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RESUMO

A Doença de Alzheimer é uma doença neurodegenerativa progressiva e de

início tardio, que compromete principalmente as areas da cognição, julgamento

e estabilidade emocional. Esta doença se caracteriza por dois tipos de lesões

cerebrais características: emaranhados neurofibrilares e placas senis. Os

emaranhados neurofibrilares são compostos por uma proteína do citoesqueleto

(proteína tau) hiperfosforilada e agregada. As placas senis são formadas por

agregados da proteína ~-amilóide. A doença de Alzheimer é resultado da

interação de vários fatores ainda incompletamente elucidados; não obstante, o

estresse oxidativo e os processos inflamatórios ocupam posição de destaque

dentre esses fatores. Neste trabalho, avaliamos as atividades das enzimas

eritrocitárias superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, assim

como o conteúdo plasmático de glutationa total, vitamina C, a-tocoferol, ~

caroteno, licopeno e coenzima QlO. A esses parâmetros antioxidantes foram

contrapostas medidas de oxidação de lipídios e proteínas plasmáticas.

Adicionalmente, efetuamos a avaliação das expressões monocitárias de HLA

DR e CD-11 b, e das citocinas IL-5, IL-1a e TNF-a.. Nossos resultados mostram

que os pacientes de doença de Alzheimer possuem níveis circulantes de a

tocoferol inferiores aos pacientes controles, e possuem monócitos que

apresentam maior expressão basal de HLA-DR e maior produção de IL-1a

quando estimulados por LPS. Esses resultados fortalecem a hipótese

inflamatória na doença de Alzheimer, de acordo com trabalhos recentes que

apontam bons resultados com o a-tocoferol na sua prevenção e tratamento.
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Alzheimer's disease is a late-onset, progressive degenerative disease that

affects mainly the judgement, emotional stability and memory domains. This

disease is characterized by two telltale cerebral lesions: neurofibrillary tangles

and senile plaques. Neurofibrillary tangles are constituted by

hyperphosphorylated cytoskeleton protein tau aggregates, while senile plaques

are mainly composed by ~-amyloid protein aggregates. Alzheimer's disease is

the outcome of a complex interaction among several factors which are not fully

understood yet; nevertheless it is c1ear thar oxidative stress and inflammatory

pathways rate high among these factors. In this work, we evaluated the

erythrocytic acitivities of superoxide dismutase, catalase and glutathione

peroxidase, as well as the plasma leveis of total glutathione, a-tocopherol, ~

carotene, Iycopene, and coenzyme Q10. These antioxidant parameters were

confronted with plasmatic leveis of protein and lipid oxidation products.

Additionally, we measured the basal expression of monocyte HLA-DR and CO

11 b, as well as the monocyte production of the cytokines IL1-«, IL-6 and TNF-«.

Our results show that Alzheimer's Disease patients show lower plasmatic leveis

of a-tocopherol when compared to control patients, and have higher basal

monocyte HLA-DR expression associated with higher IL-1a production when

stimulated by LPS. These results lend support to the inflammatory theory of

Alzheimer's disease, according to recent works that indicate good results of a

tocopherol administration in both its prevention and treatment.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. A Doença de Alzheimer

1. 1. 1. Características clínicas e evolução

O envelhecimento na população normal está associado com déficits

heterogêneos na função cognitiva. Um estudo de Valdois e cols. (1990) observou, por

exemplo, seis subgrupos que diferiam entre si, principalmente, no desempenho

cognitivo geral. Estes subgrupos, entretanto, não apresentaram perfis contrastantes de

capacidades cognitivas preservadas ou lesadas; as diferenças observadas eram

quantitativas, e não qualitativas. O mal de Alzheimer, entretanto, apresenta

características de declínio cognitivo que diferem significantemente dos padrões

observados no envelhecimento saudável.

O mal de Alzheimer é uma doença degenerativa cerebral devastadora e de

aparecimento tardio, que causa demência progressiva, caracterizada por perda de

memória, capacidade de julgamento e estabilidade emocional. A progressão da doença

em casos relativamente focais é caracterizada pela deterioração contínua do domínio

cognitivo afetado (Martin, 1987) juntamente com um gradual alargamento do espectro

de sintomas para domínios antes não afetados (Becker e cols., 1988). O fato da

doença continuar a progredir dentro de um domínio cognitivo em particular, sugere que

a progressão da patologia não é aleatória, mas ao contrário, segue um curso paralelo à

organização funcional do sistema afetado.

Os sintomas iniciais da Doença de Alzheimer passam quase que

invariavelmente desapercebidos. Apenas em uma fase mais avançada, quando as

atividades de vida diária começam a ser comprometidas, é que os sintomas se tornam

evidentes a parentes e amigos. Usualmente, os familiares tomam para si parte das

tarefas atribuídas ao idoso, assumindo que o declínio é passageiro e minimizando a

percepção das alterações (Russel & Burns, 1998).

Apesar do curso da doença ser variável, os sintomas precoces geralmente

envolvem perda de memória operacional e desorientação temporal e espacial, com

comprometimento das funções executivas (Brucki, 2000). Esta perda de memória

evolui para a perda das funções de aprendizado e evocação, que pode ser evidenciado

em tarefas como a apresentação de listas de palavras para posterior evocação.



2

Simultaneamente, a memória episódica também começa a ser afetada, assim como a

memória semântica, o que se reflete em um pior desempenho no teste de fluência

verbal por categorias.

Em relação à memória temporal, a memória recente é a primeira a ser afetada,

mas com a evolução da doença, o déficit de memória atinge dimensões globais (Brucki,

2000).

As alterações precoces que acompanham o estabelecimento da Doença de

Alzheimer causam aos pacientes alteração de linguagem, empobrecimento do

vocabulário e troca ou esquecimento das palavras. Ainda nas fases iniciais, a

interpretação de histórias e provérbios é comprometida; estas alterações evoluem, com

o agravamento da doença, para alterações fonológicas e sintáticas (Damasceno,

2000).

A Doença de Alzheimer também afeta habilidades viso-espaciais, de maneira

branda nas fases iniciais, mas com progressivo aumento de severidade à medida que a

doença evolui. Testes neuropsicológicos que envolvem cópias de desenhos

evidenciam este déficit (Camargo & Cid, 2000).

A evolução do quadro também propicia o aumento de incidência de apraxias,

como a perda da sequência de atos motores e dificuldades de realizar gestos sob

comando (Brucki, 2000).

Nas fases iniciais da doença, o paciente pode perceber seus déficits. Esta

consciência, entretanto, desaparece em estágios mais avançados. Pode ocorrer,

precocemente no curso de evolução da doença, mudança de personalidade e alteração

na capacidade de julgamento, o que dificulta as relações familiares. Outros sintomas

externos à esfera da cognição podem incluir: depressão, delírio, alucinações,

agressividade, perambulação, desinibição sexual e distúrbios de alimentação

(Cummings e cols., 1998). Em estágios avançados, aparecem as incontinências

urinária e fecal, inicialmente devidas à desorientação, e posteriormente à desinibição

(White & Cummings, 1997).

A progressão da doença é geralmente lenta e contínua, com sobrevida bastante

variável (2 a 15 anos). Esta sobrevida pode ser influenciada por fatores como:
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gravidade da demência, sexo e idade. A evolução independe de raça ou nível sócio

econômico (Brucki, 2000)

Assim, a característica clínica mais marcante da Doença de Alzheimer é sua

natureza progressiva. As funções cognitivas, quando medidas por uma escala clínica

global como o MMSE (Mini-Mental State Examination) deterioram a uma razão de

aproximadamente 10% ao ano (Berg e cols., 1987; Huff e cols., 1987; Salmon e cols.,

1990). Este declínio, entretanto, não é linear; nos estágios iniciais e finais da doença, o

declínio é consideravelmente mais lento que na fase intermediária (Morris e cols.,

1993). Como resultado, a taxa anual esperada de declínio depende,

consideravelmente, da severidade da doença no momento da sua detecção.

Esse perfil curvilinear da evolução da Doença de Alzheimer pode ser uma

função da natureza dos testes aplicados, assim como do curso natural da doença. O

ritmo acelerado de declínio cognitivo nas fases intermediárias da doença pode ser

função do fato que mais funções medidas pelos testes encontram-se em declínio

nessas fases, do que no início da doença onde, principalmente, a evocação e as

habilidade verbais estão comprometidas, ou no final da doença, onde muitas funções

encontram-se abaixo do limite de avaliação dos métodos empregados. Deve-se notar,

entretanto, que existe considerável heterogeneidade na evolução da doença entre

vários pacientes, e que as descrições aqui apresentadas são baseadas em resultados

médios de amplas amostras de pacientes.

1.1.2. Caracterização das lesões típicas

A caracterização das lesões típicas desta doença data de 1907, quando Alois

Alzheimer relatou o descobrimento de duas novas lesões no cérebro de uma paciente

de 51 anos com um histórico de demência progressiva de 4 anos e meio: emaranhados

neurofibrilares (EN) e placas senis (PSs) além de uma perda acentuada de neurônios

corticais. Para fazer esta descoberta, ele empregou uma técnica de coloração com

prata recentemente desenvolvida por seu colega Max Bielschowski. A coloração de

Bielschowski ainda hoje é o método preferencial para o diagnóstico de mal de

Alzheimer. Entretanto, este método evidencia apenas alterações neuronais, não as

alterações gliais. O advento da imunohistoquímica permitiu que uma perspectiva

completamente diferente da arquitetura das lesões básicas fosse demonstrada, através
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da presença e orientação das células gliais. Nas PSs, pode-se detectar a presença de

astrócitos reativos formando uma camada externa em volta da lesão, com fibrilas se

estendendo para a parte interna da lesão (Wisniewski & Wegiel, 1991), enquanto a

microglia é visualizada como um agrupamento interno ao redor do núcleo. Este núcleo,

chamado de estrela amilóide, é constituído de uma massa de fibrilas insolúveis de

proteína amilóide. Axônios e dendritos tendem a ficar presos nas regiões externas, ou

halo, da PS madura (McGeer & McGeer, 1995).

Figura 1. Placa senil (PS) madura. Notar a deposição amilóide no centro da placa.

(http://www.pathology.vcu.edulWirSelflnst/dementias.html)

A proteína doadora para a forma de amilóide relacionada ao mal de Alzheimer é

a proteína ~-amilóide (P~A). Esta proteína é um fragmento de 4.5 kDa da proteína

precursora de amilóide (PPA), que é amplamente distribuída no organismo. No mal de

Alzheimer, a P~A precipita para formar os depósitos amilóides, conhecidos como
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placas senis. Dois tipos principais de placas senis podem ser observados no cérebro

humano.

As placas difusas são formadas por Pf3A na forma filamentosa e dispersa de

maneira pouco estruturada. Não são observados neurônios danificados associados a

estas placas, portanto são considerados benignas. Estas placas coram-se com

corantes de prata, mas não com S-tioflavina, e não estão relacionadas com a

severidade da demência, sendo encontradas principalmente nos indivíduos mais idosos

(Hauwe cols., 1986).

Figura 2. Seis ou mais placas difusas adjacentes. Coloração de Bielschowski.

(http://www.pathology.vcu.edulWirSelflnst/dementias.html)

As placas neuríticas, em contraste, contêm feixes densos de fibrilas amilóides

que se coram com S-tioflavina, e neuritos distróficos. As placas neuríticas podem ser

subdivididas em placas primitivas, que não apresentam um núcleo denso de Pf3A; e

placas clássicas, que possuem um núcleo central amilóide cercado por axônios em

degeneração, arborizações dendríticas, e elemento gliais (Dickson, 1997; Wisniewski &

Silverman, 1997; Knowles e cols., 1998).
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(http://www.pathology.vcu.eduNVirSelflnst/dementias.html)
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As placas neuríticas são predominantemente encontradas em pacientes

portadores da Doença de Alzheimer e parecem correlacionar-se com a severidade da

doença (Barcikowska e cols., 1989; Dickson, 1997; Knowles e cols., 1998). Ao fim de

sua evolução, as placas neuríticas freqüentemente se apresentam como um denso

núcleo de amilóide cercado por astrócitos reativos e células microgliais, mas sem o

componente neurítico (placas exauridas) (Figura 3).

A P13A, proteína mais proeminente nas placas senis, é um polipeptídeo de 40-42

aminoácidos, obtido através de clivagem proteolítica de um conjunto de isoformas de

proteínas precursoras de amilóide; essa proteínas são codificadas por um único gene

localizado no cromossomo 21. Três formas principais de APP são obtidas desse gene

através de processamento alternativo (APP 770, 771, 695). A clivagem proteolítica

destas proteínas no domínio P13A é catalisada por um grupo de enzimas, conhecidas

como a, 13 e y-secretases (Checler, 1995). Duas espécies de P13A, a P13A40 e a



7

P~A42(43) podem se depositar no cérebro de pacientes de Doença de Alzheimer

(Iwatsubo e cols., 1994; Iwatsubo e cols., 1996; Mann e cols., 1996). Particularmente,

as placas difusas, que são associadas ao envelhecimento normal, são fortemente

imunorreativas para P~A42(43), enquanto as placas neuríticas são mais imunorreativas

para a forma P~A40 (Arai e cols., 1990; Gowing e cols., 1994; Iwatsubo e cols., 1994;

Iwatsubo e cols., 1996). Apesar destes achados não serem unanimemente aceitos,

estes estudos podem ser usados como base para estabelecer um subconjunto de PS

mais intimamente relacionado com a Doença de Alzheimer do que ao envelhecimento

normal.

Figura 4. Estrutura da proteína J3-amilóide.

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

o mecanismo de formação das placas senis ainda é controverso. Placas senis

clássicas poderiam se desenvolver a partir de depósitos difusos de P~A preexistentes,

apesar da falta de observação de uma co-localização coerente dessas duas formas.

Alternativamente, as placas senis poderiam surgir a partir de amilóide nas

proximidades das paredes dos vasos sangüíneos. Uma terceira hipótese pode envolver

a liberação de P~A a partir de conjuntos de neuritos distróficos, com a subseqüente

formação de placas difusas e clássicas.

Os ENs, quer intracelulares ou extracelulares, são formados pelo acúmulo de

componentes do citoesqueleto, bioquimicamente modificados. Estas lesões são

compostas de fibras intracelulares argentofílicas que são intensamente coradas por

corantes químicos, tais como a S-tioflavina. Ultraestruturalmente, os EN são formados

por um par aparente de fitas, enroladas uma ao redor da outra, com cruzamentos a
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cada 75-80 T}m e largura oscilando entre 5 e 22 T}m; esta estrutura recebe o nome de

filamento helicoidal pareado (FHP).

30

12 24

Figura 5. Modelo de distribuição das moléculas de Pf3A nas fibrilas amilóides.

(http://www.pathology.vcu.edu/WirSelflnstldementias.html)

Figura 6. Emaranhados neurofibrilares (EN) intracelulares.

(http://www.pathology.vcu.edu/WirSelflnstldementias.html)

A principal subunidade proteica dos FHP é a proteína tau associada aos

microtúbulos (Iqbal e cols., 1998). Seis formas diferentes de proteína tau, possuindo de
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352 a 441 aminoácidos, podem ser formadas a partir de um único gene através de

processamento alternativo (Bramblett e cals., 1992; Matsuo e cals., 1994). Apesar da

proteína tau dos FHP (FHP-tau) estar hiperfosforilada quando comparada com a

proteína tau normal do cérebro adulto (Bramblett e cals., 1992; Matsuo e cals., 1994) já

foi demonstrado que esta proteína tau normal, derivada de biópsias, é fosforilada in

vivo em sítios similares àqueles fosforilados na FHP-tau, e que uma significante

desfosforilação da proteína tau normal ocorre no período post-mortem (Matsuo e cals.,

1994).

Figura 7. Eletromicrografia dos filamentos helicoidais pareados (FHP). Em áreas favoráveis,
pode-se notar as indentações resultantes do arranjo helicoidal dos pares de filamentos de

proteína tau hiperfosforilada.

(http://www.pathology.vcu.edulWirSelflnstldementias.html).

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

proteínas associadas a microtúbulos 1 e 2 e tubulina (Iqbal e cals., 1998). Portanto, é
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possível que a inibição da síntese de fosfatases no cérebro afetado pela Doença de

Alzheimer possa induzir a geração de FHP-tau maximamente fosforilada, causando a

degradação dos microtúbulos e, consequentemente, a degeneração neuronal.

Vários tipos distintos de patologias citoesqueléticas já foram descritos na

Doença de Alzheimer, correspondendo a diversas fases da doença. No início do

processo degenerativo, há um acúmulo de proteína tau hiperfosforilada no

compartimento somatodendrítico, mas sem a formação de FHP. Estes acúmulos são

designados como pré-emaranhados (Bancher e cols., 1989; Braak e cols., 1994).

Posteriormente, ocorre a formação de fios neuropílicos; estes podem ser definidos

como processos neuronais anormais que contêm FHP e filamentos normais,

localizados principalmente nos segmento distais de axônios e dendritos (Perry e cols.,

1991). Em estágios mais avançados, EN completamente desenvolvidos podem ser

vistos como feixes densamente empacotados preenchendo o corpo celular e

estendendo-se aos dendritos proximais. Após a morte neuronal, os EN permanecem na

neurópila como emaranhados extracelulares ou fantasmas, e estão associados com

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

A microglia e os astrócitos reativos se aglomeram na vizinhança dos

emaranhados-fantasma, embora sem a organização observada ao redor das PSs

(McGeer & McGeer, 1995). Aparentemente, a ação de proteínas quinases associadas

ao estresse pode desencadear a formação de EN em células intactas (Buée-Scherrer &

Goedert, 2002).

Ainda tlá dúvidas sobre se a demência associada ao mal de Alzheimer é

primariamente iniciada por depósitos extracelulares de PpA, com a formação

neurofibrilar subsequente levando à morte neuronal, ou se é primariamente iniciada

pelo dano neurofibrilar, conduzindo à concentração de depósitos amilóides

extracelulares. Na verdade, existem até mesmo evidências que apontam para um papel

fisiológico importante da PJ3A no cérebro, como um antioxidante (Kontush, 2001) ou

como um fator na fluidez da membrana (Chochina e cols., 2001). Existem, por outro

lado, evidências de que outras proteínas podem sofrer um tipo de agregação

semelhante ao descrito para a PJ3A, sendo este mecanismo de agregação responsável

por doenças neurodegenerativas como a encefalopatia espongiforme (Bucciantini e
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cols., 2002; Sacchetlini & Kelly, 2002). Adicionalmente, existem indícios de que a P~A

pode interagir com a proteína tau dos EN, estimulando sua hiperfosforilação e

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

Vários estudos apóiam a teoria da interdependência entre esses dois tipos de

lesões. No envelhecimento cerebral normal, Doença de Alzheimer e síndrome de

Down, as placas neuríticas coincidem com os EN (Mann & Esiri, 1989; Bugiani e cols.,

1990). Os EN extracelulares apresentam várias características em comum com as PS,

como PI3A40, microglia e astrócitos (eras e cols., 1995; Schwab e cols., 1998) e um

subconjunto das placas neuríticas apresenta imunorreatividade para FHP. A PPA

apresenta um sítio de ligação dependente de conformação para proteína tau (Smith e

cols., 1995), e a interação in vitro entre a proteína tau e a PPA promove fibrilogênese; a

injeção de FHP em cérebros de ratos induz a formação de depósitos amilóides (Shin e

cols., 1993).

Entretanto, existem também fortes evidências contra tal interdependência. Por

exemplo, a deposição amilóide pode ocorrer mesmo na ausência de EN; a descrição

de várias tauopatias e condições patológicas associadas à proteína tau e aos EN indica

claramente que os EN podem causar demência mesmo na ausência de deposição

amilóide (Jellinger & Bancher, 1998; Spillantini e cols., 1998). Adicionalmente, em

cérebros acometidos pela Doença de Alzheimer, não existe correlação entre a

distribuição regional dos EN e PS no córtex cerebral, pelo menos nos estágios iniciais

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

Pode-se concluir que, apesar de haver um alto grau de sinergia patológica entre

EN e PS na Doença de Alzheimer, estas lesões se desenvolvem independentemente,

no decorrer do envelhecimento cerebral e, sua presença simultânea não é uma

condição indispensável para a expressão clínica da demência.

As perdas neuronais e sinápticas são difíceis de mensurar, já que elas

representam a perda deduzida de algo. As perdas sinápticas já foram observadas no

neocórtex de pacientes idosos não-demenciados, sugerindo um mecanismo idade

dependente para a perda de sinapses nesta região (Masliah e cols., 1993). Uma perda

média de 45% na densidade terminal pre-sináptica, e de 27 a 42% de perda sináptica

no córtex prefrontal já foram observadas em casos de Doença de Alzheimer (Brion e
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cols., 1991; Masliah e cols., 1991). Apesar da densidade sináptica estar normalmente

diminuída na neurópila cortical de pacientes de Doença de Alzheimer quando

comparada à de pacientes normal de mesma idade, esta redução não é maior dentro

das placas difusas que na neurópila circundante. Em contraste, a perda sináptica é

mais pronunciada dentro das placas neuríticas, e as sinapses anormais encontram-se

concentradas ao redor dos fios neurópilos dendríticos. Se as alterações sinápticas

precedem o acúmulo da PPA processada anormalmente e a deposição amilóide, ou se

essas alterações são causadas pela neurotoxicidade dos depósitos amilóides, ainda é

um ponto controverso.

Até recentemente, o fato de que a morte neuronal estava consistentemente

associada ao envelhecimento cerebral normal era amplamente aceito. Esta convicção

encontrava amplo respaldo em vários trabalhos influentes, alguns dos quais datados da

década de 1950, demonstrando uma morte neuronal significativa em indivíduos idosos

não demenciados, assim como em primatas não-humanos e roedores. Estes trabalhos

estimavam densidades neuronais, mas não o número total de neurônios em um dada

estrutura. Este campo foi extensivamente revisado por Coleman & Flood (1987) que

concluíram: apesar de existir uma perda neuronal associada ao envelhecimento, a

validade dos dados poderia estar seriamente comprometida por diferenças

interespecíficas, processamento do tecido e métodos de amostragem.

Adicionalmente, houve o desenvolvimento de técnicas estereológicas para

estimar o número de neurônios em estruturas identificáveis de interesse, tais como

regiões-chave no hipocampo e córtex (West & Gundersen, 1990). A principal vantagem

destes métodos é a possibilidade de obtenção de uma estimativa da quantidade total

de neurônios dentro de uma determinada estrutura cerebral que não é afetada por

alterações no tamanho dos neurônios, pelo tamanho da estrutura, ou por parâmetros

de fixação do material. Usando estes princípios, mostrou-se que há uma diminuição de

apenas 10% no número total de neurônios no neocórtex através do espectro de idades

em indivíduos normais (Morrison & Hof, 1997; Pakkenberg & Gundersen, 1997).

Contrariamente, mesmo casos muito brandos de Doença de Alzheimer mostram até

50% de perda neuronal na camada 11 do córtex entorrinal, podendo esta porcentagem

subir para 90% em casos severos (Gomez-Isla e cols., 1996). Além disso, a perda

neuronal no campo CA1 do hipocampo pode ser usada para diferenciar,
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quantitativamente, O envelhecimento normal do cérebro da Doença de Alzheimer 0Nest

e cols., 1994) e se correlaciona fortemente com a duração e severidade da doença

(Bobinski e cals., 1998).

Os mecanismos que resultam na morte neuronal na Doença de Alzheimer não

estão claramente identificados. Vários estudos indicam que a apoptose neuronal é um

importante componente deste mecanismo (Cotman & Anderson, 1995; Smale e cals.,

1995) mas, não é o único. A fragmentação de DNA que ocorre nas células do

hipocampo em cérebros acometidos pela Doença de Alzheimer não está,

necessariamente, associada a uma proporção aumentada de células que apresentam

as características morfológicas da apoptose, tendo sido postulado que a necrose pode

desempenhar um papel igualmente importante da destruição celular associada à

doença (Stadelmann e cals., 1998).

1. 1.3. Diagnóstico

Os critérios clínicos para o diagnóstico de provável doença de Alzheimer

incluem: demência estabelecida por exame clínico e documentada por exames de

cognição e testes neuropsicológicos, déficits em duas ou mais áreas da cognição, piora

progressiva da memória e de outras funções cognitivas, sem perturbações de

consciência, início entre 40 e 90 anos de idade, e ausência de distúrbios sistêmicos ou

outra doença cerebral que possa ser responsabilizada pelo declínio cognitivo

progressivo. Este diagnóstico pode ser corroborado pela observação de deterioração

progressiva de funções cognitivas específicas, como afasia, apraxia e agnosia; assim

como história familiar de desordens similares, particularmente se confirmadas por

exames neuropatológicos. Evidências laboratoriais, como punção lombar normal,

eletroencefalograma normal e evidência por tomografia computadorizada de atrofia

cerebral, reforçam o diagnóstico inicial. Entretanto, estes sintomas não seguem um

padrão único; existem subgrupos neuropsicológicos envolvidos nesta doença (Martin e

cals., 1986; Martin, 1987). A caracterização em subgrupos refere-se ao fato de que

pacientes de Alzheimer podem apresentar padrões distintos de funções cognitivas

preservadas e prejudicadas. Os subgrupos melhor documentados são aqueles com

déficits semânticos e de correlação de palavras, ao mesmo tempo que apresentam
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capacidades visuo-espaciais normais ou quase normais, e pacientes com o perfil

oposto (Haxby e co/s., 1985; Martin e co/s., 1986; Martin, 1987; Fisher e co/s., 1996).

o diagnóstico definitivo da Doença de Alzheimer só pode ser feito utilizando

evidência histopatológica, por biópsia ou autópsia (McKhann e co/s., 1984). Existe

considerável subjetividade e discordância entre os neuropatologistas na determinação

do diagnóstico de Doença de Alzheimer. Três razões principais podem explicar este

fenômeno: a relação complexa e incerta entre o envelhecimento cerebral normal e a

Doença de Alzheimer, o papel ambíguo do histórico clínico de demência no diagnóstico

histopatológico da doença, e diferenças nos processos de coloração.

Apesar da existência de um amplo consenso na descrição dos sinais clássicos

do cérebro acometido pela Doença de Alzheimer, uma substancial variação

interindividual pode ser observada entre vários casos. Mais importantemente, vários

estudos mostraram que a maioria dos indivíduo idosos apresentam EN no hipocampo

mesmo na ausência de déficit cognitivo ou na presença de déficit de memória muito

brando (Price e co/s., 1991; Arriagada e co/s., 1992a; Arriagada e co/s., 1992b; Hof e

co/s., 1992; West e co/s., 1994). As PS podem aparecer precocemente no neocórtex de

indivíduos cognitivamente preservados, enquanto o hipocampo é relativamente

poupado pela formação de PS no início do processo neurodegenerativo (Pearson e

co/s., 1985; Lewis e co/s., 1987; Hof e co/s., 1992). Se qualquer EN ou PS observada

representa um processo patológico ou um fenômeno típico da idade, ainda é um

assunto controverso. É um fato bem estabelecido que tanto a freqüência de EN quanto

a de PS em indivíduos cognitivamente intactos está fortemente relacionada à idade

(Giannakopoulos e co/s., 1996).

Independentemente dessa controvérsia, existe um consenso que implica que o

diagnóstico de Doença de Alzheimer deve ser baseado na severidade e distribuição

das alterações patológicas, e não apenas na presença ou ausência de EN e PS. Tanto

a perda neuronal quanto sináptica em córtices associativos são bons preditores da

severidade da demência; entretanto, não são específicos para a Doença de Alzheimer

e são difíceis de estudar, uma vez que se baseiam em deficiências presumidas a partir

de uma estrutura normal. Além disso, as técnicas de preparação do tecido e contagem

influenciam a avaliação (West &Gundersen, 1990; Gomez-Isla e co/s., 1996).
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A evolução dos critérios neuropatológicos para a Doença de Alzheimer é

marcada pela hesitação entre duas posições teóricas: a primeira considera que o

diagnóstico neuropatológico de Doença de Alzheimer deveria apenas ser proferido na

presença de demência clinicamente evidente; a segunda propõe uma nítida separação

entre a definição neuropatológica da doença e sua expressão clínica. A vertente que

une a neuropatologia e o diagnóstico clínico de demência está baseada em razões

históricas, uma vez que o caso original descrito por Alzheimer em 1907 está baseado

na presença de um histórico clínico de demência e formação abundante de EN e PS no

córtex cerebral. Apesar da inclusão da demência como uma condição indispensável

para o diagnóstico neuropatológico da Doença de Alzheimer apresentar a vantagem de

diminuir a proporção de diagnósticos falsos-positivos, esta abordagem apresenta

apreciável oposição na literatura corrente. De fato, se o diagnóstico neuropatológico da

Doença de Alzheimer for dependente de impressões clínicas, então o mesmo é de

pouco valor como "gold standard". Além disso, o diagnóstico clínico da demência pode

não ser sensível ou confiável nos estágios iniciais da doença. Uma vez que a Doença

de Alzheimer é uma encefalopatia global e de progresso lento, é provável que o

acúmulo de lesões abaixo do limiar clínico a torne assintomática por um longo período,

talvez por anos (Hubbard e cols., 1990; Hof e cols., 1992; Bouras e cols., 1993). Se

estes casos forem considerados "negativos" pela ausência de demência, informações

cruciais sobre os estágios mais iniciais da patogênese da doença podem permanecer

desconhecidas (Hyman, 1997; Wisniewski & Sílverman, 1997).

A terceira fonte de variação no diagnóstico neuropatológico da Doença de

Alzheimer é o uso de diferentes procedimentos de coloração, particularmente na

avaliação das PS (Vallet e cals., 1992). A disseminação do uso de técnincas

imunocitoquímicas torna possível a visualização de um maior número de lesões,

incluindo placas difusas de P13A, assim como os diferentes tipos de PS. Entretanto,

apesar da imunocitoquímica revelar mais alterações que os métodos histológicos

clássicos, estas mudanças não se correlacionam tão bem com a severidade da doença

(Wisniewski & Silverman, 1997). Na verdade, métodos que revelam uma grande

quantidade de lesões não são necessariamente melhores, e deve-se manter em mente

que métodos menos sensíveis podem permitir uma melhor diferenciação entre as

categorias de classificação. Dependendo dos procedimentos de coloração, uma
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quantidade excessiva de resultados falsos-positivos ou falsos-negativos pode ser

obtida.

1.1.4. Fatores de risco

o maior fator de risco para a doença de Alzheimer é, sem dúvida, a idade.

Estudos mostram que a incidência da doença aumenta de cerca de 13% entre pessoas

com 77 a 84 anos de idade para 48% naqueles com mais de 95 anos de idade (Evans

e cals., 1989; von Strauss e cals., 1999). Dados conjuntos de 4 grandes estudos norte

americanos (Framingham, East Boston, Rochester e Baltimore) mostram que a taxa de

incidência idade-específica aumenta exponencialmente após os 65 anos de idade,

dobrando a cada cinco anos, pelo menos até a idade de 90 anos (Brookmeyer e cals.,

1998). Entre centenários, os dados são mais escassos, mas alguns estudos sugerem

que a grande maioria desta população apresenta alguma demência, sendo a maior

parte devida à Doença de Alzheimer (Ebly e cals., 1994; Asada e cals., 1996); outros

estudos, entretanto, são mais encorajadores, colocando a incidência da Doença de

Alzheimer abaixo de 30% em centenários (Sobel e cals., 1995; Perls e cals., 1999)

Outro fator de risco é o histórico familiar; existe uma relação geral entre o histórico

familiar positivo para doença de Alzheimer e o risco de incidência em parentes de

primeiro grau. Esta associação é bem determinada para a doença de Alzheimer de

início precoce, mas não é tão clara na Doença de Alzheimer tardia (Thal e cals., 1988).

Na verdade, esta associação familiar para a forma de início tardio não é considerada

significativa.

Entre outros fatores, também podemos destacar o sexo feminino (Nishihara &

Ishii, 1986; Ojeda e cals., 1986; Wade e cals., 1987), embora este fato possa ser

explicado em parte pela maior sobrevida das mulheres afetadas em relação aos

homens afetados (Beard e cals., 1994); o trauma encefálico também tem sido indicado

como um fator de risco, após a descoberta de lesões do tipo Alzheimer em boxeadores

afetados por demência pugilística (Graham e cals., 1996), apesar destas lesões

estarem primarimente presentes em pacientes portadores do genótipo ApoE-84.

A falta de educação formal também pode ser um fator de risco para Doença de

Alzheimer, ainda que os dados disponíveis não sejam decisivos (Beard e cals., 1992).

Dados recentes também apontam os níveis plasmáticos de homocisteína como um
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fator de risco para a doença de Alzheimer (Seshadri e cols., 2002). A descoberta de

alumínio nas placas neuríticas incitou a investigação entre a possível ligação entre a

exposição a este metal e o risco aumentado para a Doença de Alzheimer. Exposição a

alumínio na água potável e em minas parece realmente aumentar a incidência da

Doença de Alzheimer (Rifat e cols., 1990; 0011, 1993; Jacqmin e cols., 1994) mas o

risco derivado de fontes como medicamentos e antitranspirantes não foi

conclusivamente estabelecido (van Duijn, 1996).

1.2. Doença de Alzheimer e Estresse Oxidativo

Independentemente da ordem de importância das alterações morfológicas no

cérebro de paciente portadores de mal de Alzheimer, um corpo de evidência crescente

associa a destruição neuronal observada nesta doença com a produção e ação de

espécies reativas de oxigênio (ERO). O sistema nervoso central é particularmente

suscetível a danos por radicais livres devido à sua alta taxa metabólica, elevado

conteúdo de lipídios e uma relativa falta de enzimas antioxidantes quando comparado

com outros tecidos (Coyle & Puttfarcken, 1993). Vários estudos correlacionam o mal de

Alzheimer com peroxidação lipídica, observada como uma redução no colesterol e

fosfolipídios de membrana na substância branca do tecido cerebral (Gottfries e cols.,

1986) hipocampo (Zubenko, 1986) e giro temporal superior (Mason e cols., 1992).

Outros estudos observaram um aumento significativo de lipoperoxidação no córtex

frontal de pacientes com mal de Alzheimer, mas não no cerebelo, indicando que a

peroxidação está restrita ao córtex nesta doença (Subbarao e cols., 1990). Outros

autores verificaram a existência de acroleina, um aldeído resultante do processo de

lipoperoxidação, associada a proteínas em ENs, mas não em PSs (Calingasan e cols.,

1999).

Outro mecanismo de produção de ERO que tem sido associado ao mal de

Alzheimer é aquele que envolve metais. Na maior parte dos estudos, observa-se que

os níveis de ferro e ferritina no mal de Alzheimer estão significativamente elevados nas

regiões corticais de massa cinzenta, facilitando a reação de Fenton e produzindo um

excesso de ERO que pode causar lipoperoxidação (Connor e cols., 1992). Um

mecanismo que pode contribuir para este cenário é um trauma craniano severo, que

pode causar a Iise de células cerebrais e liberar reservas de ferro para a reação de
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Fenton. A proteína quelante de ferro p97 (melanotransferrina) também se encontra

elevada no cérebro, fluido cérebro-espinhal (FCE) e em certas regiões do cérebro no

mal de Alzheimer, fortalecendo a evidência da influência do ferro na degeneração

neuronal (Kennard e cols., 1996). Outro mecanismo de produção de ERO na doença

de Alzheimer pode envolver o alumínio. Apesar do alumínio por si só não estimular a

peroxidação lipídica, foi demonstrado que, em conjunção com Fe++, o alumínio produz

um aumento de 3 vezes na peroxidação em eritrócitos, lipossomos e frações

microsomais de fígado de ratos (Quinlan e cols., 1988; Oteiza, 1994). Apesar destas

evidências, o acúmulo de alumínio em neurônios em processo de degeneração não é

um fenômeno universalmente observado (Graham e cols., 1978). Outros metais que

também podem estimular a produção de ERO e potenciar o processo lipoperoxidativo

neuronal são o mercúrio e o cobre (Stacey & Kappus, 1982). O citoplasma de

neurônios vulneráveis mostram um marcado aumento no seu conteúdo de metais de

transição (Kontush, 2001). Quelantes seletivos de cobre e zinco dissolvem depósitos

de amilóide in vitra, e podem interromper a geração de ERO. Estes dados, em

conjunto, podem indicar a importância destes metais como um fator de risco para o mal

de Alzheimer.

Outra via de produção de ERO que pode estar envolvida na doença de

Alzheimer é o catabolismo da dopamina (Cohen & Spina, 1989). Mais especificamente,

tanto a autoxidação como a desaminação oxidativa da dopamina pela monoamina

oxidase geram peróxido de hidrogênio e outras ERO em neurônios dopaminérgicos,

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

Por esta razão, o inibidor seletivo da monoamina oxidase B, a selegilina, tem

sido investigado como um potencial agente terapêutico em uma série de estados

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

A descoberta da presença de resíduos de nitrotirosina no cérebro de pacientes

de mal de Alzheimer (Smith e cols., 1991; Good e cols., 1996) também implica o

envolvimento do peroxinitrito (ONOO-) produzido pela reação entre 02·- e NO', na

gênese do mal de Alzheimer. Outras evidências indiretas da sua influência incluem a

indução da óxido nítrico sintase (iNOS) por P~A e a ativação por P~A e interferon-y de
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espécies reativas de nitrogênio (ERN) a partir da microglia (Meda e cols., 1995). A

microglia é capaz de produzir diversas espécies de ERO e ERN, como parte do burst

respiratório, podendo sua agregação ao redor das PSs também causar uma

superprodução de espécies reativas (Colton & Gilbert, 1987). Isto pode levar, entre

outros fenômenos, à oxidação de proteínas importantes para o funcionamento do

cérebro (Beal, 2002).

Outros estudos demonstraram que o glutamato, um aminoácido excitatório, pode

ser tóxico para as células nervosas (Behl e cols., 1992) fenômeno este conhecido como

excitotoxicidade. A excitação de certos subtipos de receptores de glutamato, como o

subtipo NMDA, pode causar um influxo excessivo de cálcio na célula e a ativação de

enzimas proteolíticas, levando à morte do neurônio. Adicionalmente, um estudo

verificou que a exposição de fatias de hipocampo de rato a superóxido e peróxido de

hidrogênio induz a produção de glutamato (Pellegrini-Giampietro e cols., 1988) num

mecanismo que pode complementar a peroxidação lipídica ou servir como via final

comum para a morte celular. Também há evidências de que a presença de ERO causa

a inativação da glutamina sintetase, a enzima responsável pela remoção do glutamato

(Schor, 1988). Portanto, as ERO não só estimulam a produção de glutamato, como

também diminuem sua taxa de degradação, o que amplia seu efeito neurotóxico.

Uma outra linha de evidência sugere que a agregação de P~A pode produzir

ERO, sendo assim tóxica para as células nervosas (Behl e cols., 1992; Esposito e cols.,

2002). Em um estudo, a exposição de neurônios a P~A durante uma hora, causou dano

a mitocôndrias, complexo de Golgi e outras organelas membranosas. O relato de que

os níveis de H20 2 aumentam 3 vezes após a adição de P~A a células nervosas (Behl e

cols., 1994) indica que este dano é mediado por ERO e conecta um fator importante da

doença de Alzheimer a ERO. Sabe-se também que a interação entre P~A e o radical

ânion superóxido pode causar dano aos microvasos cerebrais; este processo pode

levar ao desenvolvimento do mal de Alzheimer (Thomas, 1996). A existência de sítios

que ligam metais de transição à P~A acrescenta mais evidências a esta linha de

raciocínio (Lovstad, 1987; Schõneich, 2002). A localização dos sítios que ligam metais

de transição e a dos que os reduzem em diferentes porções da P~A explica por que

esta proteína apresenta um maior efeito pro-oxidante quando presente em agregados

(Kontush, 2001). O envolvimento de metais de transição na produção de ERO por P~A
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também pode explicar porque estudos de ESR falharam ao tentar detectar espécies

reativas formadas espontaneamente pelo peptídeo in vitro (Turnbull e co/s., 2001).

Existem estudos que associam a doença de Alzheimer a disfunções funcionais

de vários componentes da cadeia de transporte de elétrons (Parker e co/s., 1989;

Parker e co/s., 1990). Como a cadeia respiratória é a fonte mais importante de ERO no

organismo, qualquer disfunção que afete a sua eficiência pode aumentar a produção de

ERO. Este mecanismo também oferece uma explicação para os estranhos padrões de

herança em mal de Alzheimer familiar, implicando a herança mitocondrial em parte do

processo de desenvolvimento da doença. Vale lembrar que as regiões cerebrais mais

atingidas pela doença de Alzheimer são aquelas que possuem taxa metabólica mais

elevada e maior expressão de enzimas mitocondriais (Lai & Cooper, 1986;

Chandrasekaran e co/s., 1992; Mielke e cols., 1998).

Em relação aos antioxidantes enzimáticos, os estudos já realizados não

evidenciam um padrão consistente. Alguns autores relatam níveis elevados de

glutationa peroxidase, glutationa redutase e catalase no cérebro de pacientes de

doença de Alzheimer (Lovel! e cals., 1995). Outros verificaram que pacientes de mal de

Alzheimer podem possuir níveis cerebrais elevados de Cu,Zn-SOO (superóxido

dismutase dependente de Cu e Zn) e diminuídos de catalase (Frolich & Riederer,

1995). Outros ainda correlacionam a expressão de CU,Zn-SOO com a modulação da

atividade de células microgliais, inibindo a produção de NO', TNF-a e IL-1~ (Chang e

cals., 2001). Entretanto, um aumento nos níveis de SOO (superóxido dismutase) sem

um aumento proporcional nos níveis de catalase ou glutationa peroxidase, pode levar a

um acúmulo de H202, que é convertido em radical hidroxila; por outro lado, sabe-se

que a deficiência de SOO também pode aumentar o risco de estresse oxidativo.

Portanto, qualquer alteração no equilíbrio dinâmico de antioxidantes enzimáticos

parece aumentar o risco de geração de ERO.

Ainda não há um consenso sobre a relação entre os níveis de antioxidantes não

enzimáticos e a doença de Alzheimer. Existem estudos mostrando que pacientes de

síndrome de Oown que apresentam mal de Alzheimer possuem níveis plasmáticos

mais baixos de vitamina E, que pacientes controles (Jackson e cals., 1988). Células de

Purkinje em mal de Alzheimer apresentam uma maior quantidade de proteína
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transportadora de a-tocoferol que células de pacientes normais, sugerindo uma

necessidade maior de antioxidantes na doença (Copp e cals., 1999). A vitamina E in

vitro parece proteger as células nervosas contra a morte, a oxidação protéica e o

acúmulo de ERa, induzidos por P~A (Yatin e cals., 1999). Existe também evidência de

que antioxidantes não-enzimáticos podem proteger a integridade do receptor

muscarínico, potencialmente protegendo contra disfunções cognitivas (Frey e cals.,

1996). Os níveis de glutationa total no cérebro, porém, não são alterados em pacientes

de mal de Alzheimer quando comparados com controles (Perry e co/s., 1987). De

qualquer maneira, parece haver indícios de que a suplementação com vitamina E e

vitamina C pode proteger os idosos contra a perda de função cognitiva (Masaki e cals.,

2000; Behl & Moosmann, 2002; Engelhart e cals., 2002).

A relevância do dano causado pelas espécies reativas de oxigênio nas células

cerebrais em mal de Alzheimer é atestado por trabalhos que estabelecem a ocorrência

de aumento da oxidação de proteínas, lipídios e DNA nuclear e mitocondrial no cérebro

(Mecocci e co/s., 1994; Hensley e cals., 1995; Markesbery, 1997; Perry e co/s., 2002)

em conjunto com uma queda nos níveis de reparo de DNA oxidado (Lovel! e cals.,

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

1.3. Inflamação

A inflamação é a reação do organismo à invasão por um agente infeccioso ou

apenas reação a uma lesão física. Esta reação atrai leucócitos e moléculas plasmáticas

para o local de infecção ou dano tecidual.

As reações que se desenvolvem nos tecidos em resposta ao dano ou à infecção

são denominadas reações inflamatórias. Esta reação inflamatória pode ou não evoluir

para uma resposta imunológica específica. Durante a reação inflamatória são

identificados dois eventos diferenciados e que se relacionam: os eventos vasculares e

os eventos celulares.

1.3. 1. Eventos Vasculares

Os eventos vasculares ocorrem na microcirculação. Em condições normais a

microcirculação é formada por arteríolas (30 a 40m m de diâmetro) que apresentam

uma fina camada muscular. As arteríolas ramificam-se em vasos menores (7mm de
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diâmetro, chamados de vasos capilares) os quais fazem a ligação entre os

compartimentos arteriolar e venular da microcirculação. Alguns desses capilares são

precedidos de esfíncteres pré-capilares que regulam a densidade sangüínea de uma

determinada área da microcirculação. Assim, em condições normais, existem capilares

em repouso, por onde o sangue não circula.

O rubor e o aumento de temperatura local que caracterizam as regloes de

inflamação se devem a maior quantidade de sangue fluindo através dos vasos locais. O

aumento do fluxo sangüíneo, por sua vez, se deve a uma fugaz vasoconstrição arterial,

que logo é seguida por dilatação ativa e intensa das arteríolas, capilares e veias do

local. Os esfíncteres pré-capilares se relaxam e, como conseqüência, numerosos

capilares, que estavam fechados, em repouso, se abrem aumentando

significativamente o número de capilares funcionantes. O edema associado é resultado

da exsudação dos vasos a partir das vênulas.

Os capilares sangüíneos são revestidos por células endoteliais que apresentam

junções intercelulares muito firmes. O aumento da permeabilidade capilar é causado

pela retração das células endoteliais abrindo as junções intercelulares e, possivelmente

também, pelo aumento no transporte vesicular através do endotélio. Isto permite que

moléculas de maior peso molecular atravessem o endotélio, facilitando a chegada de

anticorpo, complemento e moléculas de outros sistemas enzimáticos do plasma

(sistema de coagulação, sistema fibrinolítico e sistema das cininas) no local da

inflamação. Este aumento de líquido no local da inflamação leva a um aumento da

drenagem linfática, o que pode ser benéfico por permitir que o agressor seja retirado e

levado até linfonódos onde entra em contato com células do sistema imune adaptativo.

Contudo não é necessário que nenhum destes vasos seja diretamente afetado pelo

próprio agente inflamatório. A causa imediata de tais modificações é a ação local dos

chamados mediadores químicos da reação inflamatória aguda. Estes mediadores são

sistemas de enzimas plasmáticas, citocinas e produtos de mastócitos, plaquetas e

leucócitos.

1.3. 1. 1. Mediadores

Aminas vasoativas: A histamina e a serotonina estão envolvidas na

vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular no local da inflamação. A
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liberação de histamina pelos mastócitos e basófilos e desencadeada por injúria

tecidual, complexo antígeno-anticorpo e pelo sistema complemento.

Sistema de Coagulação: A função final do sistema de coagulação é a produção

de fibrina, elemento essencial para a formação do trombo sangüíneo. Este sistema

pode ser desencadeado por injúria tecidual ou por fatores liberados pelos tecidos, e

tem como função durante a resposta inflamatória delimitar a área inflamada impedindo

a rápida disseminação do agressor.

Sistema Fibrinolítico: Sua função dentro da coagulação sangüínea é de desfazer

os trombos e deste modo manter um fluxo sangüíneo contínuo. Dentro da resposta

inflamatória está envolvida na ativação do sistema complemento e participar do

aumento da permeabilidade vascular.

Sistema Cininas: Este sistema de enzimas tem como função a ativação das

plaquetas e produção de bradicinina e calicreína. A bradicinina é um potente agente

vasoativo, produz vasodilatação, contração da musculatura lisa e produz dor. A

calicreína é um agente quimiotático para neutrófilo.

Sistema Complemento: Este sistema participa da resposta imune adaptativa,

porém pode ser ativado por uma via alternativa a partir de endotoxinas,

lipopolissacarídios de parede bacteriana e por outros sistemas de enzimas plasmáticas.

Têm função na opsonização de microorganismos, promove a degranulação de

mastócitos e age como fator quimiotático de fagócitos.

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

produzidos pelas células do tecido afetado, e atraem linfócitos e fagócitos.

Produtos do metabolismo do ácido araquidônico: O ácido araquidônico é

encontrado em fosfolipídios de membranas celulares em mastócitos, basófilos,

macrófagos e células endoteliais. Os produtos gerados do metabolismo do ácido

araquidônico são os leucotrienos e as prostaglandinas. As prostaglandinas agem na

vasodilatação, inibem a agregação plaquetária, potencializam a dor, causam

vasoconstrição e modulam a função de macrófagos. Os leucotrienos promovem

quimiotaxia, aumento da permeabilidade vascular, agregação e pavimentação de

leucócitos nas células endoteliais e vasoconstrição.
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1.3.2. Eventos celulares.

As células fagocíticas fazem parte da resposta imune inata, compreendendo a

primeira linha de defesa do organismo e, estão relacionadas com o processo de

inflamação. Os fagócitos estão divididos em duas categorias: os monócitos/macrófagos

e os granulócitos. Além destas células, a resposta imune é assessorada por inúmeras

células com características bastantes distintas. As células acessórias incluem: células

apresentadoras de antígenos, plaquetas, mastócitos e células endoteliais.

Em condições normais, os leucócitos circulam através de todos os tecidos do

organismo. Cada grupo celular possui um padrão característico de migração. Quando

há inflamação em um determinado local, uma reação de atração de leucócitos de

diferentes populações para o tecido inflamado, é desencadeada. O aumento da

permeabilidade vascular associado à dilatação do leito capilar e venoso, além de outros

fatores como o aumento da adesividade das plaquetas e a hemoconcentração,

colaboram para um progressivo retardo da circulação na área inflamada. Uma das

consequências é a mudança no padrão de circulação. Em condições normais, os

elementos figurados do sangue circulam no centro da corrente e o fluído circula em

contato com o endotélio. Na inflamação, esta condição se modifica; as células passam

a circular por toda a coluna sanguínea, facilitando o contato dos leucócitos com as

células endoteliais. O processo de aproximação dos leucócitos à parede do vaso

próximo ao local de inflamação é denominado marginação dos leucócitos, enquanto

que sua adesão denomina-se pavimentação e sua passagem para o tecido chama-se

diapedese. A migração para a área inflamada é direcionada por agentes quimiotáticos,

que são produtos de origem variada, cuja ação resulta em marginação, pavimentação e

diapedese de leucócitos para o tecido inflamado. São agentes quimiotáticos: os

fragmentos do sistema complemento ativado, fatores derivados do sistema fibrinolítico,

sistema cininas, produtos de leucócitos e plaquetas, e produtos de determinadas

bactérias.

Na primeira fase de reação inflamatória, os neutrófilos são os mais numerosos

leucócitos a serem recrutados ao local afetado, encarregando-se da fagocitose, por

exemplo, de bactérias. Os neutrófilos morrem durante o processo de destruição do

invasor. Outro efeito combinado de produtos de neutrófilos e endotoxinas bacterianas
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(pirogênios) é a elevação da temperatura corporal. Outros leucócitos fagócitos,

principalmente monócitos, são recrutados, secundariamente, para o local de

inflamação. Os monócitos diferenciam-se localmente em macrófagos, fagocitando

bactérias e restos teciduais. Com o tempo, as características da população celular no

local da inflamação, mudam. Os macrófagos permanecem por um período de tempo

mais longo do que os neutrófilos, no sítio inflamatório e, desempenham um papel

importante na resposta imune, pois vão apresentar antígenos aos linfócitos. Os

eosinófilos, os basófilos e linfócitos passam a atuar, principalmente, em estágios mais

avançados da inflamação, desencadeando a resposta imune. A migração de grande

quantidade de linfócitos para o local, vai permitir que o pequeno número de linfócitos

específicos para cada antígeno, possa encontrar o antígeno.

1.4. Doença de Alzheimer e Inflamação

Existem várias evidências indicando que a evolução da doença de Alzheimer é

acompanhada de um intenso processo inflamatório que se desenvolve nas vizinhanças

das placas senis. O estudo dos papéis do sistema imune na Doença de Alzheimer

revelou vários fatos intrigantes. Está bem claro que, pelo menos nos estágios finais da

doença, o padrão de alterações celulares e moleculares, no interior e nas adjacências

dos depósitos amilóides e neurônios em degeneração, lembra uma resposta

inflamatória. A microglia encontra-se ativada, várias citocinas e moléculas de adesão

celular pró-inflamatórias encontram-se aumentadas e o sistema-complemento

encontra-se ativado (De Simone e cals., 1995; Walker e cals., 2001). Muitas destas

modificações representam, provavelmente, uma resposta ao dano e à morte neuronal

e, como tais, podem proteger ou colocar em risco os neurônios restantes. Por exemplo,

a microglia pode produzir tanto produtos neurotóxicos, tais como óxido nítrico e

excitotoxinas (Combs e cals., 2001) quanto agentes neuroprotetores, como TNF e

TGF-p (Mattson e cals., 1997a). Adicionalmente, o processo inflamatório parece

exercer efeitos bastante complexos sobre o processamento enzimático da PPA e,

sobre a deposição e remoção da PpA (Gitter e cals., 2000; Xiang e cals., 2002; Sheng

e cals., 2003)

Dados epidemiológicos preliminares e estudos clínicos sugerem que a

administração de anti-inflamatórios não-esteroidais pode diminuir o risco para a Doença
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de Alzheimer (Breitner, 1996; Mackenzie, 2001; Aisen, 2002) apesar de estudos mais

recentes sugerirem que a atividade antioxidante destas drogas pode ser o mecanismo

subjacente dos seus efeitos benéficos.

A primeira linha de evidência, sugerindo que processos inflamatórios

desempenham um papel na patogênese da Doença de Alzheimer, é derivada das

análises posf-morfem de tecido cerebral de pacientes. Análises histológicas revelam a

presença de vários mediadores inflamatórios, incluindo proteínas do sistema

complemento e citocinas, em associação com placas amilóides e EN. Os primeiros

estudos nessa direção (Eikelenboom & Stam, 1982) revelaram a presença de IgG e

moléculas do sistema-complemento (C1q, C3b, C3c, C3d e C4) em placas. Estudos

subseqüentes utilizando técnicas imunoenzimáticas demonstraram a ativação do

sistema complemento nas placas (Eikelenboom e cols., 1989). Estes achados foram

reproduzidos em vários outros estudos (Ishii & Haga, 1984; McGeer e cols., 1989). As

proteínas do sistema complemento parecem localizar-se preferencialmente em placas

clássicas, mas não em placas difusas (Afagh e cols., 1996) ou em astrócitos ou

microglia associados à placa. Proteínas de fase aguda podem ser encontradas tanto no

tecido cerebral (Kalaria & Kroon, 1992; Kalaria & Perry, 1993) como no sangue

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

Os níveis de TNFa também se encontram elevados na microglia associada às

placas amilóides (Dickson e cols., 1993) assim como os níveis circulantes desta

citocina (Fillit e cols., 1991) indicando uma condição sistêmica de fase aguda. Também

os níveis de TGF-J31 e TGF-J32 encontram-se aumentados em PS e EN (van der Wal e

cols., 1993; Flanders e cols., 1995) indicando um possível papel desta citocina na

deposição de ambas as proteínas. Outras moléculas inflamatórias, que encontram-se

em quantidades aumentadas em cérebros de pacientes de Doença de Alzheimer,

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

A ciclooxigenase-2 (COX-2) que catalisa a produção de prostaglandinas a partir

do ácido araquidônico, é um alvo importante para drogas anti-inflamatórias. A COX-2

está estimulada na microglia após dano cerebral ou exposição a lipopolissacarídio,

mas, diferentemente do que acontece em outros macrófagos periféricos, não é induzida

por TNFa, IL-1J3 ou IL-6 (Bauer e cols., 1997). Estes dados indicam que a microglia
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pode ser uma importante fonte de prostaglandinas e, portanto, provavelmente

desempenhar um papel importante nas respostas inflamatórias do cérebro. Apesar de

alguns dados indicarem a diminuição dos níveis de RNAm para COX-2 no cérebro de

pacientes de Doença de Alzheimer (Chang e cals., 1996) estudos subsequentes

mostram que a imunoreatividade para COX-2 está aumentada em neurônios piramidais

do hipocampo de pacientes, quando comparados com controles de mesma idade; este

aumento se correlaciona com a densidade das PS (Ho e cals., 1999). Neste mesmo

estudo, ficou demonstrado que neurônios de camundongos transgênicos, que

superexpressam COX-2, são mais suscetíveis à toxicidade de P~A que neurônios

normais, sugerindo que altos níveis de COX-2 na Doença de Alzheimer poderiam

contribuir para o processo neurodegenerativo. De maneira geral, as cicloxigenases

parecem desempenhar um papel importante na patogênese desta doença (Hoozemans

e cols., 2002).

Entretanto, várias citocinas produzidas na resposta inflamatória podem possuir

funções neuroprotetoras. Neurônios hipocampais primários tratados com TNFa

apresentam maior resistência à morte celular induzida por excitotoxicidade, danos

oxidativos e exposição a P~A (Cheng e cals., 1994; Barger e cals., 1995). A via de

sinalização celular que media os efeitos anti-apoptóticos e anti-excitotóxicos do TNFa

envolvem a ativação do fator de transcrição NF-KB, que induz a expressão de várias

proteínas neuroprotetoras, incluindo Mn-SOD (superóxido dismutase dependente de

manganês) e BcI-2 (Mattson e cals., 1997b; Yu e cals., 1999; Mattson e cals., 2000). O

papel do TGF~ é menos claro, com relatos de neuroproteção (Prehn e cals., 1993;

Chao e cals., 1994) ou neurodegeneração (Finch e cals., 1993; Wyss-Coray e cals.,

1995).

Alguns autores sugerem que o processo inflamatório cerebral na Doença de

Alzheimer ocorre, mesmo antes da deposição de amilóide e dos processos

neurodegenerativos (Eckert e cols., 1996; Guo e cals., 1999a; Guo e cols., 1999b; Guo

e cals., 1999c) através de alterações na sinalização de cálcio. Este processo pode

contribuir para o processo neurodegenerativo da doença.

O cérebro não somente é imunologicamente ativo por si só, como também

realiza complexas interações imunológicas periféricas. Por exemplo, células microgliais
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obtidas a partir de culturas são capazes de fagocitar fibrilas de amilóide, mas não de

degradá-Ias (Frackoviak e cols., 1992). Existem, inclusive, autores que propõem a

microglia como produtora, ao invés de destruidora, das fibrilas de amilóide (Wisniewski

& Wegiel, 1992). A sobrecarga fagocítica que se instala neste processo pode iniciar o

estado inflamatório crônico que é encontrado na patologia da doença de Alzheimer.

Mais de 40 proteínas, que não são específicas da doença de Alzheimer, já foram

descritas em suas lesões, a maioria das quais associadas com o processo inflamatório

(McGeer & McGeer, 2001). Estas incluem inibidores de complemento (Akiyama e cols.,

1991; McGeer e cols., 1991; Kalaria & Kroon, 1992; McGeer e cols., 1992) citocinas

inflamatórias (Benveniste, 1992; Araujo & Lapchak, 1994; Wilson e cols., 2002) e

outras. Este padrão de ativação inflamatória também pode ser observado na

decorrência da encefalopatia espongiforme, uma outra forma de neurodegeneração

que envolve proteínas (Eikelenboom e cols., 2002). Adicionalmente, o processo

inflamatório diminui o pH na sua vizinhança, estimulando a agregação da Pf3A e a

formação de fibrilas de amilóide (Atwood e cols., 1998). A inflamação também estimula

a secreção de ceruloplasmina do fígado e acelera a transferência de cobre para o sítio

inflamatório (Berton, 1993). Esta cascata pode representar uma importante fonte de

cobre ativo em reações redox no mal de Alzheimer, devido à ativação microglial que

acompanha esta doença (McRae e cols., 1997). Existem indícios de que as

ciclooxigenases da microglia também podem desempenhar um papel importante na

patogênese do mal de Alzheimer (Hoozemans e cols., 2002). Também é importante

lembrar que as citocinas inflamatórias, por si próprias, podem ser capazes de alterar o

estado cognitivo no envelhecimento (Wilson e cols., 2002) assim como, estudos com

vastatinas demonstraram a sua capacidade de inibir reações inflamatórias em células

estimuladas por P~A (Sun e cols., 2003).

Estes indícios apontam para uma hipótese inflamatória do desenvolvimento da

doença de Alzheimer. Esta resposta inflamatória seguiria os moldes do esquema a

seguir:
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o efeito das espécies reativas de oxigênio nas células cerebrais em mal de

Alzheimer é atestado por trabalhos que estabelecem a ocorrência de aumento da

oxidação de proteínas, lipídios e DNA nuclear e mitocondrial no cérebro (Mecocci e

cols., 1994), em conjunto com uma queda nos níveis de reparo de DNA oxidado (Lovel!

e cols., 1999). Apesar de todo o estudo realizado na caracterização das lesões e

entendimento do processo que leva à demência no mal de Alzheimer, somente um

estudo mostrou que o uso de vitamina E, pode retardar os sintomas mais graves da

Doença de Alzheimer, o que vem reforçar o conceito de uma doença inflamatória (Sano

e cols., 1997; Smith e cols., 2002). Várias abordagens promissoras ainda estão sendo

estudadas, mas em estágios iniciais de pesquisa, como os isômeros R de

antiinflamatórios não-esteroidais (Morihara e cols., 2002). Uma das grandes

esperanças dos últimos tempos, a vacina contra P~A, infelizmente mostrou ter efeitos

colaterais inaceitáveis, enfatizando a falta de conhecimento sobre o papel

desempenhado por cada molécula responsabilizada pela doença de Alzheimer (Check,

2002; Munch & Robinson, 2002; Senior, 2002; Bradbury, 2003). Também existe uma

notável falta de dados sobre os fatores que indicam uma predisposição ao

aparecimento do mal de Alzheimer, assim como poucos dados que correlacionem
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parâmetros sistêmicos com a severidade da doença. Também não existem dados que

correlacionem alterações em parâmetros oxidantes e antioxidantes com a evolução da

doença em pacientes com sintomas brandos, dificultando a busca por fundamentos que

justifiquem a variação na velocidade do declínio cognitivo nos pacientes e subsidiem a

procura por um tratamento eficaz.

Tomados em conjunto, os dados expostos apoiam a noção que a doença de

Alzheimer possui um componente inflamatório fundamental que envolve reações de

ERO/ERN. Este componente parece estar ligado a um aumento da atividade da

microglia cerebral podendo, inclusive, ser um dos mais suscetíveis a intervenção, na

procura de um tratamento para esta doença. Entretanto, a avaliação da atividade da

microglia durante o desenvolvimento da doença de Alzheimer em paciente humanos é

impraticável devido à sua localização, sendo assim justificada a procura de modelos

que utilizem parâmetros de fácil acesso e que, ao mesmo tempo, possam refletir o

estado de ativação da microglia. Sendo esta microglia composta em grande parte de

macrófagos provenientes da circulação (Cotran e cols., 1999) e, tendo em vista que na

circulação os macrófagos se encontram sob a forma de monócitos e, ainda, sabendo

se que tanto a microglia quanto os monócitos apresentam a mesma origem

embrionária, o estudo destes últimos pode contribuir para o entendimento do

componente inflamatório na patologia em questão, estabelecendo, ao mesmo tempo, a

viabilidade da utilização de uma técnica minimamente invasiva, como uma coleta de

sangue rotineira, para o acompanhamento da evolução da doença de Alzheimer.
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Este trabalho tem por objetivo estudar, de forma comparativa, parâmetros

plasmáticos, eritrocitários e monocitários representativos da atividade inflamatória e

oxidativa em idosos que não apresentam déficit cognitivo e em idosos apresentando

diagnóstico provável da doença de Alzheimer.

Existe um corpo crescente de evidências demonstrando que a doença de

Alzheimer possui um componente inflamatório importante, que se desenvolve ao redor

das placas senis. A atividade da microglia, que é a principal responsável por este

quadro inflamatório cerebral, não pode ser avaliada diretamente, o que justifica a busca

de parâmetros sangüíneos que possam avaliar esta atividade. Sob este prisma, os

monócitos são as células circulantes mais diretamente relacionadas ao processo

inflamatório que se desenvolve no mal de Alzheimer, uma que vez que estes são

recrutados para a formação de nova microglia no processo inflamatório localizado.

Os parâmetros obtidos a partir da avaliação da atividade dos monócitos foram

relacionados a uma série de parâmetros pró e antioxidantes plasmáticos e

eritrocitários, indicativos de estresse oxidativo nos grupos a serem estudados. Os

resultados obtidos podem auxiliar no entendimento da paticipação do componente

inflamatório e pro-oxidante nesta patologia. Ao mesmo tempo, diferenças nos perfis

antioxidantes entre os dois grupos estudados podem sugerir alternativas terapêuticas

que retardem a evolução da doença.
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3. SELEÇÃO DOS PACIENTES

Em 1991, iniciou-se o projeto de seguimento prospectivo de uma coorte de

idosos residentes em zona urbana do município de São Paulo, denominado

"Epidemiologia do Idoso" (EPIDOSO) que deu origem a amostra de idosos envolvidos

no presente estudo. Sob a coordenação do Centro de Estudos do Envelhecimento da

Universidade Federal de São Paulo - Escola Paulista de Medicina (CEE) uma

população inicial de 1667 idosos que continua sendo avaliada periódicamente,. após

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

Os objetivos do projeto EPIDOSO foram os de avaliar a capacidade funcional

dos idosos e identificar fatores de risco para a mortalidade geral que pudessem ser

incorporados ao atendimento clínico desses pacientes, no nível primário de atenção à

saúde. Foram considerados indivíduos idosos, para esse projeto, aqueles com idade

igualou superior a 65 anos entre 1991 e 1992. Neste período, foram realizadas

entrevistas domiciliares, avaliação clínica no CEE e retorno para a coleta de exames

laboratoriais. Esta metodologia foi repetida entre 1993 e 1994. Entre 1998 e 1999,

houve a terceira onda de avaliações, nesta época centrada no CEE onde eram

realizadas as entrevistas, por médicos que procediam a um exame físico (IMC - índice

de massa corpórea, FC - frequência cardíaca , PA - pressão arterial, estado geral,

avaliação cardiológica e neurológica). Todos realizavam exames laboratoriais, e uma

parcela significativa foi examinada na densitometria óssea. Essa metodologia foi

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

3.1. Casuística

Os pacientes participantes deste estudo são parte integrante da última onda de

dados do Projeto Epidoso (2000/2001) e que vem recebendo acompanhamento

gerontológico no Centro de Estudos do Envelhecimento (CEE) da UNIFESP, por

equipe interprofissional coordenada pelo geriatra.

Foram selecionados para este estudo 65 idosos, com idade média de 82 anos,

que tiveram sua capacidade funcional e perfil laboratorial avaliados. Estes idosos

foram, inicialmente, submetidos a um inquérito clínico realizado por geriatra, composto

de anamnese, exame físico e avaliação da autonomia mental, através do grau de

função cognitiva. Pacientes com histórico de doenças cardiovasculares, neoplasias ou
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doenças inflamatórias crônicas forma excluídos deste estudo. Pacientes com

alterações inflamatórias perceptíveis através da avaliação da velocidade de

hemossedimentação (VHS) ou dos níveis plasmáticos de proteína C reativa (PCR)

também foram eliminados do estudo. O projeto e protocolo de trabalho foi submetido à

Comissão de Ética Médica da UNIFESP, tendo sido aprovado sob número: 0859/03

(Anexo I). Todos os pacientes, ou seus responsáveis, assinaram o consentimento

informado (anexo 11)

3.2.Avaliação da capacidade cognitiva dos pacientes

Para rastreamento de déficits cognitivos entre os pacientes, foi utilizado o "Mini

Mental State Examination", idealizado por Folstein e colaboradores (1975) (Anexo 111).

Este teste é recomendado pelo NINCOS-AOROA para detecção de possíveis casos de

demência, embora não deva ser utilizado como único instrumento para diagnóstico da

condição. Este teste avalia orientação temporal e espacial, registro, memória recente,

capacidade de cálculo e atenção, linguagem, habilidade de seguir simples comando

verbal e escrito e praxia. O MMSE é um instrumento universal, abrangente, simples e

de rápida aplicabilidade, características que facilitam sua confiabilidade.

A máxima pontuação do MMSE é de 30 pontos. Pode-se usar notas de corte a

faixa entre 24 e 26 pontos, abaixo da qual o teste indica algum tipo de disfunção

cognitiva.

O resultado do MMSE é influenciado pela idade e pelo nível educacional do

paciente. Portanto, este teste identifica dificuldades cognitivas, não devendo ser

utilizado para diagnóstico formal (Crum e co/s., 1993).

Os pacientes que obtiveram um resultado no MMSE inferior a 24 pontos foram

então submetidos ao teste COR (Clinicai Oementia Rating) (Morris, 1993) (Anexo IV).

Este teste avalia a influência da perda cognitiva na habilidade de conduzir as atividades

da vida diária. É um exame que não necessita de notas de corte estabelecidas pelo

desempenho populacional, pois os indivíduos são aferidos em comparação com seu

próprio desempenho no passado. Este instrumento é derivado de uma entrevista com

um parente ou pessoa muito próxima que convive diariamente com o paciente. O COR

se divide em seis categorias: memória, orientação, julgamento e solução de problemas,

relações comunitárias, lar e hobbies e cuidados pessoais.
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Cada categoria é classificada, segundo a entrevista, em: O- nenhuma alteração;

0,5 - questionável; 1 - alteração leve; 2 - alteração moderada; 3 - alteração grave.

Esta classificação, para cada categoria, recebe a designação "box score". Das análise

dos "box scores" pode-se obter o resultado final do teste, que pode variar entre O e 3.

Um resultado de O indica um indivíduo cognitivamente normal; 0,5, um indivíduo de

normalidade cognitiva questionável; 1, um indivíduo com leve demência; 2, indivíduos

com demência moderada; e 3, indiviíuos com demência grave.

o COR foi baseado em outras escalas e em testes psicométricos, ou seja,

critérios clínicos validados para Doença de Alzheimer (Burke e co/s., 1988; McCulla e

co/s., 1989; Rubin e co/s., 1989; Forsell e co/s., 1992; Morris, 1993; Daly e co/s., 2000).

Os pacientes que obtiveram uma pontuação inferior a 1 no teste de COR foram

considerados cognitivamente íntegros (grupo INT), enquanto aqueles que obtiveram

resultados iguais ou superiores a 1 ponto foram incluídos nos grupo de pacientes com

provável Doença de Alzheimer (grupo DA)
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1. Tratamento e coleta das amostras de sangue

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

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

Parte do sangue total foi utilizada para execução das téncnicas de citometria de

fluxo. O restante foi utilizado para seprar o plasma dos elementos figurados do sangue.

Após separação do plasma, os eritrócitos foram resuspensos em tampão fosfato de

sódio 10 mM, NaCI 140 mM, pH 7,4 (PBS) centrifugados a 500 x g por 10 minutos,

entre O°C e 4°C. Este procedimento foi repetido mais duas vezes. Parte do sedimento

de eritrócitos, pellet, resultante da última lavagem foi então utilizado para a medida de

conteúdo total de glutationa (GSH) e o restante hemolisado para a avaliação da

atividade de enzimas antioxidantes, superóxido dismutase (SOO) catalase (CAT) e

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

Amostras de plasma (500fJ.L) foram armazenadas a -SooC, para posterior

determinação de a-tocoferol, ~-caroteno, licopeno, coenzima Q10 e vitamina C. O

plasma também foi utilizado para a determinação da concentração de substâncias

reativas ao ácido tiobarbitúrico (SRAT) e nível de proteínas oxidadas, expressas como

carbonilas plasmáticas.

4.2. Avaliação das enzimas antioxidantes eritrocitárias

4.2.1. Preparo do hemolisado

A 0,4 mL do pellet eritrocitário lavado foram adicionados 3,6 mL de solução

hemolisante (~-mercaptoetanol 0,7mM, EDTA 2,7mM, pH 7,0) (Beutler, 1975). O tubo

contendo esta mistura foi imerso em uma mistura de gelo seco-acetona até o completo

congelamento. Logo a seguir foi descongelado a temperatura ambiente. Esta etapa foi

repetida 3 vezes e ao final o hemolisado foi centrifugado a 27000 x g por 30 minutos,

em centrífuga refrigerada. A fração sobrenadante constituiu o hemolisado e foi utilizado

para medir a atividade das enzimas. Para o cálculo das atividades específicas

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

A quantidade de hemoglobina (Hb) nos hemolisados foi determinada usando

solução de Orabkin modificada (Van Kampen & Zizlstra, 1961). Neste método, os

compostos de Hb, com exceção da sulfahemoglobina, são rapidamente convertidos à

cianometahemoglobina, sob a ação de cianeto e ferricianeto de potássio. O cálculo final

da concentração de Hb foi realizado utilizando-se um fator de calibração, obtido através

de curva padrão, de Hb comercial (Labtest). A concentração de Hb nos hemolisados foi

expressa em mg/ mL.

4.2.3. Determinação da atividade das enzimas antioxidantes

4.2.3.1. Cu,Zn-Superóxido dismutase (E.C. 1.15.1.1)

A atividade desta enzima foi determinada segundo o método descrito por

McCord & Fridovich (1969). O sistema gerador de ânion superóxido é a reação

catalisada pela xantina oxidase, que ao promover a transformação de xantina em ácido

úrico, transfere um elétron para o 02 molecular, produzindo O2--. Esta reação é

acoplada à redução do citocromo c pelo °2--, medindo-se o aumento de absorbância

em 550 llm, a 25°C. A adição de superóxido dismutase (SOO) promove uma inibição

na velocidade de redução de citocromo c, uma vez que a SOD compete com o

citocromo, pelo O2--, dismutando-o a H202.

Os resultados foram expressos em Unidades/ mg de Hb. Uma unidade (U) de

SOO foi definida como a quantidade da enzima que promove 50% de inibição na

redução do citocromo c, por minuto, a 25°C, em pH 7,8.

4.2.3.2. Catalase (E.C. 1.11.1.6)

A catalase (CAT) é uma enzima que promove a decomposição do H202 em H20

e O2. A técnica empregada para medir a sua atividade foi descrita por 8eutler (1975)

que quantifica a velocidade de decomposição da H202 pela enzima, através do

decréscimo de absorbância a 230 nm (E= 0,071 mM-1.cm-1) a 37°C. Os valores de

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

corresponde a quantidade de enzima que hidrolisa 1 J.lmol de H202/ minuto, a 37°C,

em pH 8,0.
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4.2.3.3. G/utationa peroxidase (E.C. 1.11.1.9)

A glutationa peroxidase (GPx) catalisa a redução do H202, bem como de outros

hidroperóxidos, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como co-substrato, produzindo

glutationa oxidada (GSSG). A atividade da GPx no hemolisado foi medida pela técnica

descrita por Sies et aI. (1979) método que baseia-se na medida do decréscimo de

absorbância, promovido durante a redução da GSSG, catalisada pela glutationa

redutase, em presença de NADPH. A velocidade de oxidação do NADPH é

proporcional à velocidade de produção de GSSG a partir de GSH, em presença de

peróxido, catalisada pela GPx (E=6,22mM-1.cm-1). Os resultados foram expressos em

UI 9 de Hb, onde uma unidade de enzima foi definida como a quantidade de enzima

que oxida 1 J.!mol de NADPHI minuto, a 37°C, em pH 8,0.

4.3. Medida da concentração plasmática de antioxidantes de baixo peso

molecular

4.3.1. Medida de a-tocofero/, j3-caroteno, /icopeno e coenzima Q10

4.3.1.1. Preparo dos padrões

Os padrões de a-tocoferol, ~-caroteno e lícopeno foram dissolvidos em

clorofórmio e diluídos em etanol para uma concentração final de aproximadamente 1

J.!M (Motchnik e co/s., 1994). A concentração precisa de cada solução padrão foi

determinada espectrofotometricamente utilizando os seguintes coeficientes de

extinção:

a-tocoferol

~-caroteno

Licopeno

Coenzima Q1°

29211m E1% = 75.8 litros.mor1.cm-1 P.M.: 430.6

45311m E'% = 2620 litros.mor1.cm-1 P.M.: 536.9

472 nm E1% = 3450 litros.mor1.cm-1 P.M.: 536.9

290 11m ç1% = 46.4 litros.mol-1.cm-1 P.M.: 863.4

Todos os padrões se mantiveram estáveis por vários meses a - 80°C.
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4.3.1.2. Oeterminação de a-tocoferol, ~caroteno, Iicopeno e coenzima

Q10.

As concentrações plasmáticas de a-tocoferol, p-caroteno e licopeno foram

determinadas por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) após extração destas

vitaminas com hexano (Lang e cols., 1986). O procedimento utilizado para a extração

do plasma foi o descrito por Burton (1985) e por nós modificado. Uma alíquota de 100

~L de plasma foi agitada em vórtex por 30 segundos com 300 ~L de metanol e

adicionado 4 mL de hexano. Após nova agitação em vórtex por 2 minutos, o tubo foi

centrifugado por 10 minutos a 1000 x g para a separação das camadas. Uma alíquota

de 2,5 mL da camada de hexano (superior) foi transferida para outro tubo e seca sob

nitrogênio. O resíduo da secagem foi resuspenso em 0,5 mL de metanol:etanol 1:1 (v/v)

e filtrado (poro 0.22 ~m).

A análise dos antioxidantes extraídos do plasma foi realizada por HPLC

utilizando-se um detector eletroquímico com potencial de oxidação de 0,6 V, acoplado

a um sistema isocrático de distribuição Waters 510 (Buttriss & Diplock, 1984). As

amostras foram injetadas através de um sistema Rheodyne (Ioop de 20 )J.L) em uma

coluna C-8 Nova Pak de 4 )J.m (3,9 x 150 mm) com fluxo de fase móvel de 1,0 mUmin.

A fase móvel se consistiu de uma solução de 20 mM de perclorato de lítio em

metanol/água 98:2 (v/v). Os picos foram analisados contra os padrões de cada

vitamina, utilizando os respectivos tempos de retenção. As quantidades de cada

antioxidante foram calculadas por comparação entre a área da amostra e a área do

respectivo padrão, de concentração conhecida. Os resultados foram expressos em ~M.

A figura 8 mostra um cromatograma padrão da análise descrita acima.
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Figura 8. Cromatograma padrão da análise de a-tocoferol, l3-caroteno,

licopeno e coenzima Q10.

4.3.2. Medida da concentração plasmática de vitamina C

A determinação da concentração plasmática de vitamina e foi realizada de

acordo com Wagner et aI. (1979). As amostras de plasma, previamente armazenadas a

-80oe (máximo 5 dias) foram extraídas com ácido metafosfórico (HP03) 10%. 300 IlL

de amostra são adicionadas de 900 IlL de HP03, agitadas em vórtex por 30 segundos

e centrifugadas por 5 minutos a 15.600 x g. Após a diluição do sobrenadante na fase

móvel (200 IlL do sobrenadante em 600 IlL de ácido metafosfórico 0,8 %) as amostras

foram filtradas em membrana de poro 0,22 Ilm, injetadas em sistema Rheodyne (Ioop

de 20 IlL) e separadas em coluna e -18 IlBondapak (3,9 x 300 mm) com fluxo de fase

móvel de 0,7 mUmin. A fase móvel se consistiu de uma solução de ácido metafosfórico

0,8%, preparada em água MiliQ. A determinação foi realizada com auxílio de um

detector UV/visível no À: 235 11m. Os picos foram analisados contra o padrão da

vitamina C injetado no mesmo dia. A concentração de vitamina e na amostra foi

calculada por comparação entre a área da amostra e a área do padrão, de

concentração conhecida. Os resultados foram expressos em IlM. A figura 9 mostra um

cromatograma padrão desta análise.
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Figura 9. Cromatograma padrão da análise de vitamina C

4.4. Medida da concentração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico

(SRAT) no plasma.

Esta técnica determina, colorimetricamente, o produto de reação entre o ácido

tiobarbitúrico e os aldeídos produzidos durante a oxidação de lipídios. O procedimento

utilizado foi o descrito por Ohkawa e cols. (1979). Os resultados foram expressos por

llmoles de SRATI mL de plasma.

4.5. Glutationa total

Parte do pellet eritrocitário, diluído em igual volume de tampão de lavagem, foi

utilizado para a quantificação da glutationa total eritrocitária (Tietze, 1969). Os

resultados foram expressos em llmoles de glutationa I mg de hemoglobina.

4.6. Oxidação de proteínas plasmáticas

A quantidade de proteína oxidada circulante no plasma foi medida pela

quantificação das carbonilas proteicas no plasma, utilizando-se enzima-imunoensaio

segundo Buss e cols. (1997). Neste método, a amostra de proteína a ser analisada é

incubada com dinitrofenilhidrazina (DNPH) que reage com carbonilas proteicas e,

então, é aderida a uma microplaca de 96 poços. A seguir a microplaca é incubada com

anticorpo anti-DNP conjugado com biotina. Posteriormente, adiciona-se aos poços um

conjugado de estreptavidina (que reage com a biotina do anticorpo conjugado) e

peroxidase de raiz-forte. A adição de ortofenildiamina (OPD) e H202 aos poços resulta
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na produção de cor à medida que a peroxidase oxida o OPO, proporcionalmente à

quantidade de proteína oxidada presente em cada poço. Após 5 minutos, a reação da

peroxidase é interrompida mediante a adição de ácido sulfúrico 2,5M aos poços. As

absorbâncias foram medidas em um leitor de microplacas utilizando-se o filtro de 490

11m. O cálculo da quantidade de proteína oxidada em cada amostra é baseado na

comparação da absorbância obtida com aquelas obtidas a partir uma curva-padrão

contendo proporções variáveis de albumina bovina reduzida com Na8H2 e albumina

bovina oxidada com HOC!.

4.7. Parâmetros inflamatórios e oxidativos em monócitos

4.7. 1. Marcadores de ativação celular em monócitos

Para a avaliação da ativação basal dos monócitos circulantes, avaliamos a

expressão das proteínas de membrana HLA-OR (ativação celular) e CO-11 b (molécula

de adesão) por meio de citometria de fluxo (8runialti e co/s., 2002). Alíquotas de

sangue total foram incubadas com os seguintes anticorpos monoclonais para

moléculas de superfície, marcados com fluorocromos: anti C066b-isotiocianato de

f1uoresceína (FITC), da PharMingen; anti C014-proteína de clorofila peridina (PerCP),

da 801S; anti HLA-OR-ficoeritrina (PE), da 801S; anti C011 b-aloficocianina (APC), da

801S. Controles foram realizados com isotipos para os anticorpos anti HLA-OR e

C011 b. Após incubação no escuro por 15 minutos, a temperatura ambiente, os

eritrócitos foram lisados (solução de lise FACS, 80IS). As células foram lavadas com

solução P8S e ressuspendidas em P8S 1% NaN3.

4.7.2. Produção intracelular de IL-1 a, IL-6 e TNF-a

A produção intracelular de IL-1a, IL-6 e TNF-a foi quantificada em monócitos

estimulados por LPS, por citometria de fluxo (8runialti e co/s., 2002). Alíquotas de

sangue total foram diluídas 1:2 em meio RPMI (Sigma), adicionado de glutamina, e

incubadas com LPS (concentração final 100 ng/mL) em estufa de C02 5%, a 3rC.

Alíquotas controle foram incubadas na ausência do estímulo. Após uma hora de

incubação, adicionou-se monensina em todos os tubos de amostra, que foram

incubados por mais 5 horas, nas mesmas condições. Ao término do período de

incubação, as amostras foram lavadas com P8S e os eritrócitos foram lisados (solução

de lise FACS, 80IS). As células foram novamente lavadas e incubadas com os
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anticorpos monoclonais de superfície celular, marcados com f1uorocromo, anti C066b

FITC e anti C014-PerCP. As células foram então lavadas e fixadas (PBS 4%

paraformaldeído) por 20 minutos a 4°C. Os tubos foram centrifugados, o sobrenadante

descartado, as células ressuspendidas em solução tamponante (PBS 1% soro fetal

bovino; 0,1% NaN3) e estocadas overnight a 4°C. No dia seguinte, as células foram

centrifugadas e ressuspendidas em solução permeabilizante (PBS 1% soro fetal

bovino; 0,1% NaN3; 0,1% saponina). As amostras foram incubadas com os anticorpos

monoclonais para citocinas, marcados com f1uorocromo: anti IL-1a-PE (BOIS); anti IL

6-PE (BOIS); e anti TNFa-APC (PharMingen), ou seus respectivos isotipos, por 30

minutos, a 4°C. Após mais uma lavagem com PBS, as células foram ressuspendidas

em solução tamponante e levadas para aquisição.

4.7.3. Metabolismo oxidativo

Amostras de sangue total foram primeiramente marcadas com anti C014-PerCP.

As células foram então lavadas com PBS e incubadas com 2',T-diclorofluresceína

diacetato (OCFH-OA) um composto estável, não-fluorescente, que se difunde para

dentro das células e é hidrolisado a 2',T-diclorofluresceína (OCFH). A incubação foi

realizada em banho a 3rC no escuro, por 30 minutos, sob agitação. Dentro das

células, o OCFH é rapidamente oxidado para OCF na presença de H20 2, emitindo

níveis elevados de fluorescência verde. A reação é quantitativamente relacionada à

concentração de H20 2 e, como o OCF é um composto fluorescente polar, ele

permanece preso dentro da célula (Hasui e cols., 1989). Após a incubação, a reação foi

interrompida com a adição de EOTA 3mM. As células foram centrifugadas e os

eritrócitos lisados por hipotonicidade (três seqüências alternadas de NaCI 0,2% por 30

segundos, NaCI 1,6% e centrifugação). A células foram ressuspendidas em PBS

contendo EOTA 3mM e levadas imediatamente para leitura no citômetro de fluxo.

4.7.4. Aquisição de eventos em citometria de fluxo

Cerca de 5000 monócitos foram adquiridos para cada tubo dos ensaio descritos,

baseado em sua marcação com C014-PerCP. Com exceção do ensaio de metabolismo

oxidativo, os neutrófilos foram identificados e excluídos da população de monócitos por

sua marcação com C066b-FITC. Para o ensaio de metabolismo oxidativo, os

neutrófilos foram identificados por seu posicionamento característico em um gráfico de
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dispersão frontal x lateral de luz. A aquisição foi realizada em citômetro de fluxo

FACSCalibur (BDIS) utilizando software de análise CellQuest (BDIS). A expressão dos

marcadores de superfície foi analisada por histogramas e a de interleucinas

intracelulares, por gráficos dot-plot.

4.8. Análise estatística

A normalidade da distribuição dos dados foi aferida através do teste de Shapiro

Wilk. A comparação entre as médias de resultados dos grupos foi realizada utilizando

se o teste t de Student para amostras independentes. A análise da correlação entre os

dados foi feita através do teste de correlação de Spearman.
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5. RESULTADOS

A figura 10, mostra os valores de atividade específica da Cu, Zn-SOO

eritrocitária nos grupos estudados. Não foram encontradas diferenças estatisticamente

significativa entre os grupos estudados.
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Figura 10. Atividade da enzima superóxido dismutase eritrocitária nos grupos
estudados (INT - Pacientes cognitivamente intactos; n=42. DA - Pacientes
com provável Doença de Alzheimer; n=23). Os valores encontram-se
expressos como média ± erro padrão da média.

A figura 11 mostra a média das atividades específicas da catalase eritrocitária

obtidas para os grupos estudados. Também neste caso, não foram observadas

diferenças significativas entre os grupos estudados.

A figura 12 mostra os valores médios obtidos para a atividade da enzima

eritrocitária glutationa peroxidase nos grupos estudados. Como nos casos anteriores,

estes valores não diferiram de maneira significativa na comparação entre os grupos.

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

foram comparáveis entre os grupos estudados.

A figura 14 representa a média dos valores obtidos na avaliação do conteúdo

plasmático de produtos de Iipoperoxidação, medidos como substâncias reativas ao

ácido tiobarbitúrico (SRAT). Mais uma vez, a comparação dos valores não revelou

diferenças significativas para este parâmetro entre os grupos estudados.
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Figura 11. Atividade da enzima catalase eritrocitária nos grupos estudados.
(INT - Pacientes cognitivamente intactos; n=42. DA - Pacientes com
provável Doença de Alzheimer; n=23). Os valores encontram-se expressos
como média ± erro padrão da média.
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Figura 12. Atividade da enzima glutationa peroxidase eritrocitária nos grupos
estudados (INT - Pacientes cognitivamente intactos, n=42. DA - Pacientes
com provável Doença de Alzheimer; n=23). Os valores encontram-se
expressos como média ± erro padrão da média.
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Glutationa Total
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Figura 13. Conteúdo de glutationa total eritrocitária nos grupos estudados
(INT - Pacientes cognitivamente intactos; n=42. DA - Pacientes com
provável Doença de Alzheimer; n=23). Os valores encontram-se expressos
como média ± erro padrão da média.
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Figura 14. Conteúdo plasmático de produtos de lipoperoxidação, expresso
como substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (SRAT) nos grupos
estudados (INT - Pacientes cognitivamente intactos; n=42. DA - Pacientes
com provável Doença de Alzheimer; n=23). Os valores encontram-se
expressos como média ± erro padrão da média.
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A figura 15 mostra a média dos valores obtidas na quantificação do nível de

oxidação das proteínas plasmáticas, avaliadas como quantidade de carbonilas

proteicas circulantes. Os grupos avaliados não diferem significantemente em relação a

este parâmetro.

Os níveis de vitamina C plasmática nos dois grupos foram equivalentes, como

ilustrado na figura 16.
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Figura 15. Conteúdo plasmático de carbonilas proteicas nos grupos estudados (INT 
Pacientes cognitivamente intactos; n=42. DA - Pacientes com provável Doença de Alzheimer;

n=23). Os valores encontram-se expressos como média ± erro padrão da média.
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Figura 16. Níveis plasmáticos de Vitamina C nos grupos estudados (INT - Pacientes
cognitivamente intactos; n=42. DA - Pacientes com provável Doença de Alzheimer; n=23). Os

valores encontram-se expressos como média ± erro padrão da média.
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Na figura 17, encontramos os valores médios dos níveis circulantes de vitamina

E, nos dois grupos de pacientes estudados. Nota-se que os valores de vitamina E

circulante são cerca de 20% mais baixos no grupo de pacientes com provável Doença

de Alzheimer, quando comparados com os pacientes cognitivamente intactos. Esta

diferença é estatisticamente significativa.

Na figura 18, pode-se observar que os dois grupos analisados possuem níveis

plasmáticos similares de ~-caroteno. Da mesma forma, não foram observadas

diferenças significativas nos níveis de licopeno plasmátíco entre os grupos estudados

(figura 19).

De maneira similar, os níveis plasmáticos de coenzima Q10 nos grupos

estudados é similar (Figura 20) não apresentando diferenças significativas.
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Figura 17. Níveis plasmáticos de Vitamina E nos grupos estudados (INT - Pacientes
cognitivamente intactos; n=42. DA - Pacientes com provável Doença de Alzheimer; n=23). Os

valores encontram-se expressos como média ± erro padrão da média. *p<Q,QS.
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Figura 18. Níveis plasmáticos de ~-caroteno nos grupos estudados (INT - Pacientes
cognitivamente intactos; n=42. DA - Pacientes com provável Doença de Alzheimer; n=23). Os

valores encontram-se expressos como média ± erro padrão da média.
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Figura 19. Níveis plasmáticos de licopeno nos grupos estudados (INT - Pacientes
cognitivamente intactos; n=42. DA - Pacientes com provável Doença de Alzheimer; n=23). Os

valores encontram-se expressos como média ± erro padrão da média.
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Figura 20. Níveis plasmáticos de coenzima Q10 nos grupos estudados (INT - Pacientes
cognitivamente intactos; n=42. DA - Pacientes com provável Doença de Alzheimer; n=23). Os

valores encontram-se expressos como média ± erro padrão da média.

A tabela 1 mostra que a atividade da Cu, Zn-SOD eritrocitária apresenta uma

correlação positiva com a atividade da catalase e da glutationa peroxidase

eritrocitárias, e com o conteúdo total de glutationa dos eritrócitos. A atividade da

catalase eritrocitária, por sua vez, apresenta também correlação positiva com a

atividade da glutationa peroxidase e conteúdo total de glutationa nas mesmas células.

A atividade de glutationa peroxidase e conteúdo total de glutationa nas hemácias

também apresentam uma correlação positiva estatisticamente significativa. Este

mesmo dois parâmetros se correlacionam de maneira negativa com os níveis

plasmáticos de produtos de lipoperoxidação (LPO).

Diferenças significativas foram encontradas no nível de expressão de HLA-DR

por monócitos dos grupos estudados (figura 19). Os monócitos de pacientes com

provável Doença de Alzheimer expressam, aproximadamente, 70% mais HLA-DR que

os monócitos de pacientes cognitivamente intactos.

Por outro lado não se observaram diferenças, estatíticamente significativas, na

expressão de CD11 B por monócitos obtidos dos dois grupos estudados (figura 20).
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Correlações

SOD CAT GPX GSH LPO
Teste de SOD Coeficiente de correlação 1.000 .415* .316* .406* -.097
Spearman Significância .001 .011 .001 .244

CAT Coeficiente de correlação .415*' 1.000 .368*' .317* -.158

Significância .001 .003 .010 .129

GPX Coeficiente de correlação .316* .368* 1.000 .416* -.323*

Significância .011 .003 .001 .009

GSH Coeficiente de correlação .406* .317* .416* 1.000 -.253*

Significância .001 .010 .001 .034

LPO Coeficiente de correlação -.097 -.158 -.323*' -.253* 1.000
Significância .244 .129 .009 .034

**. p<0.01

*. p<0.5

Tabela 1. Resultados dos teste de correlação de Spearman para os antioxidantes enzimáticos
eritrocitários e produtos de Iipoperoxidação plasmáticos. Parâmetros não exibidos não

apresentaram correlações significantes.
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Figura 19. Expressão de HLA-DR nos grupos estudados (INT - Pacientes
cognitivamente intactos; n=31. DA - Pacientes com provável Doença de
Alzheimer; n=18). Os resultados são expressos como média ± erro padrão
da média. *p<O,OS
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Figura 20. Expressão de CD11 b nos grupos estudados (INT - Pacientes cognitivamente
intactos; n=31. DA - Pacientes com provável Doença de Alzheimer; n=18). Os resultados são

expressos como média ± erro padrão da média.

A proporção de células produzindo IL-1a é, aproximadamente, 25% maior nos

pacientes com diagnóstico provável da doença, comparativamente àqueles

cognitivamente intactos (figura 21).

i

100,-----------------"ll!-------. I
90 +---------------------,-------

80 +-----------------r--t-I--------i
70 +---------==-------------1

o 60 +----

~ 50 +----
?ft. 40 -1----

30 +----

20 +----

10 +-----
0+-----

INT DA

Figura 21. Proporção de células positivas para a produção de IL-1 a nos grupos estudados
(INT - Pacientes cognitivamente intactos; n=30. DA - Pacientes com provável Doença de

Alzheimer; n=17). Os resultados são expressos como média ± erro padrão da média. *p<0,05
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No caso da IL-6, não se observaram diferenças estatisticamente significativas na

proporção de células produzindo esta interleucina entre os grupos estudados (figura

22). Da mesma forma, não se observaram diferenças na proporção de células

produzindo TNF-a entre os grupos de pacientes estudados (figura 23).
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Figura 22. Proporção de células positivas para a produção de IL-6 nos grupos estudados (INT 
Pacientes cognitivamente intactos; n=30. DA - Pacientes com provável Doença de Alzheimer;

n=17). Os resultados são expressos como média ± erro padrão da média.
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Figura 23. Proporção de células positivas para a produção de TNF-a nos grupos estudados
(INT - Pacientes cognitivamente intactos; n=30. DA - Pacientes com provável Doença de

Alzheimer; n=17). Os resultados são expressos como média ± erro padrão da média.



54

o metabolismo oxidativo dos monócitos, estudado através das técnicas de

cítometria de fluxo, não mostrou diferenças entre os grupos estudados (figura 24).
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Figura 24. Produção intracelular de espécies oxidantes nos grupos estudados (INT - Pacientes
cognitivamente intactos; n=18. DA - Pacientes com provável Doença de Alzheimer; n=11). Os

resultados são expressos como média ± erro padrão da média.
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6. DISCUSSÃO

A Doença de Alzheimer é uma preocupação crescente em um mundo cuja

população idosa aumenta continuamente, devido aos avanços nas áreas de Medicina

Preventiva e Geriatria. Apesar da população mundial apresentar, no momento atual,

uma expectativa de vida crescente, nem sempre este envelhecimento é bem-sucedido;

freqüentemente, mesmo que o indivíduo idoso apresente uma boa condição física, a

Doença de Alzheimer e outras demências podem impossibilitar a sua independência

(Brookmeyer e cals., 1998; Ramos e cals., 1998).

A Doença de Alzheimer é um processo multifatorial, ainda que os exatos

mecanismos fisiopatológicos de sua instalação e evolução sejam, até o momento,

pobremente compreendidos. Entre os fatores que contribuem para o surgimento dessa

doença, podemos destacar a idade avançada, (Brookmeyer e cals., 1998) o estresse

oxidativo, (Markesbery, 1997) traumatismo craniano (Graham e cals., 1996) e o

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

Obviamente, mais de um fator pode ser identificado como possível responsável

pelo desenvolvimento da doença, na maior parte dos casos. Especialmente, a idade

avançada está presente na grande maioria da população acometida, enquanto eventos

inflamatórios e o estresse oxidativo são processos comumente verificados de maneira

conjunta, sendo difícil a identificação das contribuições relativas de cada um para o

processo patológico (Butterfield e cols., 2002).

Este trabalho teve por objetivo investigar a interrelação entre a Doença de

Alzheimer, os parâmetros sangüíneos indicadores de estresse oxidativo e indicadores

de atividade inflamatória em monócitos; este modelo segue o raciocínio segundo o qual

os monócitos são as células circulantes que mais se assemelham à microglia cerebral,

podendo mesmo ser recrutados do sangue para o tecido cerebral (Fiala e cols., 1998;

Wegiel e cols., 2003) na Doença de A1zheimer. A microglia é considerada a principal

responsável pelos eventos inflamatórios localizados que acompanham essa doença

(D'Andrea e cols., 2004). Esta inflamação localizada levaria a maior produção de

espécies reativas de oxigênio, causando um estresse oxidativo que poderia se refletir

em parâmetros circulantes (Vina e cols., 2004).
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Nas condições deste trabalho, a Doença de Alzheimer não foi associada à

nenhuma evidência sistêmica de estresse oxidativo. A atividade eritrocitária da enzima

Cu, Zn-SOD apresentou valores semelhantes para os dois grupos estudados, sendo

compatíveis com dados publicados para a população desta faixa etária (figura 10)

(Junqueira e cols., 2004). Este resultado encontra respaldo na literatura, (Ceballos

Picot e cols., 1996; Fernandes e cols., 1999) embora vários trabalhos reportem tanto

uma elevação (Ozcankaya & Delibas, 2002; Rossi e cols., 2002) quanto uma

diminuição (Percy e cols., 1990; Snaedal e cols., 1998) da atividade desta enzima na

patologia em questão. A atividade da catalase eritrocitária (figura 11) também foi

equivalente para os dois grupos estudados; os valores encontrados são semelhantes

aos já publicados para uma população saudável (Junqueira e cals., 2004). Esta

equivalência na atividade da catalase eritrocitária entre pacientes de Doença de

Alzheimer e pacientes sem déficit cognitivo concorda com os dados disponíveis na

literatura (Percy e cals., 1990; Tabet e cols., 2003) muito embora alguns estudos

também tenham correlacionado esta patologia a uma elevação na atividade desta

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

De maneira semelhante, a atividade da glutationa peroxidase eritrocitária (figura

12) atingiu níveis semelhantes em ambos os grupos, com valores comparáveis aos

descritos na literatura para indivíduos idosos (Junqueira e cals., 2004); este dado já foi

anteriormente descrito na literatura (Perrin e cols., 1990; Bourdel-Marchasson e cols.,

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

Os níveis eritrocitários de glutationa total (figura 13) também foram equivalentes

nos dois grupos analisados, sendo compatíveis com valores descritos na literatura para

populações semelhantes (Julius e cols., 1994). Dados semelhantes foram observados

para a concentração plasmática de glutationa total (McCaddon e cols., 2003) e para o

conteúdo de glutationa em cérebros de pacientes de Doença de Alzheimer, sugerindo

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

Tomados em conjuntos, estes parâmetros indicam que o estresse oxidativo que

ocorre localmente no cérebro de pacientes de Doença de Alzheimer não é o suficiente

para alterar a expressão dos antioxidantes enzimáticos em uma escala sistêmica, nem

para causar a depleção da glutationa, substrato da glutationa peroxidase. Não
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obstante, são abundantes na literatura relatos de modificações nas concentrações de

antioxidantes enzimáticos em cérebros de pacientes portadores de Doença de

Alzheimer como, por exemplo, uma atividade aumentada de superóxido dismutase

(Pitchumoni & Doraiswamy, 1998). Se este aumento não for acompanhado por um

aumento equivalente na glutationa peroxidase ou na catalase, haverá o acúmulo de

peróxido de hidrogênio, resultando na formação de íon hidroxila. Alguns estudos

mostraram que os cérebros afetados por esta doença podem possuir uma atividade

diminuída de catalase, agravando os efeitos do aumento da atividade da superóxido

dismutase (Pitchumoni & Doraiswamy, 1998).

Apesar da atividade das enzimas antioxidantes eritrocitárias não apresentarem

alterações nos pacientes de Doença de Alzheimer, o teste de correlações de Spearman

foi aplicado aos dados acima (tabela 1) tendo revelado uma correlação positiva e

significativa mútua entre as atividades eritrocitárias de superóxido dismutase, catalase

e glutationa peroxidase, assim como dos níveis eritrocitários de glutationa total. Estes

dados comprovam a validade do postulado que afirma que os sistemas antioxidantes

do organismo agem em conjunto, de uma forma integrada. O teste de Spearman

também identificou uma correlação negativa entre os níveis de produtos de

lipoperoxidação plasmáticos e a atividade da glutationa peroxidase e níveis de

glutationa total em eritrócitos. Este dado indica que a lipoperoxidação é influenciada

pela atividade do sistema antioxidante glutationa peroxidase-glutationa neste modelo

experimental. De fato, o sistema glutationa peroxidase-glutationa é um importante

componente da rede antioxidante de proteção às células do organismo (Rondanelli e

co/s., 1997).

Como contraponto às. medidas de atividades de antíoxidantes eritrocitários,

foram avaliados os níveis circulantes de produtos de oxidação de macromoléculas no

organismo. Para isto, foram analisados os níveis de carbonilas proteicas plasmáticos,

como produto derivado da oxidação de proteínas circulantes e, os níveis plasmáticos

de produtos de peroxidação lipídica, avaliados como substâncias reativas ao ácido

tiobarbitúrico.

O nível plasmático de produtos de oxidação de proteínas (figura 15) não se

mostrou alterado no grupo de pacientes de Doença de Alzheimer, em comparação com
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o grupo cognitivamente intacto, estando os mesmos dentro da faixa de valores

encontrada na literatura (Buss e cols., 1997). Esta ausência de alterações é encontrada

em alguns estudos (Polidori e cols., 2004). Por outro lado, a maioria dos trabalhos que

avalia este parâmetro no estudo da doença, encontra um aumento nos níveis de

proteínas oxidadas plasmáticos (Conrad e cols., 2000; Choi e cols., 2002). Esta

diferença pode se dever à diferença de sensiblidade dos métodos empregados nos

estudos citados (eletroforese bidimensional, espectrometria de massa) em relação ao

método de enzima-imunoensaio escolhido para o presente trabalho e, à eventuais

diferenças na qualidade do atendimento médico e alimentação entre as populações

alvo de cada estudo. Interessante é notar que o trabalho que reproduz os nossos

achados para este parâmetro, não encontra alterações nos níveis de carbonilas

proteicas plasmáticas, mas encontra diferenças nos níveis de ditirosinas plasmáticas

entre os grupos avaliados (Polidori e cols., 2004). Este dado pode indicar que as

alterações oxidativas proteicas na Doença de Alzheimer podem ser de outros tipos, que

não a formação de carbonilas, tornando os métodos que avaliam a oxidação proteica

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

De maneira similar, a concentração de produtos de peroxidação lipídica

circulantes é equivalente nos dois grupos estudados (figura 15) resultados

concordantes com os comumente encontrados na literatura (Reznick & Packer, 1994;

Paolisso e cols., 1998). Outros estudos confirmam esta manutenção dos níveis de

peroxidação lipídica na Doença de Alzheimer (Polidori e cols., 2004). De acordo com

estes dados, a estabilidade da maior parte dos parâmetros antioxidantes é refletida na

manutenção dos níveis de oxidação de proteínas e lipídios plasmáticos, sugerindo a

ausência de um componente oxidativo sistêmico nos pacientes estudados.

De maneira geral, a população estudada parece usufruir de um status nutricional

privilegiado em relação às populações examinadas em estudos semelhantes, em

outros locais. Esta diferença pode ser explicada, em parte, pelo atendimento cuidadoso

e diferenciado proporcionado, pelo ambulatório de demênicas do Centro de Estudos do

Envelhecimento da Disciplina de Geriatria da UNIFESP, ao pacientes e seus familiares,

contendo orientações nutricionais.
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Como complemento ao perfil antioxidante delineado anteriormente, também

foram efetuadas medidas dos níveis plasmáticos de antioxidantes de baixo peso

molecular, não-enzimáticos. Estes antioxidantes foram: vitamina C, a-tocoferol, ~

caroteno, licopeno e coenzima Q10.

Um estudo de estresse oxidativo e envelhecimento comparou as concentrações

plasmáticas de antioxidantes em população idosa (octogenários) saudável e portadora

de incapacidades (dependentes) encontrando concentrações plasmáticas de a

tocoferol em torno de 34 IJ.M entre os idosos saudáveis, de 26 IJ.M para os idosos

dependentes (p<0,05) e 43 J.lM para uma população de adultos jovens saudáveis

(p<0,05). Para o ~-caroteno, foram encontradas concentrações plasmáticas de 0,54 J.lM

entre os idosos saudáveis, 0,41 J.lM entre os idosos dependentes e 0,55 J.lM entre os

adultos jovens saudáveis (idade média 54 anos) . Para a vitamina C, os achados foram

27,5 J.lM, 21,4 J.lM e 37,8 J.lM, respectivamente (Mezzetti e cols., 1996). Quando

comparamos a faixa das concentrações plasmáticas de a-tocoferol, obtida dos nossos

idosos, com estes dados, observamos que os valores obtidos em nosso estudo (figura

17) ainda pernanecem inferiores, tanto à dos idosos saudáveis, como também, à dos

idosos dependentes. O mesmo não ocorre em relação à concentração plasmática de

vitamina C na nossa amostra (figura16) superior ao estudo citado para todos os grupos;

nossos valores são comparáveis à concentração (60 IJ.M) de um grupo de idosos

saudáveis analisado em um trabalho de Vanderjagt e cols. (1987). Este mesmo

fenômeno se repete ao analisarmos os níveis de 13-caroteno em todos os grupos

estudados (figura 18).

Por outro lado, os valores de vitamina C, ~-caroteno e a-tocoferol, obtidos no

presente estudo (figuras 16, 17 e 18) encontram-se dentro da faixa anteriormente

descrita para um grupo populacional saudável e de mesma faixa etária (Junqueira e

cols., 2004).

Já Paolisso et aI. (1998) estudando a relação entre estresse oxidativo e idade,

observou concentrações plasmáticas de vitamina C (59 J.lM) e de a-tocoferol (24 IJ.M)

entre idosos saudáveis (70-99 anos) comparáveis aos obtidos em nosso trabalho.

Heseker & Schneider (1994) encontraram concentrações plasmáticas, para homens e

mulheres respectivamente, de vitamina C 60,7 J.1M e 82,2 J.lM; de a-tocoferol 34,5 J.lM e
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36,3 ~M e de J3-caroteno 0,55 ~M e 0,83 ~M, ou seja, comparáveis aos nosso valores

de vitamina C e J3-caroteno e, superiores aos nossos valores de a-tocoferol. A revisão

de vários trabalhos publicados, realizada por Stocker & Frei (1991) mostra valores

populacionais para as concentrações plasmáticas de vitamina C, a-tocoferol e J3

caroteno, sendo estas, respectivamente, de 30 a 150 ~M, 15 a 40 ~M e 0,3 a 0,6 ~M.

Outros autores relatam que, para a prevenção de doença cardiovascular e câncer,

concentrações superiores a 30 ~M de a-tocoferol em combinação com concentrações

superiores à 50 ~M de vitamina C, 0,4 ~M de J3-caroteno e 0,5 ~M de licopeno, são

desejadas (Gey, 1995). Desta maneira, os dois grupos de pacientes idosos estudados

posicionam-se dentro dos limites encontrados em vários outros estudos para níveis de

antioxidantes moleculares plasmáticos, ainda que no limiar inferior pra vitamina E e ,

ligeiramente, acima dos níveis médios para J3--caroteno e vitamina C. De maneira geral,

a população estudada parece apresentar situação diferenciada em relação a outros

grupos populacionais estudados. Esta diferença pode ser explicada em parte pelo

atendimento cuidadoso e diferenciado proporcionado pelos ambulatórios do Centro de

Estudos do Envelhecimento, mencionado anteriormente. Estes parâmetros refletem

parte do sistema de defesa antioxidante do organismo dos pacientes, avaliando

componentes que podem ser absorvidos diretamente da dieta, de maneira

complementar à defesa antioxidante promovida pelos antioxidantes eritrocitários

anteriormente mencionados.

De todos os antioxidantes de baixo peso molecular estudados, apenas a

vitamina E variou significativamente entre os grupos estudados (figura 17). O grupo

cognitivamente íntegro apresenta níveis de vitamina E plasmática mais altos que os

pacientes de Doença de Alzheimer.

Esta aparente homogeneidade nos níveis de antioxidantes entre os vários

grupos se contrapõe a outros estudos da literatura (Behl & Moosmann, 2002; Esposito

e cols., 2002; Mecocci e cols., 2002; Sano, 2002). Este achado, como anteriormente

mencionado, reforça a noção de que os processos oxidativos que são desencadeados

durante a evolução do mal de Alzheimer nem sempre se manifestam sistemicamente,

e, mesmo quando isto ocorre, podem ser apenas reflexos de outros mecanismos

subjacentes. É de especial interesse o fato de que o estabelecimento da doença de
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Alzheimer, expressa pela comparação entre os grupos INT e DA em nosso estudo, seja

acompanhado da queda de vitamina E circulante, uma vez que a vitamina E possui,

além de capacidades antioxidantes reconhecidas, atividades antiinflamatórias devido à

sua ação sobre mecanismos de transdução de sinal em fagócitos, modulando a

atividade da proteína quinase C, através da inibição de quinases e ativação de

fosfatases envolvidas no mecanismo de atividade desta enzima (Bulger & Maier, 2003).

Não surpreendentemente, os estudos que têm obtido os melhores resultados na

prevenção ou tratamento da Doença de Alzheimer nos últimos anos, utilizam a

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

Para completar o quadro delineado até este ponto, os monócitos circulantes

foram analisados por citometria de fluxo, como indicadores da atividade inflamatória

envolvida na Doença de Alzheimer. Para tanto, quantificamos o nível de expressão das

moléculas de superfície HLA-DR, como indicador do estado de ativação dos monócitos

circulantes, e CD-11 b, uma molécula de adesão envolvida no processo de marginação

e migração dos monócitos. Os resultados mostram que os pacientes de Doença de

Alzheimer possuem monócitos circulantes que expressam maior quantidade de HLA

DR na superfície (figura 19) mesmo sem estímulo externo, sinalizando um maior estado

de ativação basal destas células, confirmando dados disponíveis na literatura (Kusdra e

cols., 2000). Pode-se encontrar marcadores de ativação de monócitos aumentados na

corrente sangüínea de pacientes de uma série de doenças neurodegenerativas (Casal

e cals., 2003). Como anteriormente mencionado, estes monócitos circulantes podem

transpor a barreira hemato-encefálica e migrar para o tecido cerebral, diferenciando-se

em microglia. Uma vez que os monócitos circulantes dos pacientes de Doença de

Alzheimer encontram-se mais ativados no estado basal do que os de indivíduos

cognitivamente intactos, pode-se postular que a microglia derivada dessas células

reagirá de maneira mais intensa aos estímulos inflamatórios, produzindo maior lesão

tecidual colateral. O nível de expressão da proteína de superfície CD-11 b não se

alterou entre os dois grupos (figura 20) indicando que o potencial de adesão e

migração, destas células, não se altera nesta patologia.

Também por citometria de fluxo, foi medida nestes monócitos a produção das

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

para o sítio inflamatório, uma vez estimulados.

A produção de IL-1cx foi mais alta nos monócitos de pacientes de Doença de

Alzheimer que nos pacientes cognitivamente intactos (figura 21). Sendo a IL-1cx uma

importante citocina pro-inflamatória, pode-se supor que a a eventual migração e

diferenciação desses monócitos produzirá uma microglia mais ativa, do ponto de vista

inflamatório. Este aumento de produção de IL-1a foi demonstrado, in vitro, em

linhagem de monócitos humanos, quando estimulados pela PPA, através de

mecanismos de transdução de sinal mediados por tirosina-quinases, o que reforça a

hipótese acima (Combs e cals., 2001).

Os níveis de IL-6 produzidos por monócitos periféricos estimulados foram

equivalentes nos dois grupos (figura 22) assim como o de TNF-cx (figura 23)

concordando com trabalhos sobre o tema já existentes na literatura (Beloosesky e

cals., 2002). Outros autores detectam um aumento na produção de IL-6 por monócitos

de pacientes de Doença de Alzheimer (Shalit e cols., 1994) utilizando, entretanto, um

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

O metabolismo oxidativo destes monócitos não apresentou diferenças entre os

dois grupos estudados (figura 24). Este dado indica que a resposta oxidativa dessas

células não é mais exacerbada nos pacientes de Doença de Alzheimer. Portanto, o

processo inflamatório, presente em pacientes com Doença de Alzheimer, se reflete nos

monócitos circulantes como uma maior ativação basal e, maior potencial de resposta

inflamatória.

Pelos dados aqui expostos, pode-se concluir que a Doença de Alzheimer, neste

estufo, manifesta-se com ativação de monócitos circulantes e especial decréscimo nos

níveis de vitamina E circulante. Vários trabalhos associam o cx-tocoferol à uma

atividade moduladora da inflamação (Chan e cols., 2001; Azzi e cols., 2003). Em nosso

estudo, o grupo de pacientes que apresenta as concentrações plasmáticas de cx

tocoferol diminuídas, também apresenta monócitos mais ativados, os quais respondem

aos estímulos com uma maior produção da citocina proinflamatória IL-1cx. Nosso

estudo permite concluir que a Doença de Alzheimer está associada a uma maior

ativação basal de monócitos circulantes; esta ativação parece ocorrer como
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conseqüência da depleção de a-tocoferol circulante. Esta depleção não se traduz em

aumento da oxidação de macromoléculas circulantes, reforçando a idéia de que o a

tocoferol, nesta patologia, é importante devido ao seu papel anti-inflamatório. Estes

resultados encontram apoio na literatura que relata sucesso na prevenção e tratamento

da Doença de Alzheimer pela administração de a-tocoferol (Zandi e cols., 2004).
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o projeto de pesquisa aCima referencIado

Conforme resolução 196/96 do Conselho Nacional de Saúde são deveres do pesquisador

1. Comunicar toda e qualquer alteração do projeto e do termo de consentimento. Nestas circunstâncias a inclusão

de pacientes deve ser temporarIamente interrompida até a resposta do Comitê. após análise das mudanças

propostas.

2. Comunicar Imediatamente ao Comitê qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para

possível auditoria dos 6rgãos competentes.

4 Apresentar pnmeiro relat6no parcial em 04/agosto/2004

5. Apresentar segundo relat6rio parcial em 31/janeiro/2005

Atenciosam~V\

Prot. Or. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comitê de Ética em Pesquisa da
Universidade Federal de São Paulo/ Hospital São Paulo

"Ressaltamos que e de essenciai Importància que sela verificado. antes da divulgação dos processos e/ou resultados obtidos nesta pesquisa. se

os mesmos são potencialmente patenteáveis ou passíveis de outras formas de protecão inteleduaVindustrial. A proteção por meio do depósito de

patente. ou de outras TOnTIas de proteção da propriedade intelectual. evita a acào indevida de terceiros e confere maior segurança quando da

publicação dos resultados da pe5CUlsa."

Rua Botucatu, 572 - 10 ~dar - coni. 14 - CEP 04023-062 - São Pauo I Brasil
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9. ANEXO 11

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Monócitos como Indicadores de Atividade Inflamatória e Oxidativa em
Idosos sem Déficit Cognitivo e com Doença de Alzheimer

87

Alguns estudos indicam que a doença de Alzheimer pode ser causada por processos
inflamatórios. O objetivo deste estudo é utilizar a atividade dos monócitos circulantes como
indicador da atividade inflamatória e oxidativa do organismo de idosos que não apresentam sinais
de défICit cognitivo e idosos que apresentam sintomas de Doença de Alzheimer. O paciente será
submetido a uma coleta de sangue rotineira por punção periférica da veia do antebraço,
procedimento este que não acarreta nenhum risco ao mesmo.' O sangue assim coletado será
utilizado para a avaliação de uma série de parã~ros bioquímicos que não são rotineiramente
utilizados. Estes parãmetros são: potencial peroxidativo plasmático, nivel plasmático de proteinas
oxidadas, concentração plasmática de vitamina C, vitamina E, 13-caroteno, licopeno e ubiquinol-1 O.
dosagem das enzimas superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, atividade dos
monócitos mediante sua produção de peróxido de hidrogênio, inter1eucinas 1 e 6, e TNF-a, HLA
DR e CD11b.

O participante não será diretamente beneficiado pelo estudo, e em qualquer etapa do
estudo, o mesmo terá acesso aos profISSionais responsáveis pela pesquisa para o esclarecimento
de eventuais dúvidas. O médico responsável é o Dr. Luiz Roberto Ramos. que pode ser
encontrado no endereço Rua dos Otonis 731, telefone 5576-4432. Se você tiver algum comentário
ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP)
- Rua Botueatu 572 - 10 andar - cj 14. 5571-1062, FAX: 5539-7162. O paciente pode retirar seu
consentimento a qualquer momento e deixar de. participar do estudo, sem prejuízo de seu
atendimento na instituição.

As informações obtidas neste estudo serão analisadas em conjunto com as de outros
pacientes, sendo que não haverá a divulgação da identidade de nenhum paciente. O paciente tem
o direito de se manter atualizado sobre os resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores.

Não haverá despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas, assim como não haverá compensação financeira relacionada à sua
participação. Se houver a qualquer despesa adicional, a mesma será coberta pelo orçamento da
pesquisa.

Em caso de dano pessoal diretamente causado pelos 'procedimentos propostos neste
estudo (nexo causal comprovado), o participante terá direito a tratamento médico na instituição,
bem como às indenizações legalmente estabelecidas.

Os pesquisadores comprometem-se a utilizar os dados e o material coletado apenas para
esta pesquisa.

Declaro que li e compreendi os objetivos da pesquisa e consinto em participar da mesma

Assinatura do paciente/representante legal Data _~_-'--_

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido deste
paciente ou representante legal para a participação neste estudo.

-------------------

Assinatura do responsável pelo estudo Data _-,-I_-'--_



10. ANEXO 111
MMSE

BB



Agora faremos algumas perguntas para saber como está sua memória. Sabemos que com o
tempo as pessoas vào tendo mais dificuldades par:\ se lembrar das .:oisas. Não se preocupe
com o resultado das perguntas.

(1) Certo (O) Errado

47) Qual o dia em que estamos?
I( ) ano
2( ) semestre
3( ) mês
4( ) dia do mes
S( ) dia da Sel11alJa

47a) Onde nós estamos')
I ( ) clinica
2( ) rua
3( ) bairro
4( ) cidade
5( ) estado

47b) Repita as palavras(um s'2gundo para ciizer cada uma. depois rergunte todas as três)
I( ) Caneca
2( ) Tijolo
3( ) Tapete

Se ele não conseguir repetir as três. repita (ltc que aprc:1da as três Conte as
tentativas

47c) Se de 100 Reais forem tirados 7, quanto resta'! E se tirarmos mais 7, quanto resta?
(total de 5 subtrações)
1( ) (93)
2( ) (86)
3( ) (79)
4( ) (72)
S( ) (65)

47d) Soletrar a palavra "mundo" de trás pam frente.
·I( ) O
2( ) D
3( ) N
4( ) U
S( ) M

89



47e) Repita as três palavras que disse hú pouco
l( ) _
2( ) _
3( ) _

47f) Mostre um relógio dc pulso e pergunte: O que ê isto') IZcpila com o lápis.
I ( ) Relógio
2( ) Lápis

47g) Repita o scguintc
( ) "Nem aqui, ncm ali, nem lá"

47h) Siga uma ordcm cm três estágios
( ) Tome um papel com a mào direita
( ) Dobre-o ao meio
( ) Ponha-u 11U CI1,-IU

90

47i) Leia c execute II seguinlC(Canão) "rechc os oihos" ( )

47j) Escrcva uma frasc ( )

47\\.) Copie este desenho (canão) ( )
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