromatograma padrao da analise de a-tocoferol, B-caroteno,

licopeno e coenzima Q10.

4.3.2. Medida da concentragdo plasmatica de vitamina C

A determinagcdo da concentragdo plasmatica de vitamina C foi realizada de
acordo com Wagner et al. (1979). As amostras de plasma, previaménte armazenadas a
-80°C (maximo 5 dias) foram extraidas com acido metafosférico (HPO3) 10%. 300 uL
de amostra sdo adicionadas de 900 uL de HPOs;, agitadas em vértex por 30 segundos
e centrifugadas por 5 minutos a 15.600 x g. Apo6s a diluicao do sobrenadante na fase
movel (200 uL do sobrenadante em 600 L de acido metafosforico 0,8 %) as amostras
foram filtradas em membrana de poro 0,22 um, injetadas em sistema Rheodyne (loop
de 20 ul) e separadas em coluna C -18 uBondapak (3,9 x 300 mm) com fluxo de fase
movel de 0,7 mL/min. A fase moével se consistiu de uma solugdo de acido metafosférico
0,8%, preparada em agua MiliQ. A determinacao foi realizada com auxilio de um
detector UV/visivel no A: 235 mm. Os picos foram analisados contra o padrdao da
vitamina C injetado no mesmo dia. A concentracao de vitamina C na amostra foi
calculada por comparagdo entre a area da amostra e a area do padrao, de
concentracdo conhecida. Os resultados foram expressos em uM. A figura 9 mostra um

cromatograma padrao desta analise.
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4.4. Medida da concentracao de substiancias reativas ao acido tiobarbiturico
(SRAT) no plasma.

Esta técnica determina, colorimetricamente, o produto de reacao entre o acido
tiobarbitarico e os aldeidos produzidos durante a oxidagao de lipidios. O procedimento
utilizado foi o descrito por Ohkawa e cols. (1979). Os resultados foram expressos por

nmoles de SRAT/ mL de plasma.
4.5. Glutationa total

Parte do pellet eritrocitario, diluido em igual volume de tampao de lavagem, foi
utiizado para a quantificagdo da glutationa total eritrocitaria (Tietze, 1969). Os

resultados foram expressos em nmoles de glutationa / mg de hemoglobina.
4.6. Oxidagio de proteinas plasmaticas

A quantidade de proteina oxidada circulante no plasma foi medida pela
quantificacdo das carbonilas proteicas no plasma, utilizando-se enzima-imunoensaio
segundo Buss e cols. (1997). Neste método, a amostra de proteina a ser analisada &
incubada com dinitrofenilhidrazina (DNPH) que reage com carbonilas proteicas e,
entdo, & aderida a uma microplaca de 96 poc¢os. A seguir a microplaca é incubada com
anticorpo anti-DNP conjugado com biotina. Posteriormente, adiciona-se aos pogos um
conjugado de estreptavidina (que reage com a biotina do anticorpo conjugado) e

peroxidase de raiz-forte. A adi¢do de ortofenildiamina (OPD) e H,O; aos pogos resulta
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na produgdo de cor a medida que a peroxidase oxida o OPD, proporcionalmente a
quantidade de proteina oxidada presente em cada pog¢o. Apds 5 minutos, a reacdo da
peroxidase € interrompida mediante a adigao de acido sulfdrico 2,5M aos pogos. As
absorbancias foram medidas em um leitor de microplacas utilizando-se o filtro de 490
nm. O calculo da quantidade de proteina oxidada em cada amostra é baseado na
comparacao da absorbancia obtida com aquelas obtidas a partir uma curva-padrao
contendo proporcdes variaveis de albumina bovina reduzida com NaBH; e albumina

bovina oxidada com HOCI.
4.7. Parametros inflamatorios e oxidativos em monocitos
4.7.1. Marcadores de ativagdo celular em monocitos

Para a avaliacdo da ativagcdo basal dos monoécitos circulantes, avaliamos a
expressao das proteinas de membrana HLA-DR (ativacao celular) e CD-11b (molécula
de adesdo) por meio de citometria de fluxo (Brunialti e cols., 2002). Aliguotas de
sangue total foram incubadas com os seguintes anticorpos monoclonais para
moléculas de superficie, marcados com fluorocromos: anti CD66b-isotiocianato de
fluoresceina (FITC), da PharMingen; anti CD14-proteina de clorofila peridina (PerCP),
da BDIS; anti HLA-DR-ficoeritrina (PE), da BDIS; anti CD11b-aloficocianina (APC), da
BDIS. Controles foram realizados com isotipos para os anticorpos anti HLA-DR e
CD11b. Apoés incubacao no escuro por 15 minutos, a temperatura ambiente, os
eritrécitos foram lisados (solucdo de lise FACS, BDIS). As células foram lavadas com

solucdo PBS e ressuspendidas em PBS 1% NaNs.
4.7.2. Produgéo intracelular de IL-1q, IL-6 € TNF-a

A producéo intracelular de IL-1a, IL-6 € TNF-a foi quantificada em mondcitos
estimulados por LPS, por citometria de fluxo (Brunialti e cols., 2002). Aliquotas de
sangue total foram diluidas 1:2 em meio RPMI (Sigma), adicionado de glutamina, e
incubadas com LPS (concentracao final 100 ng/mL) em estufa de CO; 5%, a 37°C.
Aliquotas controle foram incubadas na auséncia do estimulo. Apés uma hora de
incubacgdo, adicionou-se monensina em todos os tubos de amostra, que foram
incubados por mais 5 horas, nas mesmas condigbes. Ao término do periodo de
incubacao, as amostras foram lavadas com PBS e os eritrocitos foram lisados (solugao

de lise FACS, BDIS). As células foram novamente lavadas e incubadas com os
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anticorpos monoclonais de superficie celular, marcados com fluorocromo, anti CD66b-
FITC e anti CD14-PerCP. As células foram entdo lavadas e fixadas (PBS 4%
paraformaldeido) por 20 minutos a 4°C. Os tubos foram centrifugados, o sobrenadante
descartado, as células ressuspendidas em solugao tamponante (PBS 1% soro fetal
bovino; 0,1% NaN3) e estocadas overnight a 4°C. No dia seguinte, as células foram
centrifugadas e ressuspendidas em solucdo permeabilizante (PBS 1% soro fetal
bovino; 0,1% NaNs;; 0,1% saponina). As amostras foram incubadas com os anticorpos
monoclonais para citocinas, marcados com fluorocromo: anti IL-1a-PE (BDIS); anti IL-
6-PE (BDIS); e anti TNFa-APC (PharMingen), ou seus respectivos isotipos, por 30
minutos, a 4°C. Ap6s mais uma Iavégem com PBS, as células foram ressuspendidas

em solugédo tamponante e levadas para aquisi¢ao.
4.7.3. Metabolismo oxidativo

Amostras de sangue total foram primeiramente marcadas com anti CD14-PerCP.
As células foram entdo lavadas com PBS e incubadas com 2',7’-diclorofluresceina
diacetato (DCFH-DA) um composto estavel, nao-fluorescente, que se difunde para
dentro das células e é hidrolisado a 2’,7’-diclorofluresceina (DCFH). A incubacao foi
realizada em banho a 37°C no escuro, por 30 minutos, sob agitacdao. Dentro das
células, o DCFH é rapidamente oxidado para DCF na presenga de H»O;, emitindo
niveis elevados de fluorescéncia verde. A reacao € quantitativamente relacionada a
concentracdo de H,O, e, como o DCF & um composto fluorescente polar, ele
permanece preso dentro da célula (Hasui e cols., 1989). Apos a incubacao, a reacgao foi
interrompida com a adicdo de EDTA 3mM. As células foram centrifugadas e os
eritrocitos lisados por hipotonicidade (trés seqliéncias alternadas de NaCl 0,2% por 30
segundos, NaCl 1,6% e centrifugagdo). A células foram ressuspendidas em PBS

contendo EDTA 3mM e levadas imediatamente para leitura no citdbmetro de fluxo.
4.7.4. Aquisicdo de eventos em citometria de fluxo

Cerca de 5000 monécitos foram adquiridos para cada tubo dos ensaio descritos,
baseado em sua marcagdo com CD14-PerCP. Com excec¢édo do ensaio de metabolismo
oxidativo, os neutréfilos foram identificados e excluidos da populagao de mondcitos por
sua marcacdo com CD66b-FITC. Para o ensaio de metabolismo oxidativo, os

neutrdéfilos foram identificados por seu posicionamento caracteristico em um grafico de
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dispersao frontal x lateral de luz. A aquisicao foi realizada em citobmetro de fluxo
FACSCalibur (BDIS) utilizando software de analise CellQuest (BDIS). A expressao dos
marcadores de superficie foi analisada por histogramas e a de interleucinas

intracelulares, por graficos dot-plot.

4.8. Analise estatistica

A normalidade da distribuicdo dos dados foi aferida através do teste de Shapiro-
Wilk. A comparacao entre as médias de resultados dos grupos foi realizada utilizando-
se o teste t de Student para amostras independentes. A analise da correlagdo entre os

dados foi feita atraves do teste de correlagao de Spearman.



5. RESULTADOS

A figura 10, mostra os valores de atividade especifica da Cu, Zn-SOD
eritrocitaria nos grupos estudados. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente

significativa entre os grupos estudados.

Superoéxido Dismutase
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Figura 10. Atividade da enzima superéxido dismutase eritrocitaria nos grupos
estudados (INT — Pacientes cognitivamente intactos; n=42. DA - Pacientes
com provavel Doenca de Alzheimer, n=23). Os valores encontram-se
expressos como media + erro padrao da média.

A figura 11 mostra a média das atividades especificas da catalase eritrocitaria
obtidas para os grupos estudados. Também neste caso, nao foram observadas

diferencas significativas entre os grupos estudados.

A figura 12 mostra os valores médios obtidos para a atividade da enzima
eritrocitaria glutationa peroxidase nos grupos estudados. Como nos casos anteriores,

estes valores nao diferiram de maneira significativa na comparagao entre os grupos.

Como ilustrado na figura 13, os valores de glutationa total eritrocitaria também

foram comparaveis entre os grupos estudados.

A figura 14 representa a media dos valores obtidos na avaliagdo do conteudo
plasmatico de produtos de lipoperoxidacdo, medidos como substancias reativas ao
acido tiobarbitirico (SRAT). Mais uma vez, a comparagao dos valores nao revelou

diferencas significativas para este pardmetro entre os grupos estudados.
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Figura 11. Atividade da enzima catalase eritrocitaria nos grupos estudados.
(INT — Pacientes cognitivamente intactos; n=42. DA - Pacientes com
provavel Doenca de Alzheimer; n=23). Os valores encontram-se expressos
como média + erro padrao da meédia.
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Figura 12. Atividade da enzima glutationa peroxidase eritrocitaria nos grupos
estudados (INT — Pacientes cognitivamente intactos, n=42. DA — Pacientes
com provavel Doenca de Alzheimer;, n=23). Os valores encontram-se
expressos como média + erro padrao da média.
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Figura 13. Contelido de glutationa total eritrocitaria nos grupos estudados
(INT - Pacientes cognitivamente intactos; n=42. DA - Pacientes com
provavel Doenc¢a de Alzheimer; n=23). Os valores encontram-se expressos
como média * erro padrdo da meédia.
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Figura 14. Conteudo plasmatico de produtos de lipoperoxidagao, expresso
como substancias reativas ao acido tiobarbiturico (SRAT) nos grupos
estudados (INT — Pacientes cognitivamente intactos;, n=42. DA — Pacientes
com provavel Doenca de Alzheimer; n=23). Os valores encontram-se
expressos como média + erro padrao da média.
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A figura 15 mostra a media dos valores obtidas na quantificacdo do nivel de
oxidagdo das proteinas plasmaticas, avaliadas como quantidade de carbonilas

proteicas circulantes. Os grupos avaliados nao diferem significantemente em relagao a
este parametro.

Os niveis de vitamina C plasmatica nos dois grupos foram equivalentes, como
ilustrado na figura 16.

Carbonilas Proteicas
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Figura 15. Conteudo plasmatico de carbonilas proteicas nos grupos estudados (INT —
Pacientes cognitivamente intactos; n=42. DA — Pacientes com provavel Doenc¢a de Alzheimer,;
n=23). Os valores encontram-se expressos como média t erro padrac da média.

Vitamina C

]

INT DA

Figura 16. Niveis plasmaticos de Vitamina C nos grupos estudados (INT — Pacientes
cognitivamente intactos; n=42. DA — Pacientes com provavel Doenca de Alzheimer; n=23). Os
valores encontram-se expressos como média + erro padrao da média.
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Na figura 17, encontramos os valores médios dos niveis circulantes de vitamina
E, nos dois grupos de pacientes estudados. Nota-se que os valores de vitamina E
circulante sao cerca de 20% mais baixos no grupo de pacientes com provavel Doenca
de Alzheimer, quando comparados com 0s pacientes cognitivamente intactos. Esta

diferenca é estatisticamente significativa.

Na figura 18, pode-se observar que os dois grupos analisados possuem niveis
plasmaticos similares de p-caroteno. Da mesma forma, nao foram observadas

diferencas significativas nos niveis de licopeno plasmatico entre os grupos estudados
(figura 19).

De maneira similar, os niveis plasmaticos de coenzima Q10 nos grupos

estudados é similar (Figura 20) nao apresentando diferencgas significativas.
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Figura 17. Niveis plasmaticos de Vitamina E nos grupos estudados (INT — Pacientes
cognitivamente intactos; n=42. DA — Pacientes com provavel Doenc¢a de Alzheimer; n=23). Os
valores encontram-se expressos como média * erro padrao da média. *p<0,05.
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Figura 18. Niveis plasmaticos de (-caroteno nos grupos estudados (INT — Pacientes
cognitivamente intactos; n=42. DA — Pacientes com provavel Doenga de Alzheimer; n=23). Os
valores encontram-se expressos como média + erro padrac da média.
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Figura 19. Niveis plasmaticos de licopeno nos grupos estudados (INT — Pacientes
cognitivamente intactos; n=42. DA — Pacientes com provavel Doenga de Alzheimer; n=23). Os
valores encontram-se expressos como média + erro padrao da média.
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Figura 20. Niveis plasmaticos de coenzima Q10 nos grupos estudados (INT — Pacientes
cognitivamente intactos; n=42. DA — Pacientes com provavel Doenga de Alzheimer; n=23). Os
valores encontram-se expressos como média * erro padrao da média.

A tabela 1 mostra que a atividade da Cu, Zn-SOD eritrocitaria apresenta uma
correlagdo positiva com a atividade da catalase e da glutationa peroxidase
eritrocitarias, e com o conteudo total de glutationa dos eritrécitos. A atividade da
catalase eritrocitaria, por sua vez, apresenta também correlacao positiva com a
atividade da glutationa peroxidase e conteudo total de glutationa nas mesmas células.
A atividade de glutationa peroxidase e conteudo total de glutationa nas hemacias
também apresentam uma correlagdo positiva estatisticamente significativa. Este
mesmo dois parametros se correlacionam de maneira negativa com o0s niveis

plasmaticos de produtos de lipoperoxidacgao (LPO).

Diferengas significativas foram encontradas no nivel de expressdo de HLA-DR
por mondcitos dos grupos estudados (figura 19). Os mondcitos de pacientes com
provavel Doencga de Alzheimer expressam, aproximadamente, 70% mais HLA-DR que

os monocitos de pacientes cognitivamente intactos.

Por outro lado nao se observaram diferengas, estatiticamente significativas, na

expressao de CD11B por mondcitos obtidos dos dois grupos estudados (figura 20).
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SOD CAT GPX GSH LPO
Teste de SOD  Coeficiente de correlagéo 1.000 415" .316* .406* -.097
Spearman Significancia . .001 011 .001 244
CAT Coeficiente de correlagao 4154 1.000 .368* 317 -.158
Significancia .001 . .003 .010 129
GPX  Coeficiente de correlagéo .316* .368* 1.000 .416™ -.323*
Significancia 011 .003 . .001 .009
GSH  Coeficiente de correlagdo .406*4 317 416" 1.000 -.253*
Significancia .001 .010 .001 . .034
LPO Coeficiente de correlagao -.097 -.158 -.323* -.253 1.000
Significancia .244 129 .009 .034
. p<0.01
. p<0.5

Tabela 1. Resultados dos teste de correlacdo de Spearman para os antioxidantes enzimaticos

eritrocitarios e produtos de lipoperoxidagio plasmaticos. Parametros nao exibidos nio

apresentaram correlagdes significantes.

HLA-DR
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Figura 19. Expressdo de HLA-DR nos grupos estudados (INT — Pacientes
cognitivamente intactos; n=31. DA — Pacientes com provavel Doenca de
Alzheimer; n=18). Os resultados sdo expressos como média * erro padrao
da média. *p<0,05
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Figura 20. Expressao de CD11b nos grupos estudados (INT — Pacientes cognitivamente
intactos; n=31. DA — Pacientes com provavel Doenca de Alzheimer; n=18). Os resultados sio
expressos como média + erro padrao da média.

A proporgao de células produzindo IL-1a €, aproximadamente, 25% maior nos
pacientes com diagnostico provavel da doenca, comparativamente aqueles

cognitivamente intactos (figura 21).
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Figura 21. Proporcao de células positivas para a producao de IL-1a nos grupos estudados
(INT — Pacientes cognitivamente intactos; n=30. DA — Pacientes com provavel Doenca de
Alzheimer; n=17). Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média. *p<0,05
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No caso da IL-6, nao se observaram diferengas estatisticamente significativas na
propor¢ao de células produzindo esta interleucina entre os grupos estudados (figura
22). Da mesma forma, ndo se observaram diferengas na proporcao de células

produzindo TNF-¢ entre os grupos de pacientes estudados (figura 23).
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Figura 22. Proporcgao de células positivas para a produgao de IL-6 nos grupos estudados (INT —
Pacientes cognitivamente intactos; n=30. DA — Pacientes com provavel Doenc¢a de Alzheimer,
n=17). Os resultados sdo expressos como média * erro padrao da média.
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Figura 23. Proporcao de células positivas para a produgao de TNF-o nos grupos estudados
(INT — Pacientes cognitivamente intactos; n=30. DA — Pacientes com provavel Doenca de
Alzheimer; n=17). Os resultados sdo expressos como média  erro padrao da média.



O metabolismo oxidativo dos mondcitos, estudado através das técnicas de

citometria de fluxo, nao mostrou diferengas entre os grupos estudados (figura 24).

Metabolismo Oxidativo

GMFI

INT DA

Figura 24. Producao intracelular de espécies oxidantes nos grupos estudados (INT — Pacientes
cognitivamente intactos; n=18. DA — Pacientes com provavel Doenc¢a de Alzheimer; n=11). Os
resultados sdo expressos como média £ erro padrdo da média.
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6. DISCUSSAO

A Doenca de Alzheimer é uma preocupacdo crescente em um mundo cuja
populacao idosa aumenta continuamente, devido aos avancos nas areas de Medicina
Preventiva e Geriatria. Apesar da populagdo mundial apresentar, no momento atual,
uma expectativa de vida crescente, nem sempre este envelhecimento é bem-sucedido;
freqilentemente, mesmo que o individuo idoso apresente uma boa condicgéo fisica, a
Doenca de Alzheimer e outras deméncias podem impossibilitar a sua independéncia
(Brookmeyer e cols., 1998; Ramos e cols., 1998).

A Doenca de Alzheimer € um processo muitifatorial, ainda que os exatos
mecanismos fisiopatologicos de sua instalagdo e evolugdo sejam, até o momento,
pobremente compreendidos. Entre os fatores que contribuem para o surgimento dessa
doenca, podemos destacar a idade avangada, (Brookmeyer e cols., 1998) o estresse
oxidativo, (Markesbery, 1997) traumatismo craniano (Graham e cols., 1996) e o

processo inflamatorio (Breitner, 1996; Eikelenboom & van Gool, 2004).

Obviamente, mais de um fator pode ser identificado como possivel responsavel
pelo desenvolvimento da doenca, na maior parte dos casos. Especialmente, a idade
avancada esta presente na grande maioria da populagdo acometida, enquanto eventos
inflamatérios e o estresse oxidativo sdo processos comumente verificados de maneira
conjunta, sendo dificil a identificacdo das contribuicdes relativas de cada um para o

processo patolégico (Butterfield e cols., 2002).

Este trabalho teve por objetivo investigar a interrelacdo entre a Doenca de
Alzheimer, os parametros sangiiineos indicadores de estresse oxidativo e indicadores
de atividade inflamatdria em mondcitos; este modelo segue o raciocinio segundo o qual
0s monocitos sdo as células circulantes que mais se assemelham a microglia cerebral,
podendo mesmo ser recrutados do sangue para o tecido cerebral (Fiala e cols., 1998;
Wegiel e cols., 2003) na Doenga de Alzheimer. A microglia é considerada a principal
responsavel pelos eventos inflamatoérios localizados que acompanham essa doenca
(D'Andrea e cols., 2004). Esta inflamacgdo localizada levaria a maior produgdo de
espécies reativas de oxigénio, causando um estresse oxidativo que poderia se refletir

em parametros circulantes (Vina e cols., 2004).
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Nas condi¢cées deste trabalho, a Doenca de Alzheimer nao foi associada a
nenhuma evidéncia sistémica de estresse oxidativo. A atividade eritrocitaria da enzima
Cu, Zn-SOD apresentou valores semelhantes para os dois grupos estudados, sendo
compativeis com dados publicados para a populagao desta faixa etaria (figura 10)
(Junqueira e cols., 2004). Este resultado encontra respaldo na literatura, (Ceballos-
Picot e cols., 1996; Fernandes e cols., 1999) embora varios trabalhos reportem tanto
uma elevacao (Ozcankaya & Delibas, 2002; Rossi e cols., 2002) quanto uma
diminuigao (Percy e cols., 1990; Snaedal e cols., 1998) da atividade desta enzima na
patologia em questdo. A atividade da catalase eritrocitaria (figura 11) também foi
equivalente para os dois grupos estudados; os valores encontrados sdo semelhantes
aos ja publicados para uma populagdo saudavel (Junqueira e cols., 2004). Esta
equivaléncia na atividade da catalase eritrocitaria entre pacientes de Doenc¢a de
Alzheimer e pacientes sem déficit cognitivo concorda com os dados disponiveis na
literatura (Percy e cols.,, 1990; Tabet e cols., 2003) muito embora alguns estudos
também tenham correlacionado esta patologia a uma elevagao na atividade desta

enzima (Perrin e cols., 1990; Repetto e cols., 1999).

De maneira semelhante, a atividade da glutationa peroxidase eritrocitaria (figura
12) atingiu niveis semelhantes em ambos os grupos, com valores comparaveis aos
descritos na literatura para individuos idosos (Junqueira e cols., 2004); este dado ja foi
anteriormente descrito na literatura (Perrin e cols., 1990; Bourdel-Marchasson e cols.,

2001) ainda que nao seja universal (Licastro e cols., 2001).

Os niveis eritrocitarios de glutationa total (figura 13) também foram equivalentes
nos dois grupos analisados, sendo compativeis com valores descritos na literatura para
populacoes semelhantes (Julius e cols., 1994). Dados semelhantes foram observados
para a concentragdo plasmatica de glutationa total (McCaddon e cols., 2003) e para o
contetido de glutationa em cérebros de pacientes de Doenga de Alzheimer, sugerindo

um papel secundario para essa molécula nesta patologia (Schulz e cols., 2000).

Tomados em conjuntos, estes parametros indicam que o estresse oxidativo que
ocorre localmente no cérebro de pacientes de Doenga de Alzheimer nao € o suficiente
para alterar a expressao dos antioxidantes enzimaticos em uma escala sistémica, nem

para causar a deplecdo da glutationa, substrato da glutationa peroxidase. N&o
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obstante, sao abundantes na literatura relatos de modificagdes nas concentracbes de
antioxidantes enzimaticos em cérebros de pacientes portadores de Doenca de
Alzheimer como, por exemplo, uma atividade aumentada de superdxido dismutase
(Pitchumoni & Doraiswamy, 1998). Se este aumento ndo for acompanhado por um
aumento equivalente na glutationa peroxidase ou na catalase, havera o acimulo de
peroxido de hidrogénio, resultando na formacao de ion hidroxila. Alguns estudos
mostraram que os cérebros afetados por esta doenca podem possuir uma atividade
diminuida de catalase, agravando os efeitos do aumento da atividade da superéxido

dismutase (Pitchumoni & Doraiswamy, 1998).

Apesar da atividade das enzimas antioxidantes eritrocitarias ndo apresentarem
aiteracOes nos pacientes de Doenca de Alzheimer, o teste de correlacdes de Spearman
foi aplicado aos dados acima (tabela 1) tendo revelado uma correlagdo positiva e
significativa mutua entre as atividades eritrocitarias de superoxido dismutase, catalase
e glutationa peroxidase, assim como dos niveis eritrocitarios de glutationa total. Estes
dados comprovam a validade do postulado que afirma que os sistemas antioxidantes
do organismo agem em conjunto, de uma forma integrada. O teste de Spearman
também identificou uma correlagdo negativa entre os niveis de produtos de
lipoperoxidacdo plasmaticos e a atividade da glutationa peroxidase e niveis de
glutationa total em eritrocitos. Este dado indica que a lipoperoxidagao € influenciada
pela atividade do sistema antioxidante glutationa peroxidase-glutationa neste modelo
experimental. De fato, o sistema glutationa peroxidase-glutationa € um importante
componente da rede antioxidante de protecédo as célula's do organismo (Rondanelli e
cols., 1997).

Como contraponto as medidas de atividades de antioxidantes eritrocitarios,
foram avaliados os niveis circulantes de produtos de oxidagdo de macromoléculas no
organismo. Para isto, foram analisados os niveis de carbonilas proteicas plasmaticos,
como produto derivado da oxidagdo de proteinas circulantes e, os niveis plasmaticos
de produtos de peroxidagao lipidica, avaliados como substéncias reativas ao acido

tiobarbitdrico.

O nivel plasmatico de produtos de oxidacdo de proteinas (figura 15) nao se

mostrou alterado no grupo de pacientes de Doenga de Alzheimer, em comparagédo com
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o grupo cognitivamente intacto, estando os mesmos dentro da faixa de valores
encontrada na literatura (Buss e cols., 1997). Esta auséncia de alteracdes € encontrada
em alguns estudos (Polidori e cols., 2004). Por outro lado, a maioria dos trabalhos que
avalia este parametro no estudo da doenga, encontra um aumento nos niveis de
proteinas oxidadas plasmaticos (Conrad e cols., 2000; Choi e cols., 2002). Esta
diferenga pode se dever a diferenca de sensiblidade dos métodos empregados nos
estudos citados (eletroforese bidimensional, espectrometria de massa) em relagio ao
metodo de enzima-imunoensaio escolhido para o presente trabalho e, a eventuais
diferencas na qualidade do atendimento médico e alimentacédo entre as populagdes-
alvo de cada estudo. Interessante € notar que o trabalho que reproduz os nossos
achados para este parametro, ndo encontra alteragbes nos niveis de carbonilas
proteicas plasmaticas, mas encontra diferencas nos niveis de ditirosinas plasmaticas
entre os grupos avaliados (Polidori e cofs., 2004). Este dado pode indicar que as
alteracoes oxidativas proteicas na Doenc¢a de Alzheimer podem ser de outros tipos, que
nao a formacao de carbonilas, tornando os métodos que avaliam a oxidacéao proteica

por intermédio da detecgao desses grupos, inadequadas para esta patologia.

De maneira similar, a concentracdo de produtos de peroxidacao lipidica
circulantes €& equivalente nos dois grupos estudados (figura 15) resultados
concordantes com os comumente encontrados na literatura (Reznick & Packer, 1994;
Paolisso e cols., 1998). Outros estudos confirmam esta manutencao dos niveis de
peroxidacao lipidica na Doenga de Alzheimer (Polidori e cols., 2004). De acordo com
estes dados, a estabilidade da maior parte dos parametros antioxidantes é refletida na
manuteng¢ao dos niveis de oxidagao de proteinas e lipidios plasmaticos, sugerindo a

auséncia de um componente oxidativo sistémico nos pacientes estudados.

De maneira geral, a populagao estudada parece usufruir de um status nutricional
privilegiado em relagdo as populagbes examinadas em estudos semelhantes, em
outros locais. Esta diferenca pode ser explicada, em parte, pelo atendimento cuidadoso
e diferenciado proporcionado, pelo ambulatério de deménicas do Centro de Estudos do
Envelhecimento da Disciplina de Geriatria da UNIFESP, ao pacientes e seus familiares,

contendo orientagdes nutricionais.
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Como complemento ao perfil antioxidante delineado anteriormente, também
foram efetuadas medidas dos niveis plasmaticos de antioxidantes de baixo peso
molecular, ndo-enzimaticos. Estes antioxidantes foram: vitamina C, o-tocoferol, p-

caroteno, licopeno e coenzima Qo.

Um estudo de estresse oxidativo e envelhecimento comparou as concentragoes
plasmaticas de antioxidantes em populacédo idosa (octogenarios) saudavel e portadora
de incapacidades (dependentes) encontrando concentracbes plasmaticas de a-
tocoferol em torno de 34 uM entre os idosos saudaveis, de 26 pM para os idosos
dependentes (p<0,05) e 43 pM para uma populacdao de adultos jovens saudaveis
(p<0,05). Para o B-caroteno, foram encontradas concentragdes plasmaticas de 0,54 uM
entre os idosos saudaveis, 0,41uM entre os idosos dependentes e 0,65 uM entre os
adultos jovens saudaveis (idade média 54 anos) . Para a vitamina C, os achados foram
275 uM, 21,4 uM e 37,8 uM, respectivamente (Mezzetti e cols., 1996). Quando
comparamos a faixa das concentragdes plasmaticas de a-tocoferol, obtida dos nossos
idosos, com estes dados, observamos que os valores obtidos em nosso estudo (figura
17) ainda pernanecem inferiores, tanto a dos idosos saudaveis, como também, a dos
idosos dependentes. O mesmo nao ocorre em relagao a concentragao plasmatica de
vitamina C na nossa amostra (figura16) superior ao estudo citado para todos 0s grupos;
nossos valores sdo comparaveis a concentragao (60 uM) de um grupo de idosos
saudaveis analisado em um trabalho de Vanderjagt e cols. (1987). Este mesmo

fendbmeno se repete ao analisarmos os niveis de P-caroteno em todos os grupos

estudados (figura 18).

Por outro lado, os valores de vitamina C, B-caroteno e a-tocoferol, obtidos no
presente estudo (figuras 16, 17 e 18) encontram-se dentro da faixa anteriormente
descrita para um grupo populacional saudavel e de mesma faixa etaria (Junqueira e
cols., 2004).

Ja Paolisso et al. (1998) estudando a relagdo entre estresse oxidativo e idade,
observou concentracbes plasmaticas de vitamina C (59 uM) e de a-tocoferol (24 uM)
entre idosos saudaveis (70-99 anos) comparaveis aos obtidos em nosso trabalho.
Heseker & Schneider (1994) encontraram concentragdes plasmaticas, para homens e

mulheres respectivamente, de vitamina C 60,7 uM e 82,2 uM; de a-tocoferol 34,5 uM e
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36,3 uM e de p-caroteno 0,55 uM e 0,83 uM, ou seja, comparaveis aos nosso valores
de vitamina C e B-caroteno e, superiores aos nossos valores de a-tocoferol. A revisédo
de varios trabalhos publicados, realizada por Stocker & Frei (1991) mostra valores
populacionais para as concentragées plasmaticas de vitamina C, a-tocoferol e B-
caroteno, sendo estas, respectivamente, de 30 a 150 uM, 15 a 40 uM € 0,3 a 0,6 uM.
Outros autores relatam que, para a prevencao de doenca cardiovascular e cancer,
concentragdes superiores a 30 uM de a-tocoferol em combinagdo com concentragdes
superiores a 50 uM de vitamina C, 0,4 uM de B-caroteno e 0,5 uM de licopeno, sao
desejadas (Gey, 1995). Desta maneira, os dois grupos de pacientes idosos estudados
posicionam-se dentro dos limites encontrados em varios outros estudos para niveis de
antioxidantes moleculares plasmaticos, ainda que no limiar inferior pra vitamina E e ,
ligeiramente, acima dos niveis médios para 3-caroteno e vitamina C. De maneira geral,
a populacdo estudada parece apresentar situagado diferenciada em relacdo a outros
grupos populacionais estudados. Esta diferenca pode ser explicada em parte pelo
atendimento cuidadoso e diferenciado proporcionado pelos ambulatérios do Centro de
Estudos do Envelhecimento, mencionado anteriormente. Estes parametros refletem
parte do sistema de defesa antioxidante do organismo dos pacientes, avaliando
componentes que podem ser absorvidos diretamente da dieta, de maneira
complementar a defesa antioxidante promovida pelos antioxidantes eritrocitarios

anteriormente mencionados.

De todos os antioxidantes de baixo peso molecular estudados, apenas a
vitamina E variou significativamente entre os grupos estudados (figura 17). O grupo
cognitivamente integro apresenta niveis de vitamina E plasmatica mais altos que os

pacientes de Doenca de Alzheimer.

Esta aparente homogeneidade nos niveis de antioxidantes entre os varios
grupos se contrapée a outros estudos da literatura (Behl & Moosmann, 2002; Esposito
e cols., 2002; Mecocci e cols., 2002; Sano, 2002). Este achado, como anteriormente
mencionado, reforca a nogdo de que os processos oxidativos que sdo desencadeados
durante a evolugcao do mal de Alzheimer nem sempre se manifestam sistemicamente,
e, mesmo quando isto ocorre, podem ser apenas reflexos de outros mecanismos

subjacentes. E de especial interesse o fato de que o estabelecimento da doenga de
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Alzheimer, expressa pela comparacgao entre os grupos INT e DA em nosso estudo, seja
acompanhado da queda de vitamina E circulante, uma vez que a vitamina E possui,
além de capacidades antioxidantes reconhecidas, atividades antiinflamatérias devido a
sua agado sobre mecanismos de transdugdo de sinal em fagocitos, modulando a
atividade da proteina quinase C, através da inibicdo de quinases e ativagdo de
fosfatases envolvidas no mecanismo de atividade desta enzima (Bulger & Maier, 2003).
Nao surpreendentemente, os estudos que tém obtido os melhores resultados na
prevencdo ou tratamento da Doenca de Alzheimer nos ultimos anos, utilizam o-

tocoferol como agente (Sano e cols., 1997; Zandi e cols., 2004)

Para completar o quadro delineado até este ponto, os mondcitos circulantes
foram analisados por citometria de fluxo, como indicadores da atividade inflamatéria
envolvida na Doencga de Alzheimer. Para tanto, quantificamos o nivel de expressao das
moléculas de superficie HLA-DR, como indicador do estado de ativagao dos monocitos
circulantes, e CD-11b, uma molécula de adesao envolvida no processo de marginagao
e migracdo dos monocitos. Os resultados mostram que os pacientes de Doenc¢a de
Alzheimer possuem mondcitos circulantes que expressam maior quantidade de HLA-
DR na superficie (figura 19) mesmo sem estimulo externo, sinalizando um maior estado
de ativacdo basal destas células, confirmando dados disponiveis na literatura (Kusdra e
cols., 2000). Pode-se encontrar marcadores de ativacao de mondcitos aumentados na
corrente sangiiinea de pacientes de uma série de doengas neurodegenerativas (Casal
e cols., 2003). Como anteriormente mencionado, estes mondcitos circulantes podem
transpor a barreira hemato-encefalica e migrar para o tecido cerebral, diferenciando-se
em microglia. Uma vez que os mondcitos circulantes dos pacientes de Doenca de
Alzheimer encontram-se mais ativados no estado basal do que os de individuos
cognitivamente intactos, pode-se postular que a microglia derivada dessas células
reagira de maneira mais intensa aos estimulos inflamatérios, produzindo maior lesao
tecidual colateral. O nivel de expressdo da proteina de superficie CD-11b nao se
alterou entre os dois grupos (figura 20) indicando que o potencial de adesao e

migra¢ao, destas células, ndo se altera nesta patologia.

Também por citometria de fluxo, foi medida nestes mondcitos a producdo das

citocinas IL-1a, IL-6 e TNF-o. Esta medida destina-se a avaliar a capacidade destes
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monocitos circulantes de estimular o processo inflamatorio, atraindo novos mondcitos

para o sitio inflamatorio, uma vez estimulados.

A producao de IL-1a foi mais alta nos monodcitos de pacientes de Doenca de
Alzheimer que nos pacientes cognitivamente intactos (figura 21). Sendo a IL-1o uma
importante citocina pro-inflamatéria, pode-se supor que a a eventual migracdo e
diferenciacdo desses mondcitos produzird uma microglia mais ativa, do ponto de vista
inflamatoério. Este aumento de produgao de IL-1a foi demonstrado, in vitro, em
linhagem de mondécitos humanos, quando estimulados pela PBA, através de
mecanismos de transduc¢éo de sinal mediados por tirosina-quinases, o que reforga a

hipétese acima (Combs e cols., 2001).

Os niveis de IL-6 produzidos por mondcitos periféricos estimulados foram
equivalentes nos dois grupos (figura 22) assim como o de TNF-a (figura 23)
concordando com trabalhos sobre o tema ja existentes na literatura (Beloosesky e
cols., 2002). Outros autores detectam um aumento na producgao de |IL-6 por mondocitos
de pacientes de Doenca de Alzheimer (Shalit e cols., 1994) utilizando, entretanto, um

estimulo (fito-hemaglutinina) diferente do utilizado no presente estudo (LPS).

O metabolismo oxidativo destes monocitos nao apresentou diferencas entre os
dois grupos estudados (figura 24). Este dado indica que a resposta oxidativa dessas
células ndo é mais exacerbada nos pacientes de Doenca de Alzheimer. Portanto, o
processo inflamatorio, presente em pacientes com Doencga de Alzheimer, se reflete nos
monocitos circulantes como uma maior ativagdo basal €, maior potencial de resposta

inflamatoéria.

Pelos dados aqui expostos, pode-se concluir que a Doenga de Alzheimer, neste
estufo, manifesta-se com ativagao de monécitos circulantes e especial decréscimo nos
niveis de vitamina E circulante. Varios trabalhos associam o a-tocoferol a uma
atividade moduladora da inflamacgéo (Chan e cols., 2001; Azzi e cols., 2003). Em nosso
estudo, o grupo de pacientes que apresenta as concentragdes plasmaticas de o-
tocoferol diminuidas, também apresenta monécitos mais ativados, os quais respondem
aos estimulos com uma maior produgado da citocina proinflamatoria IL-ta. Nosso
estudo permite concluir que a Doen¢a de Alzheimer esta associada a uma maior

ativacdo basal de monécitos circulantes; esta ativacdo parece ocorrer como
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conseqiiéncia da deplecao de a-tocoferol circulante. Esta deplecdo nao se traduz em
aumento da oxidacdo de macromoléculas circulantes, reforcando a idéia de que o -
tocoferol, nesta patologia, € importante devido ao seu papel anti-inflamatorio. Estes
resultados encontram apoio na literatura que relata sucesso na prevencao e tratamento

da Doenca de Alzheimer pela administragao de a-tocoferol (Zandi e cols., 2004).
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Agora faremos algumas perguntas para saber como esta sua memoria. Sabemos que com o
tempo as pessoas viao tendo mais diliculdades para se lembrar das coisas. Nio se preocupe
com o resultado das perguntas.

(1) Certo (0) Errado
47) Qual o dia em que estamos’
I( )ano
2( ) semestre
3( ) mes

4( ) dia do mes

S( ) dia da semana

47a) Onde nos cstamos”
I( ) clinica

2( )rua

3( ) bairro

4( ) cidade

S( ) estado

47b) Repita as palavras(um segundo para dizer cada uma. depois pergunte todas as trés)
1( ) Caneca

2( ) Tijolo
3( ) Tapete

Se ele ndo consecgulr repetir as tres. repita ate que aprenda as wrés. Conte as
tentativas

47¢) Se de 100 Reais forem tirados 7, quanto resta? [ se tirarmos mais 7, quanto resta?
(total de 5 subtracoes)

1) (93)
20)_ (80)
30y (79
ac ) (77)
SC)_ (65)
47d) Soletrar a palavra “mundo” de tras para frente.
1) O
2) D
3() N
4) U

5( ) M
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47e) Repita as tres palavras que disse ha pouco:
1)
20 )
30)

47f) Mostre um rclogio de pulso ¢ pergunte: O que ¢ isto? Repita com o lapis.
I( ) Relogio
2( ) Lapis

47¢) Repita o sceumnte’
( ) “Nem aqui. nem ali, nem la”

47h) Siga uma ordem cm tres estagios
( ) Tome um papel com a mao direita
( ) Dobre-0 ao meio
( ) Ponha-0 no chao

471) Leia ¢ execute o seguinte (cartao) “Feche os othos™ ()

47y) Escreva uma trase: ()

47k) Copic este desenho: (cartao) ()
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