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A todos os parkinsonianos e seus familiares que enfrentam a batalha contra a doenca
de Parkinson diariamente.
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RESUMO

A atual longevidade do ser humano advém de varios avancos tanto nas condi¢cfes de
vida da populagcdo quanto no avanco de técnicas para a promocao de saude. Assim,
com o envelhecimento da populacdo surgem vérias doencgas cronicas e incapacitantes,
como é o caso da Doenca de Parkinson (DP). A DP é uma doenca neurodegenerativa
caracterizada por tremor de repouso, bradicinesia, acinesia e instabilidade postural. O
seu quadro clinico advém da perda de neurbnios dopaminérgicos na substancia negra
do encéfalo. A causa desta degeneracdo ainda ndo foi evidenciada, porém vérias
teorias foram propostas para explicar a morte dos neurdnios como a disfungéo
mitocondrial, dano oxidativo, excitotoxicidade e inflamacdo. Dentre elas, o estresse
oxidativo é bastante aceito entre a comunidade cientifica mundial. A presente pesquisa
propde avaliar a correlacdo entre o estresse oxidativo no sangue dos pacientes com a
doenca de Parkinson e o seu déficit motor funcional. A pesquisa foi realizada com 26
pacientes com a doenca de Parkinson e 33 pacientes controle atendidos na Unidade de
Ensino e Assisténcia de Fisioterapia e Terapia Ocupacional da Universidade do Estado
do Pard (UEAFTO-UEPA). Foram feitos a avaliagdo do nivel da capacidade
antioxidante total equivalente ao Trolox (TEAC) e a avaliagdo da concentracdo das
substancias que reagem ao acido tiobarbitarico - TBARS através do método por
espectrofotometria, além da avaliacdo da capacidade motora e funcional destes
pacientes. Observou-se que o0s pacientes com a doenca de Parkinson em estagio
avancado apresentaram déficits motores e funcionais significativos em comparacao
com o0s pacientes controle. A capacidade antioxidante encontrou-se reduzida
significativamente comparada com a populagéo controle independentemente do estégio
em gue 0s pacientes se encontravam. Também se observou que a concentragdo de
TBARS apresentou-se mais elevada que os pacientes controle, porém esta diferenca
nao foi siginificativa e o0 aumento da concentracdo de TBARS acompanhou a piora no
guadro funcional dos pacientes.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. TEAC. Peroxidagéo lipidica. Doenca de Parkinson. Déficit
motor-funcional.
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ABSTRACT

The current human longevity comes from several advances in both the living conditions
of the population and the advance of techniques to promote health. Thus, with aging
many chronic diseases and disabling occur, such as Parkinson's Disease (PD). PD is a
neurodegenerative disease characterized by resting tremor, bradykinesia, akinesia and
postural instability. Its clinical aspects results from the loss of dopaminergic neurons in
the substantia nigra of the brain. The cause of this degeneration is not yet evident, but
several theories have been proposed to explain the death of neurons, such as
mitochondrial dysfunction, oxidative damage, excitotoxicity and inflammation. Among
them, the oxidative stress is well accepted among the scientific community. This study
aims to evaluate the correlation between the oxidative stress in blood of patients with
Parkinson's disease and its functional and motor deficit. The survey was conducted with
26 patients with Parkinson's disease and 33 control patients treated at the Education
and Assistance Unit of Physiotherapy and Occupational Therapy of the Para’s State
University (UEAFTO). Evaluation was performed through the measurement of Trolox
equivalent antioxidant capacity (TEAC) by means of spectrophotometry and by the
assessment of motor and functional ability of these patients. It was observed that
patients with Parkinson’s disease in advanced stages showed significant motor and
function deficit comparing to control patients. The antioxidant capacity was found
significantly reduced comparing to controls independently of disease stage. It was also
observed the TBARS’s concentration was higher in patients with Parkinson’s disease
than in control patients. However this difference it wasn't significant and the increasing
concentration of TBARS followed the worsening of functional framework of patients.

Keywords: Oxidative stress. TEAC. Lipid Peroxidation. Parkinson’s disease. Motor-
functional déficit.
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1. INTRODUCAO

De acordo com os dados da Organizacdo Mundial de Saude — OMS (MATHERS
et al., 2010), a populacdo com faixa etaria acima de 60 anos € a que mais cresce nos
altimos anos no mundo todo. No Brasil entre 1997 e 2007 o niumero de habitantes com
60 anos ou mais teve um aumento de 47,8% comparado com o crescimento da
populacéo restante que foi de 21,6%. O crescimento da populacdo com idade igual ou
superior a 80 anos foi ainda maior, cerca de 86,1% (IBGE, 2008). No estado do Para,
de acordo com o censo 2008 do IBGE, o numero de pessoas acima de 60 anos é
estimado em mais de 260.000 em relacéo a populacao total em torno de 7 milhdes de
habitantes.

A atual longevidade do ser humano ocorre em decorréncia de varios avangos,
como por exemplo, nas condi¢cbes sanitarias do ambiente em que se vive, e
principalmente nos recursos utilizados pela medicina. A medicina apresentou avangos
significativos na area de diagnostico e tratamento, e com 0 surgimento de novos
recursos medicamentosos. Assim, doencas cardiovasculares, por exemplo, muitas
vezes fatais para individuos adultos jovens acometidos, passaram a ser controladas e
tratadas, aumentando a longevidade destes individuos.

No entanto, com o avancar da idade, as doengas cronicas passam a acometer
varios sistemas organicos, como o aparelho locomotor, que muitas vezes sofre
degeneracg0des articulares, etc. Outro sistema organico bastante acometido em pessoas
de idade avancada ¢ o sistema nervoso central. A medida que o individuo envelhece
maior é a probabilidade de ele sofrer com doencas como a doencga de Alzheimer (DA) e
a doenca de Parkinson (DP).

A DP atinge cerca de 1% da populagdo com mais de 60 anos e 4% daquelas com
mais de 80 anos (FRANK et al., 2006; DAVIE, 2008; HAUSDORFF, 2009). A doenca de
Parkinson é uma doenca neurodegenerativa progressiva relacionada a perda dos
neurdnios dopaminérgicos da substancia negra (MARSDEN, 1994), tendo como
caracteristicas os sintomas cardinais motores como bradicinesia, rigidez, tremor de
repouso e instabilidade postural (KCLOCKGETHER, 2004; BENATRU et al., 2008;
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HAUSDORFF, 2009). Estes sintomas prejudicam fortemente a capacidade funcional do
paciente, impedindo-o de realizar varias tarefas do cotidiano de forma independente.

O mecanismo exato que provoca a morte dos neurbnios dopaminérgicos da
substancia negra ainda ndo esta completamente esclarecido. Varias hip6teses tém sido
levantadas para explicar a morte dos neurbnios. Uma das mais difundidas esta
relacionada a disfuncdo mitocondrial que pode causar o inicio da cascata de eventos
que culminam na morte celular, devido ao déficit na cadeia de transporte de elétrons e
na producdo de energia para a célula (PARKER et al., 2008). O fenébmeno da
excitotoxicidade também pode estar envolvido na DP através da ativacdo dos
receptores N-metil-D-aspartato (NMDAR) que ao serem super-estimulados permitem
um aumento no influxo de célcio extracelular, culminando em uma série de respostas
patoldgicas que levam a morte celular (TSANG, CHUNG, 2009). Outro evento a ser
considerado € a resposta inflamatéria que ocorre durante a DP, havendo ativacéo
microglial com consequente liberagdo de interleucinas que também podem levar a
morte celular (DE PABLOS et al., 2009; HOFMANN et al., 2009; LEE et al., 2010).

A participacdo do estresse oxidativo é outra hipétese bastante defendida entre a
comunidade cientifica mundial (CHINTA et al.,2006; VALKO et al., 2007; CHINTA,
ANDERSEN, 2008; BISAGLIA et al., 2010; LEE et al, 2010). O estresse oxidativo
ocorre quando had um desequilibrio entre a produgdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO'’s) e a defesa antioxidante (CHEN et al., 2009). As ERO’s podem promover danos
celulares através da oxidagdo dos constituintes celulares como lipidios e acidos
nucléicos, promovendo destrui¢cdo da arquitetura estrutural celular e consequente morte
da célula por apoptose ou por necrose (ABRAHAM et al., 2005).

No entanto, para se defender do ataque das ERQO’s, o organismo desenvolveu um
sistema de defesa antioxidante composto por antioxidantes enzimaticos como a
superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GSH-PXx),
além dos antioxidantes ndo enziméticos como a vitamina C, a vitamina E, a glutationa
(GSH), os carotendides e os flavondides entre outros (KERKSICK, WILLOUGHBY,
2005; VALKO et al., 2007).

Na DP, as células nigrais se encontram sob estresse oxidativo elevado
(LOTHARIUS, BRUNDIN, 2002), como indicado pela elevagdo de subprodutos da
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oxidacdo de lipidios (SUDHA et al.,, 2003; SHARMA et al., 2007) e pelo aumento
compensatorio do sistema antioxidante, especialmente a SOD (SHARMA et al., 2007,
SERRA et al., 2009).

No entanto, existem poucas pesquisas relacionando alteragcbes no metabolismo
oxidativo ao déficit motor funcional de pacientes portadores de DP. Os poucos existentes
utilizam protocolos de avaliacdo que ndo sdo sensiveis para detectar alteracdes
principalmente na funcionalidade dos pacientes com a doenca.

Além disso, observa-se uma grande variabilidade nos resultados dos parametros
oxidativos decorrente dos diversos tipos de métodos utilizados para se avaliar 0 estresse
oxidativo em seres humanos. Neste sentido, ndo se sabe exatamente até que ponto o
estado oxidante e a resposta antioxidante podem estar relacionados a capacidade
funcional e motora do doente e se existe uma relagdo com o estagio da DP em que este
se encontra.

Desta forma, o presente trabalho busca avaliar o estado oxidativo e a resposta
antioxidante no soro de pacientes com DP e verificar se existe relacdo entre o extresse
oxidativo com os sintomas motores e funcionais da doenca.

E fato que existe a dificuldade de se estabelecer o diagnostico, tanto da presenca da
doenca quanto do estdgio em que se encontra. A importancia de estudar fatores
sanguineos que indiquem precisa e precocemente a presenca da DP, ou o estagio em
gue ela se encontra, reside na tomada de decisao correta em relagdo aos tratamentos a
serem feitos. Por sua vez a escolha adequada do tratamento é de importancia
fundamental para a manutencéo da independéncia funcional e da qualidade de vida dos

parkinsonianos por maior tempo.
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1.1 Doencga de Parkinson
1.1.1 Historico

Desde os tempos biblicos havia relatos de casos de pessoas com a doenca de
Parkinson, porém foi somente em 1817, através da descricdo realizada por James
Parkinson em sua monografia, que a doenca foi melhor definida, sendo nomeada por
ele como “Paralisia Agitante”. A descricao da patologia baseou-se em estudos de casos
clinicos de seis pacientes (LEES, 2004; RUIZ, 2004).

Por conta dos parcos conhecimentos anatomicos da doenga, Parkinson
relacionou a possivel causa da enfermidade a les6es na medula espinhal (PEARCE,
1989). Em 1868, Trousseau verificou outras caracteristicas da doenca que passaram
despercebidos aos olhos de Parkinson que foram rigidez e bradicinesia, além do
declinio cognitivo e dos problemas respiratérios que muitos pacientes apresentavam.
Apoés alguns anos, em 1895, através de um caso de um paciente com parkinsonismo
hemiplégico, Brissaud observou que o quadro clinico era resultado de um tuberculoma
na area contralateral do pedunculo inferior, havendo destruicdo da substancia negra
(SN), indicando uma possivel localizagdo da lesdo causadora da doenca (PEARCE,
1989).

No entanto, foi somente no final do século XIX e no inicio do século XX, gracas
aos estudos de Charcot, que os conhecimentos clinicos sobre a doenca obtiveram
maior avancgo. Ao perceber que nem todos 0s pacientes apresentavam o tremor ou a
rigidez, Charcot observou que a nomenclatura da doenca era impropria, renomeando-a
com o nome daquele que primeiro a estudou e caracterizou, chamando-a de Doenca
de Parkinson, o que foi unanimemente aceito pela comunidade cientifica (LIMONGI,
2001).

Nesta época, pouco se conhecia sobre a patofisiologia da doenga, onde esta era
considerada, até entdo, como uma patologia do cortex motor. A partir dos estudos
anatébmicos de Tretiakoff em 1919, observou-se que havia varias lesbes no encéfalo
dos pacientes com a doenca de Parkinson, chamando atencdo para a despigmentacao

das células da substancia negra que foi relacionada com os distlrbios no tonus
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muscular destes pacientes. Além disso, Tretiakoff observou a presenca de inclusées
concéntricas nas células da substancia negra que haviam sido descritas anteriormente
por Lewy (PEARCE, 1989; TEIVE, 1998).

A partir da Primeira e Segunda Guerras Mundiais, varios avan¢os no estudo da
dopamina e nos seus circuitos envolvidos foram apresentados. Foi neste periodo que
Kathleen Montagu mostrou pela primeira vez a presenca de dopamina no encéfalo,
ajudando no impulso de novas descobertas na area. Na década de 1960, Hornykiewicz
mediu o nivel de dopamina em encéfalos de pacientes com a doenca de Parkinson e
em pacientes controle a partir de estudos post mortem e encontrou baixos niveis deste
neurotransmissor no caudado e no putamen (FAHN, 2008).

Assim, foi possivel correlacionar o déficit de dopamina na substancia negra a
doenca de Parkinson, principalmente aos seus sintomas motores. No entanto, somente
no final da década de 1960, a partir dos estudos de Cotzias e colaboradores (1967) que
foi possivel estabelecer uma terapia eficaz com o uso da levodopa, dando um grande
salto no tratamento da doenca e prolongando a vida destes pacientes, além de
contribuir para o conhecimento da fisiologia do movimento no sistema nervoso central
(KARDOWER, GOETZ, 1999).

1.1.2 Alteragbes motoras e funcionais na doenga de Parkinson

A partir da descoberta da dopamina, foi iniciada uma série de estudos
relacionados aos nucleos da base, bem como das desordens do movimento
associadas a doenca de Parkinson, além da propria neurofisiologia destes nucleos.

Os nucleos da base fazem parte de um grupo de ndcleos subcorticais que
controlam o movimento voluntario. Eles sdo constituidos pelo estriado (putamen e
caudado), globo pélido externo e interno, nucleo subtalamico e substancia negra (parte
compacta e parte reticulada). Os nucleos da base ndo possuem conexdes diretas com
os tratos descendentes da medula espinhal. Ao invés disso, eles formam algas neurais
qgue se estendem do cortex motor ao talamo, de onde a informagéo retorna ao cortex.
Estas alcas sdo representadas pelas vias direta (excitatoria) e indireta (inibitoria;
BURCH, SHEERIN, 2005).
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A via direta é constituida pela via cortico-estriatal, globo palido interno e nucleo
ventrolateral do talamo (CONTRERAS-VIDAL, STELMACH, 1996). Durante o repouso,
0s neurdnios do globo pdlido interno estdo ativos, inibindo tonicamente o nucleo
ventrolateral do tadlamo. A ativacdo cortical faz com que os neurdnios do putamen
sejam excitados e, por conseguinte, inibam o globo palido interno, fazendo com que
este deixe de inibir o ndcleo ventrolateral do tadlamo, que possuem neurbnios
tonicamente ativos, mas que durante o repouso estéo inibidos também de forma ténica
pelos neurdnios do globo palido interno. Durante a iniciagdo do movimento através da
ativacdo da circuitaria direta dos nucleos da base, o talamo fica livre da inibicdo tonica
do globo pélido interno, tornando-se ativo e estimulando a atividade na &rea motora
somatica responséavel pela iniciagdo do movimento voluntario (BEAR ET al., 2008).
Esta alca motora esta resumida na figura 1.

Na via indireta, h& participacdo dos neurénios do globo palido externo e do nacleo
subtalamico, ocorrendo excitagdo do globo palido interno e SN reticulada, o que
ocasiona a inibicdo das interacdes talamo-corticais (GALVAN, WICHMANN, 2008).
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A. Normal B. Doenca de Parkinson
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Figura 1 — A. Via direta e indireta dos nucleos da base para o controle motor, juntamente
com suas conexfes com o0 coOrtex. B. Conexdes dos nucleos da base alteradas na
doenca de Parkinson. Setas vermelhas indicam as conexdes inibitérias e as setas verdes as
conexoes excitatorias. Fonte: Galvan & Wichmann, 2008.

Em condicdes fisiologicas, os neurbnios estriatais que se projetam para o globo
palido parecem ser modulados pela acdo dos receptores dopaminérgicos do tipo D1
(excitatérios) e D2 (inibitérios). Para que os neurbnios do putamen envolvidos na via
direta sejam eficazmente ativados € necesséria a ativacdo simultanea do cértex e da
substancia negra sobre estes neurdnios. Os neurdnios corticais liberam glutamato
enquanto que os neurdnios da substancia negra contribuem com a liberagcdo de
dopamina. Assim, na doenca de Parkinson, com a degeneracéo da substancia negra e
a deplecao de dopamina neste circuito, ocorre uma diminuigéo da ativagéo da via direta
e exacerbacgdo da via indireta, ocasionando um aumento da atividade no globo palido
com consequente inibicdo da via tdlamo-cortical, o que resulta na diminuicdo da
atividade cortical (figura 1B), gerando o sintoma hipocinético da DP (BERGMAN,
DEUSCHL, 2002).
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Além da degeneracdo na substancia negra, também € observada uma perda
significativa de neurdnios piramidais localizados na area pré-suplementar motora do
cortex, uma regido importante para o inicio dos movimentos (HALLIDAY, 2007).
Também sdo observadas altera¢cdes nos impulsos nervosos dos nucleos da base,
produzindo uma oscilagdo anormal tipicamente encontrada nos pacientes com a
doenca de Parkinson que nao se encontram sob o efeito da medicacdo (RODRIGUEZ-
OROZ et al., 2009).

No entanto, o processo neuropatolégico da DP inicia-se antes mesmo da
degeneracdo dos nucleos da base, envolvendo estruturas extra-nigrais como o nucleo
motor dorsal, o sistema autbnomo e o bulbo olfatério, justificando o surgimento de
sintomas ndo motores antes da manifestacdo dos sintomas tipicos da doenca de
Parkinson (WOLTERS, 2007).

Com o avanco da doenca, a degeneracdo dopaminérgica torna-se mais
generalizada, atingindo outras regides dos nucleos da base como o caudado e o globo
palido, além de regides fora destes nlcleos como o cortex, hipotalamo e talamo. Além
disso, h& degeneracédo de neurbnios ndo-dopaminérgicos como 0s nucleos da rafe e o
certleo, podendo causar sintomas ndo-motores como déficit cognitivo, alteragdes no
sono e disturbios no comportamento (WICHMANN, DELONG, 2003).

Estas alteracbes em diversas regides do encéfalo durante a progressdo da
doenca, ocasiona uma grande variabilidade clinica, podendo ser caracterizada através
de 3 estagios: inicial, intermediario e avancado. No estagio inicial podem-se observar
tremores (amiude, unilaterais) e uma sensacdo de fadiga. O estagio intermediario
inclui, em geral, tremores, graus variados de rigidez e bradicinesia (lentiddo nos
movimentos), altera¢cdes posturais e instabilidade, e o paciente comeca a necessitar de
auxilio de outras pessoas para a realizacao das atividades do cotidiano, como vestir-se,
tomar banho, alimentar-se, entre outras. O estagio avancado da doenca de Parkinson &
caracterizado por disturbios motores significativos, a ponto do paciente com DP tornar-
se extremamente dependente para a realizacdo de suas atividades de vida diaria
(AVD) e para mover-se. Em alguns casos, ha altera¢des cognitivas como depressao e
deméncia (BHYDAYASIRI, TRUONG, 2008).
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O tremor € um dos sinais clinicos caracteristicos da DP, atingindo cerca de 70%
dos casos (MARSDEN, 1994). Normalmente se manifesta no repouso. No entanto,
existem casos em que o paciente manifesta o tremor de agc&o e/ou o tremor postural. A
sua presenca é caracteristica em membros superiores, mas pode ocorrer nos membros
inferiores e, em casos raros, na cabeca (KLOCKGETHER, 2004).

Outro sintoma caracteristico é a rigidez e pode ser considerado como 0 mais
incapacitante de todos os outros sintomas. E caracterizada pelo aumento do tonus
muscular durante a palpacdo em repouso, distensdo reduzida ao movimento passivo e
aumento da resisténcia durante o alongamento (RODRIGUEZ-OROZ et al., 2009).

A bradicinesia é referida como uma lentidao para iniciar o0s movimentos e torna o
paciente incapacitado funcionalmente. O inicio da atividade motora é inadequada e
fragmentada dentro de uma série de passos para que o0 movimento seja efetivado
(RAO et al., 2003). Este sintoma interfere nos movimentos autométicos e habituais,
afetando o balanceio do brago, o piscar dos olhos e o controle da salivacéo
(KLOCKGETHER, 2004).

Muitos pacientes também sofrem com a instabilidade postural que esta
relacionada ao déficit no equilibrio e nos reflexos posturais, tornando-os vitimas de
guedas frequentes (SAMII et al., 2004). Um dos fatores que também contribuem para
este sintoma € a diminuicdo no controle dos movimentos voluntérios, além de
alteracbes na marcha, fraqueza muscular e reducdo da sensibilidade nos membros
inferiores (BLASZCZYK, 1998).

Relacionada as altera¢Bes no equilibrio, encontra-se uma postura muito comum
nos pacientes com DP, sendo chamada de postura parkinsoniana (Figura 2),
caracterizada pela inclinagdo do pesco¢co e da cabeca para frente com o tronco
flexionado anteriormente, levando a uma postura cifética. Os membros superiores,
especificamente os bragos, encontram-se aduzidos, com os cotovelos flexionados e as
maos a frente do corpo com os dedos parcialmente flexionados. O quadril e o joelho
apresentam-se fletidos juntamente (BLASZCZYK, 1998).
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Figura 2 — Postura Parkinsonina.

Fonte: OLOP://www.efisioterapia.net/articulos/leer.php?id texto=54.

A postura ilustrada acima é conseqiiéncia de uma compensacédo do paciente com
intuito de facilitar a sua marcha. No entanto, ao adotar esta postura, o paciente perde o
equilibrio facilmente, tornando-o vulneravel as quedas (SAMII et al., 2004; BENATRU
et al., 2008).

Além disso, o0 uso prolongado da levodopa leva a outros fatores que contribuem
para a deterioracdo motora destes pacientes. Um deles é a flutuacdo motora e a
distonia que é uma contragdo muscular acentuada acompanhada de movimentos e/ ou
posturas anormais (TOLOSA, COMPTA, 2006).

Apds alguns anos e apos as alteracdes nas doses da medicacgédo, estas flutuacdes
tornam-se intensas culminando no efeito “ligado-desligado”, o qual é definido como
uma mudanga brusca na disfun¢gdo motora sem estar relacionada com o tempo da dose
da medicacao, sendo imprevisivel o seu surgimento (MARSDEN, 1994).

Outros sinais ndo motores se manifestam durante o curso da doenga, porém nao
se sabe se isto é uma consequiiéncia do uso prolongado da terapia com a levodopa ou
se € somente a evolucdo da propria doenga. Estes sintomas incluem desde disturbios
psiquiatricos como depressdo, ansiedade, agitacdo, alucinacbes e parandia, até
distlrbios comportamentais (JANKOVIC, 2005).
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Associados a estes sintomas, encontram-se os disturbios na fala, com diminuicao
do volume da voz, hesitagdo e congelamento durante a fala, sialorréia devido a
dificuldade na degluticdo. S&o complica¢cdes que ocorrem em estdgios avancados da
doenca e que podem acarretar problemas respiratorios (MARSDEN, 1994).

Todos estes sintomas levam a prejuizo na capacidade funcional do paciente que,
com o avanco da doenca, adicionado ao proprio processo de envelhecimento, agravam
a sua condicao fisica e funcional, necessitando de cuidados especificos e a atuacdo de
varios profissionais.

No entanto, o processo degenerativo neuronal pode ocorrer durante anos sem
gue ocorra nenhuma manifestacdo dos sintomas mencionados anteriormente. Embora
sO seja possivel realizar o diagnéstico a partir da manifestagdo dos sintomas, quando
estes sdo evidenciados, cerca de 80% dos neurbnios da substancia negra ja foram
perdidos. Por outro lado, alguns sintomas nao especificos podem surgir antes dos
sinais motores como depressao, ansiedade, fibromialgia ou dores nos ombros que
podem se revelar alguns meses ou anos antes dos sinais caracteristicos da doenca
(ALBANESE, 2003).

Como critérios para o diagnostico sdo levados em consideracdo quatro sintomas:
o tremor, a rigidez, a hipocinesia e a instabilidade postural. Estes sintomas devem estar
presentes para que seja definido o diagndstico. Alguns destes sinais podem ser
avaliados através de protocolos especificos, outros apenas através da observacao
durante as consultas ou através dos relatos dos familiares e do préprio paciente
(FRANK et al., 2006).

O diagndstico definitivo pode ser feito através do estudo post mortem de tecido
cerebral, onde se observa a presenca de inclusGes citoplasmaticas como o0s
corpusculos de Lewy (CL) e a despigmentacdo da substancia negra (DAVIE, 2008;
ALBANESE, 2003). Contudo, o diagndstico post mortem, obviamente, ndo traz
beneficios para o paciente em relagdo ao seu tratamento.

A presenca destas inclusdes, juntamente com a perda dos neurGnios
dopaminérgicos localizados na zona compacta da substancia negra, tem sido as
principais caracteristicas fisiopatologicas da DP, porém o mecanismo exato que

provoca estes fendbmenos nao esta esclarecido.
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1.1.3 Mecanismos bioquimicos e celulares envolvidos na patogénese da doenca de
Parkinson

Existem diversas hipoteses que tentam explicar o mecanismo da DP. Uma delas é
a hipotese inflamatoria, que é acompanhada de ativagdo da microglia na substancia
negra, principalmente nos neurdnios pigmentados (SCHAPIRA, 2009). No entanto, a
neuroinflamacéo se mostra mais relacionada com a progressao da DP. Observa-se que
0s primeiros neurénios que sucumbem durante o processo da doenga, promovem uma
mudancga no microambiente que os circunda, causando a ativagdo das células gliais.
Todo este processo desencadeia uma cascata de eventos que culminam no aumento
da degeneracao neuronal (ZHOU et al., 2008).

Outro fator que pode estar relacionado a DP séo as alteracdes genéticas. A a-
sinucleina foi um dos primeiros genes relacionados a DP. Tem sido demonstrado que
este gene € responséavel por algumas formas familiares da doenca, sendo encontradas
em formas de inclusfes citoplasmaticas (SCHAPIRA, 2009). A alfa-sinucleina é uma
proteina citosodlica pequena e desenovelada e faz parte de uma familia de proteinas
similares que incluem a beta-sinucleina e a gama-sinucleina. O mecanismo de
formacdo destas inclusfes, assim como o papel dos agregados de alfa-sinucleina na
perda especifica de neurénios na doenca de Parkinson ainda é desconhecido (WANG
et al., 2010).

Os agregados de alfa-sinucleina sdo comumente conhecidos como corpusculos
de Lewy (CL), sendo estes considerados como o principal marcador patoldgico da DP
(DAVIE, 2008). O progresso da doenca € caracterizado pelo desenvolvimento continuo
destas inclusbes em todos os neurOnios afetados, o que inicialmente altera a
funcionalidade neuronal e finalmente leva o neurdénio a morte. Mesmo aqueles que
possuem as inclusbes e permanecem vivos, ao longo do tempo, perdem a sua
funcionalidade antes de morrerem (BRAAK et al., 2004).

Alteragbes na funcdo mitocondrial tém sido encontradas em encéfalos de
pacientes com a doencga, assim como em plaquetas e no masculo esquelético (DAVIE,
2008). A disfuncdo mitocondrial pode levar a morte celular através do déficit na cadeia

de transporte de elétrons que também ir4 alterar a producdo de energia necessaria
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para o metabolismo celular (TSANG, CHUNG, 2009). Por isso muitas pesquisas tém
sido direcionadas na busca de mutagbes no genoma mitocondrial como possiveis
causas da DP, mas nenhum estudo conseguiu relacionar os déficits na fosforilacao
oxidativa encontrados na DP a alteragbes genéticas mitocondriais (DAVIE, 2008).
Entretanto, algumas formas autossémicas recessivas de DP, associadas as mutacdes
parkina, DJ-1 e PINK1 no genoma nuclear, parecem afetar a funcdo mitocondrial
(DAWSON et al., 2010)

Com a descoberta do 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina  (MPTP), que
ocasiona a disfuncdo no complexo | da mitocdndria, foi possivel aprofundar os estudos
envolvendo mecanismos mitocondriais na patogenia da doenca (FUKAE et al., 2007).
O MPTP foi produzido acidentalmente por um grupo de adictos de heroina no inicio da
década de 1980 com o intuito de produzir a droga para consumo. Alguns dos adictos
estudados apresentaram sintomas alguns dias ap6s o primeiro contato com a droga,
sendo que alguns sintomas eram semelhantes aos da doenca de Parkinson
(LANGSTON et al., 1983).

Em pesquisas que utllizaram o MPTP como modelo experimental em
camundongos, observou-se que esta substancia ao ser metabolizada a MPP+
provocava inibicdo do complexo | mitocondrial, gerando uma produgcdo excessiva de
EROs com degeneragcdo neuronal e desenvolvimento de mecanismos excitotoxicos
(TSANG, CHUNG, 2009).

Os proprios mecanismos excitotoxicos podem estar envolvidos com a patogenia
da DP, havendo uma ativagcédo excessiva dos receptores de NMDA que provocam o
influxo de calcio. Para manter as concentracbes de célcio baixas, os neurbnios
precisam expandir consideravelmente o metabolismo energético através das bombas
presentes no reticulo endoplasmatico e na membrana plasmatica exigindo mais
producédo de energia. Como consequéncia, a mitocondria entra em colapso, ndo
conseguindo suprir a demanda energética e provocando lesdes irreversiveis a célula
(EMERIT et al., 2004).

Dentre os mecanismos fisiopatoldgicos que estdo envolvidos na doenca de
Parkinson destaca-se estresse oxidativo que pode ocorrer através de um desequilibrio
nas reagdes redox presentes no organismo (ZHOU et al., 2008). Uma das possiveis



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

fontes de EROs é o proprio metabolismo da dopamina, pois durante a sua producéo ha
a geracdo de EROs. A dopamina também pode sofrer processos de auto-oxidacdo
espontanea ou mediada através de enzimas, tendo como consequéncia a geracdo de
anions superoxidos e peroxido de hidrogénio, que podem levar a danos nos
componentes celulares através da peroxidagdo lipidica, protéica ou danos no DNA
(BISAGLIA et al, 2010). Desta forma, a propria auto-oxidacdo da dopamina pode ser
um fator que contribui na cascata de eventos oxidativos e que pode colaborar para a
morte desses neurdnios, tendo como consequéncia alteragbes motoras e funcionais

caracteristicos da DP (Figura 3).

MADP+H*
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Figura 3 — Mecanismos bioquimicos e celulares envolvidos na patogenia da doenca de
Parkinson. Ativacdo de células gliais promove liberacdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio que podem se difundir nas células dopaminérgicas. Ativagdo de receptores de
NMDA com promocgédo de eventos excitotoxicos dentro da célula. Disfungdo mitocondrial com
aumento na producdo de radiciais livres e conseqiiente estresse oxidativo. Atuacdo dos
antioxidantes para eliminagdo de espécies reativas de oxigénio e formacao de outras espécies
reativas na presenca de metais de transicdo e da oxidacdo de dopamina. Fonte: Tsang &
Chung, 2009.
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1.2 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo tem sido comumente relacionado com o envelhecimento e no
processo fisiopatologico de algumas doencas, como na doenca de Alzheimer, na
esquizofrenia e na doencga de Parkinson (KERKSICK, WILLOUGHBY, 2005; TSANG,
CHUNG, 2009).

Os principais responsaveis por este processo sao os radicais livres que, quando
produzidos em excesso, podem causar danos na estrutura celular e sua consequente
morte (MIGLIORE, COPPEDE, 2009).

1.2.1 Radicais Livres

Nos ultimos anos surgiram varios estudos com o intuito de esclarecer o papel dos
radicais livres no organismo humano, sendo relacionados ao processo de
envelhecimento, a doencas como cancer e também a doengas neurodegenerativas
como a doenca de Parkinson.

O termo radical livre refere-se a moléculas ou atomos que apresentam um ou
mais elétrons ndo pareados em sua Ultima camada eletrénica, tornando-os altamente
reativos para tornarem-se estaveis novamente (FERREIRA, MATSUBARA, 1997).
Dentre eles, os radicais livres comumente encontrados nas células sdo o radical
hidroxila, o radical superoxido e o 6xido nitrico. Dentre os principais tipos de radicais
livres encontram-se as Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) que possuem habilidade
em provocar mudancas oxidativas dentro das células (MIGLIORE; COPPEDE, 2009).

As EROs sé@o produzidas normalmente durante o metabolismo celular
(FACCHINETTI et al., 1998). Dentro da mitocdndria, durante o transporte de elétrons
através dos complexos protéicos da cadeia respiratoria, ocorre uma série de reacdes
redox que resultam na sintese de ATP. Com o aumento da demanda nesta reacdo, ha
um aumento na producdo de EROs pelo seu escape de elétrons para 0 meio interno
mitocondrial, havendo seu acumulo intracelular (KERKSICK, WILLOUGHBY, 2005;
ANTUNES et al., 2008). Em condic¢des fisiologicas dentro do metabolismo celular, o
oxigénio sofre reducdo tetravalente, aceitando quatro elétrons, tendo como resultado a
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producdo de agua. No entanto, durante esse processo, sdo produzidas espécies
reativas como o radical superéxido (O, '), hidroperoxila (HO,"), hidroxila (OH) e o
perdxido de hidrogénio (H.O,; FERREIRA, MATSUBARA, 1997), observados na figura
4,

O,+e — O~ Radical Superoxido
O +e —» HO, + OH" Radical Hidroperoxil
HO, +e" + H — H,0; Peréxido de Hidrogénio
H,O, + e — OH+ OH™ Radical Hidroxila

Figura 4 — Mecanismo pelo qual sdo produzidas as espécies reativas de oxigénio dentro
do metabolismo celular.

Durante o metabolismo celular, a primeira EROs produzida é o O, que é formado
apos a primeira reducdo do O,, sendo gerado comumente durante diversos processos
celulares, como por exemplo, durante a cadeia de transporte de elétrons na
mitocondria, no microssomo e através de enzimas como a xantina oxidase e o NADPH
(nicotinamida-adenina-dinucleotidio-fosfato reduzida). Ele também pode ser produzido
através da reducdo monoeletrénica de O, (VASCONCELOS et al., 2007).

O Oz~ é considerado como a EROs primaria que pode interagir com outras
moléculas, gerando espécies reativas secundarias através de processos enzimaticos
catalizados por metais (CHINTA, ANDERSEN, 2008).

Na reagdo de dismutacdo do O,  catalisada pela enzima superoxido dismutase
(SOD) e pela agéo de diversas enzimas oxidases in vivo € formada um intermediério, o
peréxido de hidrogénio. E considerado um fraco agente oxidante e um fraco agente
redutor, reagindo lentamente com tiois, sais de ferro e cobre reduzido, além de reagir
com proteinas hemeperoxidases para iniciar reacfes radicalares e peroxidacdes
lipidicas (VASCONCELOS et al., 2007). No entanto, é considerado extremamente
deletério, pois participa da reacdo que produz o radical hidroxila, através da presenca
de metal de transi¢do na reacdo de Fenton (Figura 5), onde este Ultimo apresenta uma
vida longa podendo atravessar camadas lipidicas (FERREIRA, MATSUBARA, 1997).
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Reacao de Fenton:

Fe* +H,0, —» Fe* + OH + OH'

Figura 5 — Reacdo de Fenton.

Outra forma de se gerar o radical hidroxila é através da reacdo de Haber-Weiss
(Figura 6) que é catalisado por metais de transicdo como o ferro, por exemplo. Esta
reacdo auxilia na amplificacdo do estresse oxidativo (BERG et al., 2004; CHINTA,
ANDERSEN, 2008).

Reacédo de Haber-Weiss:

0O, +H,0, F&C | O,+OH + OH"

Figura 6 — Reacéo de Haber-Weiss.

O radical OH" é considerado como a espécie mais reativa dentre as moléculas,
sendo extremamente deletério, pois pode provocar alteracdes no DNA, danos
protéicos, inativacdo enzimética e peroxidacao lipidica (VASCONCELOS et al., 2007).
Além disso, o radical OH n&o possui um antioxidante especifico para elimina-lo
(VALKO et al., 2007).

Em concentrac6es moderadas, as EROs possuem um importante papel biolégico
como defesa contra agentes infecciosos, participando do processo de fagocitose, pois
as EROs séo produzidas para eliminar o agente agressor, além de atuar em inimeros
mecanismos de sinalizacdo celular e na inducdo de resposta mitogénica
(VASCONCELOS et al., 2007; VALKO et al., 2007).

Por outro lado, as EROs também apresentam funcdes deletérias ao organismo
principalmente quando sdo encontradas em excesso, provocando o chamado estresse
oxidativo que refere-se ao desequilibrio entre a geracdo de EROs e os mecanismos de
defesa antioxidante (CHEN et al., 2009).

O estresse oxidativo pode levar a destruicdo celular através da oxidacdo de
lipidios, proteinas e DNA, inibindo a fungédo normal da célula (VALKO et al., 2007).
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As proteinas sdo alvos criticos ao ataque das EROs devido a existéncia de muitas
modificacbes cataliticas que podem ampliar o efeito. Observa-se que muitas EROs
podem reagir diretamente em varios sitios protéicos. Quando os radicais protéicos séo
formados em sitios especificos, podem rapidamente transferir os grupos amina para
outros sitios dentro da infra-estrutura da proteina. A consequiéncia disso € a agregacao
e a ligacdo cruzada ou a agregacao protéica e a sua fragmentacdo, podendo alterar a
atividade enzimatica, a fungcdo da membrana e consequente morte celular (RICE-
EVANS et al., 1991).

Além das proteinas, outro alvo muito comum das EROs sdo as membranas
celulares que sofrem a chamada peroxidacéo lipidica, levando a sérios danos celulares

e sdo comumente investigados para se detectar lesdo na célula.

1.2.2. Peroxidacao lipidica

Todos os componentes celulares sofrem com o ataque das EROs, em especial a
membrana celular que é rica em &cidos graxos, sendo vulneraveis ao estresse
oxidativo, através da chamada peroxidacao lipidica (ANTUNES et al., 2008).

A peroxidacao lipidica é o resultado de uma série de reacdes bioguimicas das
EROs com os lipidios poliinsaturados presentes nas membranas celulares, gerando
principalmente o LO (radical alcoxila), L (radical lipidico), LOO (radical peroxila),
levando a destruicdo da membrana (LIMA, ABDALLA, 2001).

A peroxidacao lipidica ocorre em trés fases: iniciacdo, propagacgéo e terminacao.
A fase da iniciacdo ocorre quando uma espécie que é suficientemente reativa para
extrair um atomo de hidrogénio de um grupo metileno forma um radical de carbono. A
formacdo deste radical € acompanhada pelo rearranjo da ligacdo que resulta em sua
estabilizacdo através da formacdo de um dieno conjugado (duas duplas ligacbes
intercaladas por uma ligacdo simples). Em meio aerébico, o radical alquila formado se
combina com o oxigénio, formando o radical peroxila, que por sua vez, pode abstrair
um hidrogénio alilico de outro acido graxo, gerando outro radical de carbono,
constituindo a etapa de propagacédo. A reagdo do radical peroxila com o 4&tomo de

hidrogénio abstraido forma um hidroperdxido lipidico (LOOH). Além disso, peroxidos
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ciclicos podem ser formados quando o radical peroxila reage com uma dupla ligacdo na
mesma cadeia de &cido graxo, podendo propagar a peroxidacdo lipidica (LIMA,
ABDALLA, 2001).

Os hidroperéxidos lipidicos sdo moléculas relativamente estaveis sob condicdes
fisiologicas, no entanto, a sua decomposicdo € catalisada através de metais de
transicdo e complexos de metais, gerando radicais alcoxilas (LO’). O complexo de ferro
oxidado reage mais lentamente para produzir radical alcoxila e peroxila. Estes radicais
podem iniciar uma nova rodada de peroxidacdo lipidica e propagar uma série de
reacOes em cadeia radicalares, ampliando o dano inicial (RICE-EVANS et al., 1991).

O processo finaliza na fase de terminagdo, onde ocorre a transformacdo dos
radicais formados em produtos néo radicalares. Os radicais alcoxila e peroxila também
podem sofrer dismutag&o ou clivagem, originando aldeidos; podem formar uma ligacéo
covalente com residuos de aminoacidos; ou podem sofrer um rearranjo, formando
produtos secundarios da peroxidacao lipidica (LIMA, ABDALLA, 2001). Este processo é
apresentado esquematicamente na figura 7.
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3 acidos graxos com 3 duplas ligagdes
l— H= Sequestrode hidrogénio

Rearmnjo molecular

Dvienos conjugados com absorbincia UV a 234 nm

D: Incorpomagio de oxigénio
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graxo,causandoumarsagdoemeadeiaauincatalitica
-
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Figura 7 — Processo de peroxidacgdo lipidica com as fases de iniciagdo, propagacdo e
terminagédo. Fonte: Mafra et al., 1999.

No entanto, os radicais formados durante a peroxidacgdo lipidica sdo espécies
altamente reativas e que sdo catalisadas pelo ferro, que por sua vez, podem iniciar
uma nova cadeia de reagfes. A velocidade destas reacdes ird depender da valéncia
do ferro que estara catalisando a rea¢do (FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

A peroxidagdo lipidica pode trazer sérios danos a funcdo celular como, por
exemplo, a diminuicdo da fluidez da membrana, alterando a sua permeabilidade
(KERKSICK, WILLOUGHBY, 2005). Como a fluidez da membrana esta alterada, ela

também perde a sua capacidade de manter o gradiente ibnico, podendo levar a
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expansdo do liquido intracelular e consequente ruptura da membrana celular e de suas
organelas, resultando na sua morte (VASCONCELOS et al., 2007).

Durante o processo de peroxidacdo da membrana ha a formagédo de uma série de
produtos, como por exemplo, o malondialdeido (MDA) que é gerado a partir da quebra
do hidroperéxido lipidico (VASCONCELOS et al., 2007). Estes produtos podem ser
utilizados como marcadores de dano oxidativo no organismo. O MDA possui acdo
citotoxica e genotoxica, sendo encontrado em altos niveis em algumas doencas
(ANTUNES et al., 2008). Na doenca de Parkinson sdo encontrados altos niveis de
MDA, além de outros produtos da peroxidacéo lipidica (CHINTA, ANDERSEN, 2008).

A origem da peroxidacao lipidica parece estar envolvida com a deficiéncia na
proteina da cadeia respiratéria mitocondrial do complexo I, provocando a producéo
excessiva de EROs. Esta alteracao foi encontrada na substancia negra de pacientes
com a DP (SCHAPIRA, 2009).

Como mencionado anteriormente, 0 estresse oxidativo somente ira se
estabelecer quando a producdo de EROs superar a capacidade antioxidante do

organismo.

1.2.3 Antioxidantes

Em todas as células existe a necessidade de se manter um equilibrio entre a
quantidade de espécies reativas de oxigénio e a sua remocao atraves de antioxidantes,
mantendo os niveis de EROs em niveis nao téxicos (ZHOU et al., 2008).

Assim, para combater os efeitos deletérios das EROs, o organismo desenvolveu
um complexo sistema antioxidante composto por antioxidantes enzimaticos e
antioxidantes encontrados na dieta alimentar (PRASAD et al.,1999; KERKSICK,
WILLOUGHBY, 2005).

Os antioxidantes enzimaticos sdo compostos principalmente pela superdxido
dismutase, catalase (CAT), glutationa redutase (GSSr) e glutationa peroxidase (GSH-
Px; PRASSAD et al., 1999). A SOD tem a funcado de eliminar o radical superéxido em

uma das reagBes mais rapidas de eliminacdo de espécies reativas, além de ter um
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papel fundamental no controle das EROs nas células, pois geralmente € a primeira
linha de defesa contra o ataqgue das EROs (ZHOU et al., 2008; PERRY et al., 2010).

A SOD atua no anion superéxido como catalisador na dismutagdo do radical
superoéxido a peréxido de hidrogénio e oxigénio (VASCONCELOS et al., 2007) como na
seguinte reacgao (Figura 8):

20,7 +2H" soD H,0, + O,
_—

Figura 8 — Reducédo do anion superoxido catalisado pela superoxido dismutase.

No entanto, o acumulo do H,O, pode ser prejudicial principalmente na presenca
de metais de transicio devido a sua conversao a radical hidroxila através da reacéo de
Fenton, como mostrado anteriormente. Assim, a remocao do H,O, se faz necessério
para evitar a formac&o do radical hidroxila, sendo feita através da CAT (KULTZ, 2005).

A CAT € uma hemeproteina citoplasmatica que catalisa a redug¢do do H,O, a
agua e oxigénio (FERREIRA, MATSUBARA, 1997) como na rea¢cdo mostrada abaixo
(Figura 9):

2 H,0,__ CAT 2H,0 + O,

Figura 9 — Reagédo da catalase com o peroxido de hidrogénio.

No entanto, a maior parte dos H,O, é removida pela GSH-Px, que tem um sitio
ativo de selénio e esta envolvida ndo somente na remogéo de H,O,, mas também no
metabolismo de peroxidos lipidicos. O substrato da GSH-Px, a glutationa reduzida
(GSH) também pode exercer papel antioxidante, sendo consumida durante a
degradacdo do H,O,, formando &4gua e a glutationa oxidada (GSSG; HALLIWELL,
1996) mostrada na reagao abaixo (Figura 10):

2 GSH + H;,0, GSH-PX_ 2 H,O + GSSG

Figura 10 — Transformagdo do peroxido de hidrogénio em agua atraves da glutationa
peroxidase.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

A GSSr atua na recuperagao da GSH, sendo essencial para a manutencdo de
protecdo celular. A GSSr é uma flavoproteina dependente de NADPH (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997).

Além disso, a GSH tem a capacidade de regenerar outros antioxidantes como a
vitamina E e a vitamina C na sua forma reduzida, sendo importantes no combate da
peroxidacéo lipidica, quando esta j& esta desencadeada (VALKO et al., 2007).

Os antioxidantes presentes na dieta alimentar como flavonoides e polifenois tém
sido utilizados como forma de tratamento para algumas doencas como traumatismo
cranioencefélico, acidente vascular encefélico e doencas de Parkinson e Alzheimer,
com intuito de prevenir doencas que sao provocadas pelo estresse oxidativo (ZHAO,
20009).

No entanto, o uso terapéutico de antioxidantes naturais tem se mostrado um
desafio, pois se observa uma pobre absor¢do pelo organismo e uma limitada
distribuicdo para a mitocondria, além da necessidade de baixas doses para que nao
haja efeitos toxicos durante o seu uso (MURPHY, SMITH, 2007).

Além do uso terapéutico, os antioxidantes também podem ser utilizados para
avaliar o estresse oxidativo nos organismos principalmente em doengas
neurodegenerativas como a doenca de Parkinson, por exemplo, sendo observada a
atividade da defesa antioxidante através de iniumeros métodos em diferentes tipos de
amostras (MIGLIORE, COPPEDE, 2009).

Na doenca de Parkinson € observada uma diminui¢cdo na atividade antioxidante,
havendo uma reducéo nos niveis de GSH em encéfalos de pacientes com a doenca em
estudos post mortem e aumento na atividade da SOD, tornando-os suscetiveis ao
estresse oxidativo, uma vez que o aumento no nivel de antioxidantes é uma forma do
organismo se proteger da grande producdo de EROs que podem levar a danos na
célula. No entanto, este efeito também pode se esgotar ao longo do tempo (BERG et
al., 2004; FUKAE et al., 2007; CHINTA, ANDERSEN, 2008;).

Além de alteracBes na atividade antioxidante no encéfalo de pacientes com a DP,
também foram encontradas reducgdo na atividade antioxidante total no plasma destes
pacientes acompanhada com o aumento nos niveis de substancias que reagem ao
acido tiobarbiturico - TBARS (SERRA et al., 2009).
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Na andlise da capacidade antioxidante total é possivel observar a acéo
acumulativa de todos os antioxidantes presentes neste meio, possibilitando obter um
parametro integrado do equilibrio redox in vivo. Além disso, esta analise permite a
avaliacdo de fatores nutricionais, fisiologicos e ambientais que podem interferir no
balanco redox em seres humanos (VASCONCELOS et al., 2007).

Os meétodos utilizados para a avaliagdo da capacidade antioxidante total s&o
técnicas em que um radical é gerado, reagindo com moléculas-alvo para produzir cor,
fluorescéncia, quimioluminescéncia ou outra mudanca mensuravel. A presenca de
antioxidantes altera esses sinais, permitindo a sua analise quantitativa. Um dos
métodos muito utilizados é a capacidade antioxidante total equivalente ao Trolox

(TEAC), onde a capacidade antioxidante € comparada com o anélogo sintético da
vitamina E, o Trolox (VASCONCELOS et al., 2007).

1.2.4 Estresse Oxidativo e a Doenca de Parkinson

A relacdo estabelecida entre o estresse oxidativo e a DP esta particularmente
ligada a disfuncdo na cadeia respiratoria mitocondrial, provocando um aumento na
producéo de EROs (SCHAPIRA, 2009).

Durante o proprio envelhecimento ha uma diminuicdo na atividade dos
antioxidantes acompanhados do aumento na producdo de EROs (HERRERA et al.,
2009), podendo o0 estresse oxidativo estar relacionado com o processo de
envelhecimento e inclusive, podendo explicar o declinio motor e cognitivo encontrado
nas doencas de Parkinson e Alzheimer (JOSEPH et al., 2009).

Além disso, o0 encéfalo também é alvo de ataque das EROs, pois apesar do
encéfalo compreender apenas 2% do peso total do corpo, ele consome cerca de 20%
do consumo total de oxigénio. Outro motivo esta no fato de que no encéfalo existe uma
grande quantidade de acidos graxos poliinsaturados que séo facilmente oxidados pelas
EROs (FACHINETTI et al., 1996; EMERIT et al., 2004; CHINTA, ANDERSEN, 2008).

O encéfalo também n&do € dotado de um sistema de defesa antioxidante habil,
apresentando baixos niveis de glutationa e uma atividade moderada de antioxidantes

enzimaticos, tais como: a catalase, a superéxido dismutase e a glutationa peroxidase.
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Ao mesmo tempo, possui altas concentracbes de metais de transicao que contribuem
para a producdo de EROs (AQUILANO et al., 2008), tornando-o suscetivel ao estresse
oxidativo, podendo ter como consequéncia a morte celular, comumente encontrado na
DP.

Além da predisposicdo ao ataque de EROs caracteristica do sistema nervoso,
algumas é&reas apresentam caracteristicas peculiares que as tornam ainda mais
propensas ao desenvolvimento de peroxidacao lipidica, como € o caso da substancia
negra, através do metabolismo da dopamina que pode ser uma fonte de EROs nos
neurdnios nigroestriatais (ANDREADOU et al., 2009).

O principal neurénio presente na substancia negra é o neurénio dopaminérgico. A
dopamina citosdlica produz semiquinonas e quinona eletrofilicas, estas atuam como
oxidantes, auxiliando na producao de espécies reativas (ONYANGO, 2008). H& indicios
de que a neuromelanina, presente nestes neurdnios, seja produto da auto-oxidagao da
dopamina. Além disso, a neuromelanina pode se ligar ao ferro presente em elevadas
concentragbes na substancia negra, aumentando a vulnerabilidade de neurénios com
melanina de sofrerem dano oxidativo (FACHINETTI et al., 1996).

Muitos estudos tém sugerido a relacdo do estresse oxidativo com a DP e a analise
de estudos post mortem em tecidos encefalicos de pacientes com a doenca tem
mostrado que a degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos estd envolvida com o
estresse oxidativo através da observacao dos altos niveis de peroxidacao lipidica e da
diminuicdo da capacidade antioxidante (TSANG, CHUNG, 2008; ZHOU et al., 2008;
MIGLIORE, COPPEDE, 2009).

O estresse oxidativo pode estar envolvido na DP desde os eventos primarios até a
sua progressao, sendo responsavel ndo somente pela degeneracdo neuronal em si,
mas também no processo de aceleracdo da perda neuronal (BERG et al., 2004).

Observa-se que em todas as outras hipoteses, como a da neuroinflamacéo
(ZHOU, HUANG, PREZEDBORSKI, 2008), disfuncdo mitocondrial (ONYANGO, 2008;
PARKER et al., 2008), excitotoxicidade (TANG, CHUNG, 2009) e alteracdes genéticas
(EMERIT et al., 2004), o estresse oxidativo € comumente considerado como participe
importante na via que leva & morte neuronal. O que ndo se sabe é se 0 estresse

oxidativo € uma causa ou uma consequéncia da doenca de Parkinson (Figura 11). No
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entanto, observa-se que ha uma diminui¢cdo na atividade antioxidante no encéfalo dos

pacientes com a doenca de Parkinson que contribui para a sua suscetibilidade ao
ataque das EROs (CHINTA, ANDERSEN, 2008).

DA

Iron chelators
VK-28

(+) GSH

GSH esters

Antioxidants
and
radical scavengers

Dopaminergic
neuron

Figura 11 — Representacdo esquematica das varias fontes de espécies reativas ao
oxigénio que causam o desequilibrio das reacdes redox na doenca de Parkinson e a
atuacdo dos antioxidantes e algumas medicacdes que podem combater 0 estresse
oxidativo. Fonte: Chinta & Andersen, 2008.

Neste sentido, o estresse oxidativo € algo importante de ser investigado devido ao
seu envolvimento em diversos mecanismos bioquimicos e celulares durante néo
somente o surgimento da doenca de Parkinson, mas também durante a sua propria
progressdo. A compreensdo da relacdo do estresse oxidativo com a doenca de

Parkinson pode auxiliar tanto no seu diagndstico quanto no seu tratamento.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

- Verificar a existéncia de alteracdes no metabolismo oxidativo e sua relagcdo com a

capacidade funcional em pacientes com a doenca de Parkinson.

2.2 Objetivos Especificos

- Correlacionar a capacidade antioxidante total com a capacidade motora e
funcional de pacientes.

- Correlacionar a peroxidacao lipidica com a capacidade motora e funcional de
pacientes com a doenca de Parkinson;
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3. METODOS

3.1 Pacientes

Os participantes da pesquisa foram estudados segundo o0s preceitos da
Declaracdo de Helsinque e do Codigo de Nuremberg, respeitadas as Normas de
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (Res. CNS 196/96) do Conselho Nacional de
Sautde, com a aprovacdo do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do Hospital de Clinicas Gaspar Vianna, autorizado pelo
coordenador da pesquisa (APENDICE A), e pelos participantes por meio do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE B).

A amostra foi constituida por pacientes atendidos na Unidade de Ensino e
Assisténcia de Fisioterapia e Terapia Ocupacional (UEAFTO) e membros da APP
(Associagdo de Parkinsonianos do Pard), sendo vinte e seis com diagnéstico de
doenca de Parkinson com tratamento medicamentoso e trinta e trés sem a doencga,
estes Ultimos constituiram a populagéo controle.

Participaram somente pacientes que concordaram com a pesquisa de acordo com
0 que foi proposto no termo de livre consentimento esclarecido, onde foram agendadas
as avaliagBes neurolégicas na UEAFTO com o0 objetivo de ser realizar uma triagem
destes pacientes.

Para o estabelecimento da amostra de parkinsonianos teve-se como critérios de
inclusdo: pacientes com diagndstico da doencga de Parkinson, entre os estagios 1 a 5
de acordo com a Escala de Hoehn & Yahr modificada, sem preferéncia de sexo. E para
a amostra controle, tiveram-se 0s seguintes critérios de inclusdo: pacientes livres do
diagnostico da doencga de Parkinson, atendidos na UEAFTO, sem preferéncia de sexo.

Os pacientes com DP foram agrupados de acordo com a sua pontuacao na escala
de Hoehn & Yarh modificada, os pacientes com pontuacdo de 1 a 2 na nesta escala
foram classificados dentro do grupo considerados no estagio inicial; os pacientes que
apresentaram pontuagéo entre 2,5 e 3 foram classificados dentro do grupo considerado
no estagio intermediario e 0s pacientes com pontuacdo entre 4 e 5 no grupo de estégio
avancado
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Quando os pacientes correspondiam aos parametros de inclusdo da populacéo da
pesquisa, eram encaminhados para a avaliacdo funcional e para a coleta de sangue. A
avaliacdo funcional foi realizada no Laboratorio de Atividades de Vida Diaria (AVD) da
unidade assim como a coleta de sangue.

Durante as avaliacOes, foi observado que os pacientes atendidos na UEAFTO
encontravam-se somente no estagio inicial da doenca, ndo sendo possivel a
participacdo dos pacientes no estidgio avancado devido a impossibilidade de serem
deslocados de suas residéncias até a unidade. Tendo em vista que o presente trabalho
visa avaliar os pacientes nos diferentes estagios da doenca, contornou-se a situagéo
entrando-se em contato com a Associacdo de Parkinsonsonianos do Para que indicou
pacientes que se encontravam em estagio avancado da doenca. Essas familias foram
contactadas, sendo agendada uma visita domiciliar para a avaliagdo neuroldgica e

funcional juntamente com a coleta sanguinea.

3.2 Avaliagédo Motora e Funcional

Os pacientes eram encaminhados pelas neurologistas para a avaliacdo funcional
gue foi realizada no laboratério de atividades de vida diaria. Este laboratério consiste
em um espaco que simula o ambiente domiciliar, composto de uma sala de estar,
cozinha, quarto e banheiro, contendo todos os utensilios comumente encontrados em
um domicilio regular. Neste laboratorio, era simulada a realizacdo das atividades de
vida diaria que se encontravam nas escalas de avaliagcdo funcional utlizadas no
presente trabalho e detalhadas abaixo. Os pacientes em estdgios avancados foram
avaliados no proprio domicilio.

A avaliacdo das atividades de vida diaria (AVD) foi realizada através da Escala de
Katz e colaboradores (1970; ANEXO A). Esta escala contém seis itens para serem
avaliadas as atividades mais basicas que o paciente pode realizar, dentre elas estao:
banho, vestir-se, higiene pessoal, transferéncia, continéncia e alimentagdo. Foi
observado se o0s pacientes conseguiam realizar estas atividades de forma
independente, recebendo 1 ponto para aquelas que realizavam sozinhos e 0 para

aguelas que nao conseguiam realizar ou realizavam com ajuda. A pontuacgéo foi
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classificada em: 6 a 5 pontos — independéncia; 4 a 3 pontos — déficit moderado; 2 a 0
pontos — déficit severo.

Para a avaliacdo das atividades instrumentais da vida diaria (AIVD) foi utilizada a
Escala de Lawton (1982; ANEXO B). A escala é composta por 9 itens, dentre eles: usar
o telefone; deslocar-se utilizando algum meio de transporte; fazer compras; preparar a
prépria refeicdo; arrumar a casa; realizar trabalhos manuais domeésticos, lavar e passar
roupa; administracdo da medicagédo e das financas pessoais. A pontuacdo para cada
item € em torno de 1 a 3 pontos, sendo 1 para atividades que consegue executar sem
ajuda, 2 com ajuda parcial e 3 nédo consegue realizar. Para a classificacdo da
pontuacdo, os pacientes que fizeram de 19 a 27 pontos foram classificados como
independentes, 10 a 18 pontos capacidade com assisténcia, 1 a 9 pontos dependentes.

Foi utilizada a Escala de Avaliacdo da Marcha e Equilibrio de Tinetti (1986;
ANEXO C) com o intuito de se identificar e quantificar o grau de prejuizo funcional
comparado ao grau de independéncia e mobilidade. A escala é composta por 16 itens
gue sao: equilibrio sentado; levantando; tentativas de levantar; assim que levanta
(primeiros 5 segundos); equilibrio em pé; teste dos 3 tempos; olhos fechados; girando
360 graus; sentando; inicio da marcha; comprimento e altura dos passos; simetria dos
passos; continuidade dos passos; direcao; tronco e distancia dos tornozelos. Para cada
item, os pacientes eram pontuados de 0 a 2 pontos de acordo com a realizagdo da
atividade solicitada, onde os pacientes que apresentaram pontuacdo abaixo de 19
pontos foram classificados com risco de queda 5 vezes maior do que a populacéo

normal.

3.3 Obtencéo e preparacdo das amostras sanguineas

A coleta foi realizada ap0s a aplicacdo das escalas funcionais a fim de se evitar
gue um possivel estresse provocado pela coleta sanguinea pudesse interferir no
resultado das avaliagfes.

Foi coletada de cada paciente uma amostra de 5 ml de sangue em tubos a
vacuo contendo EDTA. As amostras de sangue foram imediatamente colocadas em
gelo e levadas para o laboratdrio onde foram centrifugadas a 3500 rotagBes por minuto
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(rpm) por 15 minutos. Uma parte do soro foi encaminhada ao Laboratério de Andlises
Clinicas da Universidade do Estado do Para (UEPA) para os exames bioquimicos e a
outra foi armazenada em nitrogénio liquido para andlise da peroxidacéo lipidica e da
capacidade antioxidante total. A coleta foi realizada por um experiente técnico de
enfermagem do posto de coleta do Laboratério de Andlises Clinicas da UEPA.

Os exames laboratoriais realizados foram: hemograma, glicose, uréia, creatinina,
célcio, TGP, TGO, Gama-GT e VDRL. Os resultados dos exames foram entregues aos
pacientes, e aqueles que apresentaram alguma alteragdo nos exames, foram
encaminhados a Unidade Basica do Marco, onde foram atendidos pelos médicos do
posto. Além disso, muitos dos pacientes com a DP necessitavam destes exames de
rotina como condi¢do para o recebimento gratuito da medicagéo para o tratamento da

DP nos centros de referéncia.

3.4 Determinacao da atividade antioxidante total equivalente ao Trolox (TEAC)

Para a avaliagdo da atividade antioxidante total equivalente ao Trolox (TEAC)
utilizou-se a técnica de Miller e colaboradores (1993) adaptado por Re e colaboradores
(1999), sendo analisado no Laboratério Morfofuncional em Saude da UEPA. O Trolox
(acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrameticromono-2-carboxilico) € um analogo hidrossoluvel da
vitamina E, sendo utilizado como solugdo padrdo. O método € uma técnica
colorimétrica com base na reacdo entre o 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-acido-6-
sulfénico-diaménio (ABTS) e o persulfato de potassio (K,S,0s), dando origem o radical
cation ABTS™, croméforo de cor verde/azul com absorbancia maxima nos
comprimentos de onda 645, 734 e 815 nm.

O TEAC reflete a habilidade do hidrogénio ou do antioxidante doador de elétron
de eliminar o radical cation ABTS™ comparando-se com o padréo, neste caso, o Trolox
(KARALI et al., 2009). Inicialmente, preparou-se o tampao fosfato com pH 7.2.
Posteriormente, preparou-se a solucdo de estoque de ABTS™ que foi feito 12 horas
antes das dosagens, sendo conservado no escuro a temperatura ambiente. Também
foi preparada a solugéo de estoque de Trolox (Aldrich Chemical Co 23,881-3)

No dia das dosagens, preparou-se a solucdo de trabalho de ABTS™, que foi

misturada com o tampéao fosfato. Desta solucédo, foram retirados 3 ml para leitura em
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espectrofotometro para a sua calibragéo, sendo a leitura realizada em uma absorbéancia
de 734 nm a temperatura de 30°C. A partir disso, foi realizada a curva padrao,
utilizando-se o Trolox preparado anteriormente, seguido de suas diluicbes com o
tampdo, sendo submetido a leitura de absorbancia em cubeta de quartzo a 734 nm em
25°C.

Para a leitura das amostras, colocou-se 2970 ul da solucdo de trabalho de ABTS™
na cubeta de quartzo, realizando-se a leitura na absorbancia a 734 nm. Em seguida,
acrescentou-se 30 pl da amostra, homogeneizou-se manualmente e com o auxilio de
uma pipeta por 20 segundos, reiniciando-se a leitura na mesma absorbancia dentro de
um intervalo de 5 minutos. O valor final da leitura das amostras foi quantificado em
mM/I.

3.5 Determinacdo da concentracdo de substancias que reagem com o &cido
tiobarbiturico (TBARS)

Para a determinacdo da concentragdo de TBARS no soro dos pacientes foi
utilizado o método de Kohn e Liversedge (1944) adaptado por Percario et al. (1994). A
técnica baseia-se na incubac¢do do material em meio acido e aquecido, onde o MDA
reage com uma variedade de agentes nucleofilicos para produzir cromégenos com alta
absortividade molar no espectro visivel. A sua condensacgdo com o acido tiobarbitarico
(TBA) forma produtos que podem ser determinados por absorcao ou por fluorescéncia
no espectrofotometro (LIMA, ABDALLA, 2001).

Durante a determinagédo da concentragdo de TBARS nas amostras de soro dos
pacientes, juntou-se 200 ul de amostra com 1 ml do reagente de acido tiobarbitarico
(TBA 10mM em KH,PO, — Fosfato monobasico de potassio) em tubos de ensaio
resistentes a altas temperaturas, em seguida levou-se as amostras ao banho Maria a
95°C durante uma hora. Apds o banho, os tubos foram esfriados em temperatura
ambiente durante 15 minutos e adicionado 4 ml de &lcool n-butilico. Posteriormente,
foram homogeneizados e levados a centrifuga a 3.000 rpm por 15 minutos. Ao sairem

da centrifuga, foi possivel visualizar a formacdo de duas fases nas amostras, sendo
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coletados 3 ml do sobrenadante os quais foram colocados em cubetas de quartzo para
serem analisadas no espectrofotdmetro a 535nm.

Durante a realizacdo dos testes para a dosagem da concentracdo do TBARS,
observou-se que quando as amostras eram retiradas diretamente do nitrogénio liquido
e descongeladas em temperatura ambiente ocorria coagulagdo de proteinas quando
passavam pelo banho-maria, além de ndo haver mudanca de coloragdo das amostras.
Também foi observado que em gquantidades acima de 200 ul de amostras ocorria 0
mesmo problema. A partir disso, as amostras eram retiradas do nitrogénio liquido e
descongeladas paulatinamente no freezer durante 2 dias para posterior
descongelamento total em temperatura ambiente, além de se estabelecer o volume de

200 pl para ser utilizado nas dosagens.

3.6 Andlise estatistica

Os resultados da avaliacdo motora e funcional, a capacidade antioxidante total
equivalente ao Trolox e a concentracdo de TBARS foram submetidos ao teste ANOVA
para um critério com amostras independentes. Ao se alcancar o nivel de significancia
de 0,01 foi realizado o poOs-teste de Tukey com nivel de significancia de p< 0,01. A
correlacdo de Pearson foi utilizada para correlacionar os resultados da avaliagao
funcional e motora com os resultados da capacidade antioxidante, para os estagios da
doenca com a capacidade antioxidante, bem como para se correlacionar a
concentragdo de TBARS com o TEAC e com a avaliagdo motora e funcional. Para se
comparar os valores médios do TEAC e do TBARS entre os grupos de Parkinson e
controle utilizou-se o teste t student para duas amostras independentes. O nivel de
significancia aceito para todos os testes foi p< 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Perfil clinico dos pacientes

No momento em que foram avaliados, os pacientes com DP tinham em média 5,8
anos de tempo transcorrido desde o diagnostico da doenga. Apresentavam como
principais sintomas a rigidez, a bradicinesia e o tremor, onde somente um paciente nao
manifestava este Ultimo sintoma. Mais da metade dos pacientes (n=17) estavam sob
terapia medicamentosa utilizando levodopa. Outras caracteristicas como o estagio da
doenca de acordo com a escala de Hoehn & Yahr, assim como o sexo e a mediana de
idade estdo mostradas na tabela 1.

Tabela 1. Perfil clinico e social dos pacientes com a doencga de Parkinson e do
grupo controle

L e Pacientes com Parkinson  Pacientes Controle
Dados Demograficos

(n=26) (n=33)
Homem: Mulher 13:13 13:20
Mediana de idade (anos) 67 66
Pontuacdo média na Escala de
Hoehn & Yahr 2,5+15 N.A.

Nota: *N.A.- Nao aplicado.

ApOs a avaliagdo motora e funcional, foram coletadas amostras de sangue, sendo
uma parte armazenada para a analise dos parametros oxidativos e a outra destinada
para 0s exames bioquimicos laboratoriais que foram entregues aos pacientes.
Observou-se que no exame bioquimico ndo houve diferenca significativa nos

resultados entre os pacientes com a doenca e 0s pacientes controle.

4.2 Avaliagdo motora e funcional

Observou-se que dos 26 pacientes com DP avaliados, 18 encontravam-se dentro
da escala de Katz classificados como independentes, 2 como déficit moderado e 6
como déficit severo. No grupo controle todos se encontravam dentro da classificacao
de independentes, totalizando 33 pacientes. A distribuicdo dos pacientes por estagio da
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doenca com as suas respectivas classificagbes na escala de Katz sao encontradas na
tabela 2.

Tabela 2 - Distribuicdo dos pacientes com doenga de Parkinson por estadgio de acordo
com a sua classificagdo na escala de Katz.

NUumero de pacientes de
acordo com o grupo de
estagio na Escala de Hoehn
& Yahr

NUumero de pacientes em
cada classificacdo na
Escala de Katz

Classificacédo na Escala
de Katz

Estagio inicial — 6
Estagio intermediario — 9
Estagio avancado — 2

Independéncia 17

Estagio inicial — 1
Déficit moderado 2 Estagio Intermediario — 1

o Estagio inicial — 1
Deéficit severo 7 Estagio intermediario — 1
Estagio avancado — 5

Os pacientes no estagio inicial foram os que apresentaram uma pontuacdo media
maior na escala da AVD de Katz (5,0), sendo classificados como independentes, bem
como 0s pacientes no estagio intermediario (5,0). Portanto, ndo houve diferenca
significativa entre estes dois grupos, assim como n&o foi observada diferenca
significativa entre os pacientes no estagio inicial e intermediario em relacdo aos
pacientes controle, sendo o conjunto desses 3 grupos representado na figura 12 como
grupo 1. Por outro lado, os pacientes no estagio avancado apresentaram pontuacao
média na escala de Katz significativamente menor em relagdo aos demais grupos (2,0;
p<0,01), sendo representado pelo grupo 2 na figura 12.
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Figura 12 — Pontuacdo média na escala de Katz de acordo com os estagios da doenca.
Pacientes controle (PC), pacientes com a doenca de Parkinson (DP) de acordo com o estagio
da doenca. Os resultados sdo mostrados em média. (n PC= 33; n DP inicial= 9; n DP
intermediario= 9; n DP avancado= 8). Analise de variancia com pos-teste de Tukey, nivel de
significancia para o grupo 2 foi de p<0,01 comparado com os demais pacientes do grupo 1.

Durante a avaliagdo das atividades instrumentais da vida diaria através da escala
de Lawton, avaliou-se o desempenho dos pacientes em realizar atividades cotidianas
complexas, como fazer compras, gerenciar suas financas, deslocar-se para locais
distantes utilizando algum meio de transporte, dentre outros. Observou-se que 17
pacientes com DP ficaram dentro da classificagcdo na escala de Lawton como
independentes, 7 como capacidade com assisténcia, e 2 como dependentes. No grupo
controle apenas 1 paciente encontrou-se dentro da classificacdo capacidade com
assisténcia, os demais (32) sendo classificados como independentes.

De acordo com a escala de Lawton, os pacientes que obtiveram pontuagao entre
19 a 27 pontos sédo considerados capazes de realizar suas AIVD de forma
independente, ja os pacientes que obtiveram pontuacdo entre 10 a 18 pontos, sdo
considerados como capazes de realizar suas AIVD somente com auxilio de terceiros,
enquanto que o0s pacientes que obtiveram pontuacdo entre 1 a 9 pontos sao
considerados incapazes de realizar estas atividades mesmo com auxilio de terceiros. A
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distribuicdo dos pacientes por estagio da doenca e as suas respectivas classificacdes

na escala de Lawton sdo mostradas na tabela 3.

Tabela 3 — Distribuicdo dos pacientes com doenca de Parkinson de acordo com o
estagio da doencga com sua respectiva classificagdo na escala de Lawton.

NUumero de pacientes
de acordo com o grupo

NUumero de pacientes em

Classificacédo na Escala e o
cada classificacdo na Escala

de Lawton de Lawton de estagio na Escala
de Hoehn & Yahr
Y e e s
Capacidade com 7 Estégio intermediario — 1
assisténcia Estéagio avancado - 6
Dependéncia 2 Estagio avancado - 2

Observou-se que 0s pacientes nos estagios inicial e intermediario apresentaram-
se dentro da classificacdo de independéncia, ndo havendo diferenca significativa entre
os dois grupos e os pacientes controle, sendo representados na figura 13 como grupo
1. Somente os pacientes em estdgio avancado apresentaram uma pontuacdo média na
escala de Lawton significativamente diferente em relacdo aos demais pacientes

(p<0,01), sendo representados como o grupo 2 na figura 13.
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Figura 13 — Pontuacdo média na escala de Lawton de acordo com o estagio da doenca.
Pacientes controle (PC), pacientes com a doenca de Parkinson (DP) de acordo com o estégio
da doenga. Os resultados sdo mostrados em média. Andlise de variancia com pos-teste de
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Tukey, nivel de significancia para o grupo 2 foi de p<0,01 comparado com os demais pacientes
do grupo 1.

Aos serem avaliados com relacdo aos aspectos da marcha e do equilibrio, pela
escala de Tinetti, observou-se que 11 pacientes com DP apresentaram pontuacéo
inferior a 19 pontos e 15 apresentaram pontuacao superior a 19 pontos. No grupo
controle, nenhum dos pacientes apresentou pontuagdo inferior a 19 pontos. Os
pacientes que apresentaram pontuacao abaixo de 19 pontos sdo pacientes que, de
acordo com a escala de Tinetti, apresentam risco 5 vezes maior de quedas quando
comparados com a populagéo em geral. A distribuicdo dos pacientes com a doenca de
Parkinson de acordo com o estagio da doenca e sua respectiva classificacdo na escala
de Tinetti € mostrado na tabela 4.

Tabela 4 — Distribuicdo dos pacientes com a doenca de Parkinson de acordo com o
grupo de estagio e sua respectiva classificagdo na escala de Tinetti.

NUumero de pacientes de

NUumero de pacientes em
acordo com o grupo de

Classificagéo na Escala o
cada classificacdo na

de Tinetti . . estagio na Escala de
Escala de Tinetti Hoehn & Yahr
. Estégio inicial — 9
Sem risco de quedas 15 o o
Estagio intermediario — 6
_ Estagio intermediario — 3
Com risco de quedas 11

Estagio avancado - 8

Observou-se que na escala de Tinetti, os pacientes que se encontravam no
estagio inicial da doenca ndo apresentaram diferenca significativa na sua pontuacao
média em relacdo aos pacientes controle, sendo representados na figura 14 como
grupo 1. O mesmo foi observado entre 0os pacientes nos estagios inicial e intermediério,
sendo representados na figura 14 como grupo 2. No entanto, observou-se diferenca
significativa entre os pacientes no estigio avancado e os demais pacientes (p<0,01),
sendo representado como grupo 3 na figura 14. Também foi observado que os
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pacientes nos estagios intermediario e avancado apresentaram diferenca significativa
em relacdo aos pacientes controle (p<0,01).

Nota-se que com o0 avan¢co da doenga, 0S pacientes apresentam um risco
crescente de quedas de acordo com a escala de Tinetti a partir dos resultados

mostrados na figura 14.
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Figura 14 — Pontuacdo média na escala de Tinetti de acordo com o estagio da doenca.
Pacientes controle (PC), pacientes com a doenca de Parkinson (DP) de acordo com o estagio
da doenca. Os resultados sdo mostrados em média. (n PC= 33; n DP inicial= 9; n DP
intermediario= 9; n DP avancado= 8). Analise de variancia com poés-teste de Tukey, nivel de
significancia para o grupo 3 foi de p<0,01 comparado com os demais pacientes do grupo 1 e 2
e para os pacientes nos estagios intermediario e avancado em relacdo aos pacientes controle.
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4.3 Avaliacédo da capacidade antioxidante total equivalente ao Trolox (TEAC)

Durante a avaliacdo da capacidade antioxidante total houve diferenca significativa
entre os pacientes com DP e os pacientes controle, sendo que 0s pacientes com a
doenca apresentaram o nivel da capacidade antioxidante total menor que os pacientes
controle (p< 0,01; Figura 15).

1,90

1,85

1,80

1,75

TEAC mM/I

1,70

1,65

1,60

Pacientes Controle Pacientes Parkinson

Figura 15 — Concentracdo média de TEAC entre os pacientes controle e os pacientes
com a doenca de Parkinson. Valores sdo mostrados em média e desvio padrdo. (n Pacientes
controle= 28; n Pacientes Parkinson= 26). Teste t student para duas amostras independentes
(t=9,02). * p<0,05.

No entanto, ao se fazer a analise de variancia entre os diferentes estagios da
doenca de acordo com a escala de Hoehn & Yarh e dos pacientes controle ndo foi
observado diferenca significativa entre o0s pacientes com a doencga, sendo
representados como grupo 2, porém em relacdo aos pacientes controle observou-se
diferenca significativa, sendo representados como grupo 1 na figura 16.

Assim, observa-se que ndo ha uma correlagdo entre estagio da doenca e a
capacidade antioxidante total, pois em todos o0s estagios estes niveis encontraram-se
baixos.
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Figura 16 — Valores médios dos niveis da capacidade antioxidante total equivalente ao
Trolox em relacdo aos estdgios da doenca. Pacientes controle (PC), pacientes com a
doenca de Parkinson (DP) de acordo com o estagio da doenga. Os resultados sdo mostrados
em média. (h PC= 33; n DP inicial= 9; n DP intermediario= 9; n DP avancado= 8). Andlise de
variancia com pos-teste de Tukey, nivel de significancia para o grupo 1 em relacdo aos demais
pacientes do grupo 2 foi de p<0,01.

4.4 Correlagao entre idade, sexo, uso de L-dopa e a capacidade antioxidante total

equivalente ao Trolox

Ao se tentar estabelecer uma correlacdo entre a idade e a capacidade
antioxidante total equivalente ao Trolox dos pacientes com a doenca de Parkinson,
observou-se que ndo houve uma correlagéo significativa (r=0,15; p= 0,43; n pares=26),
uma vez que os pacientes com a doenca de Parkinson apresentaram niveis baixos da
capacidade antioxidante independente de sua idade.

Com relagdo ao sexo, nao foi observada diferenga significativa na atividade
antioxidante dos pacientes com a doenca de Parkinson do sexo masculino (1,68) em
relacdo aos pacientes do sexo feminino (1,71). Assim como nao foi observada
diferenca significativa entre os pacientes que faziam uso da L-dopa em relacdo aos

pacientes que faziam uso de outras medicacoes.



Generated by Foxit PDF Creator © Foxit Software
http://www.foxitsoftware.com For evaluation only.

4.5 Correlagéo entre o desempenho motor-funcional e a capacidade antioxidante

total equivalente ao Trolox

N&o foi observada uma correlagéo significativa entre o desempenho nas AVD na
escala de Katz (r = -0,307; p= 0,12; n pares= 26), o desempenho nas AIVD na escala
de Lawton (r = -0,33; p = 0,09; n pares= 26), e 0 desempenho motor na escala de
Tinetti (r= -0,24; p= 0,23; n pares= 26) com a capacidade antioxidante total. Uma vez
gue todos os pacientes com a DP apresentavam niveis menores do TEAC mesmo

apresentando um bom desempenho nas suas AVD e AIVD.

4.6 Avaliacdo da concentracdo das substancias que reagem ao acido
tiobarbiturico — TBARS

Observou-se que o0s pacientes com doenca de Parkinson apresentaram
concentracdo média de TBARS mais elevada quando comparados com 0s pacientes

controle. No entanto, esta diferenca néo foi significativa (Figura 17).

25
20 '|'
15

10

TBARS nmol/ml

Pacientes Controle Pacientes Parkinson

Figura 17 — Concentracdo média de TBARS entre os pacientes controle e os pacientes
com a doenga de Parkinson. Valores apresentados em média e desvio padréo. Teste t
student para duas amostras independentes (n Pacientes controle= 33; n Pacientes Parkinson=
23; t=-1,47).
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Ao se avaliar a concentracdo de TBARS em relacéo a classificacdo na escala de
Hoehn & Yahr, observou-se que ndo houve diferenca significativa nas concentragbes
de TBARS entre os pacientes com diferesntes estagios da doenga como observado na
tabela 5.

Tabela 5 — Valores médios da concentracdo de TBARS nos pacientes com a doenca de
Parkinson de acordo com a classificagdo da escala de Hoehn & Yahr.
Classificagdo na escala de Hoehn Valor médio da concentragao de

Yahr TBARS
Estagio Inicial (n=7) 14,45 + 3,51
Estagio Intermediario (n=9) 15,95 + 5,83
Estagio Avancado (n=7) 17,74 £ 11,49

Nao foi observada diferenca significativa nas concentragbes médias de TBARS
entre os pacientes que faziam uso da L-dopa e os pacientes que faziam uso de outras
medicacoes.

4.7 Correlagéo entre a concentragdo de TBARS, sexo e a idade dos pacientes
com a doenca de Parkinson

N&o foi observada uma correlacao significativa entre a idade e a concentragéo de
TBARS (r= 0,13; p= 0,54; n pares= 23), uma vez que mesmo 0S pacientes mais jovens
apresentaram a concentracdo de TBARS proxima ou igual aos pacientes com idade
mais avancada.

Também néo foi observada diferenca significativa nas concentracdes de TBARS
entre os pacientes do sexo masculino versus feminino. Os pacientes do sexo masculino
apresentaram concentragdo média de 15,32 nmol/ml e os de sexo feminino 16,82

nmol/ml.
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4.8 Correlacao entre a concentracdo de TBARS e a avaliacdo motora e funcional
dos pacientes com a doenca de Parkinson

Ao se fazer a correlagdo entre a concentracdo de TBARS e o desempenho na
escala de Katz ndo foi observada uma correlacdo significativa (r= -0,29; p= 0,17; n
pares= 23), assim como na escala de Lawton (r= -0,20; p= 0,35; n pares= 23) e na
escala de Tinetti (r= -0,34; p= 0,10; n pares= 23). As concentracdes de TBARS nao se
apresentaram diferentes entre os pacientes com a DP, ndo sendo possivel estabelecer
uma correlacdo com os parametros motores e funcionais.

No entando, ao se realizar a andlise de variancia para um critério entre a
concentragdo de TBARS e a classificagdo na escala de Lawton, observou-se que os
pacientes com doenca de Parkinson classificados com independéncia e capacidade
com assisténcia (grupo 1; figura 18) n&o apresentaram diferenca significativa nas
concentragbes de TBARS entre eles, no entanto, ambos apresentaram concentragdes
de TBARS siginicativamente menores do que o0s pacientes classificados com
dependéncia na escala de Lawton (p<0,05), sendo representados como grupo 2 na
figura 18.

35,00

25,00

20,00

Grupo 2*

15,00 ® 15,25
® 13,43

10,00

Concentragao de TBARS em nmol/ml

Indepenc Grupo 1 apacidade com Dependéncia
assisténcia

Classificacao na escala de Lawton

Figura 18. Concentragcdo média de TBARS de acordo com aclassificacdo na escala de
Lawton para AIVD. Os resultados sdo mostrados em meédia. (n Independéncia= 15; n
Capacidade com assisténcia= 6; n Dependéncia= 2. Analise de variancia com pdés-teste de
Tukey. *p<0,05.
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5. DISCUSSAO

A maioria dos casos da doenca de Parkinson é de natureza idiopatica, porém
varios estudos tém mostrado alteracdes genéticas envolvidas na doenga de Parkinson
do tipo familiar (OTTER et al., 2010). Embora a doenca tenha sido descrita ha muitos
anos, e muitos avancos tenham sido feitos desde entdo, ainda ndo se estabeleceu a
causa da doenca. Nos ultimos anos, muitos estudos tém estabelecido fortes evidéncias
sobre o envolvimento do estresse oxidativo na doenca de Parkinson (CHINTA,
ANDERSEN, 2008).

Neste sentido, objetivou-se relacionar os parametros motores e funcionais da DP
com os parametros oxidativos na tentativa de diminuir a lacuna encontrada sobre esta

tematica.

5.1 Avaliagcdo motora e funcional

Por conta de seu quadro clinico, a doenca de Parkinson é uma doenga
incapacitante e, em longo prazo, os pacientes tornam-se dependentes de cuidadores,
além de apresentarem maior risco a sua salde quando comparados a outros individuos
na mesma faixa etaria (RODRIGUEZ et al., 2009).

Sintomas como a bradicinesia, a instabilidade postural e a rigidez dificultam a
realizacdo de movimentos considerados simples para muitos, como levantar-se de uma
cadeira ou abotoar uma camisa, mas que para o doente de Parkinson é algo
extremamente dificil de ser realizado. Tudo isso influencia na sua independéncia e
consequentemente, na sua produtividade, fazendo com que muitos se aposentem e
deixem de exercer suas profissoes.

Durante a pesquisa, observou-se que atividades simples como vestir-se e
alimentar-se foram encontradas deficitarias inclusive em alguns pacientes em estagio
inicial da doenca, mas que piorava em pacientes em estdgio mais grave. Atividades
mais complexas avaliadas na escala de Lawton como administracdo das financas e
deslocamento para locais distantes foram atividades que se encontraram prejudicadas
em todos os estagios da doenca.
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Scalzo e colaboradores (2010) encontraram declinio cognitivo em seus pacientes
com DP. Isso pode explicar os resultados encontrados na escala de Lawton no
presente trabalho, para a dificuldade dos pacientes em realizar algumas atividades
mais complexas, que exigiam maior uso de sua capacidade cognitiva, como fazer
compras e cuidar das financgas.

Outro fator de risco para os pacientes esta relacionado as alteracées na marcha e
no equilibrio, tornando-os mais suscetiveis as quedas. Os disturbios na marcha incluem
a festinacao, a dificuldade em iniciar a marcha e o congelamento, em que o paciente se
depara com uma subita paralisacdo dos movimentos durante a sua caminhada
(HAUSDORFF, 2009). No estudo realizado pelo mesmo autor, dos 230 pacientes
avaliados, 43% destes relataram ter caido pelo menos uma vez nos ultimos 12 meses.
As alteracBes no equilibrio, principalmente no que se diz respeito ao déficit nos reflexos
posturais também sdo outros fatores que contribuem para o risco de quedas nesta
populagdo, além de torna-los dependentes para se locomoverem (BENATRU et al.,
2008).

Durante a avaliacdo da marcha através da escala de Tinetti, foi observada a
presenca de risco de quedas nestes pacientes, confirmando que o0s sintomas
anteriormente mencionados contribuem para o0 aumento no risco de quedas. Além
disso, em estagios mais avancados da doenca observou-se piora na marcha e
consequente aumento na probabilidade de sofrer quedas.

A marcha foi o sintoma que se deteriorou mais rapidamente em comparagdo aos
demais sintomas. De acordo com Alty e colaboradores (2009) este também foi um dos
sintomas que mais avancou durante o curso da doenca nos pacientes avaliados em
sua pesquisa.

Observou-se que durante a maioria das avaliagbes motoras e funcionais 0s
pacientes nos estagios inicial e intermediario ndo se diferenciaram entre si e em
relagdo aos pacientes controle. Segundo Alty e colaboradores (2009) isto pode ser
resultado do efeito benéfico da L-dopa, onde os pacientes que se encontram ainda sob
o efeito da medicagdo, o estado “ligado”, apresentam uma melhor resposta. Além
disso, os pacientes no estagio inicial e alguns do estagio intermediario ndo sofrem
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como 0s pacientes no estagio avancado em relagdo as flutuagbes motoras que a L-
dopa provoca em longo prazo.

5.2 Pacientes com a doenca de Parkinson apresentaram niveis da capacidade
antioxidante total inferiores em relagcdo aos pacientes controle independente do
seu estagio

Para se defender do ataque das EROs contra as estruturas celulares, o
organismo desenvolveu uma série de mecanismos de defesas para prevenir a
formacdo de radicais livres e limitar os seus efeitos deletérios. Estes mecanismos
incluem: inativacdo de peroxidos, proteinas para sequestrar metais de transicdo e
varios outros componentes para transformar radicais livres em substancias menos
deletérias ao organismo (ZWART et al., 1999).

Dentre estes componentes encontram-se 0s antioxidantes enzimaticos e 0s néo
enzimaticos. Os ndo enzimaticos sdo encontrados comumente no meio extracelular
(HALLIWELL, 1996). Estes antioxidantes possuem papel fundamental para a
manutencdo do equilibrio redox necessario para a manutencdo da sobrevivéncia
celular (VALKO et al., 2007).

Embora ambos os tipos de antioxidantes tenham sua importancia, observa-se que
muitos estudos dao énfase aos sistemas enzimaticos, ndo levando em consideragéo os
antioxidantes ndao enzimaticos encontrados no plasma e/ou no soro que também séo
importantes, apresentando uma visao limitada sobre os processos oxidativos presentes
naquele organismo (AGIL et al., 2006).

Para se avaliar 0 estresse oxidativo € necessario tanto a analise da capacidade
antioxidante como do dano oxidativo. Segundo Agil e colaboradores (2006), a avaliacéo
de elementos pré-oxidantes e antioxidantes no plasma € importante, pois 0s
antioxidantes plasmaticos sdo hidrossoliveis e também devem ser levados em
consideracao.

Por outro lado, a avaliacdo destes parametros € algo dificil de ser feito com
precisdo devido a alguns fatores que influenciam na concentragéo ou na atividade de

uma unica molécula. Assim, ndo € possivel analisar um Gnico marcador quimico para
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determinar como se encontra o estado oxidativo de um individuo (CHEN et al., 2009).
Também se observa a existéncia de varios métodos para se fazer esta avaliacdo, o que
poderia explicar tantos resultados diferentes.

No presente estudo, verificou-se que os pacientes com a doenca de Parkinson
apresentaram a capacidade antioxidante total significativamente diminuida em relacao
aos pacientes controle, mas nao apresentaram diferencas entre si nos diferentes
estagios da doencga, ou seja, a diminuicdo da capacidade antioxidante foi independente
ao estagio em que o0s pacientes se encontravam.

Andreadou e colaboradores (2009) também encontraram estes resultados em
relacdo a capacidade antioxidante n&o enzimatica. Outros autores também
encontraram estes resultados em antioxidantes enzimaticos (FOY et al., 1998; SERRA
et al, 2001; ABRAHAM et al., 2005; SHARMA et al., 2007). Chen e colaboradores
(2009) encontraram baixos niveis em ambos o0s tipos de antioxidantes. Em todos estes
estudos ndo foi observada uma correlacdo entre o estagio da doenca e o nivel da
capacidade antioxidante.

Este resultado indica que os pacientes com a DP sdo mais suscetiveis ao
estresse oxidativo, pois ndo possuem um sistema antioxidante eficiente para combater
a producao excessiva de EROs (ABRAHAM et al., 2005). Mesmo 0s pacientes em
estagio inicial da doenca apresentaram baixos niveis da capacidade antioxidante.

Os resultados observados déo subsidios a novas pesquisas a fim de se
determinar se as alteracBes oxidativas podem ser utilizadas no diagnostico precoce da
doenca. Estudos mais aprofundados podem levar a formulagéo de terapias utilizando-
se de antioxidantes.

Vérios pesquisadores tém buscado alternativas ao tratamento de pacientes com
DP. Bloomer e colaboradores (2010) relataram que pacientes que praticaram
exercicios fisicos apresentaram uma diminuicAo na concentracdo de MDA e um
aumento nos niveis da SOD, CAT e GSH-px. Outro estudo realizado em animais por
Capitelli e colaboradores (2008) mostrou que o uso da melatonina preveniu a reducao
da expressdo de células marcadas por tirosina hidroxilase e atenuou o efeito
hipocinético causado pelo MPTP.
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Neste sentido, estratégias como as destacadas anteriormente podem ser uma
alternativa para combater 0s prejuizos causados pelo estresse oxidativo.

5.3 N&@o houve relacéo entre idade e o nivel da capacidade antioxidante nos
pacientes com a doenca de Parkinson

Durante a avaliagdo da capacidade antioxidante, ndo foi observada diferenca
significativa no nivel da capacidade antioxidante nos pacientes com diferentes idades.
Também ndo se observou relacdo entre idade e a capacidade antioxidante. Alguns
estudos observaram uma correlacdo entre o nivel de antioxidantes com a idade dos
pacientes com a doenca (CHEN et al., 2009; BHARUCHA et al., 2008), verificando-se
uma tendéncia de aumento da capacidade antioxidante com a idade.

No entanto, estes resultados devem ser melhor investigados pois outros estudos
mostram resultados opostos (IHARA et al., 1999) ou n&o encontraram nenhuma
relacdo entre idade e a capacidade antioxidante (YOUNES-MHENNI et al,1997;
ABRAHAM et al., 2005; PRIGIONE et al., 2006; ANDREADOU et al., 2009; BAILLET et
al, 2010).

5.4 Nao houve relagdo entre o déficit motor e funcional e a capacidade

antioxidante total dos pacientes com a doenca de Parkinson

N&o foi observada uma correlacéo entre o nivel da capacidade antioxidante com o
desempenho motor e funcional dos pacientes com a DP. Apenas verificou-se uma
tendéncia no aumento da capacidade antioxidante com a piora no desempenho
funcional.

Alguns estudos também ndo encontraram relacdo entre os aspectos clinicos e
motores-funcionais da doenga com o0s parametros oxidativos. Jiménez-Jiménez e
colaboradores (1999) quantificaram o nivel da co-enzima Q10 que é um importante
antioxidante encontrado na mitocondria e ndo encontrou diferenca nos niveis desta co-
enzima entre os pacientes com DP e os pacientes controle bem como ndo encontraram

relagcéo com os aspectos clinicos da doenca.
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Chalimoniuk e colaboradores (2004) avaliaram o nivel da glutationa no soro de
pacientes com a DP e também n&o verificou relagéo entre o déficit motor com o nivel
de antioxidantes presentes no soro. Por outro lado, Abraham e colaboradores (2005)
encontraram uma correlacdo negativa entre a capacidade antioxidante enzimatica e a
avaliacdo motora.

Esta variabilidade nos resultados deve-se ao fato da doenca de Parkinson se
manifestar de maneira diversa em cada paciente, além das pesquisas utilizarem
diferentes protocolos para avaliarem os parametros motores dos pacientes.

Ainda se observa poucos estudos relacionando os parametros motores-funcionais
com o0s parametros oxidativos, sendo necessarias mais pesquisas para diminuir as

divergéncias nos resultados encontrados nos diferentes estudos.

5.5 N&o houve diferenca significativa entre a concentracdo de TBARS dos

pacientes com Parkinson e pacientes controle

Uma das formas de se analisar o dano celular causado pelo estresse oxidativo € a
mensuracdo de subprodutos formados durante a peroxidacdo lipidica. Estes
subprodutos sao complexos, porém podem ser mensurados através de diversos
métodos. O mais utilizado € a mensuracdo do MDA através da técnica do TBARS
(GIASSON et al., 2002).

Embora a mensuracao do MDA seja amplamente utilizada, tem se observado uma
dificuldade em se relacionar os parametros clinicos com os parametros oxidativos,
especialmente os de peroxidacao lipidica devido a variabilidade de técnicas utilizadas.
Além disso, os valores de referéncia para os niveis de MDA relatados na literatura sao
variados, sendo resultado da grande variabilidade das condigbes experimentais e das
préprias técnicas utilizadas (ANTUNES et al., 2008).

Mesmo sem apresentar diferengas significativas nas concentragcdes de TBARS
entre os pacientes controle e os pacientes com DP, observou-se no presente trabalho
gue os pacientes com DP apresentaram uma tendéncia a apresentar concentragdes de
TBARS maiores. Esta ndo significancia pode ser reflexo da variabilidade encontrada

nos resultados entre os pacientes, além do material analisado ser de dificil manejo.
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Outro fator a ser levado em consideracgao foi a perda de algumas amostras durante o
armazenamento, o que diminuiu ainda mais o numero da populacéo estudada.

No entanto, o resultado encontrado nesta pesquisa confirma os achados de outros
autores (SHARMA et al., 2007; SUDHA et al., 2009) que analisaram o sangue dos
pacientes com a doenca, ndo havendo diferenga significativa nas concentracbes de
TBARS entre os pacientes com a doenca e 0s pacientes controle.

5.6 Nao foi observada relagcdo entre idade e concentragdo de TBARS nos
pacientes com a doenga

Embora o envelhecimento, como dito anteriormente, é um fator que contribui para
0 processo do estresse oxidativo, visto que doencas como diabetes e hipertenséo,
comumente encontradas em pacientes idosos também apresentam o estresse oxidativo
como um dos fatores que contribuem para o surgimento destas doencas (SERRA et al.,
2009), ndo foi observada diferenca significativa na concentracdo de TBARS nos
pacientes de diferentes idades.

Alguns autores encontraram resultados semelhantes aos da presente pesquisa
(CHALIMONIUK et al., 2004; SERRA et al., 2009), ndo sendo observada nenhuma
relacdo entre idade e concentragdo de TBARS. Por outro lado, Chen e colaboradores
(2009) observaram que o avanco da idade diminui a concentracdo de TBARS. O
mesmo autor refere esta diminuicdo ao uso das medicagOes anti-parkinsonianas que
podem ter contribuido com a diminuicdo na producdo de EROs, porém esta afirmacéo
ainda é controversa, ja que o uso prolongado de algumas medicac¢des, como a L-dopa,

provoca efeitos colaterais que pioram a condi¢éo do paciente.

5.7 Alteracbes nas concentracfes de TBARS nos pacientes com a doenca de
Parkinson em relacdo ao déficit motor

Apesar de existirem poucos estudos que relacionam o déficit motor com o
estresse oxidativo, as pesquisas encontradas revelaram um aumento da concentracéo

de TBARS com a evolugdo da doenca de acordo com a escala de Hoehn e Yahr
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(IHARA et al., 1999; CHEN et al., 2009). No entanto, no presente estudo, néo foi
observado uma relacdo entre a concentragdo de TBARS e o quadro motor-funcional
dos pacientes com a doenca. Chalimoniuk e colaboradores (2004) também né&o
encontraram relagcéo entre a avaliacdo motora e a concentracdo de TBARS. Embora os
primeiros autores tenham usado a escala de Hoehn e Yahr como parametro de andlise,
esta escala analisa a condicdo motora geral do paciente e ndo aquela relacionada a
funcionalidade, para poder classifica-lo. J& o outro estudo utilizou a Escala Unificada
para Doenca de Parkinson (UPDRS) que € uma escala mais especifica, porém, mesmo
nos seus resultados em relacdo a concentracdo de TBARS ndo foi encontrado uma
diferenca significativa entre os pacientes com DP e os controle.

Isto pode ter ocorrido devido a utilizagdo de soro, que pode nédo refletir as
alteracbes oxidativas que ocorrem no sistema nervoso. No entanto, observa-se que no
estudo de Chalimoniuk e colaboradores (2004) existe um aumento nas concentracdes

de TBARS em relagéo aos controles.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados encontrados podemos concluir alguns aspectos nos
pacientes com a doenca de Parkinson:

- Diminuicao progressiva da capacidade funcional e motora;

- Possivel relacdo entre a diminuigdo da capacidade antioxidante e a presenca da
doenca de Parkinosn;

- A concentragdo de TBARS pode ndo ser um bom marcador bioquimico para a
doenca de Parkinson;

- Relacéo entre 0 aumento da capacidade antioxidante com o déficit funcional de
acordo com a escala de Lawton entre os pacientes com a doenca de Parkinson;
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ANEXO A

AVALIACAO DAS ATIVIDADES DA VIDA DIARIA

ATIVIDADE

INDEPENDENTE

SIM

NAO

1. Banho

N&o recebe ajuda ou
somente recebe
ajuda

para uma parte do
corpo

2. Vestir-se

Pega as roupas e se
veste sem qualquer
ajuda,

exceto para amarrar
0s sapatos

3. Higiene Pessoal

Vai ao banheiro, usa
0 banheiro, veste-se
e retorna

sem qualquer ajuda
(pode usar andador
ou bengala)

4. Transferéncia

Consegue deitar na
cama, sentar na
cadeira e

levantar sem ajuda
(pode usar andador
ou bengala)

5. Continéncia

Controla
completamente urina
e fezes

6. Alimentagéo

Come sem ajuda
(exceto para cortar
carne ou

passar manteiga no
pao)

Escore: 1 ponto para cada resposta “sim”. Independéncia: 6 pontos; Déficit
Moderadol: 4 pontos, Déficit Severo: 2 pontos.

KATZ, S; DOWNS, TD; CASH,HR; ET AL . 1970. Progress in development of index of ADL in

Gerontologist ,10:20-30.
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ANEXO B

AVALIACAO DAS ATIVIDADES INSTRUMENTAIS DA VIDA DIARIA

A Sem Ajuda 3
1. Consegue usar o telefone? A Com Ajuda Parcial 2

A Naio Consegue 1
2. Consegue ir a locais distantes, ;

A Sem Ajuda 3
usando algum transporte, sem R

A Com Ajuda Parcial 2
necessidade de planejamentos R

A Né&o Consegue 1
especiais?

A Sem Ajuda 3
3. Consegue fazer compras? A Com Ajuda Parcial 2

A Naio Consegue 1
4. Consegue preparar suas A Sem Ajuda 3
proprias A Com Ajuda Parcial 2
refeicbes? A Nao Consegue 1

A Sem Ajuda 3
5. Consegue arrumar a casa? A Com Ajuda Parcial 2

A Naio Consegue 1
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ANEXO B

6. Consegue fazer os
trabalhos manuais

domésticos, como
pequenos reparos?

Sem Ajuda
Com Ajuda Parcial
N o Consegue

7. Consegue lavar e passar
sua roupa?

Sem Ajuda
Com Ajuda Parcial
N o Consegue

8. Consegue tomar seus
remédios na dose

certa e horario correto?

Sem Ajuda
Com Ajuda Parcial 2
N o Consegue

9.Consegue cuidar de suas
finan as?

Sem Ajuda
Com Ajuda Parcial
N o Consegue

TOTAL

Escore maximo 27. Primeira resposta = independéncia (19 a 27 pontos);
segunda resposta = capacidade com assisténcia (10 a 18 pontos); terceira
resposta = dependéncia (1 a 9 pontos) . O escore tem significado individual,
declinio ao longo do tempo revela deterioragcdo. Obs: As questbes 4 a 7
podem ter variacdes conforme o sexo, podendo ser adaptadas para
atividades como subir escadas ou cuidar do jardim, pelo entrevistador.
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Instrument in Journal of Gerontology, 37: 91-99 .

ESCALA DE AVALIACAO DE EQUILIBRIO

ANEXO C

Assessment

8 B
(Tinetti, 19086) EQUILIBRIO

manobras s o testadas:

O avaliado deve estar sentado em uma cadeira sem bra 0s, e as seguintes

0
1. Equilibrio sentado Esc<-)-rrega
Equilibrado
0
Incapaz
2. Levantando Usa os bra os 2
Sem os bra os
0
Incapaz
3. Tentativas de levantar Mais de 1 tentativa 2
nica tentativa
0
Desequilibrado
4. Assim que levanta Estavel, mas usa 2
(primeiros 5 segundos) suporte
Estavel sem suporte
0
5. Equilibrio em pé Desequilibrado
Suporte ou base
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Sem suporte ou base

0
6. Teste dos 3 tempos Come a a cair
(examinador empurra
levemente o Agarra ou 2
) balan a(bra os)
externo do paciente, que N
deve ficar de pés juntos) Equilibrado
0
7. Olhos fechados (mesma Desequlibrado, instavel
posi o do item 6) Equilibrado
0
Passos descontinuos 1
) Passos continuos 0
8. Girando 360 graus ) o
Instavel (desequilibrios) | 1
Estavel (equilibrado)
Inseguro (Cai na
cadeira) 2
9. Sentando Usa bra os
Seguro, movimento
suave
Escore do Equilibrio
/16

TINETTI, M . 1986. Performance-oriented Assessment of Mobility Problems in Elderly
Patients in Journal of American Geriatrics Society, vol.34 , pag.119- 126.
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ANEXO C

ESCALA DE AVALIACAO DE MARCHA

(Tinetti, 1086) MARCHA

O avaliado deve estar de pé caminha pelo corredor ou pela sala com
passo normal, depois volta a passos rapidos, mas com seguran a (usando
0 suporte habitual, tal como bengala ou andador)

Hesita o0 ou varias
10. Inicio da marcha | tentativas para iniciar 0
Sem hesita o

1
a) Pé direito
N o ultrapassa o pé 0
esquerdo
Ultrapassa o pé 1
esquerdo
N o sai

completamento doch o |0

Sai completamente do
ch o 1
11. Comprimento e
altura dos passos i
b)Pé esquerdo

N o ultrapassa o pé 0
direito

Ultrapassa o pé direito

N o sai
completamente do ch o

Sai completamente do
ch o 1
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12. Simetria dos Passos diferentes

passos
Passos semelhantes 0
13. Continuidade dos Paradas ou passos 0
passos descontinuos
Passos continuos 1
Desvio nitido 0
14. Dire o Desvio leve ou mod.

Ou uso d eapoio

Linha reta sem apoio 2
(bengala ou andador)

Balan ograveouuso |0
de apoio

Flex o dos joelhos ou 1
15. Tronco dorso, ou abertura dos
bra os enquanto anda

Semflex o, balan o, |2
n o usa os bra 0s nem

apoio
16. Dist ncia dos Tornozelos separados | 0
tornozelos Tornozelos quase se
tocam enquanto anda
Escore da marcha
/12

Escore total
128

Quanto menor o escore, maior o problema. Escore menor que 19
indica risco 5 vezes maior de quedas.
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TINETTI, M . 1986. Performance-oriented assessment of mobility problems in elderly
patients in Journal of American Geriatrics Society, vol.34 , pag.119- 126.

ANEXO D

Estagios da DP

(Escala Modificada de Hoehn &€ Yahr)

Estagio Sinais

O Sem sinais da doencga
1 Doenca unilateral

1.5 Acometimento unilateral mais axial
> Doenca bilateral, sem comprometimento dos reflexos

posturais

> 5 Doenca bilateral leve, com recuperagio nos testes de

T

reflexos posturais

Doenca bilateral de leve a moderada, ha instabilidade

3 postural; independente nas atividades da vida diaria

Alto grau de incapacitaciao; ainda conscguc andar ou ficar
em pé sem auxilio

Confinado a cama ou a cadeira de rodas, a menos

quc ajudado
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APENDICES

APENDICE A

FUNDACAO PUBLICA ESTADUAL Vv
HOSPITAL DE CLINICAS GASPAR VIANNA k
GERENCIA DE ENSINO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA O

-

-

Belém, 26 de margo de 2009.

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES
HUMANOS

1. Protocolo: N° 018/2009 - CEP/FHCGV

2. Projeto de Pesquisa: “CORRELACAOC ENTRE PARAMETROS CLINICOS,
FUNCIONAIS E OXIDATIVOS EM PACIENTES IDOSOS PORTADORES
DE DOENCA DE ALZHEIMER E DOENCAS DE PARKINSON
ATENDIDOS NO CENTRO DE GERIATRIA E GERONTOLOGIA DA
UNIVERSIDADE DO ESTADO”

Pesquisador Responsavel: Jofre Jacob da Silva Freitas

Instituicdo/Unidade: UEAFTO — Universidade do Estado do Para -

Data de Entrada: 03/03/2009

Data do Parecer: 26/03/2009

S S I

PARECER: O Comité de Etica em Pesquisa da FHCGV analisou o Projeto
supra-citado e, conforme Parecer datado de 26/03/2009 emitido por este
CEP, verificou que foram atendidas todas as adequacdes recomendadas
de acordo com as normas da Resolucdo 196/96-CNS/MS. Portanto
manifesta-se pela sua aprovacéo.

Parecer: APROVADO

V302

Heldef José Lima Reis
Coordenador em exercicio do CEP/FHCGV

GEP/FHCGV
Tv. Alferes Costas s/n — Pedreira — Belém (PA) — CEP: 66087-660
Fone/Fax: (091)3276-1770
E-mail: gepfhcgv@yahoo.com.br
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APENDICE B

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O projeto de pesquisa consiste em correlacionar dados epidemiolégicos, clinicos e funcionais,
com andlises laboratoriais de metabolismo oxidativo em pacientes idosos, portadores das
doen as de Alzheimer (DA) e Parkinson (DP), atendidos no Centro de Geriatria e Gerontologia
da Universidade do Estado do Par4d. Far o parte do estudo 30 idosos previamente
diagnosticados como portadores da DA, 30 idosos com DP e 30 idosos sem doen a
neurolégica. Os pacientes realizar o avalia es neuroldgicas, cognitivas, funcionais e
laboratoriais com profissionais de salde qualificados. A avalia o0 neuroldgica sera realizada
pela anamnese do paciente e complementada por exames laboratoriais, como 0s exames de
proteina-C-reativa, VDRL, exames de fun 0 hepatica, renal e tireoidiana, a fim de investigar
causas sistémicas de deméncia. Em situa es em que seja necessario exame de
neuroimagem, 0s pesquisadores encaminhar 0 0s participantes da pesquisa para realizarem
no respectivo lugar a ser informado. Além disso, ser o avaliados os aspectos emocionais
através da Escala de Depress o GDS e a Escala Analdgica de Felicidade. A avalia o
cognitiva dos pacientes sera realizada através de testes validados no Brasil, como o Mini-
exame do estado mental, fluéncia verbal, teste do relégio, desenhos do CERAD, recorda o
tardia do CERAD ou de objetos apresentados como figuras. Na avalia o da capacidade
funcional dos idosos acometidos pela doen a de Alzheimer e Parkinson, ser o utilizados testes
de Atividades da Vida Diaria (AVD) pela Escala de Katz, Atividades Instrumentais da Vida
Diaria (AIVD) de Lawton e Escala de Avalia o da Marcha e Equilibrio de Tinetti. Em qualquer
momento do estudo, o0s idosos e seus cuidadores ter o acesso aos pesquisadores, para
esclarecimento de davidas e fornecimento de resultados parciais. Os riscos para 0S sujeitos
s 0 arevela o de sua identidade, porém o0s pesquisadores se comprometem a preservar o
sigilo da identidade dos mesmos durante toda a realiza o0 da pesquisa e na apresenta 0 dos
dados coletados e alguma altera o0 do quadro clinico, entretanto, caso isto ocorra, o idoso
sera encaminhado aos profissionais de saude do Centro de Geriatria e Gerontologia da
Universidade do Estado do Para para tratamento. Os pesquisadores estar o atentos a qualquer
manifesta o0 de fadiga fisica, interrompendo a atividade se necesséario, além de se
comprometerem a utilizar os dados e o material coletado somente para esta pesquisa e para
divulga o cientifica, sendo eliminados ou incinerados, no maximo, apos 5 anos de utiliza o.
Os beneficios aos sujeitos da pesquisa s 0 a melhoria da capacidade funcional, cognitiva e
clinica, ou seja, da qualidade de vida no acompanhamento das patologias.

E garantida aos idosos a liberdade de deixar de participar do estudo, sem qualquer
prejuizo ao seu atendimento no Centro de Geriatria e Gerontologia da UEPA. N o ser o
divulgadas quaisquer informa es que possam levar a identifica 0 de quaisquer pesquisados.
Em caso de dano pessoal, diretamente provocado pelos procedimentos propostos na pesquisa,
0s participantes ter o direito (por parte dos principais investigadores) a indeniza es
legalmente estabelecidas. N o0 ha despesas pessoais aos participantes em qualquer fase do
estudo e n o haverd nenhum pagamento pela participa 0. Este estudo serd realizado com
recursos financeiros da SECTAM, através do Programa Pesquisa para o SUS.
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Assinatura do Coordenador Assinatura dos Pesquisadores
Jofre Jacob da Silva Freitas

End. Tv. Dom Romualdo de Seixas, 1630

Telefone: 81287858

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informa es acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente esclarecido
sobre o conteddo da mesma, assim como seus riscos e beneficios.Declaro ainda que, por
minha livre vontade, aceito participar da pesquisa, cooperando com a coleta de material para
exame.

Belém, / /

Assinatura do participante e/ou responsavel da pesquisa
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

