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RESUMO

Leite REP. Determinacdo de elementos trago no encéfalo de idosos em diferentes estados
cognitivos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2009.
123p.

Dentre as varias hipdteses envolvendo a etiologia da doenca de Alzheimer (DA), estudos
sobre o envolvimento dos elementos trago t€m recebido consideravel atengao. O objetivo do
presente trabalho foi comparar as concentragdes de Br, Fe, K, Na, Rb, Se e Zn no encéfalo
de idosos com diferentes estados cognitivos bem como entre regides do encéfalo de casos
post mortem, provenientes do Banco de Encéfalos Humanos do Grupo de Estudos em
Envelhecimento Cerebral. O desenvolvimento da presente pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica local. Os casos foram divididos em trés grupos levando-se em conta tanto a
andlise clinica quanto a neuropatologica: (1) grupo DA: individuos com sinais clinicos e
neuropatologicos de DA (n=13), (2) grupo NN: individuos sem sinais clinicos e
neuropatologicos de DA (n=11) e (3) grupo RC: individuos cognitivamente normais, porém
com sinais neuropatologicos caracteristicos de DA (n=4). A andlise neuropatoldgica foi
realizada com base em critérios bem aceitos, usando imunoistoquimica. O diagnostico de
deméncia foi realizado por meio de entrevista com um informante. As concentracdes dos
elementos foram determinadas no hipocampo e no giro frontal médio utilizando-se o método
de andlise por ativagdo com néutrons. Materiais de referéncia certificados foram analisados a
fim de verificar a qualidade dos resultados analiticos. A analise estatistica dos resultados
obtidos nas andlises do tecido encefélico foi realizada utilizando-se os aplicativos Minitab
v15 e SPSS v11. As variaveis foram comparadas entre os grupos utilizando-se o método de
analise de variancia com medidas repetidas. A andlise dos resultados obtidos nos materiais
de referéncia mostrou que a andlise por ativacao com néutrons ¢ um método preciso e exato
para analise de encéfalos humanos. Os resultados das andlises do encéfalo mostraram que ha
uma diminuicdo das concentragdes de Rb no encéfalo de portadores de DA quando
comparadas com as de individuos dos grupos NN e RC. Além disso, h4d uma redugdo das
concentragdes de K e uma elevacao das concentragcdes de Na no encéfalo dos individuos
portadores de DA quando comparados com as de individuos NN. Uma elevacdo nas
concentragoes de Fe e de Se também foi verificada no grupo DA quando comparado com as
do grupo NN. A comparacdo entre as concentracdes dos elementos na regido frontal e no
hipocampo mostrou que ha diferenga nas concentragdes entre estas duas regides para varios
elementos. As altas concentracdes de Rb nos individuos RC quando comparadas com as do
grupo DA e sua redugdo no grupo DA quando comparadas com as do grupo NN sugerem
um papel do Rb nos mecanismos contra DA. Entretanto, as variagcdes nas concentracoes de
Rb, assim como as de Na e K podem ser secundarias ao processo patologico. As altas
concentracdes de Fe nos encéfalos do grupo DA sugerem que este elemento pode ser um
fator toxico na DA e as altas concentragdes de Se podem atuar no mecanismo de protecao.
No entanto, cabe ainda verificar se a deposi¢do dos elementos ¢ um evento primario ou
secundario a doenca. As diferengas encontradas entre as concentragdes de elementos nas
diferentes regides do encéfalo salientam a importincia de realizar-se uma amostragem
apropriada para determinagdo da composigao do tecido cerebral.

Descritores: elementos, encéfalo, idoso, envelhecimento, cogni¢ao, doenca de Alzheimer



SUMMARY

Leite REP. Determination of trace elements in brain of elderly people in different
cognitive status [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2009. 123p.

Among the many hypotheses concerning the etiology of Alzheimer’s disease (AD),
studies regarding the involvement of trace elements have gained considerable
attention. This study aimed to compare Br, Fe, K, Na, Rb, Se and Zn concentrations
in brain of elderly people in different cognitive status and between brain regions in
postmortem brains belonging to the Brazilian Aging Brain Study Group’s Brain
Bank. Protocols were approved by the responsible ethics committee. The cases were
divided into three groups, according to clinical and neuropathological evaluations:
(1) AD group: individuals with clinical symptoms and neuropathological hallmarks
of AD (n=13), (2) NN group: individuals without clinical symptoms and
neuropathological hallmarks of AD (n=11) and (3) RC group: individuals cognitively
normal but with neuropathological hallmarks of AD (n=4). Neuropathological
examinations were carried out based on accepted criteria, using
immunohistochemistry. Diagnosis of dementia was established through a
postmortem interview with an informant. Element concentration in the hippocampus
and medium frontal cortex was determined using instrumental neutron activation
analysis. Certified reference materials were analyzed to assure the quality of the
analytical results. Statistical analysis of the results obtained in the brain tissue was
performed using the Minitab v15 and SPSS v11 package. Variables were compared
among groups using repeated measurement analyses of the variances. Reference
material analysis results demonstrated that neutron activation analysis is a precise
and exact method for element concentration analysis of the human brain. The results
of the brain analysis demonstrated a decrease of Rb concentration in the brains of
AD individuals compared to the NN and RC individuals. Furthermore, there is a
decrease of K concentration and an increase of Na concentration in the brains of AD
individuals compared to the NN individuals. An increase of Fe and Se was also
verified in the AD group when compared to the NN group. Comparison of the
hippocampus and frontal area concentration demonstrated a difference in the
concentration of these two areas for many elements. The elevated concentration of
Rb in the RC group when compared to the DA groups and the reduction in the DA
groups when compared to the NN group suggest that Rb has a role in the protection
mechanism against AD. However, changes in the Rb concentrations, as well as
changes in the Na e K concentrations could be secondary to the pathological process.
The elevated concentration of Fe could be a toxic factor in AD and the elevated
concentration of Se could be a protection mechanism. Whether element deposition in
AD is a primary or secondary event remains to be determined. As a result of the
differences found in the concentrations of elements highlight the importance of
having ideal sampling to determine element composition of brain tissue.

Descriptors: elements, brain, elderly, aging, cognition, Alzheimer’s disease



1. INTRODUCAO




1.1 Envelhecimento populacional

A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) define a populacdo idosa como
aquela a partir dos 60 anos de idade, mas faz uma distingdo quanto ao local de
residéncia dos idosos. Este limite ¢ valido para os paises em desenvolvimento,
subindo para 65 anos de idade quando se trata de paises desenvolvidos (IBGE, 2002).

Apesar de o envelhecimento ser um processo comum a todos os animais,
ainda hoje persistem pontos obscuros quanto a dindmica e a natureza deste processo
(Papaleo-Netto, 2006). Segundo Comfort (1979), o processo de envelhecimento se
caracteriza por uma redug¢do progressiva da capacidade de manutencdo da
homeostase, em condi¢des de sobrecarga funcional. Este processo ¢ acompanhado de
uma ténue divisdo entre a fisiologia e a fisiopatologia do envelhecimento. O
envelhecimento natural (senescéncia) ¢ um conjunto de modificagdes organicas,
funcionais e psicoldgicas proprias do envelhecimento, enquanto que o
envelhecimento patoldgico (senilidade) ¢ um conjunto de alteracdes decorrentes de
doengas. O exato limite entre estes dois estados ndo ¢ preciso. Entretanto, para
compreender o envelhecimento ¢ importante, antes de tudo, diferenciar
envelhecimento de aumento de longevidade.

Longevidade refere-se ao nimero de anos vividos por um individuo ou ao
nimero de anos que, em média, as pessoas de uma mesma geracdo ou coorte
(conjunto de recém-nascidos em um mesmo momento ou mesmo intervalo de tempo)

viverdo (Carvalho e Garcia, 2003). O envelhecimento populacional ndo se refere nem



a individuos, nem a cada geragdo, mas, sim, a mudanga na estrutura etaria da
populagdo, o que produz um aumento do peso relativo das pessoas idosas,
considerada como definidora do inicio da velhice (Carvalho e Garcia, 2003).

Os fatores determinantes do envelhecimento populacional de um pais sao,
fundamentalmente, ditados pelo comportamento de suas taxas de fertilidade e, de
modo menos importante, de suas taxas de mortalidade (Kalache, 1987). Ou seja, ao
se comecar o declinio sustentado de fecundidade ¢ que se da inicio ao processo de
envelhecimento de uma populagdo (Carvalho e Garcia, 2003).

Em todo o mundo, a propor¢do de pessoas com 60 anos ou mais esta
crescendo mais rapidamente que a de qualquer outra faixa etaria. Entre 1970 e 2025,
espera-se um crescimento de 223%, ou em torno de 694 milhdes, no numero de

individuos idosos (OMS, 2005).

1.2 Envelhecimento da populacéo no Brasil

O Brasil deste inicio de milénio ja ¢ um pais de idosos (Garrido e Menezes,
2002) e o envelhecimento da populacdo brasileira ¢ um fato irreversivel, e que
devera se acentuar no futuro proximo imediato (Kalache, 1987). O Brasil ja
apresenta um dos mais agudos processos de envelhecimento populacional entre os
paises mais populosos (Giatti e Barreto, 2003) e até 2025 sera o sexto pais do mundo
em numero de idosos (OMS, 2005).

De acordo com o censo demografico, a populacdo de 60 anos de idade ou
mais, no Brasil, em 2000 era de 14.536.029 de pessoas, contra 10.722.705 em 1991.

Em 1996, eram 16 idosos para cada 100 criangas; em 2000, eram quase 30 idosos



para 100 criangas. O peso relativo da populagdo idosa no inicio da década
representava 7,3%, enquanto, em 2000, essa propor¢do atingia 8,6%. Neste periodo,
por conseguinte, o numero de idosos aumentou em quase 4 milhdes de pessoas, fruto
do crescimento vegetativo ¢ do aumento gradual da esperanca média de vida. Trata-
se, certamente, de um conjunto bastante elevado de pessoas, com tendéncia de
crescimento nos proximos anos. Na populacdo idosa, o segmento que, no periodo
intercensitario, mais cresceu relativamente foi aquele das pessoas de 75 anos ou
mais, 49,3%, alterando a composi¢do interna do proprio grupo e revelando uma
heterogeneidade de caracteristicas deste segmento populacional (IBGE, 2002).

Em termos regionais, a Regido Sudeste tem o maior percentual de pessoas
com mais de 60 anos: 11,7%. E o menor cabe a Regido Norte: 6,7% (Tabela 01). Em
termos absolutos, registrou-se no Brasil no ano de 2007 19.955 milhdes de idosos

(IBGE, PNAD 2007).

Tabela 01 — Propor¢do da populagdo com mais de 65 anos residentes no Brasil,
segundo a regido geografica - Ranking descendente

Regido geografica Porcentagem
Sudeste 11,7
Sul 11,4
Nordeste 9,8
Centro-Oeste 8,6
Norte 6,7

Fonte: IBGE, PNAD (2007)

1.3 O envelhecimento da populacéo nos paises em desenvolvimento

O rapido envelhecimento populacional ndo ¢, naturalmente, uma

caracteristica unica do Brasil, sendo compartilhado, de modo mais ou menos



acentuado, por diversos outros paises em desenvolvimento (Kalache, 1987) como,
por exemplo, o México (Garrido e Menezes, 2002). De modo geral, os paises em
desenvolvimento vém sofrendo um crescimento da populacao de idosos de forma
mais acentuada (IBGE, 2002; Lopes e Bottino, 2002), embora este contingente ainda
seja proporcionalmente bem inferior ao encontrado nos paises desenvolvidos (IBGE,
2002).

Em relagdo aos paises da América Latina, o Brasil assume uma posi¢do
intermediéria, com uma populacdo de idosos correspondendo a 8,6% da populagdo
total (Figura 01). Entretanto, a regido latino-americana apresenta uma grande
diversidade, com a proporcao de idosos variando de 6,4% na Venezuela a 17,1% no

Uruguai (IBGE, 2002).
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Figura 01 — Representacao grafica da propor¢ao de pessoas com 60 anos de idade ou
mais em determinados paises - 1990/1999. Modificado de IBGE (2002).

Em 2002, quase 400 milhdes de pessoas com 60 anos ou mais viviam no

mundo em desenvolvimento. Até 2025, este numero terd aumentado para



aproximadamente 840 milhdes, o que representa 70 por cento das pessoas na 3* idade
em todo o mundo. Até 2050 haverd dois bilhdes, sendo 80% nos paises em

desenvolvimento (OMS, 2005).

1.4 Envelhecimento global

Em todo o mundo a possibilidade de envelhecer ¢ a maior em toda a historia
da humanidade (Crews, 2007). China, Japao e paises da Europa e da América do
Norte j& convivem ha muito tempo com um grande contingente de idosos (Garrido e
Menezes, 2002). As populagdes européias apresentam, caracteristicamente,
propor¢des mais elevadas, com os idosos representando algo em torno de 1/5 da
populacao de seus paises (IBGE, 2002). Ou seja, até agora, o envelhecimento da
populacdo esteve muito associado as regides mais desenvolvidas do mundo. Por
exemplo, nove entre dez paises com populacdo maior que 10 milhdes e com maior
proporc¢do de habitantes idosos estd localizado na Europa. Espera-se pouca mudanca
nesta ordem até 2025, quando os individuos com 60 anos ou mais irdo constituir
aproximadamente um ter¢co da populacdo de paises como Japdo, Alemanha e Itdlia,
seguidos de perto por outros paises europeus.

Em todos os paises, especialmente nos desenvolvidos, a populagcdo mais velha
estd envelhecendo também. Atualmente, o niimero de pessoas com mais de 80 anos
chega a 69 milhdes, e a maioria vive em regides mais desenvolvidas. Apesar dos
individuos com mais de 80 anos representarem aproximadamente um por cento da
populagdo mundial e trés por cento da populagdo em regides desenvolvidas, esta

faixa etéaria ¢ o segmento da populagdo que cresce mais rapidamente (OMS, 2005).



A medida que a propor¢do de criangas e jovens diminui e a propor¢do de
pessoas com 60 anos de idade ou mais aumenta, a piramide triangular da populacao
de 2002 sera substituida por uma estrutura mais cilindrica em 2025 (OMS, 2005)

(Figura 02).
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Figura 02 — Pirdmide da populagdo mundial em 2002 e em 2025. Modificado de
OMS (2005).

Comparando-se os paises desenvolvidos e os em desenvolvimento, esses nao
tém acompanhado o ritmo rapido de envelhecimento da populagao em termos de
desenvolvimento socio-econdmico (OMS, 2005). Enquanto a Franca, por exemplo,
levou 115 anos para dobrar a propor¢do de pessoas mais velhas de 7 para 14 por
cento, a China levard somente 27 anos para atingir o mesmo aumento. Na maior
parte do mundo desenvolvido, o envelhecimento da populagdo foi um processo
gradual acompanhado de crescimento socioecondmico constante durante muitas
décadas e geracdes. Ja nos paises em desenvolvimento, este processo de

envelhecimento esta sendo reduzido a duas ou trés décadas (OMS, 2005).



1.5 Envelhecimento e deméncia

Embora o envelhecimento seja um dos maiores triunfos da humanidade, ¢
também um dos nossos grandes desafios (OMS, 2005). As mudangas demograficas,
resultantes do aumento da expectativa de vida, e o forte aumento dos individuos
idosos, particularmente dos muitos idosos, levaram a um drastico aumento no
nimero de individuos dementados e portadores de doenca de Alzheimer (DA)
(Jellinger, 2006), tornando os quadros de deméncia cada vez mais prevalentes (Lopes
e Bottino, 2002) e um dos maiores problemas de satde publica (Nitrini et al., 2004).

Ferri et al. (2005) estimaram que um novo caso de deméncia surja no mundo
a cada 7 segundos, perfazendo um total de 4,6 milhdes de casos ao ano. Estimaram
também que o nimero de pessoas afetadas pela deméncia ird dobrar a cada ano, a
ponto de que em 2040 haverd cerca 81 milhdes de individuos dementados.

Em um recente estudo brasileiro, realizado com idosos do municipio de
Catanduva, Nitrini et al. (2004) verificaram que a prevaléncia de deméncia neste
municipio dobrou a cada cinco anos de idade a partir dos 65 anos até os 79 anos de
idade e continuou a aumentar, porém num ritmo menor, com o avangar da idade.

Lopes e Bottino (2002) ao analisarem a prevaléncia de deméncia em diversas
regides do mundo encontraram que o efeito da idade sobre o aumento das taxas de
prevaléncia foi pronunciado, principalmente até os 90 anos de idade.

A prevaléncia de deméncia pode diferir bastante entre regides e mesmo
dentro do mesmo pais e podem refletir reais diferengas regionais nas taxas de
prevaléncia de deméncia, causadas por diferengas raciais e socio-culturais, ou mesmo

diferengas nas taxas de mortalidade entre estas populagdes (Lopes e Bottino, 2002).



Um estudo realizado na comunidade brasileira de Catanduva (Nitrini et al., 2004)
revelou que a incidéncia de deméncia nesta comunidade ¢ comparavel aquelas
relatadas em estudos asiaticos e ocidentais e que, entre as deméncias, a mais comum

¢aDA.

1.6 Doenga de Alzheimer

Quando Alois Alzheimer apresentou o primeiro relato de caso da doenga
neurodegenerativa que agora leva seu nome, pensou-se tratar de uma condicao rara,
ndo hereditaria e esporadica (Herz, 2007). Agora, pouco mais de cem anos depois,
esta patologia alcangou proporgdes epidémicas e rapidamente se transformou num
grande problema socioeconémico (Herz, 2007).

Quando a doenga foi nomeada por Kraepelin, o termo foi frequentemente
usado para descrever casos pré-senis da doenga (classicamente casos com menos de
65 anos de idade) (Hardy, 2006). Atualmente a DA ¢ descrita como uma doenca
neuroldgica progressiva associada com o envelhecimento (Welsh-Bohmer e White,
2009).

A doenga se caracteriza por processo degenerativo que acomete inicialmente
a formacdo hipocampal, com posterior comprometimento de 4&reas corticais
associativas e relativa preservacdo dos cortices primarios (Caramelli e Barbosa,
2002). Essa distribui¢do do processo patologico faz com que o quadro clinico da DA
seja caracterizado por um inicio de dificuldade em aprendizado e memoria, que leva
ao esquecimento de eventos recentes. A DA piora com o tempo, levando a

dificuldade de lembrar novos eventos e dificuldade de raciocinio, prejuizo das
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atividades normais, dependéncia e por ultimo a morte (Welsh-Bohmer e White,
2009). A DA tem curso lentamente progressivo, com duracdo média de oito anos
entre o inicio dos sintomas e o obito (Vilela e Caramelli, 2006). Entretanto, estima-se
que a degeneragdo se inicie por volta de 20 a 30 anos antes do aparecimento dos
primeiros sintomas (Goedert e Spillantini, 2006).

O diagnostico clinico da DA se baseia na observagdo de quadro clinico
compativel e na exclusdo de outras causas de deméncia (Caramelli e Barbosa, 2002).
Usando-se critérios de diagnostico e exames clinicos, neuropsicolégicos, de imagem
e marcadores biologicos, a acuracia diagndstica para DA ¢ de aproximadamente 90%
(Jellinger, 2006). O diagndstico definitivo da DA depende de exame
anatomopatolédgico de tecido cerebral obtido em bidpsia ou necropsia. Entretanto, na
pratica clinica, ndo hé indicagdo de bidpsia cerebral com esta finalidade (Vilela e
Caramelli, 2006).

Quando o cérebro do portador de DA ¢ examinado ao microscopio existem
células e estruturas celulares anormais no cérebro, principalmente nas areas do
cérebro relacionadas a memoria, incluindo o coértex entorrinal e o hipocampo. Além
disso, pode haver atrofia nestas regides (Welsh-Bohmer e White, 2009).

Os sinais neuropatologicos que atualmente formam os pilares do diagnostico
post mortem sdo as placas senis, um aglomerado de proteinas denominadas beta
amiloide (BA), e os emaranhados neurofibrilares, que consistem basicamente da
agregacao de microtubulos que estabilizam a proteina tau (Herz, 2007). Placas
amildides localizam-se fora da célula e emaranhados neurofibrilares dentro da célula

(Welsh-Bohmer e White, 2009).
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Atualmente sugere-se que o acumulo de BA ¢ a causa da neurodegeneracao
que ocorre na DA (Small e Cappai, 2006). A presenca de depdsitos da protéina tau
em desordens ndo relacionadas lanca davidas sobre a importancia da proteina tau e a
relevancia de sua disfuncdo para a etiologia e patogénese da DA e desordens
relacionadas permanece ndo esclarecida (Goedert e Spillantini, 2006).

Levando-se em conta os sintomas clinicos e sinais neuropatologicos da DA,
cabe ressaltar que a associagdo entre mudangas cerebrais patologicas e sintomas
clinicos na DA nao ¢ simples (Burns, 2009). Nao raro, pode-se encontrar pacientes

com os sinais neuropatologicos da doenga e auséncia dos sintomas clinicos.

1.7 Presenca de sinais neuropatologicos da DA e auséncia de sintomas

clinicos

Desde 1930 ficou demonstrado que os mesmos achados neuropatologicos
relacionados & DA poderiam ser encontrados na grande maioria dos idosos com
cognicdo normal. Os pesquisadores passaram a questionar se as placas senis e 0s
emaranhados neurofibrilares seriam realmente relacionados a doenga ou relacionados
ao proprio processo de envelhecimento (Farfel, 2008).

Knopman et al. (2003) sugeriram que até certo ponto a neuropatologia nao
exerce efeito sobre a cognicdo, ou seja, para estes autores, existe limiar
neuropatoldgico separando a senescéncia e a senilidade. Estes mesmos autores
encontraram que a maioria dos individuos cognitivamente intactos possuia pouca
alteracdo neuropatoldgica, mostrando que ndo ha um processo varidvel de pessoa

para pessoa.
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A hipotese de Knopman et al. (2003) foi confrontada por outra que dizia que
certos idosos portadores de DA estariam protegidos contra o surgimento de deméncia
e seriam possuidores de uma maior reserva cognitiva que os permitiria tolerar as
agressoes causadas pelas lesdes cerebrais, sem desenvolver sintomas (Bennett et al.,
2006), por meio da utilizacdo mais eficiente das redes cerebrais ou um aumento da
capacidade de recrutar redes alternativas quando necessario (Stern et al., 2002).

Em estudo envolvendo individuos muito idosos (individuos com idade igual
ou superior a 80 anos), realizado com casuistica do Banco de Encéfalos Humanos do
Grupo de Estudos em Envelhecimento Cerebral, Farfel (2008) encontrou
consideravel porcentagem de individuos cognitivamente intactos que preencheram
critério neuropatolégico para DA e concluiu que estes individuos provavelmente
possuiam maior reserva cognitiva, influenciada pelo grau de escolaridade.

Entretanto, a literatura ndo ¢ conclusiva a respeito da existéncia de um
possivel limiar patologico distinguindo a senescéncia e¢ a senilidade ou sobre a
hipotese de existéncia de uma reserva cognitiva que permite que certos individuos
permanegam com cognicdo normal mesmo em estigios avancados de
comprometimento pela DA. Assim, varios termos tém sido usados para descrever
individuos com sinais neuropatologicos da DA e cogni¢ao normal: DA pré-clinica
(Schimitt et al., 2000), envelhecimento patologico (Dickson et al., 1992), DA
subclinica (Gerrlings et al., 2000) e reserva cognitiva (Bennett et al., 2006). No
presente trabalho optou-se por utilizar o termo reserva cognitiva para referir-se a

estes individuos.
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1.8 Elementos traco e neurociéncias

Apesar de todo o progresso cientifico no diagnostico clinico e
neuropatologico da DA desde o primeiro relato da doenga ha pouco mais de um
século, a etiologia da doenga ¢ ainda desconhecida (Jellinger, 2006). Das diversas
hipdteses envolvendo a etiologia e a patogénese da DA, uma hipotese que tém
ganhado consideravel atenc¢ao ¢ o envolvimento da toxicidade dos elementos trago na
patogénese da DA (Lovell et al., 1998).

O termo elemento trago refere-se aos elementos quimicos que sdo necessarios
em quantidades minimas para o crescimento, desenvolvimento e fisiologia do
organismo (Gao et al., 2008).

De acordo com a International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) elemento trago ¢ “qualquer elemento que possua uma concentragdo média
menor do que 100 mg/kg”, enquanto que elementos maiores possuem concentragao
média de 1.000.000 a 10.000 mg/kg e elementos menores possuem concentracao
média de 10.000 a 100 mg/kg (Brown e Milton, 2005).

Uma vez que muitos elementos estdo presentes em diversas matrizes em
baixas concentragdes, quando os métodos analiticos foram desenvolvidos no século
dezenove estes elementos ndo eram detectaveis. Entretanto, quando a tecnologia
analitica evoluiu e descobriu-se que estes elementos estavam presentes em baixas
concentragdes, o termo “traco” foi usado para descrevé-los. Embora os métodos
analiticos atualmente permitam uma determinacdo acurada dos elementos traco em
concentragdes muito baixas, o termo genérico “traco” e “elemento traco” ainda ¢

usado (Brown e Milton, 2005).
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Segundo Bush (2000), o termo ‘“elemento traco” nao seria adequado para
referir-se a concentragdes de certos elementos que estdo presentes em altas
concentragdes no corpo humano, como por exemplo o ferro e o zinco. Entretanto,
muitos autores (Panayi et al., 2001; Hebbrecht et al., 1999; Panayi et al., 2000;
Lovell et al., 1998; Belavari et al., 2004, Cutts et al., 2001) adotam o termo
“elemento trago” para referir-se a elementos como ferro, sédio e potassio, presentes
em altos teores em tecidos humanos. Assim, optou-se, no presente trabalho, por
utilizar o termo elemento trago para referir-se aos elementos bromo (Br), ferro (Fe),
potassio (K), sodio (Na), rubidio (Rb), selénio (Se) e zinco (Zn).

Sabe-se ha mais de cem anos que os elementos trago desempenham um papel
vital no metabolismo (Andrasi et al., 1995), sendo fundamentais em uma série de
processos necessarios para a vida (Andrasi et al., 1999, Bélavari et al., 2004). Cerca
de 24 elementos sdo reconhecidos como sendo essenciais (Andrasi et al., 1995) e
uma concentracao 6tima destes principais elementos traco se faz necessaria (Bélavari
et al., 2005). Existem muitas fontes de exposi¢do destes elementos trago na vida
diaria, particularmente nos alimentos, mas somente em quantidades extremamente
baixas (Guidotti et al., 2008).

No cérebro, qualquer variagdo das concentragdes ditas normais pode resultar
em um declinio do seu funcionamento e entdo o elemento tragco pode ser considerado
neurotoxico (Cutts et al,, 2001). O controle dos niveis internos de elementos ¢
regulado por sofisticados mecanismos de transporte e a barreira sanguinea, que isola
o cérebro do plasma cerebral (Donnelly et al., 2007), é relativamente impermeavel as
flutuagdes das concentragdes de elementos no plasma. Entretanto, o principal

mecanismo pelo qual os elementos entram no cérebro ¢ através da barreira sanguinea
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cerebral (Cutts et al., 2001). Ainda ndo se sabe se esta barreira se modifica para, de
alguma maneira, permitir maior ou menor permeabilidade de um determinado
elemento (Cutts et al., 2001), mas um dano na barreira sanguinea cerebral tem sido
sugerido em algumas doencas neurodegenerativas, incluindo a DA (Ehmann et al.,
1986).

Dentre os elementos determinados no encéfalo humano, a participagao dos
metais na DA tém recebido grande destaque (Finefrock et al., 2003; Donnelly et al.,
2007; Crouch et al., 2007; Bush, 2003; Bush e Curtain, 2008; Bush, 2000; Bush,
2002). Segundo Crouch et al. (2007) a perda da homeostase dos biometais ¢ uma
caracteristica consistente no encéfalo de portadores de DA.

A precipitacao de BA e sua toxicidade na DA podem ser causadas devido as
interacoes anormais com ions metalicos corticais (Bush, 2003) e, embora uma
variedade de interagdes neuroquimicas tenham sido propostas como responsaveis
pela precipitagdo na DA, as interagdes entre BA e os biometais no cérebro, t€ém sido
selecionadas para as investigagdes como uma consequéncia do envelhecimento,
afetando a solubilidade da BA (Huang et al., 2000). Cabe ressaltar que a mera
presenca da BA nao pode iniciar a deposicdo amildide porque o peptideo ¢ um
componente normal do liquido cerefalorraqueano. Se a elevacdo das concentracdes
de BA no cortex fosse por si s6 responsavel por iniciar a deposicdo amilodide, seria
dificil explicar porque os depositos amildide sdo focais e ndo uniformes na sua
distribuicdo (Huang et al., 2000).

Com relagdo as interacdes anormais com ions metalicos corticais ha
ocorréncia de duas reagdes genéricas de relevincia para as doengas

neurodegenerativas. Primeira, reagdo de associacdo entre proteinas e metais que leva
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a agregacdo de proteinas. Segunda, oxidacao de proteinas catalisada por metais que
ocasiona dano de proteinas e desnaturagao (Bush, 2000).

As investigacdes sobre o possivel papel dos elementos trago na etiologia da
DA tiveram inicio na década de 80, com pesquisadores nos Estados Unidos e Japao.
Nos ultimos 20 anos, muitos trabalhos t€ém sido publicados para verificar se ha
diferencas entre as concentragdes de clementos nos encéfalos de individuos
portadores de DA e de individuos sem doenga neurodegenerativa.

Dentre os diversos métodos existentes para determinagdo de elementos
quimicos em tecidos biologicos, o0 método de andlise por ativagdo com néutrons tem
sido aplicado na analise de tecidos cerebrais por diversos pesquisadores (Panayi et
al., 2001; Ehmann et al., 1986; Deibel et al., 1996; Andrasi et al., 1995; Cutts et al.,
2001), devido as suas muitas vantagens (Bode e Van Meerten, 1999).

Embora alteragdes das concentragdes de elementos trago na DA tenham sido
evidenciadas, a relacdo entre estes elementos e a patologia ndo tem sido bem
estabelecida. Os resultados comparativos entre as concentragcdoes de elementos em
encéfalos de individuos portadores de DA e do grupo controle ndo sdo conclusivos.
Consequentemente, a auséncia de dados conclusivos sobre a correlacdo existente
entre as concentragdes de certos elementos traco € a DA nos despertou interesse para
determinagdo de elementos quimicos em amostras de encéfalo pelo método de
analise por ativagdo com néutrons. No item 1.9 serdo apresentadas algumas
consideragdes sobre este método.

As investigagdes sobre a etiologia da DA e o entendimento dos fatores
neuroquimicos no envelhecimento humano e na DA continuam sendo um grande

desafio de diversos pesquisadores. Assim, os resultados do presente estudo poderdo
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contribuir para o entendimento dos mecanismos da DA e para o desenvolvimento de

novas terapéuticas para a doenga.

1.9 Método de analise por ativagdo com néutrons

A primeira utilizagdo da ativagdo com néutrons deu-se em 1936 quando C.
Hevesy e H. Levi descobriram que amostras contendo elementos do grupo das terras
raras se tornavam altamente radioativas apos a exposicdo a uma fonte de néutrons,
constituida pelo elemento radio incluso em berilio. Estes pesquisadores
reconheceram entdo o potencial do emprego de reacdes nucleares seguidas pela
medida da radioatividade induzida para analisar qualitativamente e quantitativamente
os elementos presentes em uma amostra (Glascock, 2004).

O método de andlise por ativagdo com néutrons consiste no bombardeamento
de néutrons em um dado material, o qual forma radionuclideos artificiais a partir de
elementos estaveis. Os materiais a serem analisados sdo submetidos a um fluxo de
particulas ativadoras (néutrons), ocorrendo a formacao de isétopos radioativos, por
meio de reacdes nucleares (Aguiar, 2001), conforme o esquema apresentado na
Figura 03.

A sequéncia de eventos que ocorrem numa reagao de captura do néutron pelo
nucleo alvo, apresentado na Figura 03, inicia-se quando o néutron incidente interage
com o nucleo alvo numa colisdo ineléstica, formando um nticleo composto em estado
excitado. O nlicleo composto formado quase que instantaneamente ird se des-excitar,
chegando a uma configuracdo mais estavel, por meio da emissdo de um ou mais raios

gama “prontos”, caracteristicos de cada espécie de nucleo alvo. Em muitos casos esta
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nova configuracao produzird um nucleo radiativo, também chamado de radioisétopo,
que ira se des-excitar (ou decair) por meio da emissao de particulas, seguidas de um
ou mais raios gama de decaimento, também caracteristicos. Dependendo da espécie
radiativa em questdo, este decaimento podera apresentar uma meia-vida de fragdes de

segundo a centenas de anos (Aguiar, 2001).
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Figura 03 — Ilustragdo do processo de formagdo de isotopos radioativos. Modificado
de Glascock, 2004.

Esses raios gama de decaimento emitidos podem ser analisados e a medida
dessas radiagdes emitidas pelos radioisotopos formados permite realizar a medida da
atividade induzida, para a identificacdo e determinacdo quantitativa dos elementos
(Aguiar, 2001). A irradiagdo de uma amostra fornece, portanto, informagdes que
permitem a analise de varios elementos, dependendo das interagdes entre néutrons e
nucleos atomicos, e das radiagdes emitidas pelos radioisétopos formados (Aguiar,
2001).

A medida de radiagao gama emitida pelos radioisotopos formados ¢ realizada

por meio de detectores de radiagdo. Utilizando-se um detector de alto poder de
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resolucdo, como os detectores de germanio hiperpuro, obtém-se um espectro no qual
se pode discriminar picos de absor¢do total de diferentes energias de raio gama. No
espectro de raios gama a area sob um pico ¢ a medida diretamente proporcional a
quantidade do elemento presente na amostra que deu origem a este radioisotopo
medido (Aguiar, 2001).

Os recursos basicos necessarios para a realizagdo da analise de uma amostra
via analise por ativacdo com néutrons sao uma fonte de néutrons, instrumentacao
apropriada para a detec¢cdo dos raios gama e um conhecimento detalhado das reacdes
que ocorrem quando os néutrons interagem com o nucleo alvo. A probabilidade de
que ocorra a reagao nuclear medida pela seccdo de choque (probabilidade de uma
particula interagir com o nucleo alvo), a abundancia isotopica do nuclideo alvo ¢ a
meia-vida do radioisétopo formado devem ser de uma ordem de grandeza suficiente
para que a analise se torne viavel (Bode e De Goeij, 1998 apud Aguiar, 2001).
Aproximadamente 70% dos elementos quimicos possuem propriedades favordveis
para permitir a sua determinagdo via analise por ativagdo com néutrons (Glascock,
2004).

A andlise por ativagdo com néutrons ¢ uma técnica bem estabelecida para
determinagdo da concentracdo de diversos elementos (Spyrou et al., 1999). Esta
técnica tem sido aplicada para solugcdo de diversos problemas cientificos e
tecnologicos e tem provado ser extremamente valiosa na certificagdo de materiais de
referéncia e de procedimentos para validagdo da qualidade da qualidade analitica. A
técnica de analise por ativagdo com néutrons € Unica porque ela elimina os problemas
usuais de perda e contaminagdo da amostra, visto que ndo had necessidade de

tratamento da amostra como em outras técnicas (Andrasi et al., 1995).
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Outra vantagem significativa da técnica de andlise por ativacdo com néutrons
quando comparada as demais ¢ a nao necessidade de digestdo da amostra, que
inevitavelmente resulta em sua diluicdo e diminui¢ao da sensibilidade (Bélavari et
al., 2004). Além disso, o método de analise por ativagdo com néutrons requer uma
quantidade muito pequena de amostra, ndo necessita de destrui¢ao da amostra (sendo
que a mesma pode ser usada para outras investigacdes), ndo exige tempo para a
separacao quimica € nem o uso de reagentes como em outras analises, tem alta
sensibilidade, precisdo e exatidio para um grande numero de elementos e ¢
multielementar (Aguiar, 2001).

No entanto, o método de analise por ativagdo com néutrons apresenta
algumas desvantagens: A técnica ¢ cara (Brown e Milton, 2005) e certos elementos
nao podem ser analisados pelo método de analise por ativagao com néutrons, devido
ao fato de ndo apresentarem caracteristicas apropriadas para a ativagao e medida da
emissdo gama ou quando as concentragdes estiverem abaixo dos seus valores de
limite de deteccao (Aguiar, 2001).

No método de andlise por ativagao com néutrons a irradiagdo das amostras ¢
realizada em um reator de pesquisa. Atualmente, de acordo com a International
Atomic Energy Agency, o Brasil possui quatro reatores de pesquisa, sendo dois em
Sao Paulo (Instituto de Pesquisa Energéticas e Nucleares - IPEN), um no Rio de
Janeiro (Instituto de Engenharia Nuclear - IEN) e um em Minas Gerais (Centro de
Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear - CDTN). Na Figura 04 esta a fotografia do
prédio do reator IEA-R1 do IPEN. O reator de pesquisa IEA-R1 do IPEN foi

utilizado no presente estudo para irradiacdo das amostras.
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Figura 04 - Fotografia do prédio do IEA-R1. Retirado de
http://www.ipen.br/sitio/?idc=261

1.10 Banco de encéfalos humanos do Grupo de Estudos em Envelhecimento

Cerebral (BEHGEEC)

As amostras de tecido cerebral utilizadas no presente estudo sdo provenientes
do BEHGEEC. O BEHGEEC foi criado em setembro de 2003 pelo grupo de estudos
em envelhecimento cerebral (GEEC). O GEEC ¢ formado por diferentes especialistas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP) (Grinberg et al.,
2007).

Os casos pertencentes ao BEHGEEC provém do Servigo de Verificagdo de
Obitos da Capital - USP (SVOC). O SVOC foi criado em 1931 e em 1939 passou a
ser vinculado a FMUSP (SVOC, 2009). Atualmente funciona 24h por dia e esta
localizado na da FMUSP (Grinberg et al., 2007). Todas as autopsias sdo realizadas
por um médico patologista com o auxilio de um técnico (Grinberg et al., 2007). O

SVOC tem por finalidade esclarecer causa da morte em casos de ¢bito por moléstia
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mal definida ou sem assisténcia médica ocorridos no municipio de Sdo Paulo
(SVOC, 2009). Os casos cujo oObito tenha ocorrido por causas externas como, por
exemplo, acidentes e suicidios sdo encaminhados para o Instituto Médico Legal
(IML).

Na maioria dos paises a captagdo de Orgdos para pesquisa ¢ feita
exclusivamente a partir da doacao voluntaria prévia do paciente ou de familiares. No
Brasil a autdpsia ¢ obrigatéria sempre que ha duavidas sobre a causa do 6bito. O
individuo estd dispensado do exame apenas quando seus familiares apresentam
atestado de 6bito preenchido por um médico que acompanhou o individuo e pode
esclarecer a causa do obito com exatiddo. Além disso, no Brasil € possivel solicitar a
captacdo de orgdos para pesquisa cientifica no momento da necropsia por meio do
consentimento da familia (Farfel et al., 2008).

Apenas 9% das familias se recusam a doar os encéfalos para o BEHGEEC
enquanto que em outros paises a taxa de sujeitos inscritos para doagdo ¢ cada vez
menor. Além disso, o SVOC realiza um grande numero de autopsias quando
comparado a outros centros. A cada ano, cerca de 15000 autdpsias sdo realizadas,
sendo que destas, aproximadamente 8000 sdao de individuos idosos (Ferretti, 2008).

O custo do processamento de um encéfalo no BEHGEEEC ¢ baixo quando
comparado a outros bancos de encéfalos. Nos Estados Unidos, o custo varia de
US$10.000,00 a US$30.000,00. No BEHGEEC, valendo da estrutura ja disponivel
do SVOC, o dispéndio cai drasticamente para US$400,00 (Grinberg et al., 2007).

Todas estas diferencas aumentam sobremaneira a disponibilidade de 6rgdos

para pesquisa cientifica e fazem do BEHGEEC um banco de encéfalos diferenciado.
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A estrutura impar do BEHGEEC associada a exceléncia do método de analise
por ativagdo com néutrons, possibilitou, no presente trabalho, a investigacao da
concentracdo elementar no envelhecimento encefalico humano e sua correlagdo com

o desenvolvimento das doen¢as neurodegenerativas.



2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo principal

Determinar as concentragdes dos elementos Br, Fe, K, Na, Rb, Se ¢ Zn no
encéfalo (regides frontal e hipocampo) em trés grupos de individuos: (1) portadores
de doenga de Alzheimer clinica e neuropatologicamente comprovadas (grupo DA),
(2) individuos cognitivamente normais € que ndo apresentam sinais neuropatolégicos
da doenca de Alzheimer (grupo NN) e (3) um grupo intermedidrio de individuos
cognitivamente normais, mas que apresentam sinais neuropatoldgicos de doenga de
Alzheimer, ou seja, individuos provavelmente portadores de reserva cognitiva (grupo

RC).

2.2 Objetivos especificos

I. Verificar a aplicabilidade e a qualidade do método de andlise por
ativagao com néutrons na determina¢ao de elementos trago no encéfalo
humano.

II. Comparar as concentragdes de elementos obtidas em tecido enceféalico
nos grupos NN, DA e RC, tanto em regido frontal quanto em
hipocampo.

III. Comparar as concentracdes de elementos obtidas em tecido encefalico

na regido frontal e hipocampo para cada um dos grupos de individuos.



3. METODOS
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3.1 Procedéncia dos casos

A Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq, da
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo — HCFMUSP, aprovou o protocolo de n® 59405 da
presente pesquisa apresentado pelo Departamento de Patologia. O termo de
aprovacao esta apresentado no Anexo A.

Os casos, de ambos os géneros, foram selecionados da série de casos

autopsiados entre 2005 e 2007 pertencentes ao BEHGEEC.

3.2 Caracteristicas do BEHGEEC

3.2.1 Criterios de selecdo do BEHGEEC (Grinberg et al., 2007)

Critério de inclusdo:

e Individuos com 50 anos de idade ou mais no momento da morte.

Critério de exclusao:

e Sujeitos com infarto cerebral agudo macroscopicamente detectavel,
hemorragias ou traumas. Nestes casos um exame imediato do encéfalo ¢
necessario para preencher o certificado de oObito, o que impede o

armazenamento do caso para estudo.
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e Suyjeitos com condigdes cronicas graves que podem prejudicar a fungdo
cognitiva prévia a morte e podem interferir na homeostase cerebral. Estas
condig¢oes incluem insuficiéncia cardiaca terminal, insuficiéncia renal cronica
e metastase cerebral.

e Sujeitos sem um cuidador apropriado para prover informagdes ou responder
adequadamente ao questionario funcional e clinico. O cuidador deve ter
convivido, no minimo, uma vez por semana com o individuo no periodo de
seis meses que antecederam a morte.

e Individuos com indicagdao de acidose grave devido ao estado agonal (pH

liquido cefalorraquidiano < 6,5).

3.2.2 Procedimentos do BEHGEEC (Grinberg et al., 2007)

O transporte dos corpos até o SVOC s6 ¢ realizado pelo préprio servigo de
verificagdo de obitos. O tempo de transporte de casa ou hospital até o SVOC ¢ de 2 a

6 h, o que resulta em um intervalo post mortem médio de 10,4h (4-20h).

3.2.3 Recepcao, selecdo e termo de consentimento livre e

esclarecido (Grinberg et al., 2007)

As informagdes sobre o falecido sdo recebidas antes da chegada do corpo ao
SVOC, o que permite uma pré-selecdo dos casos. Um responsavel (parente de

primeiro grau) deve ir pessoalmente ao SVOC para reclamar o corpo. O tempo
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médio de espera para os procedimentos de autopsia e a liberacdo dos documentos ¢
de 3h.

Na chegada do cadaver ao SVOC, caso o sujeito atenda aos critérios de
selecdo do BEHGEEC, a natureza do projeto ¢ explicada ao responsavel pelo
falecido e lhe ¢ apresentado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(disponivel no Anexo B). No caso de aceite, o cuidador mais indicado para obtencao
de confiabilidade das informagdes transmitidas ¢ identificado, dando preferéncia ao
cuidador primario. No caso de individuos que ndo possuam cuidador primario, a
escolha do cuidador ¢ feita a partir da identificagdo do familiar com maior vinculo
com o paciente.

Os individuos sdo entrevistados de segunda a sexta, em uma sala separada,
privada e confortavel, por uma equipe treinada e coordenada por um enfeirmeiro
gerontdlogo. Segundo McCulla et al. (1989) enfermeiros gerontélogos podem
identificar e estagiar deméncias de modo confiavel por meio do uso do Questionario
para Avaliagdo Clinica da Deméncia (CDR).

Durante a entrevista o gerontologo julga se ha informagao suficiente e se a
fonte colateral ¢ confidvel. O individuo ¢ excluido do estudo se algum destes
critérios ndo ¢ preenchido. Se qualquer procedimento ¢ recusado pelo responsavel, o
caso ndo ¢ armazenado. Todo o material do BEHGEEC ¢ anonimo e os espécimes
sdo codificados por nimeros, entretanto, a identificacdo do espécime € possivel em

caso de problema de saude publica ou legal.
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3.2.4 Avaliacgao clinica (Grinberg et al., 2007)

O status clinico ¢ avaliado por meio da fonte colateral. O dominio cognitivo ¢
avaliado utilizando-se o Questionario CDR (Morris, 1993) e o Questionario de
Declinio Cognitivo do Idoso (IQCODE) (Jorm, 1994). Além disso, dados como
idade no momento do Obito e género sdo coletados. O protocolo de entrevista

completo pode ser consultado no Anexo C.

3.2.5 Procedimentos neuropatoldgicos (Grinberg et al., 2007)

No momento da autdpsia, o encéfalo ¢ avaliado macroscopicamente, pesado e
fotografado. Um dos hemisférios cerebral ¢ representado em 7 areas (Tabela 02) e
congelado a temperatura de -80°C. O outro hemisfério ¢ fixado em formalina por, no
minimo, trés semanas. Apods a fixagdo em formalina, o cerebelo e o tronco encefélico
sao separados do cérebro por um corte no nivel do coliculo superior. O cérebro ¢
coronalmente cortado em fatias de lem. Um conjunto minimo de 13 dareas ¢
representado, embebido em blocos de parafina e amostrado conforme Tabela 02. O
tecido restante ¢ estocado em potes de plastico com formalina. Todos os
procedimentos de pds-fixagao sdo feitos no laboratério do BEHGEEC, localizado um
piso acima do SVOC. Qualquer excesso de tecido é descartado e enterrado de acordo

com a legislacdo local.
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Tabela 02 - Tipos de tecidos coletados e seus respectivos procedimentos para
amostragem — Banco de encéfalos do Grupo de Estudos em Envelhecimento Cerebral

Regido do encéfalo Emblocado em  Estocado a
parafina -80°C

Giro frontal médio (area de Brodmann 46) X X
Loébulo parietal inferior e superior (area de Brodmann 39/40) X X
Giro temporal médio e superior (area de Brodmann 21/22) X X
Giro frontal superior (area de Brodmann 8/9) e giro do cingulo anterior (area de X
Brodmann 24) na altura do do ganglio basal anterior
Lobo occipital (area de Brodmann 17 e 18) X X
Formagao hipocampal anterior, regido hipocampal (area de Brodmann 27/28) e giro X X
temporal inferior (area de Brodmann 20)
Amigdala X X
Téalamo X
Ganglio basal incluindo o nucleo basal de Meynert, na altura da comissura anterior X
Mesencéfalo incluindo a substancia negra X
Ponte incluindo o locus ceruleus X
Bulbo X
Cerebelo incluindo o ntcleo denteado X X

FONTE: Modificado de Grinberg et al. (2007)
NOTA: X = amostrado

3.2.6 Técnica histoldgica e métodos de marcacéo (Grinberg et

al., 2007)

Todos os blocos de parafina sdo seccionados em uma espessura de Sum e

corados com hematoxilina-eosina (HE). A imunoistoquimica de rotina ¢ realizada

usando anticorpos contra os seguintes peptideos ou proteinas: B-amildide, tau

fosforilada e a-sinucleina conforme descrito na Tabela 03. Se lesdes suspeitas sdo

encontradas, coloracdes adicionais sdo realizadas.
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Tabela 03 - Areas imunocoradas e anticorpos usados rotineiramente no Banco de
encéfalos do Grupo de Estudos em Envelhecimento Cerebral

Regido do encéfalo Proteina: Amildide Proteina: Tau Proteina: Sinucleina
Anticorpo: 4G8 Anticorpo: PHF-1 Anticorpo: a—synuclein

Giros frontais médio e inferior X X

Giros temporais anterior e médio X X X

Lobo parietal inferior e superior X X

Cortex de associagdo visual X X

Giros cingulado anterior X X X
Hipocampo anterior X X X
Amigdala X X

Ganglios da base X

Mesencéfalo X X

Ponte X X

Bulbo X X
Cerebelo X

NOTA: X = area imunocorada

3.2.7 Analise histoldgica e critério diagnostico (Grinberg et al.,

2007)

As avaliagdes histologicas sdo baseadas nos critérios mais aceitos para
doencgas neurodegenerativas relacionadas a idade (Mirra et al., 1991; Braak e Braak
1991; Braak et al., 2004; McKeith et al., 1996; NIA-RR 1997; McKhann et al., 2001;

Saito et al., 2004).
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3.3 Critérios de selecdo de casos para o presente estudo

A sele¢do dos casos foi realizada a partir da avaliacdo clinica por meio da
classificacdo do declinio cognitivo de acordo com o Questionario CDR. Sua versdo
em portugués ¢ um instrumento valido para o estadiamento da deméncia no idoso
(Montafio e Ramos, 2005). Este questionario, de uso crescente em pesquisas clinicas
(Lim et al., 2005), tem sido utilizado ao longo destes anos desde a sua primeira
aplicagdo em 1979 no Projeto de Memoria e Envelhecimento da Universidade de
Washington (Berg et al., 1982) e tem se tornado padrao-ouro na avaliagdo global de
pacientes portadores de deméncia tipo Alzheimer. Além disso, estd indicado para a
avaliacdo de outros tipos de deméncia. Avalia seis dominios: memdria, orientacao,
julgamento e resolugdo de problemas, assuntos comunitarios, casa ¢ hobbies, e
autocuidado.

Estudos em nosso meio (Montafio ¢ Ramos, 2005; Chaves et al., 2007) para
avaliar a validade da versdo brasileira do CDR encontraram alta sensibilidade e
especificidade do questionario CDR para diagnostico da deméncia.

De acordo com a escala CDR o comprometimento cognitivo ¢ classificado da
seguinte maneira:

CDR 0 = Normal

CDR 0.5 = Deméncia questionavel
CDR 1 = Deméncia leve

CDR 2 = Deméncia moderada

CDR 3 = Demeéncia grave
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Seguindo esta classificacdo, todos os casos com comprometimento cognitivo
grave (CDR 3) incluidos no BEHGEEC no periodo de 2005 a 2007 foram

selecionados (n=39). Destes, 26 foram excluidos (Tabela 04), restando 13 casos.

Tabela 04 — Motivos de exclusdo e numero de casos excluidos do grupo de
portadores de declinio cognitivo grave (CDR 3)

Motivos da exclusdo Numero de
casos excluidos
Nao possuir espécime encefalico congelado da regido hipocampal em quantidade 3
suficiente para mensuragdo da concentragdo de elementos trago
Nao possuir encéfalo fixado em formalina 2
Problemas técnicos e de rotina no estabelecimento do diagnostico 8

anatomopatologico como, por exemplo, descolamento da ldmina durante o processo
de imunoistoquimica e auséncia de algumas regides representadas em tecido fixado

Presenga de deméncia que os impediria a classificagdo dentro de um grupo 2
homogéneo ou poderia interferir na determinacdo dos elementos trago, sendo a
degeneracdo lobar frontotemporal e a deméncia com corpusculos de Lewy

Presencga de deméncia vascular 6
Impossibilidade de estabelecer um diagnéstico neuropatologico 1
Nao realizac¢do da determinagdo de elementos 4
Total 26

Individuos sem declinio cognitivo (CDR 0) foram aleatoriamente
selecionados a fim de comparar as concentragdes de elementos entre os dois grupos.
Assim, 17 possiveis casos foram selecionados. Destes, 2 casos foram excluidos apos
a analise neuropatologica por apresentarem deméncia com corpusculos de Lewy e
atrofia multissistémica, restando 15 casos. Estas alteracdes os impediriam de serem
classificados dentro de um grupo homogéneo ou poderiam interferir na determinagao
da concentracao elementar.

Uma vez selecionados, os 28 casos foram divididos em 3 grupos (Figura 05)

levando-se em conta tanto a analise clinica quanto a neuropatologica.
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Figura 05 — Organograma representando a sele¢do de casos para o presente estudo.
Nota: DA = Doenga de Alzheimer, NN = normal, RC = reserva cognitiva, n =
numero de casos, BEHGEEC = Banco de encéfalos humanos do grupo de estudos em
envelhecimento cerebral. Os codigos DA, NN e RC representam os grupos.

3.3.1 Diagnostico clinico

Para analise clinica utilizou-se, além do Questionario CDR, o Questionario
IQCODE, uma escala com acurdcia elevada no diagnostico (sindromico) de
deméncia (Jorm et al., 1989). O Departamento Cientifico de Neurologia Cognitiva e
do Envelhecimento da Academia Brasileira de Neurologia recomenda a utilizagao
combinada de instrumentos de avaliagdo cognitiva e de escalas de avaliagdo
funcional, como o IQCODE (Nitrini et al., 2005). Sua combinagdo com testes

cognitivos pode melhorar a exatidao do diagnostico da deméncia (Jorm, 2004). A
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escala IQCODE ¢ largamente utilizada como um teste de screening de deméncia
principalmente nos casos em que o sujeito € incapaz de passar por um teste cognitivo
direto ou para screening em populagdes com baixa escolaridade (Jorm, 2004). Na
sua versao mais usual, compara-se o estado cognitivo atual do individuo com o de 10
anos antes, por meio de um informante. Em estudo caso-controle realizado em uma
populagdo brasileira (Bustamante et al., 2003), escores acima de 3,41 apresentaram
sensibilidade de 83,3% e especificidade de 97,4% no diagndstico de deméncia.

Os individuos foram classificados como normais quando o escore no
IQCODE foi menor do que 3,42 e como cognitivamente comprometidos quando o

escore no IQCODE foi maior do que 3.,41.

3.3.2 Diagnostico neuropatoldgico

3.3.2.1 Alteracdes relacionadas a DA

Para a analise neuropatologica utilizou-se o0 método de Braak e Braak (Braak
e Braak, 1991) e o protocolo publicado pelo Consoércio para estabelecimento de
registro de doenca de Alzheimer — CERAD (Mirra et al., 1991). As contagens dos
achados neuropatologicos foram realizadas em 10 campos consecutivos de lmm” por
lamina, cinco ao longo da superficie pial e 5 ao longo da transicdo entre o cortex ¢ a
substancia branca.

O CERAD ¢ um protocolo semiquantitativo para avaliar a freqliéncia de
placas neuriticas (PNs) e emaranhados neurofibrilares (ENFs) no neocortex. O escore

de placas neuriticas com relagdo a idade ¢ determinado combinando-se a idade do
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paciente ¢ a medida quantitativa de placas neuriticas nas regides mais afetadas do

neocortex (vide Figura 06 para exemplo da classificagdo semiquantitativa).

Figura 06 - Classificagdo semiquantitativa de placas neuriticas. Ilustracdo da
classificagdo em densidade de placas neuriticas: pequena (A e B), moderada (C e D)
e grande (E e F). Marcacdo por prata (A, C e E) e Bielschowsky (B, D ¢ F).
Modificado de Mirra et al. (1991).

Os casos sao classificados em relagao a densidade de PNs em 0, A, B ou C
conforme segue:

CERAD 0 = auséncia de placas neuriticas no cortex cerebral
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CERAD A = pequena presenca de placas neuriticas (1-5 placas por campo 100x)
CERAD B = moderada presenca de placas neuriticas (6-15 placas por campo 100x)
CERAD C = grande presenca de placas neuriticas (>15 placas por campo 100x)

A idade ¢ levada em consideracdo de forma que densidade pequena (A)
indica o diagnostico de DA se a idade for inferior a 50 anos, enquanto para casos
maiores de 75 anos, a densidade deve ser C para permitir o diagnostico. Este escore
¢ entdo integrado com as informacgdes clinicas com relagdo a auséncia ou presenga de
deméncia para determinar o nivel de certeza no diagnostico da DA.

Ja o estadiamento instituido por Braak e Braak se baseia no acumulo gradual

de emaranhados neurofibrilares e neuropil threads (NT) (Figura 07).

Transentorrinal Limbico Isocortical
I-1I1 III-1v V-VI

Figura 07 - Padrdo de distribuigdo das alteragdes neurofibrilares. Seis estagios podem
ser distinguidos. Os estagios I-II mostram alteracdes que estdo virtualmente
confinadas a uma unica porcao da regido transentorrinal. A caracteristica chave dos
estagios III-IV ¢ o grave envolvimento da camada entorrinal e transentorrinal pré-o.
Os estagios V-VI sao marcados pela destrui¢do isocortical. O escurecimento da
ilustracdo indica aumento da severidade das alteragdes neurofibrilares. Modificado
de Braak e Braak, 1991.
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Segundo o estadiamento de Braak e Braak, ha uma progressao estereotipada
das alteracdes divididas em seis estagios. Geralmente, a manifestacdo clinica da DA
¢ concomitante ao estagio [V (Braak et al., 1993).

Diferentemente do protocolo de CERAD, o estadiamento de Braak e Braak

nao depende nem do diagndstico clinico de deméncia nem da idade do paciente.

3.3.2.2 Alteracdes relacionadas as sinucleinopatias

No cortex cerebral, o numero de corpusculos de Lewy foi avaliado semi-
quantitativamente em campos consecutivos de 1mm? partindo-se da borda medial do
cortex em direcdo ao fundo do sulco colateral utilizando-se ldminas imunocoradas
com os anticorpo anti a-sinucleina. No tronco cerebral, os corpusculos de Lewy
foram avaliados nos nucleos comumente afetados na Doenga de Parkinson (Braak et
al., 2004). Para o diagnostico de deméncia por corpusculos de Lewy foram
consideradas a presenca e a densidade de alteracdes neuropatologicas da DA

(McKeith et al., 2005).

3.3.2.3 Alteragdes  relacionadas a outras  doengas

neurodegenerativas

A presenga de alteracdes relacionadas a outras doengas neurodegenerativas,
tais como graos argirofilicos, esclerose hipocampal, degeneracdo granulovacuolar,

foi investigada.
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Imunocoloragdes adicionais com anticorpo anti-ubiquitina foram realizadas
quando se notou a presenca de caracteristicas de degeneracao lobar frontotemporal
(vacuolizagdo, gliose e perda neuronal) na avaliagio da lamina corada por

hematoxilina-eosina.

3.3.2.4 Alteragdes vasculares

A presenga de patologia vascular foi registrada de acordo com a area,
tamanho e tipo. Para o diagnostico de deméncia vascular (DVa) foi necessaria a
presenca de infartos lacunares em areas estratégicas e/ou a presenca de doencga
vascular evidente e que afetava mais de trés areas corticais, sendo os cortices
parietal, frontal e temporal as areas mais comuns. Siderocalcinose, angiopatia
amiloide cerebral na auséncia de outras alteracdes vasculares e na presenca de DA
bem como alteragdes microvasculares em cerebelo, ganglios da base e tronco
cerebral ndo foram consideradas suficientes para o diagnostico de DVa.

As avaliagdes histologicas foram baseadas nos critérios mais aceitos para
doencas neurodegenerativas relacionadas a idade (Mirra et al., 1991; Braak e Braak
1991; Braak et al., 2004; McKeith et al., 1996; NIA-RR 1997; McKhann et al., 2001;
Saito et al., 2004) e foram realizadas por um neuropatologista (Lea T. Grinberg) com

experiéncia no diagnostico de deméncia.
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3.4 Agrupamento dos casos

Tabela 05 - Grupo, idade, género, classificagdo clinica e neuropatoldgica para cada
caso do presente estudo

Braak
Caso Grupo Idade Género CDR IQCODE ¢ Braak CERAD
1 DA 94 F 3 4,38 4 B
2 DA 77 M 3 4,84 4 C
3 DA 80 F 3 4,88 5 C
4 DA 77 M 3 4,73 5 B
5 DA 87 F 3 5,00 5 B
6 DA 62 F 3 4,92 5 C
7 DA 84 M 3 5,00 5 C
8 DA 77 F 3 4,76 6 B
9 DA 83 F 3 4,92 6 B
10 DA 83 F 3 4,92 6 C
11 DA 75 F 3 5,00 6 C
12 DA 81 F 3 5,00 6 C
13 DA 77 F 3 5,00 6 C
14 NN 80 M 0 3,00 0 0
15 NN 79 M 0 3,00 0 0
16 NN 79 M 0 3,15 0 0
17 NN 75 F 0 3,00 0 0
18 NN 77 F 0 3,00 1 0
19 NN 74 F 0 3,00 1 0
20 NN 79 F 0 3,00 1 0
21 NN 81 M 0 3,00 2 0
22 NN 94 F 0 3,00 2 0
23 NN 81 F 0 3,00 2 A
24 NN 81 F 0 3,04 3 A
25 RC 75 M 0 3,00 2 B
25 RC 86 M 0 3,04 3 B
27 RC 87 F 0 3,04 5 C
28 RC 72 M 0 3,00 6 C

NOTA: DA = Doenga de Alzheimer, NN = normal, RC = reserva cognitiva. A
classificagdo clinica deu-se pelos questionarios CDR e IQCODE, enquanto que a
classificagdo neuropatologica deu —se pelos critérios de Braak e Braak e CERAD.

Os 28 casos selecionados para o presente estudo (Tabela 05) foram divididos

em trés grupos (Doenga de Alzheimer = DA, normal = NN e reserva cognitiva = RC)
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levando-se em conta tanto a analise clinica (CDR e IQCODE) como a andlise
neuropatolédgica (Braak e Braak e CERAD), conforme demonstrado nas Tabelas 06 e
07. Em um caso (25 da Tabela 05) embora a classificagao pelos critérios de Braak e
Braak fosse menor que o nosso valor limitrofe adotado, a quantidade de placas
amiloide foi valorizada para justificar a sua inclusdo dentro o grupo RC.

A presenca de graos argirofilicos e de doenca de Parkinson nao foi levada em

consideragdo para classificagdo dos sujeitos nos grupos.

Tabela 06 - Critérios clinicos e neuropatologicos para formacao dos grupos no
presente estudo

Grupo Auvaliaggo Clinica Avaliag@o Neuropatoldgica
CDR IQCODE Braak e CERAD
Braak
Doenga de Alzheimer (DA) 3 >3.41 >4 Presenca moderada ou freqiiente
de placas neuriticas
Normal (NN) 0 <342 <3 Presenga pequena ou esparsa de
placas neuriticas
Reserva Cognitiva (RC) 0 <342 >4 Presenca moderada ou freqiiente

de placas neuriticas

NOTA: As referéncias entre parénteses se referem ao codigo dos grupos.

Tabela 07 - Agrupamento dos casos do presente estudo de acordo com a avaliagdo
clinica e neuropatoldgica

Cognicao Declinio
preservada cognitivo
Neuropatologia | NN (n=11) -
normal
Neuropatologia | RC(n=4) | DA (n=13)
de DA

NOTA: DA = Doenga de Alzheimer, NN = normal, RC = reserva cognitiva, n =
numero de casos. A classificac¢do clinica deu-se pelos questionarios CDR e IQCODE,
enquanto que a classificagdo neuropatoldgica deu —se pelos critérios de Braak e
Braak e CERAD.
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3.5 Obtencao e tratamento dos tecidos encefalicos para determinacgéo de

elementos pelo método de ativacdo com néutrons

Apos a retirada do encéfalo, foram coletadas amostras de tecido encefalico da
regido hipocampal anterior e formacao hipocampal (areas 27 e 28 conforme
classificagdo de Brodmann) e giro frontal médio (area 46 conforme classificacdo de
Brodmann), conforme a Figura 08. O processo degenerativo na DA tem inicio em
areas limbicas da regido temporal medial, incluindo o hipocampo (Braak e Braak,
1991), uma area do cérebro relacionada a memoria (Welsh-Bohmer e White, 2009) e

progride para as regides isocorticais (Braak e Braak, 1991).

Figura 08 — Esquema representativo das areas coletadas para determinagdo de
elementos pelo método de ativagdo com néutrons. As areas coletadas estdo
preenchidas de preto: regido frontal (A) e regido hipocampal (B).

A coleta dos tecidos foi realizada utilizando-se instrumentos de titdnio ou
polietileno para evitar a contaminagdo, conforme os protocolos do BEHGEEC
(Grinberg et al., 2007). No tratamento das amostras também foram utilizadas pingas

e espatulas de polietileno e luvas livres de talco.
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Cerca de 400 mg do tecido encefélico, colocados em invélucros de polietileno
e devidamente identificados, foram estocados em freezer a temperatura de —80° C.
Posteriormente estas amostras foram enviadas para o Laboratorio de Analise por
Ativacdo Neutronica do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) onde
foram realizadas as determinacoes das concentragdes dos elementos trago.

Para analise, as amostras de tecidos foram trituradas com o auxilio de uma
faca de titdnio em superficie de polietileno. A seguir foram colocadas em um frasco
Nalgene para a secagem por liofilizagdo. A percentagem média de perda de umidade

neste processo de liofilizacao foi de 81,1£2,1%.

3.6 Procedimento para andlise por ativagdo com néutrons

Inicialmente, foram preparados os padrdes sintéticos dos elementos Br, Fe, K,
Na, Rb, Se e Zn a serem utilizados na analise das amostras de encéfalo. Para isso,
seguiu-se o protocolo de rotina do Laboratério de Anélise por Ativacdo NeutrOnica
do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN). Foram preparadas
solugdes padrao (Saiki et al., 2007) destes elementos mais diluidas, utilizando as
solugdes padrio certificadas da Spex Certiprep, USA. Aliquotas destas solucdes
padrdo foram pipetadas sobre tiras de papel de filtro Whatman n°® 40. O pipetador
utilizado foi da marca Eppendorf, previamente verificado quanto a sua calibragao.
Apobs a secagem a temperatura ambiente, em um dessecador, estas tiras de papel
foram colocadas em invélucros de polietileno. As massas dos elementos utilizados
nos padrdes, em pg (entre parénteses) foram: Br (5,0), Fe (350), K (601,5), Na

(100,0), Rb (10,0), Se (8,0) e Zn (35,0).
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O processo de andlise por ativacdo com néutrons nas amostras de tecido
cerebral foi executado conforme descrito por Leite et al. (2008). Cento e cinqiienta
miligramas da amostra seca pesada em involucros de polietileno, juntamente com os
padrdes sintéticos de elementos foram irradiados no reator IEA-R1 do Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) por dois periodos diferentes de 5 min e de
16h sob fluxo de néutrons térmicos de 4 x10'' e 5x10'* n cm™ s, respectivamente.

As medigoes das atividades gama foram realizadas depois de adequados
tempos de decaimento usando um detector de Ge hiperpuro Modelo GX2020
acoplado a um Processador Integrado de Sinais , Modelo 1510, ambos da Canberra.
A resolucdo do sistema utilizado foi de 0,99 keV para o pico de 121,97 keV do *'Co
e de 1,89 keV para o pico de 1332,97 keV do “°Co. Para a aquisicio dos dados
espectrais utilizou-se o programa S100 da Camberra.

Os espectros gama obtidos foram processados utilizando o programa de
computacdo VERSAQO2, uma versao do VISPECT2, o qual foi desenvolvido no
proprio laboratério. Os radioisotopos formados foram identificados pela meia vida e
energias dos raios gama. Os radioisotopos utilizados neste trabalho foram **Br, *Fe,
K, **Na, *Rb, °Se e “*Zn.

As concentragdes dos elementos foram calculadas pelo método comparativo,

usando a seguinte relacdo (De Soete et al., 1972)

Ca — [mp'Aa.eO,693(tda -tdp)/t1/2 ] / [Ap.Ma]

Onde os indices a e p se referem, respectivamente, a amostra e padrdo; m é a

massa do elemento; A ¢ a taxa de contagens; M, = massa total de amostra; C, =
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concentragdo do elemento na amostra (C, = my/M,), td € o tempo de decaimento e t;,
¢ a meia vida do radioisétopo medido. As concentragdes dos elementos foram
expressas na base seca do material.

O controle de qualidade dos resultados analiticos foi realizado por meio da
analise de materiais de referéncia certificados NIST 1566b Oyster Tissue e NIST
1577b Bovine Liver provenientes do National Institute of Standards and Technology
(NIST), Estados Unidos. Estes tipos de matrizes foram utilizadas porque ndo ha
materiais de referéncia certificados de encéfalo. Os materiais de referéncia foram
analisados aplicando as mesmas condi¢des experimentais usadas para analise de
encéfalos e foram avaliadas na base seca do material, como recomendado em seus

certificados.

3.7 Tratamento dos dados obtidos nas analises de tecidos cerebrais

Para andlise estatistica dos dados obtidos na andlise dos tecidos cerebrais
foram utilizados os aplicativos Minitab v15 e SPSS vl1l. Para compara¢do das
médias das concentracdes utilizou-se a técnica de andlise de varidncia com medidas
repetidas (Neter et al., 2005) e para avaliar as diferencas apontadas pela andlise de
variancia, utilizou-se o método de Tukey.

Nos testes de hipotese foi fixado nivel de significancia de 0,05.



4. RESULTADOS
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4.1 Caracterizacao dos grupos

4.1.1 Doenca de Alzheimer (DA)

Na Tabela 08 sdo apresentadas as concentragdes dos elementos Br, Fe, K, Na,

Rb, Se e Zn obtidas no hipocampo e na regido frontal do grupo DA.

Tabela 08 — Concentragdes elementar (mg/kg, base seca) no encefalico do grupo DA

Elemento ~ Regido do n  Média Desvio  Mediana Minimo Maximo
encéfalo padrdo
Rb Frontal 13 13,9 5,7 15,4 1,7 21,1
Hipocampo 13 14,0 6,0 16,1 1,9 21,8
Se Frontal 13 0,60 0,07 0,61 0,49 0,71
Hipocampo 13 0,65 0,13 0,68 0,39 0,81
Fe Frontal 13 2572 41,8 2542 179 3279
Hipocampo 13 239.,8 58,7 228.7 151,2 365,9
Zn Frontal 13 63,0 8,9 63,4 41,9 77,2
Hipocampo 13 794 17,0 75,2 51,9 120,7
Br Frontal 13 3,52 1,84 2,85 1,63 8,56
Hipocampo 13 3,29 1,49 3,04 1,61 7,28
Na Frontal 13 9800 2080 10284 6365 13169
Hipocampo 13 11511 3373 9797 7548 18503
K Frontal 13 10699 1623 10617 8499 13386
Hipocampo 13 9640 1578 9320 6753 12408

Nota: Rb = rubidio, Se = selénio, Fe = ferro, Zn = zinco, Br = bromo, Na = sodio, K
= potassio, n = nimero de casos.

Os individuos do grupo DA representaram 46,4% da casuistica estudada e

apresentaram idade média de 79,8 + 7,3 anos.
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Dos 13 individuos pertencentes ao grupo DA, 76,9% (n = 10) foram do

género feminino e apresentaram idade média de 79,9 + 8,2 anos enquanto que 28,1%

(n = 3) foram do género masculino com idade média de 79,3 + 3,6 anos.

4.1.2 Reserva cognitiva (RC)

Na Tabela 09 sdo apresentadas as concentracdes dos elementos Br, Fe, K, Na,

Rb, Se e Zn no hipocampo e na regiao frontal do grupo RC.

Tabela 09 — Concentracao elementar (mg/kg, base seca) no encéfalo do grupo RC

Elemento Regido do n Média Desvio Mediana Minimo Maéximo
encéfalo padrao
Rb Frontal 4 19,4 8,3 16,7 12,8 31,6
Hipocampo 4 22,8 6.3 19,8 19,5 32,2
Se Frontal 4 0,67 0,05 0,66 0,62 0,73
Hipocampo 4 0,50 0,11 0,51 0,35 0,62
Fe Frontal 4 2378 33,3 2333 205,4 279,3
Hipocampo 4 207,2 34,4 205,0 172,0 246,7
Zn Frontal 4 56,0 7,1 57,0 46,5 63,6
Hipocampo 4 68,5 8,3 71,4 56,7 74,5
Br Frontal 4 3,00 1,23 3,12 1,68 4,08
Hipocampo 4 247 1,24 2,32 1,39 3,85
Na Frontal 4 10217 3615 8920 7577 15452
Hipocampo 4 8691 1745 9094 6327 10247
K Frontal 4 10878 1828 10559 9018 13376
Hipocampo 4 11618 1147 11577 10286 13034

Nota: Rb = rubidio, Se = selénio, Fe = ferro, Zn = zinco, Br = bromo, Na = sodio, K
= potassio, n = numero de casos.

O grupo RC representou 14,3% da casuistica estudada e apresentou idade

média de 80 + 7 anos.
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Dos 04 individuos pertencentes ao grupo RC, 1 foi do género feminino com

idade de 87 anos enquanto os demais foram do género masculino com idade média

de 77,7 £ 6,6 anos.

4.1.3 Normal (NN)

Na Tabela 10 sao apresentadas as concentracdes dos elementos Br, Fe, K, Na,

Rb, Se e Zn no hipocampo e na regiao frontal do grupo NN.

Tabela 10 — Concentracao elementar (mg/kg, base seca) no encéfalo do grupo NN

Elemento  Regido do n  Meédia Desvio  Mediana Minimo Maximo
enceéfalo padrdo
Rb Frontal 11 19,5 3.8 19,1 12,3 25,2
Hipocampo 11 234 4,8 21,9 17,6 33,2
Se Frontal 11 0,68 0,12 0,62 0,53 0,96
Hipocampo 11 0,52 0,07 0,53 0,40 0,65
Fe Frontal 11 2253 33,8 233 176,1 283.9
Hipocampo 11  185,7 28,9 182,0 129,1 2222
Zn Frontal 11 60,8 11,7 59,6 48,5 92,1
Hipocampo 11 66,5 8,4 66,5 55,8 82,3
Br Frontal 11 2,83 0,80 2,98 1,50 3,89
Hipocampo 11 2,30 0,52 2,19 1,63 3,25
Na Frontal 11 8546 1061 8752 6739 10215
Hipocampo 11 7635 821 7578 6296 9204
K Frontal 11 12268 975 12196 10914 14034
Hipocampo 11 11904 1732 12420 8621 14062

Nota: Rb = rubidio, Se = selénio, Fe = ferro, Zn = zinco, Br = bromo, Na = sodio, K
= potassio, n = numero de casos.

O grupo NN representou 39,3% da casuistica estudada e idade média de 80+

5 anos.
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Dos 11 individuos pertencentes ao grupo NN, 63,6% (n = 7) foram do género
feminino e apresentaram idade média de 80,1 + 6,4 anos enquanto que 36,4% (n = 3)

foram do género masculino com idade média de 79,8 + 0,9 anos.

4.2 Comparacao das médias das idades entre 0s grupos e entre 0s géneros

dos individuos

A comparagdo entre as médias de idade nos trés grupos (DA, RC e NN) e nos
géneros feminino e masculino, utilizando a técnica de analise de variancia com
medidas repetidas, ndo detectou interacdo entre género e grupo (p=0,592), ou seja, as
médias das idades sdo iguais nos trés grupos, tanto para homens, quanto para
mulheres. Também nao houve efeito de género (p=0,320) e de grupo (p=0,834) nas
médias das idades, ou seja, ndo hé diferenca significativa entre as médias da idade

nos dois géneros e nos trés grupos.

4.3 Comparacdo das concentracdes médias dos elementos obtidos entre 0s

grupos de individuos e entre regides do encéfalo

A comparagdo das concentragcdes médias dos elementos entre os grupos (DA,
RC e NN) e entre as regides do encéfalo (hipocampo e frontal), realizada por meio da
analise de varidncia com medidas repetidas, demonstrou efeito de interagdo entre
grupo e regido do encéfalo para os elementos Rb, Se e Na (Tabela 11), ou seja, para

estes elementos, as diferencas das concentragdes entre os grupos dependem da regido
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do encéfalo e as diferencas entre as regides do encéfalo dependem do grupo para um
nivel de significancia p de 0,05. Assim, as comparacdes entre as médias das
concentragdes dos elementos foram realizadas par a par para os grupos em cada
regido e entre regides para cada grupo.

Para os demais elementos (Br, Fe, K e Zn) os resultados nao indicaram efeito
de interagao entre grupo de individuos e regido do encéfalo (Tabela 11), ou seja, para
estes elementos, as diferencas entre os grupos ndo dependem da regido do encéfalo e
as diferencas entre as regides do encéfalo nao dependem do grupo. Dessa forma, as
comparagoes entre as médias das concentragdes foram realizadas par a par, entre os

grupos e entre as regides.

Tabela 11 — Resultados dos parametros obtidos na analise de variancia com medidas
repetidas

Elemento Grupo x Regido (interagdo) Grupo Regido
Rb p=0,014 - -
Se p = 0,005 - -
Fe p=0,305 p=0,037 p=0,001
Zn p=0,235 p=0,085 p=0,001
Br p=0,463 p=0,267 p=0,004
Na p=0,011 - -
K p=0,144 p=0,005 p=0,508

Nota: Rb = rubidio, Se = selénio, Fe = ferro, Zn = zinco, Br = bromo, Na = sodio, K
= potassio.

4.4 Comparacéao das concentracdes de cada um dos elementos obtidos entre

grupos de individuos
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4.4.1 Rubidio (Rb)

Os portadores de doenca de Alzheimer (grupo DA) apresentaram
concentragdes mais baixas de Rb, tanto na regido frontal (p=0,046) como no
hipocampo (p=0,001), quando comparadas com as obtidas no encéfalo de individuos
cognitivamente normais (grupo NN). A semelhanca, concentragdes mais baixas de
Rb foram obtidas no hipocampo (p=0,028) do grupo DA quando comparadas com as
obtidas para individuos cognitivamente normais, porém com sinais neuropatologicos

de DA (grupo RC). Estes dados estao apresentados na Figura 09.
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Figura 09 - Valores individuais e médios das concentragdes de rubidio (Rb) para
grupos de individuos e regides do encéfalo. Nota: NN = grupo normal, RC = grupo
reserva cognitiva, DA = grupo doenga de Alzheimer, € = média das concentragdes.
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Os individuos com doenga de Alzheimer (grupo DA) apresentaram

concentragdes mais elevadas de Se no hipocampo quando comparadas com as

obtidas para individuos cognitivamente normais (grupo NN) (p=0,023) (Figura 10).
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Figura 10 - Valores individuais e médios das concentragdes de selénio (Se) para
grupos de individuos e regides do encéfalo. Nota: NN = grupo normal, RC = grupo
reserva cognitiva, DA = grupo doenga de Alzheimer, €4 = média das concentragdes.
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4.4.3 Ferro (Fe)

Os individuos com doenga de Alzheimer (grupo DA) apresentaram
concentragdes mais elevadas de Fe quando comparadas com as obtidas no encéfalo
de individuos cognitivamente normais (grupo NN) (p=0,030), tanto na regido frontal

quanto no hipocampo (Figura 11).
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Figura 11 - Valores individuais ¢ médios das concentrag¢des de ferro (Fe) para grupos
de individuos e regides do encéfalo. Nota: NN = grupo normal, RC = grupo reserva
cognitiva, DA = grupo doenga de Alzheimer, € = média das concentragdes.
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4.4.4 Zinco (Zn)

Nao houve diferenga significativa entre os grupos quanto as concentragoes de
Zn (p=0,085). As concentracdes de Zn obtidas para cada individuo bem como as
médias de cada grupo, obtidas para as duas regides do encéfalo sdo apresentadas na

Figura 12.
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Figura 12 - Valores individuais e médios das concentragdes de zinco (Zn) para
grupos de individuos e regides do encéfalo. Nota: NN = grupo normal, RC = grupo
reserva cognitiva, DA = grupo doenga de Alzheimer, € = média das concentracdes.
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445 Bromo (Br)

Nao foi verificada diferenca significativa das concentracdes de Br entre os
grupos de individuos. As concentragdes de Br para cada um dos individuos bem
como a média obtida para cada grupo, nas duas regioes de estudo, sdo apresentadas

na Figura 13.
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Figura 13 - Valores individuais ¢ médios das concentracdes de bromo (Br) para
grupos de individuos e regides do encéfalo. Nota: NN = grupo normal, RC = grupo
reserva cognitiva, DA = grupo doenga de Alzheimer, €4 = média das concentracdes.
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4.4.6 Sodio (Na)

Os individuos com doenga de Alzheimer (grupo DA) apresentaram
concentragdes mais elevadas de Na no hipocampo quando comparadas com as dos

individuos cognitivamente normais (grupo NN) (p=0,002) (Figura 14).
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Figura 14 - Valores individuais ¢ médios das concentracdes de sodio (Na) para
grupos de individuos e regides do encéfalo. Nota: NN = grupo normal, RC = grupo
reserva cognitiva, DA = grupo doenga de Alzheimer, € = média das concentracdes.
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4.4.7 Potéssio (K)

Os individuos com doenga de Alzheimer (grupo DA) apresentaram
concentragdes mais baixas de K quando comparados aos individuos cognitivamente
normais (grupo NN) (p=0,004), tanto na regido frontal quanto no hipocampo (Figura

15).
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Figura 15 - Valores individuais ¢ médios das concentragdes de potassio (K) para
grupos de individuos e regides do encéfalo. Nota: NN = grupo normal, RC = grupo
reserva cognitiva, DA = grupo doenga de Alzheimer, € = média das concentracdes.
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4.5 Comparacéao das médias das concentracdes entre grupos de individuos

As concentragdes médias de cada um dos elementos, nos trés grupos de
individuos e nas duas regides de estudo, estdo reunidas na Tabela 12. O resultado da

comparagdo das médias dos grupos, dois a dois, esta apresentado na Tabela 13.

Tabela 12 — Concentragdes médias (mg/kg, base seca) dos elementos nos trés grupos
de individuos e nas duas regioes de estudo

Elemento Hipocampo Frontal

NN RC DA NN RC DA
Rb 23,4 22,8 14,0 19,5 19,4 13,9
Se 0,52 0,50 0,65 0,68 0,67 0,60
Fe 185,7 207,2 239,8 2253 237,8 2572
Zn 66,5 68,5 79,4 60,8 56,0 63,0
Br 2,30 2,47 3,29 2,83 3,00 3,52
Na 7635 8691 11511 8546 10217 9800
K 11904 11618 9640 12268 10878 10699

Nota: Rb = rubidio, Se = selénio, Fe = ferro, Zn = zinco, Br = bromo, Na = sodio, K
= potassio, NN = grupo normal, RC = grupo reserva cognitiva e DA = grupo doenga
de Alzheimer.
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Tabela 13 — Resultado das comparagdes das concentracdes médias dos elementos

entre os grupos de individuos, dois a dois, na regido frontal e hipocampo

Elemento Hipocampo Frontal
DA x NN DA x RC RC x NN DA x NN DA x RC RC x NN
Rb DA <NN DA<RC Nao houve # DA < NN Nao houve #  Na&o houve #
(p=0,001)  (p=0,028) (p=0.983)  (p=0,046)  (P=0,198)  (p=0.999)
Se DA > NN Nio houve # Nidohouve# Nadohouve# Niohouve#  Nao houve #
(p=0,023)  (p=0,053)  (p=0,907)  (P=0,176)  (p=0493) (p=0.985)
Fe DA > NN Nao houve #  Nao houve # DA > NN Nao houve #  Nao houve #
(p=0,030) (p=0,476) (p=0,732) (p=0,030) (p=0,476) (p=0,732)
Na DA > NN Nao houve # Nao houve # Néao houve # N&do houve # Nio houve #
(p=0,002) (p=0,134) (p=0,747) (p=0,302) (p=0,931) (p=0,349)
K DA < NN Nao houve #  Nao houve # DA < NN Néo houve #  Na&o houve #
(p=0,004)  (p=0329)  (p=0519)  (p=0,004)  (P=0329)  (p=0.519)
Zn Nido houve # Naohouve# Nadohouve# Naohouve# Niohouve#  Nio houve #
(p=0,085)  (p=0,085)  (p=0,085)  (p=0,085)  (p=0,085)  (p=0,085)
Br Nao houve # Nidohouve # Naohouve#  Nadohouve# Naohouve#  Nao houve #
(p=0,267) (p=0,267) (p=0,267) (p=0,267) (p=0,267) (p=0,267)

Nota: Rb = rubidio, Se = selénio, Fe = ferro, Zn = zinco, Br = bromo, Na = sodio, K
= potassio, NN = grupo normal, RC = grupo reserva cognitiva, DA = grupo doenca
de Alzheimer, “Nao houve #” indica que nao houve diferenga estatistica entre os

grupos.

4.6 Comparacdao das concentracdes de cada um dos elementos entre regiéo

frontal e hipocampo
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46.1 Rubidio (Rb)

Em individuos cognitivamente normais (grupo NN), as concentracdoes de Rb
no hipocampo foram maiores do que as da regido frontal (p=0,005) (Figura 16). J&
para os grupos de individuos DA e RC as comparagdes entre a regido frontal e o

hipocampo nao indicaram diferencas significativas (p=0,786 e 0,092,

respectivamente).
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Figura 16 - Valores individuais ¢ médios das concentracdes de rubidio (Rb) em
regido frontal e hipocampo para cada um dos grupos de individuos. Nota: NN =
grupo normal, RC = grupo reserva cognitiva, DA = grupo doenga de Alzheimer, ®
indica média das concentragdes.
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4.6.2  Selénio (Se)

Em individuos cognitivamente normais (grupo NN), as concentragdes de Se
obtidas no hipocampo foram mais baixas do que as da regido frontal (p=0,006)
(Figura 17). Ja para os grupos de individuos DA e RC as comparagdes entre a regido

frontal e o hipocampo nado indicaram diferencas significativas (p=0,294 e 0,105,

respectivamente).
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Figura 17 - Valores individuais e médios das concentragdes de selénio (Se) em regido
frontal e hipocampo para cada um dos grupos de individuos. Nota: NN = grupo
normal, RC = grupo reserva cognitiva, DA = grupo doenca de Alzheimer, @ indica
média das concentragdes.
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4.6.3 Ferro (Fe)

As concentracdes de Fe obtidas no hipocampo foram mais baixas do que as
da regido frontal em todos os grupos analisados (DA, RC e NN) (p=0,001), conforme

mostra a Figura 18.
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Figura 18 - Valores individuais ¢ médios das concentragdes de ferro (Fe) em regido
frontal e hipocampo para cada um dos grupos de individuos. Nota: NN = grupo
normal, RC = grupo reserva cognitiva, DA = grupo doenca de Alzheimer, @ indica
média das concentragdes.
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4.6.4  Zinco (Zn)

As concentragdes médias de Zn obtidas no hipocampo foram maiores do que
as da regido frontal em todos os grupos estudados (DA, RC e NN (p=0,001),

conforme mostra a Figura 19.
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Figura 19 - Valores individuais e médios das concentragdes de zinco (Zn) em regido
frontal e hipocampo para cada um dos grupos de individuos. Nota: NN = grupo
normal, RC = grupo reserva cognitiva, DA = grupo doenca de Alzheimer, @ indica
média das concentragdes.
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4.6.5 Bromo (Br)

As concentracdes de Br no hipocampo foram mais baixas do que as da regido
frontal em todos nos trés grupos de individuos (DA, RC e NN) (p=0,004), conforme

apresentado na Figura 20.
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Figura 20 - Valores individuais e médios das concentragdes de bromo (Br) em regido
frontal e hipocampo para cada um dos grupos de individuos. Nota: NN = grupo
normal, RC = grupo reserva cognitiva, DA = grupo doenca de Alzheimer, @ indica
média das concentragdes.
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4.6.6 Sodio (Na)

Os portadores de DA (grupo DA) apresentaram maiores concentracdes de Na
no hipocampo do que as da na regido frontal (p=0,045). De maneira inversa, os
individuos cognitivamente normais (grupo NN) apresentaram menores concentracoes
(p=0,032) (Figura 21). Para os individuos do grupo RC nao houve diferenca

estatistica na comparacao entre regiao frontal e hipocampo (p=0,317).
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Figura 21 - Valores individuais e médios das concentracdes de s6dio (Na) em regido
frontal e hipocampo para cada um dos grupos de individuos. Nota: NN = grupo
normal, RC = grupo reserva cognitiva, DA = grupo doenca de Alzheimer, @ indica
média das concentragdes.
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4.6.7 Potéssio (K)

Os resultados obtidos para K indicaram que nao houve diferenca significativa
na compara¢ao das concentragdes deste elemento entre hipocampo e regido frontal
nos trés grupos estudados (DA, RC e NN) (p=0,508). Os valores individuais e as

médias das concentragdes de K estdo apresentados na Figura 22.
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Figura 22 - Valores individuais e médios das concentracdes de potassio (K) em
regido frontal e hipocampo para cada um dos grupos de individuos. Nota: NN =
grupo normal, RC = grupo reserva cognitiva, DA = grupo doenca de Alzheimer, @
indica média das concentragoes.
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4.7 Determinacao da concentracdo dos elementos nos materiais de referéncia

Os resultados obtidos nos materiais de referéncia NIST 1566b Oyster Tissue e

NIST 1577b Bovine Liver sdao apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 — Concentracdo dos elementos nos materiais de referéncia NIST 1566b
Oyster Tissue e NIST 1577b Bovine Liver (mg/kg)

NIST 1566b Oyster Tissue

NIST, 2001
Elemento Presente trabalho Valor certificado
Meédia + DP Desvio padrdo % Erro Escore-z
relativo relativo
Rb 3,151 +£0.132 42 34 -0.56 3.262 +0.145
Se 2,08 £0.02 0.1 0.1 0.13 2.06+0.15
Fe 196,4+7.1 3.6 4.6 -0.97 205.8+6.8
Zn 1373 £ 41 3.0 3.6 -0.83 1424 + 46
Br 50,9 +3.8 7.5 * * *
Na 3164 + 146 4.6 4.0 -0.86 3297 + 53
K 6428 + 346 5.4 1.4 -0.26 6520 + 90
NIST 1577b Bovine Liver
NIST, 1991
Elemento Presente trabalho Valor certificado
Média = DP Desvio padrao % Erro Escore-z
relativo Relativo
Rb 12,30 + 0,91 7.4 10,0 -0,97 13,7£1,1
Se 0,749 £ 0,0315 4,1 2,6 0,28 0,73 £ 0,06
Fe 181,7 + 8,1 4.5 1,3 -0,13 184 £ 15
Zn 12,.7 £ 6,6 55 5,0 -0,36 127+ 16
Br 10,9 £0,7 6,4 * * *
Na 2257+ 185 8,2 6,7 -0,84 2420 + 60
K 10151 £ 1084 10,7 2,1 0,19 9940 + 20

Nota: Rb = rubidio, Se = selénio, Fe = ferro, Zn = zinco, Br = bromo, Na = sodio, K
= potassio, * indica dado ndo avaliado.
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Embora notorios avangos no diagnostico e tratamento de doencgas
relacionadas ao envelhecimento tenham sido alcangados, ainda se sabe muito pouco
sobre os mecanismos do envelhecimento e sua contribuicdo para o desenvolvimento
e progressao das doencas (Troulinaki e Tavernarakis, 2005).

No que se refere a DA, doenca cuja etiologia ainda ¢ desconhecida, a
hipétese de envolvimento da toxicidade dos elementos traco na patogénese desta
doenca tem recebido cada vez mais atengdo. Acredita-se que para um funcionamento
adequado do cérebro € necessaria a presenga de uma quantidade ideal de elementos
trago (Cutts et al., 2001), sendo que seu excesso ou a sua uma deficiéncia poderia
acarretar desordens metabolicas (Bélavari et al., 2005).

Assim, a comparagao das concentragdes de elementos traco entre encéfalos
de individuos portadores de DA e individuos cognitivamente normais pode ser um

importante passo no entendimento da fisiopatologia da doenca.

5.1 Rubidio, sédio e potassio na doenca de Alzheimer

Nakagawa et al. (1998), sugeriram que o metabolismo anormal dos elementos
traco no cérebro poderia causar a aceleracdo da senescéncia. Assim, uma diminui¢ao
das concentragdes de Rb poderia estar relacionada ao processo de envelhecimento. O
modelo animal utilizado por Nakagawa e colaboradores (senescence-accelerated
mouse pronel() desenvolve atrofia cerebral e déficit no aprendizado e memoria, o

que sugere que um desequilibrio na concentracdo de elementos trago, incluindo a
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diminui¢do do Rb, estaria relacionado ao processo de envelhecimento patologico
(senilidade). Estes resultados foram confirmados pelo presente trabalho, assim como
outros trabalhos da literatura (Wenstrup et al., 1990, Ehmann et al., 1986), que
encontraram concentragdes mais baixas de Rb no encéfalo dos portadores de DA
quando comparadas com as de individuos sem alteracdo cognitiva, de idade
equivalente.

A semelhanca da diminui¢io do Rb, detectou-se, no presente trabalho, uma
diminui¢do das concentracdes de K nas duas regides estudadas no encéfalo de
individuos portadores de DA.

Os estudos realizados por Bradbury (1970) indicaram que os elementos Rb e
K sdo transportados para o cérebro por meio dos mesmos mecanismos € em taxas
especificas de comportamento. Estes mesmos ions podem ser removidos do cérebro
por meio de bombas Na-K que estariam localizadas no plexo coroide ou na barreira
hemato-encefalica.

Segundo Belavari et al. (2004) existe pouca possibilidade do corpo humano
distinguir elementos que sdo similares do ponto de vista quimico. Assim, a presenca
de um elemento em concentracdo mais elevada (elementos maiores) permite a
ocorréncia concomitante de outro elemento em menor concentracao (elementos trago
menores), tal como no caso do K e Rb. Esta associag@o entre Rb e K foi confirmada
no presente trabalho por meio do comportamento similar de diminui¢do na
concentragdo média destes elementos nas duas regidoes de estudo de pacientes com
DA.

De acordo com Belavari et al. (2005) os portadores de DA apresentam igual

ou menor concentragdo de Rb no cérebro quando comparados aos individuos sem



73

alteragdo cognitiva enquanto que as concentragdes de Na sdo significantemente
maiores em cada parte do cérebro dos portadores de DA. Os achados do presente
trabalho estdo de acordo com os de Belavari et al. (2005): além da diminui¢dao da
concentracdo de Rb, também encontramos uma maior concentragdo de Na no
hipocampo dos individuos portadores de DA

O Rb, Na e K sdo elementos alcalinos pertencentes a mesma familia
periodica. O desequilibrio destes elementos na DA (Thompson et al., 1988) e no
envelhecimento (Cohadron e Desbordes, 1986) foi sugerido como resultante de uma
anormalidade do transporte de membranas. Anormalidades nos canais de K foram
demonstradas em culturas de células de pacientes com DA (Fraser et al., 1997; de
Silva et al., 1998), o que sugere que o efluxo de Rb possa ocorrer através de tais
canais causando uma diminui¢do na concentracao deste elemento no encéfalo de
pacientes com DA, além de alterar as concentragdes de Na e K.

No cérebro, o Na e o K sdo fundamentais para a neurotransmissao (Donnelly
et al., 2007). Por causa de sua essencialidade a quase todos os organismos ¢ devido
sua significancia eletrolitica, o Na e K tém recebido consideravel ateng¢ao, mas dados
sobre a distribuicao topografica destes elementos no cérebro humano ainda sdo
escassos (Bélavari et al., 2005).

Uma vez que o Rb possui uma intima correlagdo com o K (Versieck et al.,
1977), podendo imitar seu papel bioquimico (Gambarana et al., 1999), este elemento
tem sido utilizado para monitorar a dindmica do K no cérebro (Yushmanov et al.,
2007). O Rb também tem sido utilizado como um elemento de rastreamento na

medicina nuclear ndo invasiva para o diagnostico de tumores cerebrais (Tamano et
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al., 2002) e, nas ultimas décadas, um efeito antidepressivo do Rb tem sido proposto
(Williams et al., 1987; Gambarana et al., 1999).

Pouco se sabe sobre o Rb e seu papel na patologia humana (Hendrix et al.,
1997) e, assim como o Na e K, os dados sobre a distribuicdo de Rb no cérebro sdo
escassos. Este elemento ndo tem uma fungdo fisiologica bem estabelecida e sua
importancia foi enfatizada apenas recentemente (Belavari et al., 2005). Alguns dados
sugerem que o0 mesmo participe no processo de diferenciacdo celular (Petrini et al.,

1990).

5.2 Rubidio e a reserva cognitiva

A combinacdo do envelhecimento populacional e 0 aumento no nimero de
individuos dementados fazem da caracterizacdo da fase pré-clinica e dos estagios
precoces da DA um topico de grande importancia e interesse na pesquisa (Nestor et
al., 2004). Além disso, ¢ importante entender os fatores que podem colaborar para
proteger os individuos do desenvolvimento de sintomas. Assim, optamos por incluir
individuos portadores de reserva cognitiva no presente estudo. Ao comparar as
concentragdes de Rb no hipocampo dos individuos do grupo RC e DA, notou-se uma
diminui¢do das concentracdes deste elemento no hipocampo dos individuos do grupo
DA.

Conforme discutido no item 5.1, o efluxo do Rb na DA poderia ser causado
por uma alteragdo nas membranas e no funcionamento da bomba Na-K. Assim,

embora o hipocampo dos individuos do grupo RC esteja tomado pelos achados
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neuropatolégicos da DA, estes individuos ainda ndo apresentariam uma reducao de
Rb secundaria ao processo patologico.

Outro fator importante a considerar-se na determinagdo da concentragdao de
Rb nos individuos DA e RC ¢ a teoria da reserva cognitiva. Esta teoria defende que
certos individuos estariam protegidos contra o surgimento da deméncia por
possuirem maior reserva cognitiva que os permitiria tolerar as agressoes causadas
pelas lesdes cerebrais, sem desenvolver os sintomas classicos da sindrome demencial
(Bennett et al., 2006). Assim, faz-se importante questionar se a maior concentracao
de Rb neste grupo poderia protegé-lo do desenvolvimento dos sintomas clinicos da
doenca.

Embora a caracterizacdo de estagios precoces da DA e o entendimento dos
mecanismos da doenga sejam topicos de grande interesse na pesquisa, o numero de
estudos, principalmente de pesquisa basica, envolvendo individuos portadores de
reserva cognitiva ainda € pequeno. Isto ocorre, em parte, devido ao fato de que a
maioria dos tecidos doados para aos bancos de encéfalos, principalmente em paises
desenvolvidos, sao de individuos portadores de doengas em estagios avangados. Nao
¢ de nosso conhecimento a existéncia de outros trabalhos determinando a
concentragdo de elementos traco em individuos com funcao cognitiva preservada na

presenga dos sinais neuropatologicos da DA (reserva cognitiva).

5.3 Selénio na doenca de Alzheimer

Os dados sobre a distribuicao das concentragdes de Se na DA nao sdo bem

estabelecidos e os achados sdo discrepantes, com relatos de aumento (Basun et al.,



76

1991), diminuigdo (Wenstrup et al., 1990) e inalteracao (Meseguer et el., 1999) das
concentragdes de Se na presenca da doenca.

O Se desempenha um papel importante na manutencdo do funcionamento
adequado do sistema nervoso, sendo um agente protetor dos neuronios (Schweizer et
al., 2004). E um elemento trago associado com a atividade antioxidante e ¢é
considerado agente protetor das lesdes provocadas por radicais livres (Gao et al.,
2007, Hebbrecht et al., 1999; Cornett et al., 1998), exercendo importante papel no
processo de envelhecimento.

No presente trabalho, ao analisar-se o hipocampo, area tipicamente acometida
pela DA, notou-se uma elevagao das concentragdes de Se nesta regido, nos encéfalos
de individuos portadores de DA quando comparadas as de individuos sem alteracao
cognitiva de idade equivalente. Para Hebbrecht et al. (1999) este aumento das
concentragcoes de Se seria um estimulo dos mecanismos de defesa celular contra o
estresse oxidativo. Uma associagdo da proteina transportadora de Se com placa
amiloide foi recentemente demonstrada (Bellinger et al.2008), sugerindo uma
associag¢ao do Se com a DA.

Também se tem demonstrado na literatura uma correlagdo entre baixos
escores cognitivos e baixas concentracdes de Se (Gao et al., 2007). Assim, cabe
ainda esclarecer se uma diminui¢do das concentragdes de Se torna o individuo mais
vulneravel as lesdes provocadas pelos radicais livres ¢ se o aumento das
concentragdes deste elemento nos portadores de DA é uma resposta de defesa

ineficiente contra o estresse oxidativo.
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5.4 Ferro na Doenca de Alzheimer

O Fe ¢ um elemento vital para a vida e a saude, principalmente durante o
periodo reprodutivo. Assim, a evolucdo humana resultou em estoques extras deste
elemento no organismo. Entretanto estes estoques podem contribuir para o
desenvolvimento das doencas durante o envelhecimento, tornando necessario
verificar se este elemento estd em concentragdes adequadas nas fases avangadas da
vida (Brewer, 2007).

O Fe ¢ um co-fator universal para geragdo de energia na mitocondria e
suporta o crescimento e diferenciagdo de todos os tipos celulares (Roskams e
Connor, 1994; Crouch et al., 2007). No sistema nervoso central, o Fe ¢ um
componente chave dos sistemas responsaveis pela mielinizag¢do e a sintese de varios
neurotransmissores (Roskams e Connor, 1994; Donnelly et al., 2007), havendo
suporte na literatura para estabelecer conceitos de que um suprimento de Fe ¢
essencial para o desenvolvimento neurologico normal (Roskams e Connor, 1994).

As altas concentragdes de Fe necessarias para o funcionamento do cérebro
associadas a alta susceptibilidade do Fe em produzir dano oxidativo (Brewer, 2007)
requerem uma regulacao da disponibilidade de Fe no organismo humano. Altera¢des
nas concentragdes deste elemento tem sido associado a patogénese da DA (Finefrock
et al., 2003). De acordo com Hebbrecht et al. (1999) o Fe estaria envolvido no
processo degenerativo iniciado pelos radicais livre de oxigénio. O aumento de Fe
pode hipermetilar o peptideo BA causando dano oxidativo (Bush, 2003), o que

precede a deposi¢do amildide (Nunomura et al., 2001).
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Uma elevacao estatisticamente significante de Fe tem sido observada em
diversas regioes do cérebro de portadores de DA (Cornett et al., 1998; Panayi et al.,
2002), inclusive em estudos utilizando o método de analise por ativagdo com
néutrons. No presente trabalho houve aumento nas concentracdes de Fe nas duas
regioes de estudo do encéfalo de portadores de DA (grupo DA) quando comparado

aos individuos do grupo NN.

5.5 Zinco na doenga de Alzheimer

O Zn ¢ um elemento essencial, requerido para o crescimento e
desenvolvimento normal. Existem mais de 200 enzimas identificadas contendo este
elemento (Panayi et al., 2002). Talvez o mais critico papel para o Zn no cérebro ¢ na
neurotransmissdo por meio das sinapses glutamatérgicas (Crouch et al.,, 2007;
Donnelly et al., 2007). As sinapses glutamérgicas, onde a patologia amil6ide se inicia
na DA, contém altas concentragdes de Zn, que ¢ liberado durante a neurotransmissao
(Crouch et al., 2007).

Acredita-se que o Zn atue na precipitacio da BA e consequentemente na
formacao das placas amildides no cérebro com DA (Finefrock et al., 2003; Tougu et
al., 2008; Cuajungco e Faget, 2003; Bush, 2003). Religa e colaboradores (2006)
demonstraram uma correlagdo entre o acimulo de Zn no neocortex de individuos
com DA e a severidade da presenca de placas, emaranhados neurofibrilares e
deméncia.

Para Huang et al. (2000) a interacdo entre Zn e PBA ¢ conseqiiéncia do

envelhecimento. Para Hebbrecht et al. (1999) o Zn estd envolvido em reacdes
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imunologicas de contengdo do processo de envelhecimento. Entretanto, o significado
funcional das alteracdes nas concentragdes de Zn ¢ das interagdes entre Zn e
amiloide ndo € claro e precisam ser melhor investigado (Cuajungco and Faget, 2003).

Para avaliar o papel do Zn na DA, uma boa abordagem seria observar as
quantidades anormais deste elemento no cérebro de pacientes com DA. Entretanto,
esta andlise ndo tem produzido respostas claras, com relatos de aumento (Cornett et
al., 1998; Danscher et al., 1997; Religa et al., 2006; Deibel et al., 1996) e diminui¢ao
(Wenstrup et al., 1990; Andrasi et al., 1995; Panayi et al., 2002) da concentracao
deste elemento na DA.

O uso de amostras fixadas em fomalina pode alterar a anélise da concentracao
do Zn por meio dos sitios de ligacdo de Zn desnaturado (Religa et al., 2006). Assim,
no presente estudo, foram utilizadas amostras congeladas a fim de evitar-se a
alteracao das concentracoes deste elemento.

O presente estudo ndo encontrou nenhuma diferenca significativa entre as
concentragdes nos grupos de individuos, colocando em questionamento o papel deste

elemento na fisiopatologia da DA.

5.6 Bromo na doenca de Alzheimer

Pouco se tem pesquisado sobre a participa¢do do Br na patogénese da DA. As
analises da unha (Vance et al., 1990) e sangue (Basun et al., 1991) destes individuos
ndo mostraram diferenca das concentragdes de Br nos portadores de DA quando
comparados a individuos normais, assim como no presente trabalho ao analisar-se

este elemento no encéfalo humano. Entretanto, existem relatos de aumento nas
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concentracdes de Br no cérebro de portadores de DA (Ehmann et al., 1986),
determinados inclusive pelo método de anélise por ativacdo com néutrons (Panayi et
al., 2001). Para Panayi et al. (2001), o HOBr, um oxidante altamente toxico, pode

produzir radicais livres levando a destrui¢cdo proteica na DA.

5.7 Comparagdo entre concentragdes de elementos presentes nas regides

frontal e hipocampo

Em individuos sem qualquer sinal clinico e neuropatoloégico de DA (grupo
NN) foram obtidas concentracdes mais baixas de Fe, Br, Se e Na e concentragdes
mais elevadas de Zn e Rb no hipocampo quando comparadas as da a regido frontal.
Para os elementos Fe, Zn e Br esta situacdo se manteve mesmo na presenca de sinais
clinico-patologicos ou somente neuropatologicos da DA. Nos grupos de individuos
que apresentam os sinais neuropatologicos da DA (grupos DA e RC) ndo houve
diferenca significativa entre frontal e hipocampo ao analisar-se as concentragdes de
Rb e Se. Para o elemento Na, as suas concentra¢des foram maiores no hipocampo
quando comparadas as da regido frontal para o grupo DA e para o grupo RC ndo
houve diferenca significativa entre frontal e hipocampo para as concentragdes de NA.
J& para as concentragdes de K, ndo houve diferenga significativa entre as regides
frontal e hipocampo nos trés grupos de estudo. Na Tabela 15 sdo apresentados os
resultados do estudo comparativo entre as concentracdes dos elementos obtidos na

regido frontal e hipocampo.
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Tabela 15 — Resultados das comparacdes das médias das concentragdes de elementos
entre hipocampo e regido frontal, para os trés grupos em estudo

Elemento DA NN RC

Rb Nao houve diferenca  Hipocampo > Frontal Nao houve diferenga
(p=0,786) (p=0,005) (p=0,092)

Se Nao houve diferenca  Hipocampo < Frontal Nao houve diferenca
(p=0,294) (p=0,006) (p=0,105)

Fe Hipocampo < Frontal Hipocampo < Frontal Hipocampo < Frontal
p = 0,001 p =0,001 p = 0,001

Na Hipocampo > Frontal Hipocampo < Frontal Nao houve diferenga
(p=0,045) (p=0,032) (p=0,317)

K Nao houve diferenca ~ Nao houve diferenca  Nao houve diferenca
(p =0,508) (p =0,508) (p = 0,508)

Zn Hipocampo > Frontal Hipocampo > Frontal Hipocampo > Frontal
p =0,001 p =0,001 p =0,001

BR Hipocampo < Frontal Hipocampo < Frontal Hipocampo < Frontal
p = 0,004 p = 0,004 p = 0,004

Nota: Rb = rubidio, Se = selénio, Fe = ferro, Zn = zinco, Br = bromo, Na = sodio, K
= potassio, DA, NN e RC referem-se aos codigos dos grupos, “nao houve diferenga”
indica que ndo houve diferenga estatistica.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, bem como o de Panayi et

al. (2000), podemos afirmar que tanto na fisiologia normal quanto na presenca da

DA, podem ocorrer diferencas nas concentracdes de elementos traco presentes em

diferentes regides do cérebro. Estes achados salientam a importancia da escolha das

areas alvo além do uso das mesmas regides anatdmicas ao compararem-se individuos

cognitivamente normais e portadores de DA.

5.8 Consideracdes sobre a qualidade dos resultados analiticos

Para avaliar a qualidade dos resultados analiticos em relagao a exatidao e

precisao, foram analisados neste trabalho os materiais de referéncia certificados. A

analise dos materiais de referéncia certificados mostrou que nossos resultados estao
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de acordo com os valores certificados apresentando erros relativos menores do que
10%. Os dados obtidos apresentam boa precisdo com desvio padrdo relativo variando
de 0,1 a 10,7%. Os valores de escore-z ou diferenca padronizada foram menores do
que 1, indicando que os resultados sdao satisfatorios e concordam com os valores
certificados.

Com relacdo a concentracdo média dos elementos no encéfalo humano de
individuos cognitivamente normais ¢ individuos portadores de DA, os valores
encontrados no presente estudo, na regido frontal e hipocampo, sdo da mesma ordem
de grandeza ou estdo dentro da faixa dos dados apresentados na literatura. Nas
Tabelas 16 e 17 sdo apresentados dados da literatura e dados obtidos no presente

estudo para individuos normais e portadores de DA, respectivamente.

Tabela 16 — Valores da concentragao média de elementos no encéfalo de individuos
normais obtidos no presente estudo e na literatura

FRONTAL Panayi Andrasi Bélavari Andrasi Bélavari Presente
etal. (2001) etal. (1995) etal. (2004) etal.(1999) etal. (2005) estudo
Rb 12,32 * 10+4 * 10,5+ 4 19,5 +3,8
Se 0,674 * * * * 0,68 + 0,13
Fe 284 150 £ 30 * 183 * 2253 +33,8
Zn 65,8 47+ 14 * 68 * 60,8 + 11,68
Br 1,742 * * * * 2,83 +£0,80
Na 9115 * 9300 + 2400 * 9230 + 2440 8546 + 1061
K 13021 * 11800 + 700 * 12030 + 650 12268 + 975
HIPO- Andrasi Deibel Bélavari Andrasi Presente
CAMPO  etal. (1995) etal. (1996) etal. (2004) etal. (1999) estudo

Rb * * * * 234+48
Se * * * * 0,52 +0,07
Fe 223 +£30 216+ 16 * 214 185,7+£28,9
Zn 55+8 72 £ 4,8 * 75 66,5+8,4
Br * * * * 2,30 £0,52
Na 7300 + 800 * 10200 £ 1000 * 7635 + 821
K 11900 + 1500 * 14800 + 1600 * 11904 £+ 1732

Nota: Rb = rubidio, Se = selénio, Fe = ferro, Zn = zinco, Br = bromo, Na = s6dio, K
= potassio, * indica que o elemento ndo foi determinado.
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Tabela 17 — Valores da concentragdo média de elementos no encéfalo de individuos
portadores de DA obtidos no presente estudo e na literatura

Panayi Andrasi Bélavari et al.
FRONTAL etal. (2001) etal. (1995) (2005) Presente estudo
Rb 9,3 * 7,61 13,9+5,7
Se 0,665 * * 0,60 + 0,07
Fe 275 400 + 30 * 2572+418
Zn 63,5 46 £ 12 * 63,0+ 89
Br 4,59 * * 3,52+ 1,84
Na 9500 * 12070 + 3200 9800 £ 2080
K 12730 * 10960 + 1230 10699 + 1623
HIPOCAMPO  Deibel et al. (1996) Presente estudo
Rb * 14,0+ 6,0
Se * 0,65+0,13
Fe 288 £ 20 239,8 + 58,7
Zn 85,1 +4,7 79,4+ 17,0
Br * 3,29+ 1,49
Na * 11511 + 3373
K * 9640 + 1578

Nota: Rb = rubidio, Se = selénio, Fe = ferro, Zn = zinco, Br = bromo, Na = sodio, K
= potassio, * indica que o elemento ndo foi determinado.

O presente trabalho confirmou os achados de Bélavari et al. (2005) de que o

método de método de andlise por ativagdo com néutrons pode ser usado como um

método acurado e preciso para andlise de encéfalos humanos.

O método de andlise por ativagdo com néutrons tem desempenhado um

importante papel nas areas biomédicas e bioquimicas onde a determinagdo de

elementos traco e ultratrago sdo necessarias tanto para a pesquisa quanto para

aplicagao em analises de rotina, colaborando para entender a estrutura ¢ fungdo dos

sistemas biologicos, para caracterizar tecidos normais e patoldgicos e para estudar

doencas especificas (Spyrou et al., 1999).
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5.9 Terapias para DA envolvendo os elementos traco

Nos ultimos anos, muitas estratégias terapéuticas surgiram, visando atuar
sobre a proteina BA. Entre estas abordagens estdo a inibicdo da geracdo de PA a
partir da proteina percursora amiloide (Dovey et al., 2001) e a vacina anti A, que
tem como objetivo diluir esta proteina no cérebro a partir de anticorpos especificos
(Schenk et al., 1999). Um outro método, complementar aos demais, envolve os
biometais.

Crouch et al. (2007), em sua revisdo, mostraram evidéncias de que a
diminuicdo da biodisponibilidade de metais dentro da célula esta associada com
aumento do estresse oxidativo, perda de regulacdo da producao de PA e aumento na
hiperfosforilacdo da proteina tau. Além disso, estes pesquisadores mostraram que um
aumento extracelular do patamar de metal pode catalizar a oligomerizacdo e
agregacao da PBA. Em resposta a evidéncias de que um desequilibrio de certos
elementos e sua interacdo com a PA tenha associacdo com a fisiopatologia da
doenga, terapias que impecam esta interacdo e dissolvam os depositos de PA tém
recebido progressiva atengdo. O clioquinol, por exemplo, tem recebido consideravel
atencdo por sua capacidade de cruzar a barreira sanguinea (Donnelly et al., 2007). O
clioquinol ¢ uma droga capaz de agir como um quelante (moléculas capazes de
realizar multiplas ligagdes com um tnico ion metalico) com afinidade seletiva para
Fe e Zn. O tratamento com clioquinol pode funcionar de duas maneiras: ligando-se a
metais no meio extracelular, o que previne agregacdo mediada pelos metais e
toxicidade e, forcando os metais a entrarem na célula, o que ativa proteino-quinases

especificas e aumenta a produgdo de matrizes metaloproteinases degradantes de A
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(Bush and Curtain, 2008). Entretanto alguns autores defendem que os quelantes
podem alterar a quimica dos metais ¢ também podem ndo ultrapassarem a barreira
sanguinea cerebral de modo satisfatorio (Lannfelt et al., 2008). Assim, estd em
desenvolvimento um novo composto denominado PBT2, da companhia de
biotecnologia australiana Prana, ainda em fase II de estudo clinico. Este composto
interrompe a reacdo quimica mediada por metais que faz com que a BA se deposite.
Esta droga tem como alvo o Zn e o cobre (Cu), que sdo liberados nas sinapses
glutamatérgicas (Lannfelt et al., 2008).

A metalobiologia da proteina BA pode representar um significante avango
para entender a fisiopatologia da DA e buscar intervencdes farmacologicas para as
interacoes anormais entre BA e certos elementos podendo se transformar em uma

grande promessa para o desenvolvimento de novas drogas para DA.

5.10 Consideracoes finais

O numero de pesquisas sobre a DA vem crescendo consideravelmente, o que
pode ser verificado facilmente pelo numero de publicagdes. No entanto, no nosso
entendimento quanto a patogénese da DA, ndo estamos muito mais proximos do
conhecimento da sua etiologia quando comparado a algumas décadas atrds, quando
muitas das idéias que se dirigiam a esta pesquisa ainda estavam se iniciando (Smith
and Perry, 1998). As terapias medicamentosas em uso atualmente para o tratamento
da DA objetivam aliviar os sintomas e ndo agem na fisiopatologia da doenga (Bush,
2002; Citron, 2004), o que sugere a necessidade de mais pesquisas enfocando os

fatores que estdo causando a doenca.
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Recentemente tem sido de consideravel interesse a relagdo entre os elementos
trago e o estado das doengas, no entanto, concentragdes permitidas e riscos
especificos de elementos tragco na satide humana sdo pobremente definidos. Para
avaliar estes riscos, estudos detalhados das concentragdes de elementos trago em
humanos devem ser implementados (Civit et al., 2000). Estudos que tentaram
quantificar a concentracdo de elementos trago no cérebro de portadores de DA
produziram resultados dissonantes. Estas inconsisténcias podem ser devido as
diferencas de método, dificuldades técnicas encontradas durante o processamento do
tecido e pequeno numero de amostras (Cuajungco and Fragét, 2003). Além disso, ¢
importante ressaltar que a varia¢ao nas concentragdes elementares para determinadas
regides cerebrais, tanto em sujeitos ‘“normais” quanto em portadores de DA pode
depender do género, idade e duragcdo da doenga. Assim, estudos em grande parcela
da populagdo sdo necessarios (Panayi et al., 2000).

Cabe ressaltar que, no presente estudo, a maioria das diferencas nas
concentragdes de elementos entre os grupos foram detectadas no hipocampo, uma
das principais areas relacionadas a memoria e ¢ um dos primeiros locais onde os
sinais neuropatologicos da doenca sdo detectados.

Alguns estudos t€m correlacionado alteragdes nas concentragdes de elemento
tragco com o envelhecimento (Nakagawa et al., 1998; Hebbrecht et al., 1999). Em
nosso estudo ndo houve diferenga significativa de idade entre os grupos e géneros.
Assim, as diferencgas nas concentragdes entre os grupos, detectadas no presente
estudo, ndo estdo correlacionadas ao processo normal de envelhecimento, mas sim ao

envelhecimento patoldgico.
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Baseado neste estudo, a possibilidade de um papel etioldégico para os
elementos traco na DA claramente merece futuras investigacdes. Assim, ainda ha
muito a ser feito. Planeja-se aumentar a casuistica estudada e incluir outros tipos de
deméncias. O aumento da casuistica possibilitara analisar os grupos de acordo com a
faixa etaria e género. Além disso, estudos correlacionando as concentragdes dos
elementos traco no encéfalo com outros tecidos/fluidos corporais ja se encontram em
desenvolvimento.

Pouco mais de cinco anos se passaram desde a unido de uma equipe
interdisciplinar obstinada a entender o processo de envelhecimento cerebral e a ténue
linha divisodria entre o envelhecimento normal e o envelhecimento patologico. Apods
alguns meses de estruturagdo do projeto e aplicacao de estudos pilotos, este grupo
deu inicio ao Banco de Encéfalos Humanos do Grupo de Estudos em
Envelhecimento Cerebral, contando com o auxilio do SVOC, os departamentos de
Patologia e Neurologia e a disciplina de Geriatria. Neste periodo montamos o
Laboratorio de Fisiopatologia no Envelhecimento, da disciplina de Geriatria, e
enfrentamos os desafios que a instalagdo de um banco de encéfalos impde. No
entanto, a generosidade das familias ao doarem os encéfalos de seus entes queridos,
os auxilios e incentivos recebidos e a dedicacao do grupo permitiram a concretizagao
de nossos planos.

Nossa proposta despertou o interesse de outros grupos de pesquisadores em
ambito nacional e internacional e permitiu o estabelecimento de parcerias com
grupos renomados, como no presente estudo. Este estudo representa a finalizacao de
um ciclo de quatro estudos inicialmente propostos por nosso grupo, mas o caminho a

percorrer ainda € longo. A partir deste e de outros trabalhos, muitos estudos surgiram
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e outros membros juntaram-se a nossa equipe, visando entender o processo de
envelhecimento e colaborar para um avango no diagndstico e tratamento das doengas

neurodenerativas relacionadas ao envelhecimento.



6. CONCLUSOES
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Os resultados obtidos nas analises de materiais certificados de
referéncia apresentaram boa precisdo e exatiddo, o que nos permite
concluir que o procedimento de andlise por ativagdo com néutrons ¢ um
método acurado e preciso para analise dos elementos Br, Fe, K, Na, Rb,
Se, Zn em encéfalos humanos.

Houve diferengas significativas nas concentragdes dos elementos traco
no encéfalo de portadores de DA. Os portadores de DA apresentaram
menores concentragdes de Rb quando comparadas com as de individuos
normais (no hipocampo e na regido frontal) e individuos portadores de
reserva cognitiva (no hipocampo). Estudos complementares sao
necessarios para verificar o papel protetor do Rb contra o
desenvolvimento dos sintomas clinicos da DA.

Os portadores de DA apresentaram concentracdes mais baixas de K
(em frontal e hipocampo) e mais altas de Na (em hipocampo) quando
comparados aos individuos normais. Este desequilibrio bioquimico
pode ser secundario ao processo patologico. Visto que Na, K e Rb sao
elementos quimicamente similares, torna-se necessario verificar se as
alteracdes das concentracdes de Rb na DA sdo resultantes do
mimetismo com o K.

Os individuos que possuem DA apresentaram concentragdes mais altas
de Fe (em frontal e hipocampo) e Se (em hipocampo) no encéfalo

quando comparadas com as de individuos normais. Este aumento da
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concentragdo pode estar relacionado a toxicidade e reagdes de protecgao,
respectivamente. Entretanto ainda ¢ necessario verificar se o aumento
das concentragdes destes elementos ¢ um evento primario ou
secundario.

III. Houve diferenca significativa nas concentra¢des dos elementos Br, Fe,
Zn, Rb, Na e Se entre hipocampo e regido frontal. As concentragdes de
Br ¢ Fe s3o menores e as concentragdoes de Zn sao maiores no
hipocampo quando comparadas com as da regido frontal, tanto no
envelhecimento cerebral normal quanto no patologico. As
concentracoes de Rb sdo maiores e as concentragdes de Na e Se sao
menores no hipocampo dos individuos cognitivamente normais sem
sinais neuropatologicos de DA quando comparadas com as da regiao

frontal, sendo que isto se altera na manifestacdo da doenca.
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Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05430 010 - Sao Paulo - 5P
Fone: 011 - 30696442 fax 3 011 - 3069 6492 - e-mail ; cappesqg@hcnet.usp.br / secretariacappesqi@henet. usp.br
mis
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Anexo B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2 : .

ENDEREGO .......ccosviuminmsieanenes
BAIRRO: ...

2 RESPONSAVEL LEGAL ..o vveeeet e esseseseeesssesscesssseses soe e sas et 1ot 52 2tsss e e 0108212558 08805821 e 4 e et st s
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador efC.) ... s s s sasimn s issssss s s
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....coceiveine e SEXO: Mo Fo DATA NASCIMENTO.
ENDEREGO: . LAPTO: .
BAIRRO:
1 2 L

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TiTULO DO PROTOCOLO DE PEsauisa: CORRELACAO ANATOMO - FUNCIONAL DAS ALTERACOES
CEREBRAIS NO ENVELHECIMENTO:Um estudo quantitativo em material de necropsia

2. PESQUISADOR: Lea Tenenholz Grinberg
GCARGO/FUNGAO: Médica- pesquisadora INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N2 105290

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Patolegia
3. AVALIAGAD DO RISCO DA PESQUISA:

SEM RISCO X RISCO MINIMO RISCO MEDIO

RISCO BAIXO . RISCO MAIOR

4.DURAGAO DA PESQUISA :3 anos




Il - REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AQ PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE
LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

Muito obrigada por sua atengao.

Estamos realizando um estudo para identificar como o envelhecimento ocorre no cérebro. Este estudo é muito
impertante porque ainda nao sabemos direito porque as pessoas tém deméncia ou ficam mais esquecidas ou
tremenda. Este trabalho também ird ajudar a descobrir a causa de morte de seu parente. Tratamentos novos
para as doengas s¢ séo descorbertos fazendo estudos como este.

Este estudo ira funcionar da seguinte maneira:

O{a) Senhor(a) sera entrevistado por um enfermeiro (a) & respeito de seu parente que faleceu. As perguntas séo
simples, porém & importante gue o(a) senhor(a) pense por dois minutos antes de responder e que seja o mais
exato possivel. Caso ndo saiba a resposta, diga “ndo sei”.

Durante a autépsia serdo amostrados fragmentos de sistema nervose central e de érgaos cujo comprometimento
podem afetar a fungao cerebral, incluindo: coragdo, rim e cardtidas. Esses fragmentos serdo analisados com
bastante cuidado e armazenados para estudos futuros nas areas de anatomia, bioguimica, genética e imagem.
Os resultados serdo comparados com as respostas gue o(a) senhor(a) respondeu. Néo sera feito nada a mais
que o pracedimento normal da autdpsia e o corpo nao sera mutilado.

Com sua colaboragdo, poderemos saber se existiam alteragdes no cérebro de seu familiar que pudessem ser
responsaveis por provocar doengas. Desta forma, outras pessoas poderdo ser beneficiadas por conhecermos
melhor doencgas com Alzheimer e mal de Parkinson. Algumas das doengas passam de pai para filho e. além
disso, podem afetar grande parte da populagéo. Entao, os resultados gue censeguiremos poderdo ajudar muitas
pessoas a nao ficarem doentes.

N&o ha nenhum risco neste estudo, porque ofa) senhor(a) ndo precisard voltar aqui novamente e este estudo
néo atrasara a realizagao da autdpsia.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUISA CONSIGNANDO:

Qualquer duvida que ofa) senhor(a) tenha sera esclarecida pela propria médica responsavel pelo trabalho, os
resultados estarao disponiveis somente a(o) senhor(a). A qualquer momento, se for sua vontade, o seu familiar
pode ser retirado da pesquisa e todas as informagées obtidas serao sigilosas. Uma cdpia deste documento sera
entregue a(o) senhor(a)

V. INFORMAGCOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO

A responsavel pela pesquisa em caso de dividas é,

Dra. Lea Tenemholz Grinberg CRM-SP: 105290 Telefone: (011) 3086 7322

VI - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado,
consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Sao Paulo, de de 200 . Horério do término:

assinatura do participante da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome Legivel)
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Anexo C
ENTREVISTA CLINICA NPROT NSVO
Data da necropsia: / /
Data Obito: H. Obito: H. Necro: AT Morte: H Inicio Entrev:
Nome: Idade: DN:
Sexo: Raga: B N P A Natural: Proced: Estado Civil: S C V A D Filhos:
Escolaridade: anos ( ) Dextro  Canhoto
Profissao: dolar doméstica outros
Situagao: Ainda trabalhava  Aposentado a  Ap porinvalidez a Outro
Informante
Parentesco: Freqcomopcte: D S M Cuidador primario:  sim  ndo NA
Escolaridade do informante: Com quem residia:
Causa do Obito:
Causas basicas/ achados clinicos:
Como correu o 6bito: emcasa logradouro pablico  no hospital/ transferéncia/ APH:
HPMA:
AP: Nega ou desconhece qualquer antecedente patolégico
HAS DM DAC ICC (TF ) Arritmia  MP  IVP/ OAC IRC DLP TCE
AVCi// hprévio? HA__ a— semseqgiela comseqliela: cognitiva motora
AIDS  Sifilis AQ/ OP  Dist Tiredide  Bronguite/ Asma  DPQC
Down Depressao Esquizofrenia  Mania TOC D Parkinsen Neoplasia
Internagdo Psiquiatrica Tentativa de suicidio
TTOs anteriores: Clinicos: Cirdrgicos:

Nao fazia tto ou acompanhamento médico atualmente

MNunca foi ao médico: recusa’ sem acesso

Sd demencial diagnosticada emvida: n&o sim Ha a  FEticlogia:
Histéria compativel com Sindrome demencial: ndo  sim
Inicio dos sintomas:  lento  sibito meméria comportamento  outro

Curso: lento e progressive  rapido

evolugdo em degraus

curso flutuante

Fungao anterior a morte

Acuidades visual e auditiva preservadas

Dentigao preservada  falhas dent’ anodontia

Sedentaric  Atividade fisica: doméstica caminhada
Andava: s/ auxilio ¢ auxilio: pessoas parede/ moveis
Acamado Amputacdes

Independente  Dependente
Em que situagdes convivia com muitas pessoas

lacuidade visual
uso de protese dentaria  disfagia SNG/SNE/ GTS

6culos  hipoacusia prétese

trabalha outra Freq fsem
equipamentos auxiliares

Lesbes cutaneas (Ulceras)
Tomava decisGes sozinho

Néo tomava decisées
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FR: Obesidade (P A IMC ) Reposigao hormonal
Tabagismo: ndo  sim anos/mago  parou Etilismo: nao soccial alcoclismoe parou

Medicagoes que usava: Nao usa: ndo foi prescrite  controle inadequado  NREF NMED
Medicagbes:

Psicotrdpicos: BZDP NRLP Carbonato de litic  Ac Valpréico
Carbamazepina Lamotrigina  QOutros
Automedicagao:
AF: 1AM HAS DM Depressao: Deméncia:
Epilepsia ou convulstes: Retardo mental ou autismo: Surdez:
Cegueira: Desequilibrio: Tremores: Cancer
Episadios de euforia/mania: Tentativa de Suicidio: Diabetes:
Derrame: Fraqueza muscular: Parou de andar sem acidente:
TOC  Pai e mde eram parentes entre si
Qutro:

Qutras Informacoes relevantes:

ESCORES DAS ESCALAS:

IQCODE: CDR SB NPI: KATZ: IADL: PARK: SCID D:
SCID M: TOC: ABIFEME:

CONSENSO DIAGNOSTICO

Data: Presentes:

Diagnaéstice Principal:  sem comprometimento cognitvo CDR0,5M+ CDRO0O,5MD M+ CDR 0,5 MD M-
DA DV DCL Qutras:

Qutros Diagnosticos: AVE  Depressdao  DP/ Parkinsonismo  Qutros:

RCV: sem RCV tttRCV




Informant questionnaire on cognitive decline in the elderly

(IQCODE - Versao retrospectiva)
Gostariamos que voceé se lembrasse de como era seu amigo ou familiar hd 10 anos atrds e compare com o estado
em que ele estava ha 3 meses antes de sua morte.
Comparada com hd 10 anos atrds, como estava a pessoa antes de sua morte:

Muito Um Nio Um Muito
melhor | pouco muito pouco | pior
melhor | alterado pior
(1) (2) i3 4) (5)

. Reconhecer a face das pessoas amigas e da familia

|

2. Lembrar do nome de parentes e amigos

3. Lembrar de coisas sobre a familia e amigos (aniversarios,
ocupagdes, enderecos...)

e,

. Lembrar de coisas que aconteceram recentemente

5. Lembrar de conversas que teve nos Gltimos dias

. Esquecia o que queria dizer no meio de uma conversa

1|

7. lembrar-se de seu proprio endereco e telefone

8. lembrar (saber) que diae més era

9. Lembrar onde as coisas siio usualmente guardadas

10. Lembrar-se de onde encontrar as coisas que foram
colocadas em lugares fora do comum

I 1. Adaptar-se a gqualquer mudanga na sua rotina didria

12. Saber como funcionam os eletrodomésticos

13, Aprender a usar novos eletrodomésticos/ utensilios
domésticos

14. Aprender coisas novas em geral

15, Lembrar-se de coisas que aconteceram em sua vida quando
era jovem

16. Lembrar-se de coisas que aprendeu quando era jovem

17. Entender o significado de palavras niio comuns

18. Entender o significado do que esta escrito em jornais e
revistas

19. Acompanhar uma estoria em um livro ou_pela TV

20. Escrever uma carta para um amieo ou com fins de trabalho

21. Saber sobre eventos histdricos importantes do passado

22. Tomar decisiies com problemas do dia a dia

23. Manusear dinheiro para compras

24, Lidar com problemas financeiros (ex: pensio, conta
banciria)

25. Lidar com outros problemas matemdticos, por exemplo:
saber quanto comprar de comida, saber quanto tempo se
passou entre as visitas dos familiares/ amigos.

26. Usar sua inteligéncia para entender o que estd acontecendo
e o motivo pelo qual estd acontecendo.

Total:




ESCORE CLINICO DE DEMENCIA - FOLHA DE REGISTRO

Esta & uma entrevista semi-estruturada. Por favor, faga todas estas perguntas. Faga quaisquer questdes adicionais que sejam necessérias
para deteminar o CDR do sujeito. Por favor, tome nota das informagdes das perguntas adicionais.

QUESTOES SOBRE MEMORIA PARA O INFORMANTE

1. Ele/ela tem algum problema com sua memoria ou seu pensamento (raciocinio)? SiM MAC

1a- Se sim, &€ um problema constante? (em oposigéo a eventual, raro) SIM NAC
2. Ele/ela pode se lembrar de eventos recentes? Freqientements  Aswveres  Raramente
3. Ele/ela pode se lembrar de uma lista curta de itens (compras)? Freqientemente Asvezes Raramente
4. Houve algum declinio na memdria durante o dltimo ano? SIM NAO

5. Sua memdria estd comprometida a tal ponto que teria interferido em
suas atividades de vida diaria de alguns anos atras? -
(ou atividades pré-aposentadoria) (opiniao de outros informantes) SIM NAD

6. Ele'ela se esquece completamente de um evento importante
(ex. viagem, festa, casamento em familia) .
algumas semanas depois do evento? Freqientemente Aswezes  Raramente

7. Elelela se esquece de detalhes pertinentes de
um evento importante? Fregientements Asveres  Raramente

8. Elelela se esquece completamente de informagdes
importantes do passado distante {ex. data de nascimento, )
data de casamento, local do emprego)? Freqoentemente Asvezes Raramente

9. OBS - Questao removida por ndo ser aplicével.

QUESTOES SOBRE ORIENTACAO PARA O INFORMANTE

Com que fregiéncia elefela sabe o exato:

1. Dia do Més?

Freqientemente As vezes Raramente Méo sabe
2. Méas?

Fregientemente As vezes Raramente MNéo sabe
3. Ano?

Freqlentemente As vezes Raramente MNio sabe

4. Dia dasemana?
Freqientemente As veres Raramente MNao sabe

5. Elelela tem dificuldades com relagdes temporais (quando os eventos ocorreram em relacio uns com os outros)?

Freqientemente As vezes Raramente Mao sabe
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6. Ele/ ela pode achar seu caminho em ruas conhecidas?

Freqientemente As vezes Raramente MNao sabe

7. Com que fregiiéncia ele’ela sabe como ir de um lugar para o outro fora de sua vizinhanga?

Freqientemente As vezes Raramente MNao sabe

8. Com gue freqtiéncia ele’ela pode encontrar seu caminhe dentro de casa?

Freqientemente As vezes Raramente Mao sabe

QUESTOES SOBRE JULGAMENTO E HESOLUQI\O DE PROBLEMAS PARA O INFORMANTE
1. Em geral, se vocé tivesse que avaliar as habilidades dele'dela para resolver problemas atualmente, vocé consideraria que elas
sd0:

Tao boas quanto sempre foram. Boas, mas ndo tdo boas quanto antes.

Regulares. Ruins. N&o hé nenhuma habilidade.

2. Avalie sua habilidade em lidar com pequenas guantias de dinheiro (ex.: trocar dinheiro, dar gorjeta):

N&o ha perda. Alguma perda. Perda grave

3. Avalie sua habilidade em lidar com transagSes financeiras complicadas (ex.: pagar contas, controle de conta bancaria):

MNé&o ha perda. Alguma perda. Perda grave.

4. Ele/ela pode lidar com uma emergéncia doméstica (ex. vazamento nos encanamentos, pequenos incéndios):

Téo bem quanto antes.

Pior do que antes por causa da dificuldade de pensamento (raciocinio).

Pior do que antes, por outra razdo. (qual)

5. Elelela pode entender situagdes ou explicagbes?

FreqUentemente As vezes Raramente MN&o sabe

€. Ele/ela se comporta de modo apropriado® [isto &, em sua maneira usual (pré-doengajlem situagbes sociais e em interagio com

outras pessoas?
FreqUentemente As vezes Raramente MNao sabe

* Este itemn avalia comportaments, ndo aparéneia.



QUESTOES SOBRE ASSUNTOS COMUNITARIOS PARA O INFORMANTE

Ocupacional

1. O sujeito ainda esté trabalhando? SM

Se nao aplicavel - va parao item numero 4
Sesim - va para o item nimero 3
Sendo - va parao item nimero 2

2. 0sproblemas de memdria ou de pensamento (raciocinio) contribuiram para
a decislo do sujeito de se aposentar? (A questio 4 & a préxima) SIM

3. O sujeito tem dificuldade significante em seu trabalho por causa de problemas com memdria ou pensamento (raciocinio)?

Raramente ou nunca As vezes Freqientements MN&o sabe

NAQ

NAD

NA

MNA

Social

4. Ele/ela alguma vez dirigiu carro? SIM NAO
5. Elefela dirige carros atualmente? SIM NAO
€. Sendo, é devido a problemas de memdria ou pensamento (raciocinio)? SIM NAD
7. Seelefela ainda esta dirigindo, ha problemas ou riscos devido ao -

pensamento (raciocinio) pobra? SIM NAO
8. Elelela écapaz defazercompras_para suas proprias necessidades independentemente?

Raramente ou nunca Az vezes Freglientementa MNio Sabe
{precisa ser acompanhiado {Pode cormprar um ndmero
almi guakjuer compraj limitado de itens, compra itans duplicados
oL esquece ftens necassdros)
9. Ele/ela & capaz de fazer atividades independentemente fora de sua casa?
Raramente ou nunca As vezes Freqientemente MNé&o sabe
(Freqlientemente incapaz de (Atividades limitadas ou de rotina, (Participagéo significativa
realizar atividades sem ajuda) por exemplo,participagio superficial em atividades, por exemplo, votar)
na igraja ou reunidesidas a
salio de beleza).

10. Ele/ela & levado a eventos sociais fora da casa de familiares? SIM NAD

Se ndo, por que ndo?
11. Um observador casual do comportamento do sujeito pensaria que ele esta doente? SiM NAC
12. Seinstitucionalizado, elefela participa bem de atividades sociais? SIM NAC

IMPORTANTE:

As informagdes coletadas sdo suficientes para classificar o nivel de comprometimento do sujeito em assuntos comunitarios?

Se nao. por favor. investigue mais.

Atividades na comunidade: tais como ir & igreja, visitar amigos ou familia, atividades politicas, organizagdes profissionais tais como
associagdes, outros grupos profissionais, clubes sociais, organizagao de servigos, programas educacionais).

* Por favor, adicione notas se necessario para esclarecer o nivel de funcionamento do sujeito nesta area.
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QUESTOES SOBRE O LAR E ATIVIDADES DE LAZER PARA O INFORMANTE

1a) Que mudangas ocorreram em suas habilidades de realizar tarefas domésticas?

1b) © que elefela ainda pode fazer bem?

2a) Que mudangas ocorreram em suas habilidades para realizar seus passatempos (hobbies)?

2b) O que elefela ainda pode fazer bem?

3) Se institucionalizado, o que ele/ela nédo pode mais fazer bem (Casa e Hobbies)

Atividades da vida diaria (Blessed):

MNenhuma perda Perda grave
4. Habilidade para realizar tarefas domésticas 0 0,5 1

Por favor, descreva,

5. Elefela é capaz de realizar tarefas domésticas até o nivel de: (Escolha uma, o informante ndo precisa ser perguntado

diretamente)
(Realiza atividades simples, tais como fazer a cama, somente com muita supenvisao)
(Com alguma supervisio, lava a louga com limpeza aceitdvel, coloca a mesa)

Funciona independentemente em algumas atividades

(Opera equipamentos, tal como aspirador de po, prepara refeiges simples)

Funciona em atividades usuais mas ndo no nivel usual

Funciona normalmente em atividades usuais

IMPORTANTE:

As informagdes coletadas sdo suficientes para classificar o nivel de comprometimento do sujeito em CASA & HOBBIES?

Se nao. por favor investique mais.

Tarefas Domésticas: Tais come cozinhar, lavar, limpar, fazer compras, levar o lio para fora, limpar o quintal, manutengéo de cuidados
basicos e reparos basicos na casa

Hobbies: Costurar, pintar, artesanato, leitura, entretenimento, fotografia, jardinagem, ir ao teatro ou concerto, trabalho em madeira,
paricipagao em esportes.



QUESTOES SOBRE 0 AUTOCUIDADO PARA O INFORMANTE

“Cual sua estimativa da habilidade mental dele (a) nas seguintes areas:”

As vezes néo abotoa os

SeqOéncia errada -

Incapaz de se vestir

Sem ajuda
Vestir-se botdes corretamente,... esquece itens
(Blessed) comumente.
i @) (3
(0)
Lavar-se Sem ajuda Mecessita de estimulo Algumas vezes Sempre— ou quase
precisa de ajuda sempre — precisa de
(Arrumar- ajuda
: (0} )
Se)
SE ) @) (3)
De modo limpo; utiliza os De modo desorganizado; Apenas solidos Tem que ser
Habitos talheres adequados. utiliza apenas colher. simples alimentado
A mesa (0) i
@) (3)
Controle Controle completo Ccasionalmente molha a FreqOentemente Duplamente
de normal cama molha a cama incontinente
esfincter 0 1) @ @)
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*Escore | pode ser considerado se © auto-cuidado estiver comprometido quando comparado a um e stado anterior, mesme que nie receba estimulo,



ESCORE CLINICO DE DEMENCIA (CDR)

Escore Clinico de Deméncia (CDR) 0

0,5 1

Comprometimento

Normal Questionavel Leve Moderada Grave
0 0,5 1 2 3
Esquecimento leve e ..
Perda de memdria
constante (em Moderada perda de . :
Srir:rﬁgr:gaoﬂe oposigdo a eventual); | memdria; mais marcada r%ﬁr;i' ;?ﬂ:ﬁ;;iﬁg Perda de memdria
Memoria esquecimento leve e recordagéo parcial de | para eventos recentes; aprendido: material grave; restam
a inconstante eventos; déficit interfere nas rfm.ro 5 i&amente apenas fragmentos.
’ esquecimento atividades cotidianas. Zﬁ‘l ido
“henigna”. P .
Dificuldade moderada | Dificuldade grave com
5 com relagdes relagdes temporais;
. = Plenamente Pler;ir;n:tgtzgrrllgcteado, lemporais; orientado o _sualmente Orientado apenas
Orientacao : it para lugar do exame; desorientado para o
arientado. dificuldade nas pode ter desorientagéo tempo para pessoa.
relages temporais. geogréfica em outros | freqentemente para o
lugares. espago.
Resolve bem Dificuldade moderada "
o e Grave dificuldade em
Ju'Qamerito prggﬁﬂ?;g'igﬁ €| Levedificuldade em pare:oﬁ;nr:gztrar administrar problemas, | | oo ol
e resolucgao - 3 .| resoler problemas, probi : similaridades e Incap
de negdcios e finangas; similaridades e similaridades e diferencas: iulqamento julgamentos ou de
bom julgamento em i diferengas; julgamento ngas; Ju'g resclver problemas.
. diferengas 7 social usualmente
problemas relagéo ao : social usualmente comprometido
desempenho prévio. mantido. P i
Fungédo Incapaz de funcionar | Nenhuma referéncia a Nznfrslﬂgqignr:;?;r;ga
independente no independentemente funciohamento independente fora
nivel usual no - nessas atividades, independente fora de
gssuntu_‘.;s' . trabalho, em n'fg";ggﬁ'ﬁ:g:g emhbora ainda possa casa. Parece estar egtea(r:iﬂszli.ttf ggfnie
omunitarios GOMpras, grupos engajar-se em algumas; | bem para ser levado a ara ser lovado @
sociais ou de parece normal & atividades fora de gti\.rid ades fora de
voluntarios. inspegao casual. ambiente familiar. ambiente familiar
Dificuldade leve mas
Tarefas do Vida no lar, Vida no lar, e\fdg‘llear:?e; ;g?agr;ggigs Somente tarefas
Lare passatempos e passatempos e diﬂ'ceis!abandonadaS' simples preservadas, Sem fungao
Atividad interesses atividades intelectuais S mEeES ! interesses muito significativa em
dltel\ltl ades intelectuais bem levemente i%teressespt?nais restritos e mal casa.
azer mantidos. comprometidos. complexos sustentados.
abandonados.

Autocuidado

Plenaments capaz para o autocuidado.

Mecessita estimulo.

Requer ajuda para
vestir-se, higiene e
cuidado com objetos
pessoais.

Requer muita ajuda
para o cuidado
pessoal,
incontinéncia
freqiiente.
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Inventario Neuropsiquiatrico
(Cummungs et al — 1984)

* Responder baseando-se nas mudangas que ocorreram desde que o paciente comegou a ter problemas de memdéria
* Marcar sim apenas quando o sintoma estiver presente. Do contrario, marcar néo.
* Responda honestamente e meticulosamente as questdes

Total: /144 pontos
Delirios 0 paciente acredita que alguém esta tentando rouba-lo ou prejudica-lo?
Sim Mao MA Freqiéncia 1 2 3 4  Severidade 1 2 3 Estresse 0 1 2 3 4 5
Alucinacces O paciente age como se escutasse vozes? Fala com pessoas que nao existem?
Sim Néo MNA Freqiéncia 1 2 3 4 Severidade i1 2 3 Estresse 0 1 2 3 4 5

Agitacao/ Agressividade
Sim Néo  NA

O paciente & teimoso & rejeita ajuda dos outros? Tem periodos que se recusa a cooperar?
FreqOéncia 1 2 3 4 Severidade 1 2 3 Estresse 0 1 2 3 4 5

Depressao/ Disforia

O paciente age como se estivesse triste ou de “baixo astral” Refere sentir-se triste ou deprimido?

Sim Mo MA Fregiéncia 1 2 3 4 Severidade 1 2 3 Estresse 0 1 2 3 4 5
Ansiedade O paciente fica agitado quando se separa de vocé? Ele apresenta sinais de nervosismo, preccupadao,
Sim Naa NA assusta-se por razoes ndo aparentes? Parece muito tenso ou irrequieto?

FreqOéncia 1 2 3 4 Severidade 1 2 3 Estresse 0 1 2 3 4 5

Elacao/ Euforia
Sim Nio  NA

O paciente parece animado demais ou excessivamente feliz — sem razio? Acha graga onde outros nao
acham?
FreqOéncia 1 2 3 4 Severidade 1 2 3 Estresse 0 1 2 3 4 5

Apatia Indiferenca

O paciente parece menos interessado em suas atividades habituais ou nas atividades e planos dos outros?

Sim Méo MNA Fregiéncia 1 2 3 4 Severidade 1 2 3 Estresse 0 1 2 3 4 5
Desinibicao Q paciente parece agir impulsivamente? Ex, diz coisas que podem magoar as pessoas sem gualquer
Sim Ndo NA constrangimento ou fala abertamente coisas intimas que em geral n4o se diz em puiblico? Tira a roupa em

frente de outras pessoas’ publico — momentos nao apropriados?
FregQéncia 1 2 3 4 Severidade 1 2 3 Estresse 0 1 2 3 4 5

Irritabilidade/ Labilidade
Sim Ndo  NA

O paciente & impaciente e mau-humorado? Ele tem dificuldades para lidar com atrasos ou para ficar
esperando algo que esteja programado? Seu humor & instavel?
Fregténcia 1 2 3 4 Severidade i 2 3 Estresse 0 1 2 3 4

Disturbios Motores

O paciente fica fazendo coisas repetitivas, como lidar andando ao redor da casa, mexendo nos botdes da

Sim Méo MNA roupa, enrclando um cordéo ou fazendo outras coisas repetitivamente? Anda sem motivo aparente?

FreqOéncia 1 2 3 4 Severidade 1 2 3 Estresse 0 1 2 3 4 5
Comportamentos QO paciente acorda vocé a noite, acorda muito cedo, cochila muito durante o dia? Tem dificuldade para
Noturnos dormir? Ele levanta & noite (ndo contar vezes que levanta p' urinar e volta a dormir imediatamente)? Anda ao
Sim Mao  NA acaso a noite, veste-se ou perturba seu sono?

Freqéncia 1 2 3 4  Severidade 1 2 3 Estresse 0 1 2 3 4 5

Apetite e alimentacao

O paciente perdeu ou ganhou peso? Mudou o gosto pelos alimentos?

Sim Ndo NA Freqiéncia 1 2 3 4 Severidade i1 2 3 Estresse 0 1 2 3 4 5
FREQUENCIA ESTRESSE DO CUIDADOR

1 — ocasionalmente — menos que 1X/sem 0 = Nenhum

2 — Algumas vezes — cerca de 1X/sem 1= Minimo (levemente estressante, lidar com a situagio

3 - Freqiientemente — vérias vezes, menos que todos os | héo chega a ser um problema

dias 2 = Leve (ndo muito estressante, geralmente facil de lidar
4 = Muito freglentemente = 1 ou +vezes/ dia com a situagéa)

3 = Moderado (razoavelmente estressante, nem sempre
SEVERIDADE facil de lidar com a situagao
1 — Leve — presente, mas produzinde pouca afligio no | 4 = Importante (muito estressante, dificil de lidar com a
paciente situagio)
2 — Moderada - aflitiva e perturbadora 5 = Muito importante (extremamente estressante, incapaz

3 — Marcada — muito perturbadora de lidar com a situagéo)
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indice de Katz para Atividades de Vida Diaria
(Katz, S; Down, TDy; Cash, HR et al — 1970)

Banho | - Independente — ndo necessita de auxilio
A - Auxilio — recebe assisténcia para banhar uma parte do corpo (dorso/pernas)
D - Dependente - necessita que alguéem o banhe

Vestuario | - Alcanga as roupas e se veste sem auxilio
A - Necessita de auxilio apenas para amarrar sapatos

D - Necessita de auxilic para alcangar as roupas, para se vestir— do contrario nao se
veste completamente ou permanece totalmente despido

Uso de | - Consegue chegar ao banheiro, usa o sanitario, e recoloca o vestuario sem auxilio (pode
sanitario usar equipamento auxiliar como bengala, cadeira de roda, usar comadre e esvaziar pela
manha)

A - Necessita de auxilio para ir até o banheiro, ou para sua higienizagao/ recomposicao do
vestuario apds uso do sanitario’ ou no uso de comadre

D - Nao usa o banheiro para eliminagdes

Transteréncia | - Independente {cama/ cadeira}— pode necessitar de bengala, andador.
A - Necessita de ajuda para sentar-se/ deitar-se/ levantar-se
D - Néo sai da cama

Continéncia | - Tem controle de esfincter vésico — intestinal
A - Apresenta “acidentes ocasionais” — perder urina’ conteido fecal ocasionalmente
D - Necessita de auxilio para o controle urinaria/intestinal; uso de SVD; incontinéncia

Alimentagéo | - Se alimenta sem auxilio
A - Se alimenta sozinho, mas necessita de assisténcia para cortar os alimentos ou passar
manteiga no pao.

D - Necessita de auxilio para alimentar-se; usa SNG/SNE; Soroterapia/ Nutrigao
parenteral.

I =1 ponto; A =0,5e D=0 ponto

TOTAL: 6

Avaliacao de Parkinsonismo (Adaptado de Tanner et al, 1990)

SIM [ NAO

1. Tinha dificuldade para se levantar de uma cadeira?

2. Notou se a letra (escrita) ficou pequena, se reduziu de tamanho?

3. Notou ou alguém comentou se a sua voz estava mais baixa ou mais fraca
gue era antes?

4. Tinha alteragdes do equilibrio ao caminhar?

5. Os pés ficavam presos ou agarrados no chao ao atravessar portas?

6. Acha o seu rosto ficou mais “parado”, menos expressivo do gue era antes?
7. Tinha tremores nos bragos ou nas pemas?

8. Tinha dificuldades de abotoar as roupas?

9. Arrastava os pés ou dava passos curtos ac caminhar?

Nao Aplicavel Park:



ESCALA DE ATIVIDADES INSTRUMENTAIS DA VIDA DIARIA (IADL)
(Lawton & Brody)

A — Habilidade para usa o telefone

Eall el

Utiliza o telefone por iniciativa prépria
Disca alguns nameros conhecidos
Atende mas ndo faz ligagdes

MNéo usa o telefone de mode algum

B - Compras

Ll Ll

Faz compras independente/e

Faz pequenas compras independente/e
Precisa ser acompanhado nas compras
Incapaz de fazer compras

C — Preparo de alimentos

Planeja, prepara e serve adequadamente as
refeigbes independentemente

Prepara adequadamente as refeigies se alguém
Ihe fornecer os ingredientes

Aquece, serve e prepara refeigdes, mas néo
garante uma dista adeguada

MNecessita que alguém prepare e sirva a refeigao

D — Taretas domésticas

Mantem a casa sozinhe ou com auxilio ocasional
(p.ex: auxilio para tarefas pesadas)

Realiza tarefas diarias leves, como lavar louga,
fazer a cama

Realiza tarefas diarias leves, mas ndo consegue
fazé-las dentro dos padrdes de limpeza
MNecessita de auxilio com todas as tarefas
domésticas

MNéo faz/ participa de nenhuma tarefa doméstica

[= gy

(=N =N =1

E — Lavanderia

e
23
3.

Lava completamente as roupas
Lava pequenas pecas: meias, etc
Toda a roupa deve ser lavada por terceiros

[=y

F — Transporte

SN )

Usa independentemente transportes publicos 4
ou dirige seu préprio carro

Chama de téaxi, mas né&o usa transporte publico 4
Usa transporte plblico se acompanhado
Locomove-se limitadamente de taxi ou carro 0
com auxilio de cutros

Néo sai de casa/ Ndo usa nenhum transporte

G - Medicacao

1.

2.

E responsavel por tomar sua medicagéo em
dese e horarios corretos a
Assume responsabilidade por tomar sua
medicagdo se separada anteriormente por
outros

P _— 0
Néo é capaz de tomar sua medicagao

H - Financas

1l

Controla suas finangas independentemente
{conta de banco, taldo de cheque, preenche
cheques, paga contas)

Controla contas no dia a dia, mas necessita de 1
auxilio com banco, compras maiores,...

Incapaz de controlar finangas

Lawton,MP; Brody, EM - The instrumental activities of Daily Living Scale. Gerontologist, 1969, 9: 179 - 188

Perguntas adicionais:

Total: / & pontos

Ele(a) esquece panela no fogo, torneira aberta ou ferro ligado?
Ele(a) pode ser deixado(a) em casa sozinho(a) de forma segura?
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Episddio Maior Depressivo no Passado — SCID

Critérios para classificar como depressdo maier: Cinco (ou mais) dos seguintes eritérios presentes durante periodo maior ou
igual a duas semanas, sendo que um dos cinco deve ser ou (1) humor deprimido, ou (2) perda do interesse ou prazer.

1) J4 heuve, peloc menos uma vez na vida dele(a), algum memente em que se sentiu deprimido(a), ou na pior na maier parte
do dia, quase todos os dias? (Como & que foi isso?) :
SE SIM: Durou mais que duas semanas? SIM{ ) NAO ( )

Critério: 1 2 3

2) Naguele tempo ou em outro momento, ele(a) perdeu o interesse ou o prazer pelas coisas que costumava gostar? (Como
& gue foi isso?) Isso acontecia quase todos os dias?

SE SIM: Durou mais que duas semanas? SIM () NAO( )

Critério: 1 2 3 ? Quando foiisso?

3) Naguele periodo ele(a) perdeu ou ganhou peso? Ele(a) estava tentando perder peso?
SE NAO: Como estava o apetite dele(a)? {Tinha que forgar para comer? Comia menos/mais que o habitual? lsso acontecia
quase todos os dias?)

Critério 1 2 3 ? Assinalar: Perda de peso ou redugédo do apetite Ganho de peso ou aumento do apetite

4) Como estava o sono dele(a)? (Dificuldade para dormir, acordando fregientemente, dificuldades em ficar acordado,
acordando muito cedo, ou, dormindo demais? Quantas horas por noite comparado com o habitual? Isso acontecia quase
todas as noites?)

Critério: 1 2 3 ? Assinalar: Insénia Hipersénia

5) Ele(a) estava téo inquieto(a) ou agitado(a) que ndo era capaz de ficar parado(a)? (Isso acontecia todos os dias?)
SE NAQ: E o contrario: falando e se movendo mais devagar do que o normal dele(a)? (Isso acontecia todos os dias?)
Critéric: 1 2 3 7 Assinalar: agitagéo psicomotora retardo psicomotor

6) Como estava a energia dele(a)? (Cansado(a) o tempo inteiro? Quase todos os dias?)
Critérie: 1 2 3 7

7) Como ele se sentia em relagéo a si mesmo? (Indtil, sem valor?) Quase todos os dias?
SE NAQ: Ele se sentia culpado por coisas que fazia ou deixava de fazer? Quase todos os dias?
Critério: 1 2 3 2 Assinalar: Sentimento de inutilidade Culpa inadequada

8) Ele(a) tinha dificuldade para se concentrar ou pensar? (Com que tipo de coisas isse interferia?) Quase todoes os dias?
SE NAQ: Era dificil para ele{a) tomar decisées sobre coisas do dia a dia? Quase todos os dias?
Critério: 1 2 2 ? Assinalar: Capacidade de pensar diminuida Indecisdo

9) As coisas estavam tdo ruins que ele(a) pensava muitc em morte ou que estaria em melhor situagéo se estivesse
morto(a)? E quanto a se ferir?

Critério: 1 2 3 7 Assinalar: Pensamentos de morte recorrentes Ideagéo suicida Tentativa de suicidio

10) Durante aquele tempo ficou dificil para ele(a) trabalhar, cuidar das coisas em casa, ou se relacionar com as pessoas?
SIM () NAD ()

11) Pouco antes de tudo isso comegar ele estava bebendo em excesso ou usando drogas? SIM { ) NAO ( )

12) Pouco antes disso comegar ele estava fisicamente doente? SIM () NAO ( )

13) Isso comegou logo depois de alguém préximo a ele(a) morrer? SIM () NAO ()
Durou mais que 2 meses? SIM( ) NAQ ()

OBS: Houve algum outro episédio de depresséo na vida do paciente? () SIM () NAO
Quando ocorreu (eram) ?

CONSIDERAR:
1 - ausente ou falso 2 — subliminar (duvidoso) 3 - limiar ou verdadeiro ? — informacéo inadecuada
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Episadio Maniaco no Passado - SCID

Critérios para classificar como mania no passado : Humor elevado e mais trés dos outros sintomas, ou humor irritivel e
mais quatro dos outros sintomas.

HUMOR ELEVADO: Ja houve algum periodo de tempo em ele(a) estava se sentindo tao bem, agitado(a) ou excitado(a) que
vocés perceberam que ele(a) ndo estava no seu normal? Ou ficava tdo excitado(a) gue se envalvia em problemas?

Criterio 1 2 3 ?

Durou pelo menos 1 semana? Ou ele(a) teve que procurar um hospital? Sim( ) Nao( )

Quando foi isso?
HUMOR IRRITAVEL: Houve algum periodo em que ele(a) estava tao irritado{a), que era pago(a) gritando com as
pessoas ou comegando brigas ou discussoes?

Durou mais que 1 semana? Ou ele(a) teve que procurar um hospital? Sim ( ) Néo( )

Critério: 1 2 3 7?7 Quando foi isso?

3) Naguele periodo como ele(a) se sentia em relagdo a si mesmo? (Mais confiante do gue o habitual? Com algum poder ou
habilidade especial?)

Critério 1 2 3 7

4) Naguele tempo ele(a) tinha que dormir menos gue o habitual? (Mesmo assim se sentia descansado?)

Critérie: 1 2 3 7

5) Naguele tempo elefa) estava muito mais falante que o habitual? (Vocés tinham dificuldade para interromper ou entender o
que ele(a) estava falando?)

Critérie: 1 2 3 7

8) Naguele tempo os pensamentos passavam rapidamente pela cabega dele(a)?

Critérie: 1 2 3 7

7) Naguele tempo ele(a) era tao faciimente distraido(a) por coisas a sua volta que tinha dificuldades para se concentrar ou
continuar o que estava fazendo?

Critérie: 1 2 3 7

8) Naguele periodo, como ele(a) passava o tempo? (Ele(a) se envolvia em tantas atividades a ponto de vocés ficarem

preocupados?)
SE MAQ: Ele(a) estava fisicamente inguieto({a)? (Qual a intensidade disso?)
Critéric: 1 2 2 ? Assinalar: aumento na atividade agitagdo psicomotora

9) Naquele tempo, ele(a) fez alguma coisa que pudesse trazer problemas para ele(a) mesmo(a) ou para vocas
(Comprando coisas que nao precisava?) (Tendo comportamento sexual inadequado?)

Critério: 1 2 3 ?

10) Durante aquele tempo ficou dificil para ele(a) trabalhar, cuidar das coisas em casa, ou se relacionar com as
pessoas?

SIM () NAO()

11) Pouco antes de tudo isso comecar ele(a) estava bebendo em excesso ou usando drogas?
SIM () NAO ()

12) Pouco antes disso comecar, ele(a) estava fisicamente doenta?

SIM ( ) NAO ()

CONSIDERAR:
1 — ausente ou falso 2 — subliminar (duvidoso) 3 - limiar ou verdadeiro ? —informagéo inadequada




Transtorno Obsessivo-Compulsive (TOC)
Seu parente alguma vez apresenton:

2)

3

4)

5)

6)

7]

&)
)

Qualquer um dos itens de 1 a 9 foi positive? ? 1 3 = ! ou l= pule para Transtornos de iquesy

Vocd acha que seu parente gastava muito tempo por dia com esses sintomas? (71 2 3)
Quanto tempo? (juntando tudo chegava a 1 hora por dia?) (7123
Os sintomas interferiam na vida dele? (7 1 2 3)

Causavam ansiedade, sofrimento? (? 1 2 3} Com que idade os sintomas comegaram?

Medos, preocupagoes, idéias ou imagens repetitivos que causavam desconforto aele(a)? (? 1 2 3)
Comportamentos repetitivos (manias) que a pessoa tinha que fazer virias vezes e ndo conseguia evitar, tais como (perguntar
TODOS os jtens de 1 a 9);

Verificar fechaduras, fogio, se nido se feriu ou ferin outros, ou perguntar se foi responsavel por algo terrivel que tenha acontecido
(Agressio e verificagio) (7 1 2 3)
Lavar excessivamente mios e objetos, tomar banhos demorados, parecer preocupado com sujeira ou micrdbios, com ficar
contaminado e adoecer por isso, ter nojo de secregdes do proprio corpo (Contaminagio, limpeza e lavagem) (7 1 2 3)

Guardar objetos  inliteis, manter o quarto ou casa entulhados (Colecionamento) (? 1 2 3
Preocupagio excessiva com: desrespeito a Deus; certo e errado; moralidade (Religifio) (7 | 2 3)
Mania de arrumagdo, simetria, exatidio, perfeccionismo, ter que deixar as coisas organizadas do seu jeito (7 1 2 3)
Preocupagiio excessiva com doengas sem ser por contaminagio, com partes do corpo, com a aparéncia fisica: 2 1 2 3)

Compulstes de repetigiio, reler ou reescrever virias vezes, repelir atividades rolineiras como entrar e sair de casa, levantar-se da
cadeira, vestir roupas) (7 1 2 3)
Compulstes de contagem (contar telhas, tijolos, riscas do chiio) (7 1 2 3)
Comportamentos extremamente supersticiosos (medo de passar perto de cemitérios, medo de gato preto, de nimeros ou cores que
representem azar). (7 1 2 3)

J=continue abaixo:

Transtornos de tiques

Tiques, também chamados de sestos ou cacoetes, sio movimentos involuntirios (que a pessoa faz sem querer), que geralmente comegam
na infincia. Podem ser motores ou vocais. Os principais exemplos sio (mostrar exemplos): piscar os olhos, fazer caretas, colocar a lingua
para fora, sacudir os ombros, sacudir a cabega, fungar, pigarrear, assoviar, estalar etc.

1} A pessoa tinha tiques motores (7 1 2 3) Idade de inicio: Tipos de tiques:

2) Tinha tiques vocais (7 1 2 3) Idade de inicio: tipos de tiques:

Se Niio para as respostas | e 2, passe para o proximo questiondrio, Se Sim para alguma das respostas:

Os tiques duraram mais de um ano? {7 1 2 3)
Os tiques duraram entre 3 meses e um ano? (7 1
A pessoa tem tiques motores e vocais? (7 1 2 3)

Outras informagtes relevantes:

23
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CLASSIFICAGAO SOCIO ECONOMICA
Associacao Brasileira dos Institutos de Pesquisa de Mercado
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(ABIPEME)
A- Em sua casatem?
i QUANTIDADE
L2 S 1 2 3 4 5 | Gou+
Televisdo 2 4 5] 8 10 12
Empregada mensalista [ 12 18 24 24 24
Radio 1 2 3 4 5 i3
Banheiro 2 4 B 8 10 12
Aspirador de pd 5 5 5 5 5
Maquina de lavar 2 2 2 2 2
Automdvel de passeio 4 8 18 18 16 16
TOTAL:
B- Qual ainstru¢cao do chefe de familia?  (Quem & o chefe da familia: )
Sem Instrugao’ primario incompleto 0
Primario completo/ ginasio incompleto 1
Ginasio completo/ colegial incompleto 3
Colegial completo/superior incompleto 5
Superior completo 10
TOTAL:
CLASSE ABIPEME
CLASSE PONTOS
A 350U +
B 21 a34
C 10a 20
D 05 a 09
E 00 a 04
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