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DA- Doenga de Alzheimer

SNC- Sistema nervoso central
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RESUMO

A doenca de Alzheimer é uma disfuncdo neurodegenerativa multifactorial que é
caracterizada pelo declinio progressivo das funcbes cognitivas e a prevaléncia da
doenca tem aumentado como consequéncia do aumento da esperanca média de vida na
sociedade moderna. No presente estudo avaliaram-se 0s niveis séricos de homocisteina,
algumas vitaminas e hormonas, e de alguns parametros bioquimicos, bem como a
prevaléncia de algumas mutages em 17 doentes de Alzheimer e 25 controlos do Centro
Hospitalar Cova da Beira. A relacdo entre alguns dos parametros analisados foi também
investigada.

Este estudo evidenciou niveis mais elevados de homocisteina, colesterol e estradiol
(apenas nas mulheres) em doentes com patologia tipo Alzheimer relativamente aos
controlos.

Observou-se uma correlacdo positiva entre a homocisteina: e o cortisol (s=0,406;
0,010); a creatinina (s= 0,359; P=0,023), &cido urico (s=0,461;P= 0,003) e testosterona
(s=0,324 ; P=0,041).

Na analise genética observou-se uma correlagdo positiva (P<0,05) na mutagdo do TCN2
num so6 alelo (gendtipo CG), podendo estar associada negativamente a DA, podendo
constituir um factor protector de DA.

Palavras-chave:

Doenga de Alzheimer, Homocisteina, &cido Urico, acido félico, MTHFR, vitaminas
B12, vitamina C
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Abstract

Alzheimer's disease is a multifactorial neurodegenerative dysfunction which is
characterized by a progressive decline of cognitive functions and its prevalence has
been increasing as a consequence of the increase in life expectancy in the modern
society. In the present study it was evaluated the serum levels of homocysteine, some
vitamins and hormones, and some biochemical parameters, as well as the prevalence of
certain mutations in 17 Alzheimer's patients and 25 controls from the Centro Hospitalar
Cova da Beira.

The relationship between some of the parameters was also investigated.
This study showed higher levels of homocysteine, cholesterol and estradiol (women
only) in  patients with  Alzheimer  disease  relative to  controls.
We observed a positive correlation between homocysteine: and cortisol (s = 0.406,
0.010), creatinine (s = 0.359, P = 0.023), uric acid (s = 0.461, P = 0.003) and
testosterone (s = 0.324; P = 0.041).
In genetic analysis it was observed a positive correlation (P <0.05) in TCN2 mutation in
one allele (genotype GC) and may be negatively associated with AD, may be a
protective factor for AD.

Key-words:

Alzheimer disease, Homocystein, uric acid, folate, MTHFR, vitamin B12, vitamin B6
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1- Introducéao

Com o desenvolvimento da ciéncia, a esperanca média de vida nos paises
desenvolvidos tem vindo a aumentar, estando segundo a Organizacdo Mundial de Saude
em cerca de 80 anos. Muitas doencas, associadas ao envelhecimento, como as
neurodegenerativas progressivas, possuem uma expressdo cada vez maior na sociedade
actual. Destas destaca-se a Doenca de Alzheimer (DA) com uma incidéncia de 60-80%
dos casos (Saido et al., 2006).

O sintoma mais caracteristico da DA é a perda de memoria, embora outras
funcdes cognitivas sejam também afectadas. As alteracBes neuropatoldgicas desta
doenca passam pela perda de neurdnios e sinapses, pela acumulacdo de agregados de
proteinas intracelularmente (emaranhados neurofibrilhares compostos pela proteina tau
hiperfosforilada) e extracelularmente (placas senis, constituidas por depdsitos de
péptido B-amildide — Ap), por processos inflamatérios e pela libertacdo de citocinas pro-
inflamatorias (Heneka et al., 2007).

No entanto, a DA é uma doenca heterogénea e 0s mecanismos que conduzem ao
seu aparecimento ndo estdo completamente esclarecidos, principalmente na DA tardia
esporéadica que inclui 95% dos individuos com esta doenca.

A DA precoce hereditaria, mais rara, é causada por mutaces bem caracterizadas
nos genes APP (precursor do péptido amildide) e PSEN1/2 (presenilinas, proteinas que
contém o centro catalitico de uma das enzimas responsaveis pela producdo do péptido
amiloide). Alguns estudos identificaram varios factores ambientais e genéticos (como o
alelo APOE¢4) associados a um maior risco de desenvolver DA esporadica, mas que por
si s6 ndo sdo suficientes para explicar o aparecimento da doenca. Desta forma, torna-se
imperativo compreender a complexa interac¢do existente entre tais factores. A distin¢ao
ente o envelhecimento normal e a DA é um passo muito importante no sentido de poder

combater eficazmente esta doenca (Chen et al., 2009).
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1.1. Sistema Nervoso

O sistema nervoso central e o sistema nervoso periférico sdo componentes
estruturais do sistema nervoso, enquanto o sistema nervoso autbnomo € uma
componente funcional.
O sistema nervoso, em conjunto com o sistema enddcrino, regula as fun¢des dos outros
sistemas do corpo. O cérebro, no entanto, faz muito mais do que isso, e 0 seu potencial

é, talvez muito subestimado (Van der Graaff ,2001).

1.2. Organizacao do Sistema Nervoso

O sistema nervoso é dividido em sistema nervoso central (SNC), que inclui o
cérebro e a medula espinhal, e o sistema nervoso periférico (SNP), que inclui 0s nervos
craneanos procedentes do cérebro e o0s nervos espinhais procedentes da medula
espinhal.

O sistema nervoso autonomo (SNA) é uma subdivisdo funcional do sistema
nervoso. Os centros de controlo do SNA estdo localizados dentro do cérebro e séo
considerados parte do SNC, as partes periféricas da SNA sdo subdivididos em divisao
simpatico e parassimpatico (Van der Graaff ,2001).

1.3. Funcgdes do Sistema Nervoso

O sistema nervoso é especializado em perceber e responder a acontecimentos nos
nossos ambientes interno e externo. A percepcao do meio ambiente é possivel através de
neurdnios (células nervosas), que sao altamente especializados, no que diz respeito a
excitabilidade e condutividade.

O sistema nervoso funciona por todo o corpo em conjunto com o sistema endécrino
para coordenar as actividades dos outros sistemas do corpo. Além de integrar as
actividades do corpo, o sistema nervoso tem a capacidade de armazenar experiéncias
(memoria) e estabelecer padrGes de resposta com base nas experiéncias prévias

(aprendizagem).

As fungdes do sistema nervoso incluem:
1. Orientagéo do corpo ao meio ambiente;
2. Actividades de coordenacdo e controle do corpo;
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3. Assimilacdo de experiéncias necessarias para a memdria, a aprendizagem,
e inteligéncia;
4. Programacéo do comportamento instintivo (aparentemente mais importante em

outros vertebrados do que nos seres humanos) (Van der Graaff ,2001).

Estas quatro fungdes dependerdo da capacidade do sistema nervoso para monitorizar as
mudancas, ou estimulos, tanto dentro como fora do corpo; para interpretar as mudancas
num processo chamado de integracdo e dar respostas com efeito de activar musculos ou
glandulas.

Assim, em termos gerais, no sistema nervoso sensorial, as fungdes integradora e as
fungbes motoras trabalnam em conjunto para manter a constancia interno, ou

homeostase, do corpo (Van der Graaff ,2001).

1.4. Neuronios e neuroglia

O Neurdnio é a unidade-base do sistema nervoso. Os neurdnios diferem segundo as
suas funcgdes e localizacdo: contudo, podemos afirmar que o neurénio tipico apresenta
trés componentes: o corpo celular, as dendrites e o axonio (ver fig. 1a).

O corpo celular rodeado por uma fina membrana, inclui o nicleo celular, que é a
central de energia da célula.

As ramificagdes finas — as dendrites - prolongam-se para o exterior recebendo as
mensagens dos neurdnios vizinhos, conduzindo-as para o corpo celular. O nimero de
dendrites, que pode atingir as centenas, varia segundo o tipo de neurénio.

O axénio é a fibra principal de saida - a sua extensdo pode variar entre escassos
milimetros e um metro - que se prolonga a partir do corpo celular e que termina em
ramificacfes chamadas terminais axonicos ou telodendrites. Nas extremidades destas
situam-se 0s botbes ou bolbos. Alguns axénios estdo cobertos por uma camada de
substancia branca de matéria gorda, a bainha de mielina, que permite uma mais rapida
transmissdo da mensagem (Van der Graaff ,2001).

Para o neurénio manter a sua actividade e assegurar as suas funcbes tem de ser
alimentado com oxigénio e glucose. Sdo as células gliais ou células da glia que
alimentam, isolam e controlam o crescimento dos neurdnios. A interrup¢do da

alimentacdo do neuronio provoca a sua morte.
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Todos 0s neurénios estdo presentes no momento do nascimento. O desenvolvimento
fisico provoca o crescimento dos neurdnios que aumentam de tamanho, desenvolvendo-
se 0 numero de axdnios e dendrites, assim como a quantidade de conexdes que se
estabelecem. Contudo, diferentemente das outras células do corpo, 0s neurénios ndo se

dividem nem se reproduzem, sendo portanto insubstituiveis (Van der Graaff ,2001).

1.5. Tipos de neuroénios

Do ponto de vista funcional podemos distinguir trés tipos de neurénios:

Neurodnios aferentes ou sensoriais — recolnem a informacdo do meio exterior ou
interior e conduzem-na ao sistema nervosos central, isto &, transportam a mensagem da
periferia a espinal medula e ao cérebro;

Neurodnios eferentes ou motores — transmitem a informacao do sistema nervoso central
para os 6rgaos efectores (musculos ou glandulas):

Neurdnios de conexao — interpretam as informacdes e elaboram as respostas ((\VVan der
Graaff ,2001).

Subjacente a estes comportamentos esta a funcdo fundamental do neurdnio, que é

transmitir a mensagem, a informacao, o impulso nervoso:

* recebe os sinais dos neurdénios ENTRADA
vizinhos

* integra estes sinais

* gera um impulso nervoso

* conduz o impulso nervoso

* transmite-0 a outro neurdnio SAIDA
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llustracdo 1- (a) Um neurdénio motor conduz os impulsos para longe do CNS e (b) um

neurénio sensorial conduz os impulsos nervosos em direccdo ao SNC (adaptado de Van der

Graaff 2001).



Célula da Microglia

Capilar

Astrécito
llustragdo 2- Os quatro tipos de neuroglia encontrados dentro do sistema nervoso central
(adaptado de Van der Graaff, 2001).

1.6. Sinapse

Os neurodnios sao células especializadas na recepc¢do e transmissdo de sinais as
células adjacentes.
Cabe as dendrites captar o estimulo, gerar o impulso nervoso e conduzi-lo ao corpo
celular do neurdnio (ver fig.1b). O impulso é transmitido ao axénio e conduzido as
ramificacbes terminais. Estas aproximam-se das dendrites do neurénio vizinho, ndo
mantendo, contudo entre si contacto fisico. O ponto de contacto especializado através
do qual o sinal é transmitido designa-se por sinapse.
Na sinapse — ponto de comunicagdo entre neurdénios — estdo envolvidos os seguintes
elementos: a terminacdo axonal do neurdnio emissor (pré-sinaptico) e uma dendrite do
neurdnio receptor (p6s-sinaptico), bem como um espago entre 0s neurdnios - 0 espago
ou fenda sindptica. Quando o impulso atinge os terminais axonais do neuronio pré-
sinaptico (1) - induz a libertacdo de neurotransmissores (2) que se difundem no espaco
sinaptico (3) e sdo captados pelos receptores do neurénio pds-sinaptico (4) (ver fig. 3)
(Van der Graaff, 2001).
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lustracdo 3-Esquema representativo de uma sinapse (adaptado de Van der Graaff, 2001).

1.7. Astrocitos e Barreira Hemato-Encefalica (BHE)

Os astrocitos sdo o tipo de neuroglia mais abundante no SNC e em alguns locais
do cérebro constituem 90% do tecido nervoso. Os capilares no cérebro, ao contrario da
maioria dos outros 6rgaos nao tém poros entre as células endoteliais adjacentes. As
moléculas com esse tipo de capilares, devem portanto, movimentar-se através das
células endoteliais por transporte activo, endocitose e exocitose. Os astrocitos no
cérebro tém numerosas extensées chamados prolongamentos vasculares que envolvem a
maior parte da superficie exterior do capilares do cérebro. As moléculas no sangue antes
de entrarem no SNC tém de passar através das células endoteliais e dos astrécitos.
Assim, os astrocitos contribuem para a BHE, que é muito selectiva, ou seja, determina
que substancias podem mover-se do plasma sanguineo para o fluido extracelular do
cérebro. Certas substancias tais como agua, oxigénio, dioxido de carbono, glucose e
compostos lipidicos soltveis (por exemplo, alcool) passam facilmente através da BHE.
Certos ides inorganicos (Ca* e K*) passam mais devagar através da BHE e, por isso as
suas concentracdes diferem do plasma sanguineo. Outras substancias tais como
proteinas, lipidos, creatina, ureia, inulina, certas toxinas e a maioria dos antibioticos séo

restritas na passagem (Van der Graaff , 2001).
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llustracdo 4-A BHE mantém a homeostase no SNC. (a) Relagdo entre os astrécitos e um
capilar cerebral. (b) Fotomicrografia demonstrando os prolongamentos vasculares dos astrécitos
(adaptado de Van der Graaff, 2001).

Embora a BHE seja um importante sistema de proteccdo, é essencial que o
cérebro seja capaz de monitorizar e responder a flutuagdes nos niveis de glicose no
sangue, pH, salinidade, osmolaridade e pressdo. Por essa razdo a BHE é ausente em
certas regides limitadas do cérebro, incluindo porcbes do hipotalamo (Van der Graaff
,2001).

2. Patogénese da Doenca de Alzheimer

A patogénese da DA inclui a formacdo e a deposicdo de B amildide (AB),
emaranhados neurofibrilhares (formados pela proteina tau hiperfosforilada) e
inflamacdo (Wong et al., 2007; Heneka et al., 2007).). Considera-se que as fibrilas Ap
desempenham um papel importante na patogénese da DA através da activacdo da
microglia e estimulando a libertacdo de mediadores inflamatorios, que levam a uma
disfuncdo neuronal e consequentemente a morte celular (Walsh et al., 2002). Contudo,
dados clinicos recentes e estudos realizados em animais revelaram que 0s astrocitos e a
activacdo da microglia podem ocorrer precocemente na DA, ocorrendo assim antes da
formacdo da AP (Chen et al., 2009).
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2.1 Diagnostico da DA

Os critérios mais aceites para o diagnostico da DA (principalmente para fins de
investigacdo) sdo descritos pelo “Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders” (DSM-IV-TR) e, pelo grupo de trabalho do “National Institute of
Neurological Disorders and Stroke-Alzheimer Disease and Related Disorders”
(NINCDS-ADRDA). O estado neuropsicologico do paciente é avaliado com alguns
testes como o “Mini-Mental State Examination” — MMSE, o mais utilizado na avaliagdo
cognitiva ou o “Clinical Dementia Rating Scale” — CDR (Schmitt et al, 2006). Contudo,
o diagndstico definitivo da DA s6 pode ser confirmado post-mortem com exames
histopatoldgicos para identificar as alteragdes patoldgicas caracteristicas no cérebro. A
compreensdo da fisiopatologia da DA esta a melhorar e, actualmente é possivel
reconhecer os marcadores da doenca na estrutura cerebral com Imagens por
Ressonancia Magnética (MRI), estudar as alteracdes moleculares na neuroimagem com
a tomografia por emisséo de positroes (PET) e medir as alteragcdes dos biomarcadores
no liquido cefaloraquidiano. Estes recursos foram propostos para serem incluidos nos
critérios do NINCDS-ADRDA (Dubois et al, 2007).

3. Factores associados a Doenca de Alzheimer

Os factores associados a DA incluem: factores genéticos, idade, sexo,
inflamacdo, factores ambientais e estilo de vida. Os factores protectores incluem
elevado nivel educacional, consumo moderado de alcool, uso de terapias hormonais de
substituicdo nas mulheres, uso de medicamentos anti-inflamatorios e dieta (Chen et al.,
2009).

3.2. ldade

Com o avanco da idade, as células vao-se degenerando progressivamente,
provocando o envelhecimento do cérebro (degeneracdo cerebral).
Os efeitos do envelhecimento e da idade parental no nascimento tém sido associados ao
risco de DA. Nos Estados Unidos e na Europa varios estudos realizados demonstraram
que o risco de deméncia e AD aumenta com a idade (Liu et al., 2003). Esta associacdo
foi observada em todos os subtipos de deméncia num estudo espanhol. Assim, de um
modo geral, o efeito do envelhecimento é um factor de risco relativamente consistente

para a DA em vérios grupos étnicos (Chen et al, 2009).
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3.35exo

O sexo € um importante factor de risco para a DA em pessoas idosas. Num
estudo holandés monitorizado, demonstrou-se que a incidéncia da doenga de Alzheimer
em mulheres é superior que nos homens ap6s os 85 anos. A mesma equipa também
verificou que o risco de DA decresce nos homens, mas ndo nas mulheres ap6s os 90
anos de idade. Outro estudo realizado, que incluiu apenas as populacdes da China
mostrou uma maior prevaléncia de DA, mas ndo Doenca Vascular (DV), entre as
mulheres, em compara¢do com homens com idade > 60 anos (Liu et al., 2003). Os
resultados acima podem ser explicadas por um efeito protector dos estrogénios na pré
menopausa das mulheres, e a morte prematura dos homens devido a doencas
cardiovasculares. Contudo, a associa¢do do sexo com a DA demonstrou ndo ser positiva
num estudo realizado com as populagdes espanholas e italianas. Assim, véarios factores
podem interferir nessa associacdo nomeadamente hormonas esterdides sexuais,

polimorfismos genéticos, estilos de vida, etc. (Chen et al., 2009).

3.4. Actividade fisica

A associacdo entre a actividade fisica e o risco de DA tem sido intensamente
investigado. Alguns estudos realizados sugerem que a actividade fisica esta associada
positivamente com a funcdo cognitiva das pessoas idosas, assim, observou-se uma
redugdo de 30-50% do declinio cognitivo com a actividade fisica regular (Chen et al.,
2009).

3.5. Tabagismo

O efeito do tabagismo no risco de deméncia é controverso. Um estudo recente
demonstrou que o tabagismo estd associado significativamente com um aumento do
risco de DA mas ndo de DV e de declinio cognitivo (Peters et al., 2008). Na DA, ¢
observada uma deficiéncia no sistema colinérgico, caracterizada pelos baixos niveis de
receptores de acetilcolina e da nicotina. Tanto a nicotina como a acetilcolina ligam-se ao
mesmo receptor, em sitios localizados na porcdo extracelular do receptor entre as
subunidades a/y ¢ a/6. Quando ocorre a ligacdo, ocorre uma mudanga conformacional
entre todas a subunidades, formando um canal para a passagem dos catides. Com a

abertura do canal, ocorre o efluxo dos ides potassio para o meio extracelular e ao
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mesmo tempo ocorre o influxo dos ides de sédio e de célcio para o interior da célula,
ocorrendo a despolarizagdo da membrana celular iniciando um potencial de accéo.
Desta forma, a nicotina aumenta a libertacdo da acetilcolina, eleva o nimero de
receptores nicotinicos, melhorando assim o processamento de informacdo (Letenneur et
al, 2004).

3.6. Drogas

Vérias drogas tém sido associadas o risco de DA e de deménia. Algumas tém
sido associadas a efeitos benéficos na DA e na deméncia. Assim, as estatinas (inibidor
da HMG-CoA redutase), bloqueiam a conversdo da HMG-CoA a mevalonato, que é o
precursor do colesterol, sendo utilizadas para baixar os niveis de colesterol,
especialmente o colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL) em pacientes com
doenca cardiovascular (Zandi et al., 2005). Além disso, as estatinas alteram a fluidez
arterial ja que limitam a vasoconstri¢cdo induzida pelo neurotransmissor acetilcolina e
induzem relaxamento vascular mediado pelo oOxido nitrico (Reiss et al, 2004).As
estatinas parecem reduzir o risco de deméncia efectivamente através de um mecanismo
anti-inflamatorio pela diminuicdo dos niveis de colesterol e de isoprenilagdo. Outra
classe de drogas, as anti-hipertensivas (por exemplo: inibidores da enzima conversora
da angiotensina, bloqueadores dos receptores de angiotensina Il, diuréticos e
bloqueadores dos canais de célcio) pode diminuir o risco de DA. Contudo, estes estudos
séo inconclusivos (Chen et al., 2009).

3.7. Escolaridade

A escolaridade é um dos factores considerado como causa para a
heterogeneidade da DA. E possivel que os individuos com menor nivel de escolaridade
tendam a ter menor funcdo cognitiva em comparacdo com os individuos da mesma
idade e, que possuem maiores niveis de escolaridade. Por isso, 0 aparecimento de DA

entre os primeiros provavelmente sera mais cedo que nos segundos (Chen et al., 2009)
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3.8. Indice de Massa Corporal (IMC)
O critério para o estabelecimento de um quadro de obesidade baseia-se no valor do
indice de Massa Corporal (IMC) e é obtido pela divisdo do peso (Kg) pelo quadrado da
altura (m).

O excesso de peso e a obesidade sdo factores de risco da DA, hiper-insulinémia
e diabetes (Luchsinger et al., 2007). Estudos recentes demonstraram que ha um aumento
de risco de DA entre os individuos obesos (IMC> 30) comparados com os de peso
normal (IMC 20-25) aos 50 anos de idade. Contudo ha uma associacdo inversa entre o
IMC e o risco de DA em idades > 65 anos (Fitzpatrick et al., 2009). Outro estudo
constatou que a perda de peso constante anual de 1kg/m?, nos idosos foi relacionada
com um aumento do risco de DA em 35%, em comparacdo com individuos sem
variacao do IMC (Buchman et al., 2005).

3.9. Factores genéticos

A DA ¢é uma doenca multifactorial, sem um modo simples de heranca. Em
termos de idade de inicio da DA, pode ser classificada em tardia (geralmente
esporéadica) e de precoce que €, na maioria dos casos, familiar e autossémica dominante.
Esta dltima forma da doenca é rara e é causada por mutacbes em trés genes
identificados: 0 gene para a proteina precursora da B-amildide (APP) e os genes para a
Presenilina-1 e Presenilina-2 (PSEN1 e PSEN2). As Presenilinas formam o centro
catalitico do complexo y- secretase. As mutacfes em qualquer um dos trés genes
aumentam a frequéncia de formacdo das espécies AB1-42, que tém uma maior tendéncia
em se agregarem (Bertram et al, 2008).
Vérios estudos tém sido realizados utilizando genes candidato para analisar a associagdo
entre as variantes genética e o risco de DA. Entre estes, 0 gene APOE é de grande
importancia na maioria das pessoas com DA, que na maior parte sdo casos esporadicos.
A associagdo entre o gendtipo da APOE e o risco de DA foi descrito por Corder et al
em 1993. Um estudo sueco descreveu que 60-80 % dos casos de DA sdo atribuidos a
factores genéticos.
O gene APOE tem 3 alelos, APOE &2, APOE ¢3 e APOE &4. A proteina codificadora do
ApoE, é uma proteina transportadora de colesterol que se liga ao receptor de
lipoproteina de baixa densidade (LDLR) e a proteina relacionada (LRP). O ¢3 é o alelo

mais comum e o tipo &4 tem uma incidéncia de 15% nos alelos de APOE na populacao
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em geral. A populacdo com DA apresenta uma frequéncia de 45% de APOE &4 e 0s
homozigoticos possuem 8-10 vezes um risco maior de desenvolver deméncia, sendo
este efeito dependente do género e da idade. A APOE ¢2 tem um efeito contrario e
parece ser protectora (Gandy et al, 2005).

3.9.1 APP e a Doenca de Alzheimer

A deposicdo de AP no cérebro tem sido um importante factor na DA e tem tido
uma importancia cientifica relevante desde a sua descoberta em 1984 por Glenner. As
placas contendo formas agregadas de fragmentos AP podem ser encontradas no cortex
normal de idosos. Contudo, a observacdo de que uma porgao significante da populacao
idosa pode ter placas mesmo na auséncia de manifestacfes de qualquer forma de
deméncia podem argumentar a favor da ideia que a deposicdo amildide € apenas um
entre varios factores importantes que causam a doenca, embora possa certamente
contribuir para 0os mecanismos subjacentes a fisiopatologia da DA (Maccioni et al,
2001).

A proteina precursora amildide (APP) pertence a uma familia transmembranar de
glicoproteinas de tipo 1 que é expressa em varios tipos de células.

O gene da APP encontra-se no cromossoma 21, uma descoberta de principal interesse,
uma vez, que os doentes com sindrome de Down desenvolvem depésitos de AB e
degeneracéo neuronal (Maccioni et al, 2001).

A porcao N-terminal da APP € projectada para o dominio extracelular ou pode
ser encontrada no lumen de vesiculas intracelulares, tais como as do reticulo
endoplasmatico, complexo de Golgi, e nos endossomas intracelulares. Por outro lado, a
regido C-terminal da APP encontra-se no dominio citoplasmatico (Maccioni et al,
2001). A APP é sensivel a prote6lise por um conjunto de proteases denominadas de a, f3
ou y-secretases. As secretases sao responsaveis pela producéo do péptido AB (1-40) ou

uma variante, o AB (1-42), com uma capacidade suficientemente elevada em agregar-se.
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llustracdo 5-Formacédo do AP através do seu precursor, APP (Adaptado de Saido et al., 2006).

A APP é clivada pela B ou a- secretase, formando um fragmento C-terminal
(C99 ou C83), que sera clivado pela y-secretase formando assim AB. A maior parte das
espécies formadas sdo APs e APs. A APg, sendo mais hidrofobica e mais apta a
agregar, sendo assim considerada primariamente patogénica, consistente com o fenotipo

da maior causa de mutagdes na AD familiar (Saido et al., 2006).

3.9.2 Proteina Tau e a Doencga de Alzheimer

A proteina tau é uma proteina multifuncional associada a microtibulos que
desempenha um importante papel na formagdo dos microtibulos, na sua estabilizacéo
contra a dindmica da instabilidade e, para unir estes polimeros com outros filamentos do
citoesqueleto. Num cérebro normal, existe um equilibrio entre as fosforilagdes e
desfosforilagdes da proteina tau que modulam a estabilidade do citoesqueleto e a
morfologia axonal.
Os emaranhados neurofibrilhares, compostos por matrizes de filamentos helicoidais
emparelhados (PHFs), que se encontram principalmente no hipocampo e amigdala na
DA. OS PHFs sdo estruturas anomalas formadas pela auto-agregacdo da proteina tau
hiperfosforilada, que forma uma rede filamentosa compacta.
A primeira alteracdo encontrada no cérebro de doentes com DA consiste na
hiperfosforilacdo da proteina tau, pela accdo de diferentes sistemas de cinases de

proteinas e fosfatases que parecem conduzir a alteragGes estruturais e conformacionais
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na proteina, afectando a sua ligacdo a tubulina e a sua capacidade de formacgdo de
microttbulos (Maccioni et al, 2001).
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llustracdo 6-Representacdo esquematica dos dominios da proteina tau e os seus sitios de

ligacdo e os de proteina tau hiperfosforilada (adapatado de Maccioni et al, 2001).

4. Estrogenios e a Doenca de Alzheimer

Clinicamente, a AD ¢é caracterizada por um inicio insidioso, com alteracdes em
areas cognitivas no cérebro, conduzindo especialmente a progressiva perda de meméria.
Embora a gravidade da deméncia seja similar em ambos 0s sexos, as mulheres com DA
apresentam uma maior dificuldade em tarefas de memaria semantica.
Na menopausa 0s hiveis de estrogénios sdo baixos, a terapia de substituicdo em
pacientes na pds-menopausa pode restaurar a sua capacidade de memaria e até mesmo
atrasar a expressdo de outras perturbacdes da doenca de Alzheimer. Nos homens, a
testosterona decresce gradualmemte e os neurdnios tém a capacidade de converter esta
hormona em estradiol, o que pode explicar uma menor incidéncia de disturbios
cognitivos em idosos do sexo maculino. Os estrogénios tém uma variedade de efeitos no
SNC e influencia as alteracGes fenotipicas na DA. Estas hormonas exibem uma
capacidade de activacdo nos neurdnios maduros. Também participam no processo de
morfogénese sinaptica, nos efeitos dos receptores de N-metil-aspartato (NMDA) para o
glutamato modulam a APOE cujas quatro variantes (ApoE4) constituem um factor de
risco de DA. Além disso, as vias colinérgicas ascendentes e 0 hipocampo, seriamente
afectados nesta deméncia, possuem receptores nucleares para 0s estrogénios, 0s quais
exercem uma accdo modulatéria sobre a transmissdo colinérgica. Os estrogénios
também possuem efeitos antioxidantes, que podem estar relacionados com a sua
estrutura fendlica, independentemente dos seus efeitos mediados por receptores. Tem
sido demonstrado que estas hormonas sdo capazes de interagir e aumentar a actividade

antioxidante da glutationa (GSH) e diminuir a formacdo de radicais livres a nivel
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mitocondrial para prevenir o dano oxidativo pela AP e outros agentes oxidativos
(Maccioni 2001).

5. Stress oxidativo na Doenca de Alzheimer

O stress oxidativo, é causado pela producdo excessiva de espécies reactivas de
oxigénio (ROS) e espécies reactivas de Azoto (RNS), que consiste nos radicais livres de
oxigénio e moléculas relacionadas como os radicais livres superdxido (02°), singleto de
oxigénio (O*), oxido nitrico (NO), peréxido de hidrogénio (H,0,) e peroxinitrito. Este
fendmeno contribui para a destruicdo dos neurénios e das células vasculares. O cérebro
tem uma taxa de consumo de oxigénio muito elevada, contetdos lipidicos consideraveis
e poucas enzimas antioxidantes quando comparado com outros tecidos, tornando assim
0 SNC muito vulneravel aos danos dos radicais livres. E possivel que o acimulo dos
danos oxidativos contribua para a progressao das doencas neurodegenerativas (Pratico,
2008). As consequéncias da producdo de ROS, incluem destruicdo da membrana
lipidica, clivagem no DNA e inibicdo de um complexo de enzimas na cadeia
transportadora de electrdes na mitocondria, bloqueando a respiragdo mitocondrial. Estes
danos normalmente conduzem a apoptose (Chong et al, 2005).

Na DA, o stress oxidativo parece desempenhar um papel fundamental na sua

patofisiologia. O cérebro de doentes com DA mostra evidéncias de danos das ROS, e
varios produtos do stress oxidativo, tais como 4-hidroxinonenal e produtos finais
resultantes de glicacdo, tendo sido encontrados perto dos depdsitos de AP e dos
emaranhados neurofibrilhares (Sultana et al, 2009).
Também, a hemeoxigenase, outro indicador de resposta ao stress oxidativo, colocaliza
com a forma alterada da tau.Por outro lado, o stres oxidativo parece aumentar a
formacéo e agregacdo de AP, e a formagdo de emaranhados neurofibrilhares pode ser
influenciada pelas modificaces oxidativas na proteina tau (Markesbery, 1997, Mattson,
2004). E plausivel que possa haver outras fontes de stress oxidativo no cérebro de
doentes com DA, por exemplo, a acumulacdo de metais susceptiveis a reaccdes redox,
tais como o ferro (Fe) e o cobre (Cu) (Pratico, 2008).
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6.51008

A S100B é uma proteina de baixa massa molecular ligada & molécula de Ca**,
sendo composta por duas sub-unidades isoméricas e expressa predominantemente pelos
astrocitos e pelas células de Schwann. Os seus niveis normalmente sdo baixos ou ndo
detectaveis no soro, contudo, tém sido encontrados niveis elevados em doencas
neuropatoldgicas.

Embora se reconhega que a S100B tem origem no SNC, encontra-se elevada no Liquido
cefalorraquidiano (LCR) e no soro apés lesdo, mas ndo permanece claro se este aumento
se deve a sinais de disfuncdo da BHE ou a danos neuronais/parénquima.

Vérios estudos sugerem que uma variedade de moléculas biologicamente activas
produzidas pelos astrécitos activados podem ter um papel ambivalente em vaérias
patologias do cérebro, incluindo DA.

A s100B (a forma PB) dependente de Ca’* desempenha um papel importante na
regulacdo de uma variedade de efeitos intracelulares neurotréficos a niveis fisiologicos.
No cérebro, a S100B encontra-se predominantemente na sua isoforma da familia S100,
onde é expressa pelos astrocitos e pensa-se que medeia a activacdo da glia. Contudo, a
S100B pode ser prejudicial, uma vez que: 1) em concentracbes micromolares pode
provocar danos neuronais através da sobre-expressdo da sintase do 6xido nitrico
induziveis (iNOS) e consequentemente a libertagdo de 6xido nitrico; 2) é regulada numa
variedade de doencas neurodegenerativas, incluindo a DA; 3) esta associada a placas p-
amiléide neuriticas num modelo transgénico de DA; 4) estimula a activacdo da glia
através de um ciclo de citocinas; 5) activa o factor nuclear k B (NF-kB), a chave da
transcricdo de um factor mediador da resposta inflamatéria (Mori et al., 2010).
Extracelularmente, a S100B modula a actividade neuronal e a plasticidade sinaptica e,
no espacgo intracelular, actua como um potente inibidor da fosforilagdo em diferentes
substratos como proteina cinase C e Tau. Apds a ligacdo em sitios especificos da
membrana, as proteinas S100B podem modificar a actividade da ciclase do adenilato,
provavelmente através de proteinas G (Nogueira et al, 2009).

N&o h& nenhum mecanismo especifico de activacdo para proteinas S100B, uma
vez que foram encontrados varias condi¢fes que podem provocar a sua libertagdo ou
expressdo, entre estas, destacam-se: o interferdo gama; o factor de crescimento de
fibroblastos-2; interleucinas, glutamato; corticoesterona e pregnisona. Basicamente

estes mecanismos parecem envolver um contacto especifico célula a célula, que

30



estimula a sintese de S100B. De entre os factores que promovem a libertacdo da S100B
da glia, ha também a activacdo dos astrécitos ou das células de Schwann pelo receptor
5-HT1A.

Uma vez no espaco extracelular, a S100B exerce os seus efeitos. Dependendo da sua
concentracdo, pode actuar como quimioatractante para os leucécitos, um modulador da
proliferacdo celular e extensdo da neurite, bem como a regulacdo da activacdo dos
macrofagos. As investigacdes tém revelado que elevados niveis de S100B no soro ou no
liquido cefaloraquidiano (LCR) sdo um sinal de dano cerebral ou de um processo
patoldgico, sendo assim um biomarcador utilizado no diagnostico clinico (Nogueira et
al, 2009).

7. Homocisteina e seu metabolismo

A homocisteina (Hcy) é um aminoacido ndo essencial com grupo SH que é
formado pela desmetilacdo da metionina (Trabetti E. 2008). O catabolismo da Hcy
depende do folato, vitamina B12 e vitamina B6 (Obeid et al. 2006). A homocisteina é
pré-aterogénica e pro-trombdtica. Dessa forma, aumenta o risco de acidente vascular
cerebral, podendo ter um efeito neurotdxico directo. A exposicdo de neurdnios do
hipocampo de ratos a Hcy evidenciou a activacdo da enzima poli ADP-ribose
polimerase (PARP) e ao esgotamento de NAD, que precede a disfungcdo mitocondrial e
0 stress oxidativo, activacdo das caspases e apoptose neuronal.

A metionina é um aminoacido essencial e, € activado para formar S-
adenosilmetionina (SAM), dador universal de grupos metilo. A S-adenosil-
homocisteina é formada quando o0 SAM doa o grupo metilo. A S-adenosil-homocisteina
é hidrolisada formando homocisteina e adenosina. Como mostra a fig. 7 a homocisteina
pode ser remetilada a metionina pela metionina sintase (MTR), a qual requer 5 5- metil-
tetrahidrofolato (CH3-THF) como dador de grupo metil e metilcobalamina (uma forma
bioldgica activa da vitamina B12) como cofactor para a actividade enzimatica. O CH3-
THF é formado em consequéncia da redugdo do 5, 10-metilenetetrahidrofolato, uma
reaccdo que é catalisada pela enzima reductase do metilenotetrahidrofolato (MTHFR)
(Trabetti E. 2008). O ciclo preserva a metionina que na sua forma activada (SAM) é o
principal dador de grupo metilo em varias reac¢des, por exemplo, a metilacdo do DNA,
hormonas, lipidos e neurotransmissores (Rezvani et al. 2002; Mudd et al., 2001).
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No figado, onde o metabolismo da metionina € muito activo, outra enzima, a betaina-
homocisteina-metiltransferase (BHMT), participa na sintese da metionina com a betaina
ou com a trimetilglicina como dador de grupo metilo.

Se um excesso de metionina na dieta ocorre, a MTR ¢€ inibida e a via da
transsulfuracdo fica activada, reagindo a homocisteina com a serina formando
cistationina. A cistationina - sintetase (CBS) catalisa 0 passo inicial necessitando de
5’-fosfato piridoxal (a forma activa da vitamina B6), para a sua actividade. A
cistationina € subsequentemente hidrolisada por outra enzima requerendo vitamina B6,
a y-cistationase, para formar cisteina e a-cetobutirato. O excesso de cisteina € oxidado
em taurina ou sulfatos organicos ou, é excretada na urina (De Vecchi et al. 1999).
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llustracdo 7-- Representagdo esquematica do metabolismo da homocisteina (Adaptado de
Trabetti, 2008).

Em condi¢es fisiologicas, existe um equilibrio entre a formacdo e a degradacdo da
homocisteina e cerca de 50% é remetilada em metionina. O excesso de homocisteina é
exportado através da circulagdo, causando niveis elevados no plasma e na urina.

A homocisteina plasmatica pode encontrar-se na forma livre (cerca de 20-30%), mas a
maior parte (70-80%) encontra-se associada a proteinas plasmaticas, principalmente a
albumina. A homocisteina plasmatica livre pode ainda apresentar-se na forma oxidada,
formando dois tipos de dissulfitos: dimeros de homocisteina ou dimeros de
homocisteina-cisteina. Da fraccdo de homocisteina livre, 2 a 5% correspondem a sua
forma reduzida. A homocisteina plasmatica total (tHcy) é a soma de todas as formas
livres e ligadas a proteinas.

Os niveis plasmaticos de tHcy podem variar numa vasta gama, enquanto 0s niveis

intracelulares estdo confinados a uma estreita gama (Moat et al. 2004). As
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concentragdes plasmaticas dependem dos varios habitos alimentares dentro das
populacdes e entre grupos pertencentes a mesma populacéo.

Os valores de referéncia para homocisteina plasmatica sdo de 6-12 mmol/L em
mulheres e 8-14 mmol/L nos homens. Considera-se a existéncia de uma hiper-
homocisteinémia moderada para valores entre 16 e 30 mmol/L, intermédia para valores
entre 30 e 100 mmol/L e severa para valores de homocisteina plasmatica superiores a
100 mmol/L (Cardoso, 1., 2009).

Tabela 1-Factores que influenciam os niveis plasmaticos de homocisteina

Idade/sexo/estilo de vida
Aumento da idade
Género masculino

P6s menopausa

Falta de exercicio

Tabagismo

Dieta

Deficéncia de folato
Deficiéncia de Vitamina B12
Deficiéncia de Vitamina B6
Consumo de &lcool

Consumo de café

Doenca

Disfuncéo renal

Doenca inflamatdria no intestino
Hipotiroidismo

Hipertenséo

Diabetes

Psoriase

Cancro

Transplantacao renal

Drogas
Drogas antagonistas do folato (metotrexato, anticonvulsante, carbamazepina, fentoina)

Drogas antagonistas da Vitamina B12 e da Vitamina B6 (nitratos, teofilina,)
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Genética

Deficiéncia na cistationina sintase

Erros inatos no metabolismo do folato

Erros inatos na absorcao de cobalamina, seu transporte e metabolismo

Polimorfismos dos genes do metabolismo do folato e cobalamina

7.1 Hiperhomocisteinémia

A hiperhomocisteinemia ¢ uma disfuncdo multifactorial, sendo que os seus
niveis podem aumentar devido ao tabagismo, consumo de café e falta de exercicio
fisico. Contudo, com 0 aumento da idade nos homens, tem-se verificado um aumento da
concentragdo de homocisteina. Nas mulheres, o aumento da homocisteina é observado
apos a menopausa. A hiperhomocisteinémia moderada é comum em alcodlicos cronicos,
contudo, a sua reducdo tem sido associada ao consumo moderado de alcool,

provavelmente mediado pelo folato (Ubbink et al. 1998).

7.2 Mecanismos patogenéticos da hiperhomocisteinémia

A hiperhomocisteinémia esta implicada numa vasta gama de desordens: dano
vascular, comprometimento cognitivo, complicacdes na gravidez, complicacOes
neuroldgicas e psiquiatricas e, doengas neoplasicas. Promove o dano oxidativo e a
disfuncéo a nivel do endotélio inibindo a sintase do 6xido nitrico e subsequentemente
decrescendo a biodisponibilidade do o6xido nitrico. Em condi¢Ges normais, o &cido
nitrico destoxifica a homocisteina, formando S-nitroso-homocisteina, um vasodilatador.
O excesso de homocisteina ndo € totalmente neutralizado pelo éxido nitrico mas € auto-
oxidado em homocistina, produzindo radicais livres toxicos para as células endoteliais.
Normalmente a glutationa neutraliza os radicais livres, mas o excesso de homocisteina
diminui a actividade da peroxidase da glutationa.
As causas mais comuns de hiperhomocisteinémia na populacdo em geral estdo
relacionadas com defeitos genéticos na codificacdo de enzimas que estdo envolvidas no
metabolismo da homocisteina, podendo diminuir a sua actividade e, consequentemente
provocar um aumento da concentracdo de homocisteina plasmética total (tHcy). A
hiperhomocisteinémia genética é frequentemente resultado das deficiéncias
heterozig6ticas da cistationina-pB-sintetase (CBS) e redutase do metilenotetrahidrofolato
(MTHFR) (Obeid et al., 2006).
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7.3 Polimorfismo no gene da redutase do Metilenotetrahidrofolato
(MTHFR)

As alteracbes nos genes que codificam as enzimas envolvidas na regulacdo da
homocisteina podem influenciar as suas concentracdes. Os principais sdao 0s que
codificam a metilenetetrahidrofolato redutase (MTHFR), cistationina-sintase (CBS) e
metionina sintase (MTR) directamente envolvidos no metabolismo da homocisteina.

A MTHFR ¢é uma enzima importante no metabolismo da homocisteina. Uma deficiéncia
nesta enzima compromete a sintese normal de ADN e ARN, conduzindo a disfungdo do
SNC. Se for uma deficiéncia severa (20% de actividade normal) provoca desordem
vascular e mental.

A mutacdo responsavel pela geracdo da MTHFR alterada, é a substituicdo da C
(citosina) pela T (timina) no nucledtido 677 (677C—T), a qual converte um residuo de
alanina num residuo de valina, comprometendo o local de ligacdo com o &cido félico
que, uma vez ndo activo, dificulta a metabolizagdo da homocisteina.

O polimorfismo MTHFR 677C—T ¢ muito comum e aproximadamente 40% da
populacdo sdo homozigoticos para o alelo C677/C677, 45% sdo heterozig6ticos
C677/T677 e 15% sdo homozigoticos para o alelo mutado T677/T677.

Recentemente foi descoberto um segundo polimorfismo no gene da MTHFR,
relacionado apenas com a diminuicdo da actividade da enzima. Este polimorfismo
corresponde a transicdo da adenina (A) pela citosina (C) no nucledtido 1298
(1298A—C). Individuos homozigoéticos para o alelo 1298C/1298C, tém uma actividade
enzimatica reduzida, porém em menor escala que os individuos com gendtipo 677TT
(Castro et al., 2003).

8. Vitamina B12 e polimorfismo no gene TCN2

A vitamina B12 ou cobalamina é um nutriente essencial para os seres humanos,
porque dois de seus derivados, a metilcobalamina e a adenosilcobalamina, actuam como
coenzimas em reacgoes metabdlicas importantes.

A metilcobalamina é um transportador citosélico de metilo na remetilacdo da
homocisteina em metionina dependente do folato, reaccdo catalisada pela sintase da

metionina. Na mitocondria, a adenosilcobalamina é necessaria para a isomerizacao do

35



metilmalonil-CoA em succinil-CoA, reaccdo catalisada pela mutase do metilmalonil-
CoA. Assim, a acumulagdo de homocisteina e o acido metilmalénico sdo muitas vezes
utilizados como biomarcadores na avaliacdo dos niveis de vitamina B12. Cerca de 30%
da vitamina B12 em circulagdo estd ligada a transcobalamina Il e é referida como
holotranscobalamina (holo-TC), representando a frac¢do biologicamente activa que é
distribuida por todos os tecidos do corpo.

A proteina transcobalamina 1l (TC) é codificada pelo gene TCN2 codificado no
cromossoma 22q12-13. O gene TCN2 é composto por nove exdes separado por introes
e confere uma heterogeneidade consideravel, tendo sido descritos mais de dez
polimorfismos num Unico nucledtido (SNP). Um dos polimorfismos, o 776C>G,
originando a substituicdo P259R, uma mutagdo “missense”, foi descrito como comum e
pode potencialmente interferir com a disponibilidade intracelular de vitamina B12.
Diversos estudos tém sido realizados para avaliar possiveis associa¢cdes entre 0 SNP no
gene TCN2 e niveis plasméticos de vitamina B12, folato, acido metilmal6nico ou
homocisteina. Embora exista controvérsia, os factos mais consistentes indicam que 0s
niveis de holo-TC sdo menores no plasma de individuos homozigéticos para o alelo
776G, que nos individuos com gend6tipo nativo (776CC) (Castro et al., 2010)

9. Cortisol

O cortisol é a principal hormona glicocorticoide segregada pelo cértex supra-
renal. As suas funcdes fisioldgicas incluem a regulacdo do metabolismo dos hidratos de
carbono e a distribuicdo de electrélitos e agua. O cortisol tem também um efeito
imunossupressor e anti-inflamatério. Em individuos normais, os niveis de cortisol séo
regulados através de um ciclo de feedback negativo em que o cortex supra-renal reage a
niveis elevados de ACTH (hormona adrenocorticotropica) aumentando a secrecdo de
cortisol, enquanto a hipofise reage a niveis elevados de cortisol diminuindo a producéao
de ACTH. Os niveis de cortisol plasmatico atingem valores mais elevados de manha e
as concentracdes diminuem para cerca de metade ao fim do dia. A gravidez e o
tratamento com estrogénios elevam acentuadamente os niveis de cortisol. O stress que é
um factor de risco para a DA, induz a libertagdo deste glucocorticdide que vai afectar o
cérebro a nivel do hipocampo, que é a &rea que estd associada a memoria e
aprendizagem, além disso, o stress leva ao aumento da excitotoxicidade causada pela
activacao dos receptores NMDA (Whitley et al., 1994).
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[l. Objectivos

Apb6s pesquisa bibliografica constatou-se que a deméncia cognitiva tipo
Alzheimer estaria associada a alteracdo de alguns parametros séricos, nomeadamente,
homocisteina, acido Urico, colesterol, proteinas inflamatérias de fase aguda (PCR),
hormonas esterdides e algumas vitaminas. Assim, tendo em conta a influéncia de
factores enddcrinos, nutricionais e imunoldgicos na patogénese da Doenca de
Alzheimer, anteriormente expostos, o presente estudo tem como objectivo:
- Analisar os niveis séricos de cortisol, de homocisteina e alguns parametros
imunolégicos, num grupo de doentes com deméncia cognitiva tipo Alzheimer,
comparativamente com um grupo controlo, realizados numa populacdo da Cova da
Beira;
- Analisar os niveis de alguns antioxidantes (vitaminas B12, Vitamina C) em doentes
com deméncia cognitiva tipo Alzheimer e num grupo controlo;
- Analisar os polimorfismos no gene do MTHFR e do gene TCN2 em doentes com
deméncia cognitiva tipo Alzheimer e num grupo controlo;
- Estudar as possiveis correlagdes entre os parametros bioquimicos, endocrinos e
imunoldgicos analisados.
Tendo sido realizado o presente estudo, quase na sua totalidade no CHCB, houve um
grande interesse em contactar com as diferentes seccGes do Laboratério de Patologia

Clinica, nomeadamente, a Bioguimica, Imunologia, Hematologia e Microbiologia.
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I1l. Materiais e Métodos

1. Populacdo em estudo

Os participantes deste estudo foram seleccionados de entre individuos utentes do
Centro Hospitalar Cova da Beira através da realizagdo de um inquérito (anexo 1).
Assim, de modo a eliminar condi¢des conhecidas que interferem com as concentragdes
no soro de homocisteina, cortisol, estrogénios e vitaminas, ambos, 0s pacientes e 0s
controlos foram excluidos deste estudo se sofressem de hipertensdo, doenca
cardiovascular, doenca renal ou hepatica, diabetes, hipo ou hipertiroidismo ou
hipercolesterolémia, se eram fumadores, alcodlicos ou se tinham sido submetidos
recentemente a cirurgia, ou se tinham tomado corticdides ou suplementos vitaminicos
nos Gltimos dois meses. Os individuos que sofriam de malnutricdo ou com sérias
dificuldades em se alimentar foram excluidos deste estudo. Este inquérito teve como
objectivo minimizar a interferéncia destes factores no estudo e é com base nele que se
formou o grupo controlo (individuos sem deméncia cognitiva tipo Alzheimer) e o grupo
teste (individuos com deméncia cognitiva tipo Alzheimer). Todas as mulheres estavam
em fase pés-menopausa e ndo faziam terapia de substituicdo hormonal. As mulheres sdo
consideradas em fase p6s-menopausa quando tém pelo menos doze meses consecutivos
de amenorreia.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica e, os individuos voluntarios

deram o seu consentimento informado.

1.1.Grupo Controlo

O grupo controlo € constituido por 25 voluntarios idosos saudaveis (18 do sexo
feminino e 7 do sexo masculino), sem sintomas de perda de memoria e sem sofrerem de
doencas neuroldgicas. Alguns foram os familiares acompanhantes dos pacientes durante
a consulta clinica no Departamento de Neurologia do Centro Hospitalar Cova da Beira.
Os controlos foram incluidos no estudo apds terem respondido ao inquérito (Anexo 1) e

apos terem sido submetidos a exames fisicos e bioquimicos de rotina.

1.2. Grupo Teste
O grupo teste é constituido por 17 pacientes (8 do sexo feminino e 9 do sexo
masculino), que foram seleccionados pelo Departamento de Neurologia do Centro

Hospitalar Cova da Beira. O dano cognitivo foi avaliado através de varios testes,
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incluindo o “Mini-Mental State Examination”. O diagnostico foi baseado em
examinacdo neuroldgica e neurofisiolégica e complementado com informacdo em
neuro-imagens (TAC ao cérebro). O diagnéstico de deméncia tipo Alzeimer (DTA) foi
realizado de acordo com o “National Institute of Neurological and Communicative
Disorders and Stroke—Alzheimer's Disease and Related Disorders Association” para
provavel Doenga de Alzheimer. Os pacientes com Doenga cerebrovascular
concomitante foram excluidos deste estudo.

1. Equipamentos
Equipamentos no C.H.C.B.

e Centrifuga Refrigerada, Jouan CR 412, IZASA

Analisadores automaticos:
e Abbot AXSYM™ System ,
e COBAS 6000, Roche
e Beckman Coulter LH 750 1IZASA
e IMMULITE ®

Na U.B.I.

e Balanca analitica Sartorius ® + 0,01 mg

e Banho termostatizado com sistema de agitacdo: Grant® OLS 200

e Espectrofotometro: Ultrospec®3000 Pharmacia Biotech

e Potenciémetro medidor de pH: Metrohm®744 pH Meter

e Cémara de Fluxo Laminar (Camara de Seguranca Bioldgica Classe 1 tipo Al)

2. Colheita e conservacédo das amostras

As amostras de sangue do grupo controlo e do grupo teste foram colhidas entre as 8
horas e as 9:30 horas no Centro de Colheitas do C.H.C.B, num tubo seco sem
anticoagulante para a obtencdo do soro e num tubo com EDTA para a realizacdo de
hemograma.

1- Os tubos sem anticoagulante sdo centrifugados numa centrifuga a 4000rpm

durante 15 minutos a temperatura de 10°C;

!

O soro obtido é separado em 3 aliquotas para a determinacdo dos parametros
pretendidos:
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e Uma aliquota é guardada a -80°C para a determinacdo da s100 B através de um
kit comercial na UBI.

e Outra aliquota de 100 pL ¢ desproteinizada e congelada a -80°C para a
determinacdo da vitamina C pelo método enzimatico na UBI;

e Outra aliquota com o restante volume de soro é utilizada para a determinagéo

dos restantes parametros bioquimicos no C.H.C.B.

DESPROTEINIZACAO:
As amostras de soro de 100 pL sdo tratadas com igual volume de TCA 10% (m/v),
agitadas no vortéx durante 30 segundos e posteriormente centrifugadas numa centrifuga
a 1500g, durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante ¢ transferido para tubos eppendorf
de 1,5 mL e congelado a -80°C.
2- Os tubos com EDTA sdo para a realizacdo de hemograma e, apds isso é retirada
uma aliquota 1,5 mL (minimo 1mL) para a genotipagem do MTHFR e do
TCN2. Devem ser guardadas no frigorifico durante algumas semanas mas nao

mais do que um més.

3. Parametros clinicos analisados

Os valores de todos os parametros analisados foram validados pelos respectivos

controlos previamente introduzidos nos auto-analisadores.
4.1 Parametros Bioquimicos

4.1.1 Ureia

Os niveis séricos de ureia foram analisados recorrendo ao auto-analizador
COBAS C, HITACHI 501 através de um método cinético com urease e glutamato
desidrogenase. Este método baseia-se na hidrolise da ureia pela urease que da origem a
amoénia e carbonato. Na segunda reaccdo, o 2-oxoglutarato reage com a amdnia na
presenca de desidrogenase do glutamato (GLDH) e da coenzima NADH, dando origem
a L-Glutamato. Nesta reac¢do, duas moles de NADH sdo oxidadas a NAD" por cada
mole de ureia hidrolisada. A taxa de diminuicdo na concentracdo de NADH ¢é
directamente proporcional a concentragdo de ureia na amostra que € determinada

medindo a absorvéncia a 340 nm.
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Cinética da reaccédo:

Ureia + 2H,0 Y€ ' NH4*+COs*
NH4" + 2-oxoglutarato + NADH __GLDH _ | -glutamato + NAD" + H,0O
Reagentes:

e Cassete: COBAS®, HITACHI, Ureia;

e Calibrador fa.s.;

e Controlos de Qualidade: Precinorm® U e Precipath® U

e Reagente: Solugdes de trabalho:

» R1:NaCla0,9%

» R2: Tampédo TRIS, 2-oxoglutarato, NADH, ADP, urease (feijéo frade), GLDL
(figado de bovino), conservante, estabilizadores ndo reactivos.

4.1.2 Creatinina
Os niveis séricos de creatinina foram analisados recorrendo ao auto-analizador

COBAS C, HITACHI 501 através da reaccdo cinética de Jaffé tamponada sem
desproteinizagdo. E um método compensado para soro, plasma e urina humanos. Este
método baseia-se no facto da creatinina, numa solucéo salina reagir com o picrato para
formar um complexo amarelo-avermelhado. A taxa de formag&o do corante (intensidade
da cor) é directamente proporcional a concentracdo de creatinina na amostra,
determinada medindo o aumento da absorvéncia a 512 nm. As amostras de soro e
plasma contém proteinas que reagem nao especificamente no método de Jaffé. Para
compensacdo dos resultados de soro e plasma, os valores sdo corrigidos
automaticamente em -18 pmol/L(-0,2 mg/dL).
Cinética da reaccao:
Creatinina + acido picrico H alcalino complexo amarelo-avermelhado
Reagentes:

e Cassete: COBAS®, HITACHI, Creatinine Jaffé Gen.2;

e Calibrador fa.s.;

e Controlos de Qualidade: Precinorm® U e Precipath® U

e Reagente: Solugdes de trabalho:

» R1: tampdo alcalino (frasco B) e 0s seus componentes activos sdo o hidroxido

de potassio e fosfato, pH> 13,5;
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» R2/R3: acido picrico (frasco C). Os componentes activos sdo: &cido picrico a
pH =6,5. Este reagente contém um tampao nao reactivo.

4.1.3 Acido Urico

O 4&cido Urico € o produto final do metabolismo das purinas no organismo
humano. E um 4cido fraco e na sua forma ionizada, o urato monossddico é a forma
encontrada no plasma humano, no liquido plasmatico extracelular no liquido sinovial.

Os niveis séricos de acido urico foram analisados recorrendo ao auto-analizador
COBAS C, HITACHI 501 através de um ensaio colorimétrico enzimatico. A base deste
método é o facto de a uricase degradar o &cido Urico em alantoina e peréxido de
hidrogénio. Na presenca de peroxidase, a 4-aminofenazona é oxidada pelo per6xido de
hidrogénio formando um corante diimino-quinona. A intensidade da cor da diimino-
quinona formada é directamente proporcional a concentragcdo de acido Urico, que se
determina medindo o aumento da absorvéncia a 552 nm.

Cinética da reaccao:

Acido rico + 2 H,0 + 0, 21%% . ajantoina + CO, + H,0,

2H,0, + H" + TOOS + 4-aminofenazona Peroxidase corante quinona-diiimina +
4H,0

Reagentes:

o Cassete: COBAS®, HITACHI, Acido drico ver.2;
e Calibrador fa.s.;
e Controlos de Qualidade: Precinorm® U e Precipath® U

e Reagente: Soluces de trabalho;

» R1: tampdo fosfato; TOOS (N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-metilanalina);
alcool gordo de poliglicoléter: 4,8%; ascorbato oxidase (EC 1.10.3.3
aboborinha), estabilizantes;

> R2: tampdo fosfato, hexacianoferrato de potassio (Il), 4-aminofenazona a
pH=7,8, uricase (EC 1.7.3.3.; Arthrobacter proptophormiae); peroxidase (POD)
(EC 1.11.1.7; rdbano); estabilizantes.
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4.1.4 Glucose
Os niveis séricos de glucose foram analisados recorrendo ao auto-analizador

COBAS C, HITACHI 501 através de um método enzimatico de referéncia com
hexoquinase. Este método baseia-se no facto da hexocinase (HK) catalizar a
fosforilacdo da glucose pelo ATP dando origem a glucose-6-fofato e ADP. Para
prosseguir a reac¢ao, uma segunda enzima, a desidrogenase da glucose-6-fosfato (G-6-
PDH), € utilizada para catalisar a oxidacéo da glucose-6-fosfato pelo NADP™ originando
0 NADPH. A concentracdo de NADPH formada € directamente proporcional a
concentracdo de glucose que é determinada medindo o aumento da absorvéncia a 340
nm.
Cinética da reaccao:
Glucose + ATP l» G-6-P + ADP
G-6-P + NADP* _ZPPH | gconato-6-P + NADPH + H*
Reagentes:

e Cassete: COBAS®, HITACHI, Glucose hexoquinase;

e Calibrador fa.s.;

e Controlos de Qualidade: Precinorm® U e Precipath® U

e Reagente: Soluces de trabalho;

> R1:tampdo MES; Mg?*; ATP; NADP*; conservante;
> R2: tampao HEPES; Mg”* HK (levedura); G-6-PDH (E.coli); conservante.

4.1.5 Colesterol Total

Os niveis séricos de colesterol total foram analisados recorrendo ao auto-
analizador COBAS C, HITACHI 501 através de um método colorimétrico enzimatico.
A base deste método consiste no facto dos ésteres de colesterol serem clivados através
da accdo da esterase de colesterol (CE) e produzem colesterol livre e acidos gordos. A
oxidase do colesterol (CHOD) catalisa a sua oxidacdo para 4- colestenona e peroxido de
hidrogénio. Na presenca da peroxidase (POD), o per6xido de hidrogénio formado
promove a ligacdo oxidativa do fenol e da 4-aminoantipirina, formando um corante
vermelho de quinona-imina. A intensidade da cor do corante formado é directamente
proporcional a concentracdo de colesterol, determinada medindo o aumento da

absorvéncia a 512 nm.
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Cinética da reaccao:
, E
Esteres de Colesterol + H,O —C—> Colesterol + RCOOH

Colesterol + 0, CHOD 4 _colestenona + H,0,

H,0, + 4-AAP + fenol PO, corante quinona-imina + 4H,0
Reagentes:
e Cassete: COBAS®, HITACHI, Cholesterol Gen. 2;
e Calibrador fa.s.;
e Controlos de Qualidade: Precinorm® U e Precipath® U; Precinorm® L e
Precipath® L
e Reagente: Soluces de trabalho;
> R1: tampdo PIPES; Mg?*; colato de sddio; 4-aminofenazona; fenol; alcool
gordo de poliglicoléter: 3%; esterase do colesterol (Pseudomonas spec); oxidase
docolesterol (E.coli); peroxidase (rabano); estabilizantes; conservante.

4.2 Parametros metabodlicos

4.2.1 Homocisteina

A determinacdo dos niveis séricos de L-homocisteina total foi efectuada
recorrendo ao auto-analisador Abbott AXSYM ™ System, através de um imunoensaio de
fluorescéncia polarizada (FPIA). A base deste método consiste no facto da homocisteina
ligada (forma oxidada) ser reduzida a homocisteina livre que é enzimaticamente
convertida a S-adenosil-L-homocisteina (SAH) da seguinte forma:
1-Reducdo: a homocisteina (Hcy-SS-Hcy), a mistura dissulfidrica da homocisteina (R1-
SS-Hcy) e a homocisteina ligada as proteinas (Proteina-SS-Hcy), na amostra, sao
reduzidas a forma livre de homocisteina através do uso de Ditiotreitol (DTT);
Hcy-SS-Hcey
R1-SS-Hcy (R1= residuo de tiol) L forma livre de homocisteina
Proteina-SS-Hcy
2-Conversdo enzimatica: a homocisteina livre € convertida em SAH pela utilizacdo de
hidrolase da SAH e excesso de adenosina.

Homocisteina + Adenosina —AH-Hidrolase g a1y
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Sob condi¢bes fisioldgicas, a hidrolase da SAH converte a SAH em homocisteina. O
excesso de adenosina na solugdo de pré-tratamento conduz a conversao de homocisteina
a SAH pela SAH hidrolase bovina.

Procedimento:

A amostra e Reagentes AxXSYM ™ Homocisteina sdo pipetados na sequéncia seguinte:

Centro de pipetagem

e A amostra e todos os reagentes AXSYM ™ Homocisteina necessarios para um
teste sdo pipetados pela sonda de amostra para varias cavidades da cuvete de
reaccao (Reaction Vessel- RV).

e A amostra, a solucdo de pré-tratamento, a solucdo 4 (diluente) e a SAH hidrolase

séo pipetadas para uma cavidade da cuvete da RV

A RV ¢ imediatamente transferida para o centro de processamento. As pipetagens
adicionais séo efectuadas no centro de processamento pela sonda de processamento.
Centro de processamento
e Uma aliquota da mistura de pré-diluicdo, anticorpos e solucdo 4 (diluente) séo
transferidos para a cuvete de reaccao.
e O marcador, a solucdo 4 e uma segunda aliquota da mistura de pré-diluicdo sdo
transferidos para a cuvete.
e A SAH e o marcador de fluoresceina competem pelos locais de ligacdo na
molécula do anticorpo monoclonal.
e A intensidade da luz fluorescente polarizada é medida pelo conjunto Optico
FPIA.
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4.3 Parametros vitaminicos

4.3.1VitaminaB12

O doseamento por fixacdo para a determinacdo quantitativa in vitro da vitamina
B12 em soro e plasma humanos, foi efectuado utilizando o auto-analisador Elecsys

2010, HITACHI, atraves do imunoensaio de electroquimioluminescéncia (ECLIA).

Este método baseia-se no principio de competicdo utilizando um factor intrinseco
especifico da vitamina B12. A vitamina B12 na amostra compete com a vitamina B12
adicionada e marcada com biotina para os locais de ligagdo no complexo de factor

intrinseco marcado com ruténio.

e 1% Incubagdo: através da incubagdo da amostra (15uL) com as solucbes de pré-
tratamento 1 e 2 da vitamina B12, a vitamina B12 fixada é libertada;

e 2% |Incubacdo: através da incubacdo da amostra pré-tratada com factor intrinseco
marcado com ruténio, forma-se um complexo de vitamina B12 e proteina de
ligacdo, cuja quantidade depende da concentracdo do analito na amostra;

e 3% Incubacdo: ap6s incorporacdo das microparticulas revestidas de streptavidina
e de vitamina B12 marcada com biotina, os pontos de fixacdo ainda vazios de
factor intrinseco marcado com ruténio sdo ocupados, formando-se um complexo
de factor intrinseco marcado com ruténio-vitamina B12 com biotina. O
complexo formado liga-se a fase sdlida pela interaccdo da biotina e da
streptavidina.

e A mistura da reac¢do € aspirada para a célula de leitura, onde as microparticulas
sdo fixadas magneticamente a superficie do eléctrodo. Os elementos ndo ligados
sdo entdo removidos com ProCell. A aplicacdo de uma corrente eléctrica ao
eléctrodo induz uma emissdo quimioluminescente que é medida por um
fotomultiplicador.

e Os resultados sdo determinados com base numa curva de calibracdo, que é
construida especificamente pelo analisador por uma calibracdo de 2 pontos e

uma curva principal incluida no codigo de barras do reagente.
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4.3.2 Acido félico ou Folato

O doseamento por fixacdo para a determinacdo quantitativa do acido félico em soro e
plasma humanos, foi efectuado utilizando o auto-analisador Elecsys 2010, HITACHI,

através de imunoensaios.

e 1% Incubagdo: através da incubacao da amostra (25uL) com os reagentes 1 e 2 de
pré-tratamento do folato, o folato fixado é libertado das proteinas de fixacdo do
folato

e 2% Incubacdo: através da incubacdo da amostra pré-tratada com a proteina de
fixacdo do folato marcada com ruténio, forma-se um complexo de folato, cuja
quantidade depende da concentracdo do analito na amostra;

e 3?Incubacdo: apds incorporacdo das microparticulas revestidas de estreptavidina
e de folato marcado com biotina, os locais ndo ocupados da proteina de fixacdo
marcada com ruténio, sdo ocupados formando-se ruténio-folato biotinizado. O
complexo formado liga-se a proteina de fixacdo de fase sélida pela interaccdo da
biotina e da streptavidina.

e A mistura da reac¢do € aspirada para a célula de leitura, onde as microparticulas
sdo fixadas magneticamente a superficie do eléctrodo. Os elementos ndo ligados
sdo entdo removidos com ProCell. A aplicacdo de uma corrente eléctrica ao
eléctrodo induz uma emissdo quimioluminescente que é medida por um
fotomultiplicador.

e Os resultados sdo determinados com base numa curva de calibracdo, que é
construida especificamente pelo analisador por uma calibracdo de 2 pontos e

uma curva principal incluida no codigo de barras do reagente.
4.3.3 Vitamina C ou Acido Ascérbico

Os valores de acido ascoOrbico séricos foram determinados recorrendo a um método
colorimétrico enzimatico de ponto final. Este pardmetro foi analisado no laboratério de

investigacdo no CICS da UBI.

O é&cido ascérbico circulante na amostra de soro desproteinizado é selectivamente e
completamente oxidado a &cido desoxiascorbico pela enzima oxidase do ascorbato

(EC.1.10.3.3). Este composto reage com o-fenilenediamina (OPDA) para formar um

47



derivado quinoxalino, um cromoforo cuja absorvéncia € medida hum comprimento de
onda de 340nm.

~0OH .
ascorbato oxidase ~OH
HO YO0 A o
\ D HO N\ 0.0
p=d t1f202 T \ [+ HO
o oH Oe.f’ ‘i@n

Acido ascorbico Acido desoxiascorbico

llustracdo 8-Reaccdo enzimatica de oxidagdo do ascorbato com formagdo do desoxiascorbato
(adaptado de Vislisel et al., 2007).

_OH 0
~MHz ’[ N ]
0. .0 g £
QE[ A ¢ 7 — ;5 o b 3°
"N, 4 2 * H:0
o o PRl
HO
O-fenilenediamina Acido desoxiascérbico Derivado gquinoxalino
(cromdforo)

lustracdo 9-Reaccdo de condensacdo do desoxiascorbato com o O-fenilenodiamina (OPDA)
(adaptado de Vislisel et al., 2007).

Reagentes:

Acido ascorbico A5960, OPDA P1526, Oxidase do ascorbato A0157, DTT, Hidroxido
de sodio foram todos obtidos pela Sigma Chemical®. O acido cloridrico da Ried-el-
Halein ® .

Desproteinizacdo com TCA:

As amostras de soro foram tratadas com igual volume de solu¢do de desproteinizagao
10% (m/v) de &cido tricloroacético (TCA). Ap6s 15 minutos de centrifugacdo a 1500
g na Centrifuga Refrigerada Jouan CR 412®, o sobrenadante foi transferido para
eppendorf ®e congelados a -80°C.

Uma solucdo diluente de TCA (1:2) foi elaborada a partir da solucdo de

desproteinizacdo 10% TCA e &gua ultra pura millipore, em igual proporcdo. Esta

48



solugdo foi utilizada para preparar as solu¢des padrdo de ascorbato para a curva de
calibracdo do método espectrofotométrico.

Método enzimatico

Foi preparada uma solucdo mae de &cido ascorbico 2,84 mmol/L e os respectivos
padrdoes de ascorbato elaborados a partir desta, em duplicado, com as seguintes
concentragdes 5.0, 3.0, 2.0, 0.5, 0.2, 0.1 mg/dL. Utilizou-se como solvente a solugéo
diluente TCA (1:2).

Preparou-se uma solucdo tampdo fosfato (0,1 mol/L) dissolvendo 13,94 g de
NaH,P0O,.H,0. pesadas na balanca analitica Sartorius®, em 800 mL de agua ultra-pura
millipore. O pH da solucéo foi aferido com o potenciémetro Metrohm ® 744 pH Meter
e ajustado a 6,5 com a solucdo de NaOH (5M) e solucdo de HCI (5M). Finalmente a
solucdo foi diluida para 1.0L e armazenada a 4°C.

Uma solucdo enzimatica de oxidase do ascorbato (8U/mL) em tampao fosfato foi
preparada dissolvendo a respectiva massa de enzima liofilizada no volume adequado de
tampao fosfato.

Analise espectrofotométrica

Em duplicado adicionaram-se 25 pL de cada amostra de soro desproteinizado ou de
cada solucdao padrao de ascorbato, 100 pL de solucdo cromogénica e 5 plLde solugao
enzimatica em tubos eppendorf® de 1,5 mL. Apds homogeneizacdo no vortex com 0s
tubos eppendorf ® fechados, estes sdo entdo abertos e colocados num banho Shaker
Bath SBS 30-stuart Scientific® com agitacdo ligada e cobertos com folha de aluminio.
O periodo de incubacdo de cada eppendorf ® foi de 5 minutos. Apds esse tempo, 0
eppendorf foi retirado do banho, foi fechado e colocado num banho de &gua corrente até
atingir a temperatura ambiente. Foi novamente ao vortex e a leitura foi efectuada num
espectrofotdmetro Ultrospec® 300 Pharmacia Biotech, com comprimento de onda a
340 nm numa célula de quartzo de 100 uL.

Curva de calibragdo para o Ascorbato
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Para 0 método de desproteinizacdo do TCA no soro, foi elaborada uma recta de
calibracdo para o ascorbato. Obteve-se a seguinte curva ilustrada no graficol.

Curva de calibracéo do ascorbato

o

<

o

(4]

o

8 g

c y =0,040x - 0,009
‘é’ R2=0,991
o

}4 2 4 6
<

Concentracao de ascorbato (mg/mL)

llustracdo 10- Representacdo grafica da curva de calibracdo do ascorbato

A equacdo utilizada para o calculo da concentracdo de vitamina C incorpora o
respectivo factor de diluicdo utilizado no método. Assim, de acordo com a lei de
Lambert-Beer tem-se a seguinte equagéo:

(Abs+0,009)

Método TCA (50 pL de padrio) : [Ascorbato] = 2 x 010

Onde Abs = Absorvéncia

Para as leituras espectrofotométricas destinadas a construcdo da recta de
calibracdo do ascorbato, foi necessario preparar em duplicado os seguintes ensaios:

P: 25 uL de solugdo padrao de ascorbato +100 uL de solu¢do cromogénia + 5 pL de

solugéo de enzima.

Z: 25 uL de solugao diluente +100 uL de solu¢do cromogénia + 5 puL de tampao fosfato

(serviu para acertar o espectrofotémetro a zero).
Para as leituras espectrofotométricas das amostras, realizou-se novos ensaios:

Branco (B): 25 uL de amostra de soro +100 pL de solugdo cromogénia + 5 pL de
tampéo fosfato
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Zero (Z): 25 pL de solugédo diluente +100 uL de solugdo cromogénia + 5 uLL de tampéao
fosfato (serviu para acertar o espectrofotdmetro a zero).

Ensaio (E): 25 uL de amostra de soro +100 uL de solu¢do cromogénia + 5 pL de

solucgéo de enzima.

No final foi descontado o valor de absorvéncia do branco as respectivas leituras das
amostras de soro (E).

Assim,
Absorvéncia final: Abs. de E - Abs. de B

4.3 Parametros endocrinos

4.3.1 Cortisol

A determinacdo dos niveis séricos de Cortisol foi efectuada recorrendo ao auto-
analisador AxXSYM ™ System, através da técnica de imunoensaio de fluorescéncia
polarizada (FPIA). Os seus resultados sdo utilizados no diagnostico e tratamento da
disfuncdo da glandula supra-renal.

Procedimento:

A amostra e Reagentes AXSYM ™ Cortisol sdo pipetados na sequéncia seguinte:

Centro de pipetagem

e A amostra e todos os reagentes AXSYM ™ cortisol necessarios para um teste sdo
pipetados pela sonda de amostra para varias cavidades da cuvete de reac¢do
(Reaction Vessel- RV).

e A amostra, 0 antisoro cortisol (anticorpos), a solucdo de pré-tratamento e a
solugdo 4 (diluente) séo pipetadas para uma cavidade da RV, constituindo a
mistura de pré-diluicao.

e Sdo adicionadas a cuvete da RV mais solucdo de pré-tratamento e solucdo 4
(diluente).
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e A RV é imediatamente transferida para o centro de processamento. Pipetagens

adicionais sdo efectuadas no centro de processamento pela sonda de

processamento.

Centro de processamento

e Uma aliquota da mistura de pré-diluicdo e solucdo 4 (diluente) sdo transferidas

para a cuvete da RV e é medida a intensidade do branco da amostra.

e Uma segunda aliquota da mistura de pré-diluicdo é transferida para a cuvete

juntamente com o marcador de fluoresceina cortisol.

e O cortisol da amostra e o marcador de fluoresceina cortisol competem pelos

locais de unido da molécula de anticorpo.

e Aintensidade da luz polarizada é medida pelo conjunto éptico do equipamento.

Reagentes:

Marcador de fluoresceina cortisol em tampao surfactante e estabilizadores;
Conservante: azida sddica.

Antisoro Cortisol (rato,monoclonal e cabra, policlonal) em tampdo com
estabilizadores de proteinas. Conservante: azida sodica.

Solucdo de pré-tratamento- Surfactante em tampédo Tris; Conservante:
azida sodica.

Solucdo de limpeza da sonda do AxSYM ™- 2% de hidréxido de
tetraetilaménio (TEAH)

Solucéo diluente- 0,1 M de tampdo fosfato; Conservantes: azida sodica e
antimicrobiano

Controlos e calibradores para cortisol.

4.3.2 Estradiol
A determinacéo dos niveis séricos de Estradiol foi efectuada recorrendo ao auto-

analisador Abbott AXSYM ™ System, através de um imunoensaio enzimatico de

microparticulas (MEIA).

Procedimento:

A amostra e Reagentes AxXSYM ™ Estradiol sdo pipetados na sequéncia seguinte:
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Centro de pipetagem

A amostra e todos os reagentes AXSYM ™ Estradiol necessarios para um teste
sdo pipetados pela sonda de amostra para varias cavidades da cuvete de reaccao
(Reaction Vessel- RV).

As amostras, as microparticulas revestidas de anticorpos ainti-estradiol, o
tampao de ensaio de estradiol e o diluente (solucdo 4) s@o combinados numa
cavidade da RV. Esta é a mistura da reacgéo.

O conjugado estrogénio: fosfatase alcalina é adicionada a uma segunda cavidade
RV.

A RV é mediatamente transferida para o centro de processamento. Pipetagens adicionais

séo efectuadas no centro de processamento pela sonda de processamento.

Centro de processamento:

A mistura de reaccdo é incubada. O estradiol na amostra liga-se aos anticorpos
anti-estradiol nas microparticulas formando um complexo antigénio-anticorpo.
Apos a incubacdo, uma aliquota da mistura de reaccéo é transferida para a célula
matriz. As microparticulas ligam-se irreversivelmente a matriz de fibra de vidro.
A célula matriz é lavada de forma a remover materiais ndo ligados.

O conjugado estrogénio: fosfatase alcalina é entdo dispensada na célula matriz e
incubado. A porgdo esterdide do conjugado liga-se aos locais disponiveis das
microparticulas revestidas de anticorpos anti-estradiol

A célula matriz é lavada de forma a remover materiais ndo ligados.

O substrato, 4-metilumbeliferil-fosfato, é adicionado a célula matriz e o produto
fluorescente € medido pelo sistema Optico do equipamento.

Reagentes:

e Conjugado estrogénio: fosfatase alcalina em tampdo TRIS e estabilizadores
de proteinas (bovinas) 0,5 pug/ml; Conservante: azida sddica.

e Microparticulas revestidas de anticorpos anti-estradiol (coelho, policlonal)
em tampdo TRIS e estabilizador de proteinas (bovinas); Conservante: azida
sodica.

e Tampéo de ensaio de estradiol: Tampéo citrato de glicina contendo agente

libertador e surfactantes; Conservante: agentes microbianos.
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e Diluente de amostra contendo tampdo TRIS com estabilizador de proteinas
(bovinas); Conservante: azida sodica.

e Controlos e calibradores para estradiol.

4.3.3 Testosterona

OS niveis séricos de testosterona foram determinados recorrendo ao teste

quantitativo automatizado nos aparelhos Vidas, através do método imunoenzimatico por

competicdo com deteccéo final por fluorescéncia (ELFA).

Procedimento:

O cone de utilizacdo Unica serve tanto de fase solida como de suporte de
pipetagem. Os outros reagentes da reaccdo imunoldgica estdo prontos a ser
utilizados e pré-repartidos na barrete.

Todas as etapas do teste sdo realizadas automaticamente pelo aparelho. S&o
constituidas por uma sucessdo de ciclos de aspiracdo e dispensacdo do meio
reaccional.

A amostra é colhida e transferida para o poco que contém o conjugado que € um
derivado de testosterona marcado com fosfatase alcalina. Eefectuada uma
competicao entre, a testosterona presente na amostra e o derivado de testosterona
do conjugado em relacdo aos locais de anticorpo especifico anti-testosterona
fixado no cone. As etapas de lavagem eliminam os componentes nédo fixados.
Durante a etapa final de revelacdo, o substrato (4-metil-umbeliferil fosfato) é
aspirado e dispensado pelo cone; a enzima do conjugado catalisa a reacgdo de
hidrélise deste substrato num produto (4-metil-umbeliferona) cuja fluorescéncia
emitida € medida a 450nm. O valor do sinal de fluorescéncia é inversamente
proporcional a concentracdo do antigénio presente na amostra.

Terminado o teste, os resultados séo calculados automaticamente pelo VIDAS

em relacdo a curva de calibragdo memorizada e impressos.

Reagentes

Conjugado: derivado de testosterona marcado com fosfatase alcalina, soro de
novilho, gelatina (porcina), agentes de libertacdo e azida sodica;
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e Tampado de lavagem: Tris-NaCl e azida sodica;
e Tampado de lavagem: dietanolamina e azida sddica;
e Calibrador Test: S1, constituido por soro humano, testosterona e conservantes;

e Controlo Test: C1, constituido por soro humano, testosterona e conservantes.

4.4 Parametros inflamatorios:

4.4.1 Proteina C-reactiva

O doseamento quantitativo da Proteina C-reactiva (PCR) foi realizado no analisador
IMMULITE®, que utiliza uma técnica de imunoquimioluminescéncia em fase solida.
As amostras de soro foram pré-diluidas de 1:101. Ou seja, 10 pL de amostra em
1000uL de diluente de amostras de PCR.

Procedimento:
e A mistura de reac¢do € incubada. A PCR na amostra liga-se aos anticorpos anti-
PCR nas microparticulas formando um complexo antigénio-anticorpo,

originando a formacao de agregados insolUveis que provocam turvagdo.

Reagentes:

e Unidade de teste de PCR identificada com codigo de barras: contém uma pérola
revestida com anti-ligando;

e Reagente de PCR: anticorpo monoclonal de murino anti-PCR marcado com
ligando e fosfatase alcalina (intestino de bezerro) conjugado com anticorpo
policlonal de coelho anti-PCR em tampao;

e Diluente de amostra para PCR: matriz de proteina/tampdo livre de PCR, com
conservante (azida de sodio);

e Controlos e calibradores para PCR;

e Substrato quimioluminescente;

e Solugdo de lavagem.
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4.5 Parametros Imunolégicos

4.5.1 Leucdcitos e Linfocitos
A contagem das cinco classes leucocitarias, entre as quais se encontram 0s
linfécitos, foi realizada no autoanalisador Coulter ® LH 750, baseando-se na técnica de
citometria de fluxo com tecnologia VCS (volume, Condutividade e Dispersdo de luz
laser). A tecnologia VVCS é especifica para determinar a formula leucocitaria, utilizando
trés tecnologias diferentes, que se completam e permitem a diferenciacdo das células em
cinco subpopulacgdes e, a deteccdo de populagdes anormais (linfocitos atipicos, blastos,
granuldcitos imaturos, entre outros).
O principio de Coulter permite fazer uma contagem diferencial das células, por deteccdo
e medicdo das alteracdes eléctricas quando a célula passa por uma solu¢do condutora,
com sensor. O sensor consiste num tubo de cristal aberto numa extremidade e com um
pequeno orificio no outro extremo. Para detectar a presenca de uma célula, o tubo
enche-se com a solucdo de elevada condutividade eléctrica utilizada na diluicdo da
amostra (LH 700 series diluente).
Reagentes:
e LH 700 series diluente
e Lyse Il DIFF- reagente hemolisante para a contagem de leucdcitos e a
determinacédo da hemoglobina
e LH 700 series pack- pack de reagentes que se utilizam para a realizacdo da
formula leucocitaria:
e Erytrolyse: &cido férmico 1,2 mL/L; Agente humidificador 0,3-1,5 g/L.
e Stabilyse: Carbonato de sédio 6,0 g/L; Cloreto de sddio 14,5 g/L; Sulfato de
sodio 31,3 g/L.

e Clenz- solugéo de limpeza.

465100
Para a determinacdo da S100 B humana através do método de Elisa, foi utilizado

um kit comercial da marca Abnova.

Reagentes:

e Microplaca com 96 pogos revestida com anticorpo policlonal de vaca anti- S100

B
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e Anticorpo monoclonal anti- S100  marcado com biotina Concentrado (100x)
e Conjugado de Estreptavidina

e Padréo de S100

e Diluente de anticorpo-biotina

e Tampéo de diluicdo

e Solugdo de lavagem concentrada (10x)

e Solugdo de substrato de tetrametilbenzidina (TMB)

e Solucdo de paragem

Procedimento:

Uma vez que foram utilizadas amostras de soro humano e, que o kit também
utiliza componentes de origem humana, foi necessaria a utilizacdo de uma camara de
modo a promover a esterilizacdo e ndo haver contaminacdes (ver anexo 2)

No teste de Elisa para avaliar a S100B humana, os padrdes e amostras sdo incubados nos
pocos das microplacas pré-revestidas com o anticorpo policlonal de vaca anti- S100p.
Ap6s 120 minutos de incubacdo com agitacdo de 300 rpm e, terem sido lavados com
tampao de lavagem (3 vezes) os pocos da microplaca, adiciona-se nos pogos o anticorpo
monoclonal anti-S100B marcado com biotina e volta novamente a incubar durante 60
minutos com agitacdo. Lava-se novamente (5 vezes) e adiciona-se 0 conjugado de
Estreptavidina. Apds 30 minutos de incubacdo e o Gltimo passo de lavagem (5 vezes), o
conjugado remanescente vai reagir com a solugdo de substrato (TMB-
tetrametilbenzidina). Incuba novamente durante 10 minutos sem agitacéo

A reaccdo para quando se adiciona a solugdo acidica de paragem e a absorvéncia do
produto amarelo resultante é medida num leitor de microplacas com filtro de 450 + 10
nm e com comprimento de onda de referéncia a 630 nm. A absorvéncia € proporcional a
concentracdo de S100B. A curva de calibracdo é construida através dos pontos dos
valores de absorvéncia em funcao das concentragtes dos padroes.

Obteve-se assim a respectiva curva de calibracdo como se observa na fig.
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llustracdo 11-Representacdo grafica da curva de calibracdo da S100p.

4.7 Analise genética do polimorfismo no gene da MTHFR e da TCN2

O DNA gendmico foi isolado dos leucécitos do sangue periférico e as mutacdes no gene
MTHFR 1298A—C foram analisadas por PCR-RFLP. Resumidamente, incubou-se 500
ng de DNA genomico, com um volume de reacgdo de 50 uL obtendo-se assim
concentracdes finais de 500 nM de primers. Utilizaram-se 200 uM de cada dNTP; 10
mM de Tris-HCI a pH 8,3; 50 mM de KCI; 2mM de MgCl,, detergente a 0,05% e Taq
polimerase do DNA 1U (Life Technologies). As condi¢es do PCR foram optimizadas
para o aparelho Omnigene (Hybaid) e, este inclui a desnaturacéo a 94°C, o anelamento a
55°C com extensdo a 72°C. A variante do polimorfismo 1298A—C elimina um sitio de
ligagdo. Apos digestdo enzimatica de restricdo, os produtos de PCR foram analisados
por electroforese em gel.

Para o0 gene TCNZ2, isolou-se o DNA genomico dos leucocitos do sangue periféerico e,
para analisar o polimosfismo 776 C—G realizou-se uma hidrolise enziméatica com

ScrF1, ap6s amplificagéo in vitro da regido alvo no ex@o 6 do gene TCN2.

5. Analise Estatistica

A andlise estatistica foi efectuada utilizando o software SPSS 13,0 e 0 Microsoft
Office Excel 2007. Para avaliar diferencas entre grupos, foi utilizado o teste t-Student
ou Mann-Whitney consoante a distribuicdo era paramétrica ou ndo paramétrica. As
correlacdes entre parametros foram analisadas pelos testes de correlagdo de Pearson ou
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de Spearman. Os valores de P <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Os resultados foram apresentados em média + erro padrdo da média (SEM).

IV Apresentacao dos resultados e discusséo

Para simplificar a interpretacdo, os resultados sdo apresentados segundo 0s
diferentes parametros avaliados nas respectivas tabelas. Dentro de cada parametro
efectuou-se uma sub-divisdo consoante o género (M) e (F). Todos os resultados sao

acompanhados pelas respectivas média + erro padrdo da média (SEM).

4.1. Caracterizacdo das amostras

A amostra do presente estudo era constituida por 42 individuos e, formaram-se
dois grupos, o de doentes de Alzheimer e 0 que ndo possuia essa patologia. Assim, o
primeiro grupo designa-se por grupo teste, constituido por 17 pacientes (9 mulheres e 8
homens). O segundo grupo foi designado por grupo controlo, sendo constituido por 25

individuos (18 mulheres e 7 homens).

4.2. Sexo
O grupo controlo deste estudo era constituido por 25 individuos e, subdividiu-se em 18
mulheres e 7 homens. O grupo teste deste estudo era constituido por 17 individuos e,

subdividiu-se em 9 mulheres e 8 homens.

Composic¢éo do grupo controlo Composic¢ao do grupo Teste (n=17)
(n=25)

® Mulheres ® Mulheres

Homens Homens

llustracdo 12-Representacdo grafica da composicdo do grupo controlo e do grupo teste em

funcéo do género.

4.3. Idade
O parametro idade foi analisado uma vez que é considerado o maior factor de
risco para o desenvolvimento da doenca de Alzheimer. Estudos realizados sugerem que

varios pardmetros parecem alterar-se com o aumento da idade, nomeadamente, o
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colesterol, acido Urico e a concentracdo plasmatica de homocisteina. No entanto, as
hormonas esterdides (estrogénios e testosterona) diminuem com o avanco da idade.
Assim, a idade foi estudada de modo a entender se as alteracfes subjacentes a esta
também estariam associadas a progressdo da doenca de Alzheimer.

Tabela 2-1dade (anos) em grupos e géneros

Idade (anos)

Grupo controlo Grupo teste
Género N MédiatSEM n MédiatSEM P(Teste-t)*
Masc 7 73,00£3,6 8 76,13+2,90 0,185
Fem 18  69,83+2,03 9 74,67+2,81 0,293
Total 25 70,72£1,75 17 75,35+1,97 0,087

*Teste t-student

A andlise estatistica demonstrou a ndo existéncia de diferenca estatisticamente
significativa (P <0,05) entre o grupo controlo e o grupo teste em ambos 0s sexos, uma
vez que os valores de P obtidos foram: para o género masculino P=0,185 e para o
género feminino P=0,293. Também néo se observou a existéncia de diferenca estatistica
significativa entre os grupos teste e controlo considerando a totalidade dos individuos
(P=0,087). Assim, podemos concluir que a idade ndo constitui um pardmetro de

influéncia nas variaveis impostas para este estudo.

4.4, indice de massa corporal

O indice de Massa Corporal (IMC), dado pelo peso (Kg)/ altura? (m) é a medida
mais utilizada em estudos de grupos populacionais para classificacdo do estado
nutricional. Deste modo pretende-se avaliar ambos 0s grupos (teste e controlo) de modo

a ndo existirem diferencas significativas na analise dos resultados.
Tabela 3- IMC (Kg/m) em grupos e géneros

IMC (Kg/m)
Grupo controlo Grupo teste
Género n MédiatSEM n MédiatSEM P(Teste-t)*
Masc 7 28,80+2,48 7 23,41+1,06 0,080
Fem 1 24,03+0,88 6 23,09+0,69 0,415
Total 25 25,37+1,01 13 23,26+0,63 0,086
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*Teste t-student

A andlise estatistica demonstrou a ndo existéncia de diferenca estatisticamente
significativa (P <0,05) entre o grupo controlo e o grupo teste em ambos 0S sexos, uma
vez que os valores de P obtidos foram: para o género masculino P=0,087 e para o
género feminino P=0,995. Tambeém néo se verificou a existéncia de diferenca estatistica
significativa entre os grupos teste e controlo (P=0,086). Assim, podemos concluir que o

IMC ndo constitui um parametro de influéncia nas variaveis impostas para este estudo.

5.Parametros bioquimicos

5.1. Ureia

Tabela 4- Ureia (mg/dL) em grupos e géneros

Ureia (mg/dL)
Grupo controlo Grupo teste
Género n MédiatSEM n MédiatSEM P(Teste-t)*
Masc 7 34,34+2,50 8 43,57+3,70 0,061
Fem 18  37,70+1,21 9 38,1345,02 0,936
Total 25 36,76+1,13 17 40,69+3,15 0,255

*Teste t-student

Por comparagdo dos valores obtidos com os valores de referéncia da ureia, que sdo 17-
50 mg/dL, verifica-se que no grupo teste masculino ha uma maior aproximacdo do limite
superior do intervalo de referéncia, quando comparado com o grupo controlo masculino. Assim,
verifica-se que no grupo teste masculino (GTM), os valores de ureia sdo 43,57 e no grupo
controlo masculino (GCM) séo 34,34, esta diferenca pode ser devida aos pacientes com doenca
de Alzheimer serem mais propicios a disfuncdo renal que os controlos, apresentando assim
valores de ureia mais elevados ou uma menor eficiéncia renal podera contribuir para factor de
risco de DA. Através da andlise estatistica verificou-se que ndo existe diferenca estatistica
significativa (P > 0,05) entre o grupo controlo masculino e o grupo teste masculino, no entanto
parece haver tendéncia para que os niveis de ureia sejam mais elevados no grupo teste
(P=0,061).
Também se verifica que os valores de ureia no grupo teste feminino (GTF) se apresentam mais
elevados do que no grupo controlo feminino (GCF). Contudo, a nivel da estatistica ndo ha
diferenca estatisticamente significativa entre eles, uma vez que P >0,05. Entre 0s grupos
controlo e o grupo teste ndo se verificou diferenca estatisticamente significativa, uma vez que

P=0,255. Valores de creatinina e ureia elevados, podem indicar uma disfuncéo renal.
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5.2. Creatinina

Tabela 5- Creatinina (mg/dL) em grupos e géneros

Creatinina (mg/dL)

Grupo controlo Grupo teste
Género n MédiatSEM n MédiatSEM P(Teste-t)*
Masc 7 0,96+0,47 8 0,88+0,83 0,374
Fem 18  0,79+0,28 9 0,78+0,43 0,736
Total 25 0,84+0,028 17 0,82+0,45 0,723

*Teste t-student

Por comparacao dos valores obtidos com os valores de referéncia da creatinina, que sdo
0,5-1,0 mg/dL para as mulheres e para os homens de 0,9-1,4 mg/dL, observa-se que pelos
valores da média de todos o0s grupos se encontram dentro dos valores de referéncia.

Pela analise estatistica verificou-se que ndo existe diferenca estatisticamente
significativa (P>0,05) entre os grupos controlo e teste em ambos o0s sexos. Para o grupo
feminino foi de P=0,736 e para o grupo masculino foi de P=0,374. Assim, podemos concluir

gue a creatinina constitui um parametro sem influéncia neste estudo.

5.3. Acido Urico

Tabela 6- Acido urico (mg/dL) em grupos e géneros

Acido rico (mg/dL)
Grupo controlo Grupo teste
Género n MédiatSEM n MédiatSEM P(Teste-t)*
Masc 7 5,43+0,37 8 5,43+0,66 0,991
Fem 18  4,22+0,16 9 4,28+0,25 0,830
Total 25  4,56+0,19 17 4,82+0,35 0,513

*Teste t-student;

Por comparacdo dos valores obtidos com os valores de referéncia do acido drico que,
para as mulheres é de 0,0-5,7 mg/dL e para os homens de 0,0-7,0 mg/dL, verifica-se que 0s
valores da média de todos os grupos estdo dentro dos valores de referéncia.

Através da andlise estatistica verificou-se que ndo ha diferenca estatisticamente
significativa (P>0,05) entre os grupos controlo e teste em ambos 0s sexos, considerando que 0s
valores de P obtidos foram: para o género feminino P=0,830 e para o género masculino
P=0,991.
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Comparando os valores das médias obtidos entre o grupo teste (GT) e o grupo controlo (GC)

também ndo se observou diferenca estatisticamente significativa.

5.4. Glicose
Tabela 7- Glicose (mg/dL) em grupos e géneros
Glicose (mg/dL)

Grupo controlo Grupo teste

Género n MédiatSEM n MédiatSEM P(Teste-t)*
Masc 7 99,41+3,41 8 96,75+4,32 0,637
Fem 18 90,90+2,04 9 88,41+2,74 0,477
Total 25  93,28+,88 17 92,33£2,63 0,771

*Teste t-student

Por comparacdo dos valores obtidos com os valores de referéncia da glicose, que sdo
70-100 mg/dL, observa-se que os valores da média de todos os grupos estdo dentro dos valores
de referéncia.

Através da andlise estatistica verificou-se que ndo ha diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos, uma vez que os valores de P obtidos foram: para o grupo
masculino P = 0,637 e para o grupo feminino P = 0,477. Assim, conclui-se que a glicose é um

parametro sem influéncia neste estudo.

5.5. Colesterol total

Varios estudos sugerem que os niveis elevados de colesterol podem estimular a
formacdo e deposicao do péptido BA (Sjogren, 2006). Assim, tem-se verificado que a partir dos
65 anos de idade os niveis de colesterol tendem a diminuir nos homens e a aumentar nas
mulheres em pos-menopausa. Assim, é de interesse averiguar os niveis de colesterol desta
populacdo a fim de averiguar uma possivel ligagdo com a doenca de Alzheimer.

Tabela 8- Colesterol total (mg/dL) em grupos e géneros

Colesterol total (mg/mL)

Grupo controlo Grupo teste

Género n MédiatSEM n MédiatSEM P(Teste-t)*
Masc 7 183,75+3,60 8 188,35+7,81 0,605
Fem 18  179,7445,49 9 208,29+11,14 0,040
Total 25 180,86%4,05 17 198,90+7,18 0,038

*Teste t-student
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Comparando os valores obtidos com os valores de referéncia do colesterol total que é,
100-200 mg/dL, observa-se que os valores da média do GCM-GTM encontram-se dentro dos
intervalos de referéncia. Contudo, o GTF tem os seus valores de média fora dos valores de
referéncia, apesar da média do GC e do GT estar dentro dos valores de referéncia. Assim, a
nivel estatistico observou-se que existe diferenca estatisticamente significativa (P <0,05) entre
0s grupos controlo e teste no sexo feminino com P =0,040 e nos GC e GT com P=0,038.

No entanto, no GCM-GTM ndo existe diferenca estatisticamente significativa com P=0,605.

Estes resultados sdo de esperar, uma vez que estudos realizados indicam que o colesterol total se
encontra mais elevado nas mulheres p6s-menopausa e com idade> 65 anos, enquanto que tem
tendéncia a diminuir nos homens com a idade (Sjogren, 2006). Também sugere que elevados

niveis de colesterol constituem factor de risco de DA, especialmente nas mulheres.

6. Parametros metabodlicos

6.1. Homocisteina

A homocisteina foi analisada, uma vez que é considerada como factor de risco para a Doenca de
Alzheimer, por estar relacionada com a degeneracao neuronal, contribuindo para o aumento do

stress oxidativo, danos no ADN, apoptose e excitoxicidade (Obeid et al., 2006).

Tabela 9- Homocisteina (uM) em grupos e géneros

Homocisteina (LM)

Grupo controlo Grupo teste
Género n MédiatSEM n MédiatSEM P(Teste-t)*
Masc 7 12,7512 8 14,17+1,97 0,551
Fem 18  10,77+0,80 9 13,03+0,70 0,047
Total 25 11,327+0,68 15 13,645+1,08 0,081

*Teste t-student

Comparando os valores obtidos com os valores de referéncia da homocisteina que é,
5,90-16,00 mg/dL nas mulheres e 3,36-20,44 mg/dL nos homens, observa-se que os valores da
média de todos o0s grupos encontram-se dentro dos intervalos de referéncia. Observa-se que 0s
valores de média do GCM e GTM se encontram mais elevados que nos GCF e GTF.

Através da analise estatistica observou-se a existéncia de uma diferenca estatisticamente
significativa (P < 0,05) entre os grupo teste e controlo feminino com P= 0,047. Por outro lado,
ao analisar a totalidade dos individuos parece haver tendéncia (P=0,081) de aumento de Hcy nos

doentes.
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Podemos assim afirmar, que de acordo com estudos realizados sabe-se que os niveis de
homocisteina sdo mais elevados nos homens que nas mulheres devido a sua maior massa
muscular (Ueland et al., 2001). Nas mulheres, o aumento dos niveis plasmaticos de
homocisteina verifica-se na fase pds-menopausa (Trabetti E., 2008).

Assim, de acordo com o presente estudo, niveis mais elevados de homocisteina poderdo
constituir um factor de risco de DA, pelo menos nas mulheres estes resultados estdo de acordo

com estudos anteriores (Trabetti E., 2008).

7.0. Parametros endocrinos

7.1. Estradiol
Tabela 10-Estradiol (pg/mL) em grupos e géneros

Estradiol (pg/mL)

Grupo controlo Grupo teste
Género n MédiatSEM n MédiatSEM P(Teste-t)*
Masc 7 49,71+4,08 8 35,2546,35 0,080
Fem 18 19,00£1,72 9 11,44+3,02 0,049
Total 25  27,60£3,25 17 22,64+4,42 0,374

*Teste t-student

Comparando os valores obtidos com os valores de referéncia do estradiol que
para as mulheres em p6s menopausa sdo 0-41 pg/mL e 0-77 pg/mL nos homens,
observa-se que os valores da média de todos os grupos encontram-se dentro dos
intervalos de referéncia e, 0os homens apresentam niveis mais elevados do que as
mulheres.

Considerando o valor de P obtidos para o grupo masculino (P = 0,080) e para o
grupo feminino (P = 0,049), verifica-se que ha diferenca estatisticamente significativa
entre 0s grupos controlo e grupo teste no sexo feminino mas ndo no grupo masculino,
embora também haja uma tendéncia. No entanto entre o grupo teste e o grupo controlo
ndo ha diferenca estatisticamente significativa (P = 0,374), o que pode ser uma
consequéncia dos valores das mulheres serem inferiores aos dos homens e haver
bastantes mais mulheres no grupo controlo do que homens, o que tende a diminuir a
diferenca entre GT e GC.

Tem sido demonstrado que 0s estrogénios sdo capazes de interagir e aumentar a

actividade antioxidante da glutationa (GSH) e diminuir a formacéo de radicais livres a
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nivel mitocondrial para prevenir o dano oxidativo pela AB e outros agentes oxidativos
(Maccioni R., 2001).

Os parametros enddcrinos estradiol, cortisol e testosterona foram analisados, uma vez
que varios estudos apontam para o facto dos estrogénios, nomeadamente o estradiol
conferir um efeito protector nas doengas neurodegenerativas, como a doenca de
Alzheimer (Cascalheira et al., 2009).

Verifica-se que apds a menopausa, 0s niveis de estradiol diminuem acentuadamente e,
pensa-se que este facto possa estar relacionado com a propensdo das mulheres a
desenvolver doenca de Alzheimer. Além disso os estrogénios tém um papel protector na

prevencdo da doenca de Alzheimer, uma vez que estimulam os neurénios colinérgicos.

7.2. Cortisol
Tabela 11-Cortisol (ug/mL) em grupos e géneros

Cortisol (ug/mL)

Grupo controlo Grupo teste
Género n MédiatSEM n MédiatSEM P(Teste-t)*
Masc 7 15,76+1,36 8 16,69+1,75 0,684
Fem 17 14,98+1,02 9 19,06+0,78 0,004
Total 24 15,21+0,81 17 17,94+0,94 0,034

*Teste t-student

Comparando os valores obtidos com os valores de referéncia do cortisol que séo 4,2-
38,4 ug/mL, observa-se que os valores da média de todos os grupos encontram-se
dentro dos intervalos de referéncia.

Considerando os valores de P obtidos para o grupo feminino (P=0,004) e para o grupo
controlo (P=0,034), verifica-se que ha diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos teste e controlo e entre o grupo feminino, mas ndo no grupo masculino. Assim,
de acordo com o presente estudo, 0s niveis mais elevados de cortisol poderdo constituir
um factor de risco de DA, pelo menos nas mulheres estes resultados estdo de acordo
com estudos anteriores (Cascalheira et al., 2009).
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7.3. Testosterona

Tabela 12-Testosterona (ng/mL) em grupos e géneros

Testosterona (ng/mL)

Grupo controlo Grupo teste
Género n MédiatSEM n Média+SEM P(Teste-t)*
Masc 7 4,25+0,34 8 4,47+0,74 0,799
Fem 18  0,26x0,04 9 0,32+0,06 0,383
Total 25 1,89+0,37 17 2,55+0,61 0,227

*Teste t-student

Comparando os valores obtidos com os valores de referéncia da testosterona que para as
mulheres sdo 0,1-0,9 ng/mL e 3,0-10,6 ng/mL nos homens, observa-se que os valores da média
de todos os grupos encontram-se dentro dos intervalos de referéncia.

Considerando o valor de P obtidos para o grupo masculino (P = 0,799) e para 0 grupo
feminino (P =0,383), a andlise estatistica evidenciou que ndo existe diferenca estatisticamente
significativa (P > 0,05) entre os grupos controlo e teste em ambos os sexos nem existe diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controlo e o grupo teste (P= 0,227). Assim, podemos
afirmar que a testosterona constitui um parametro que ndo influenciou no estudo, apesar dos
valores da média do grupo teste serem superiores aos do grupo controlo, o que seria de esperar,
uma vez que os dados referidos estdo de acordo com a bibliografia em que existe um pequeno

aumento ndo significativo em doentes com doenga de Alzheimer (Maccioni R., 2001).

8. Parametros vitaminicos

A nutricdo parece ser um factor que pode desempenhar um papel protector na Doenga
de Alzheimer (Nourhashémi et al., 2000).

O metabolismo da homocisteina depende das vitaminas do complexo B, nomeadamente
a cobalamina (vitamina B12), piridoxina (vitamina B6) e acido folico. Baixos niveis
destas vitaminas assim como mutacdes no gene MTHFR e deficiéncia da funcéo renal
estdo associados a um aumento de homocisteinémia, sendo um factor de risco de DA
(Cascalheira et al., 2009).
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8.1.Vitamina B12

Tabela 13-Vitamina B12 (ug/mL) em grupos e géneros

Vitamina B12 (ug/mlL)

Grupo controlo Grupo teste
Género n MédiatSEM n MédiatSEM P(Teste-t)*
Masc 7 427,84450,71 8 347,60+62,77 0,339
Fem 18 504,86+43,94 7 498,85164,69 0,940
Total 25 483,29+34,85 17 418,18+47,90 0,281

*Teste t-student

Comparando os valores obtidos com os valores de referéncia da vitamina B12 (197,0-
866,0 pg/dL), observa-se que os valores da média de todos 0s grupos encontram-se dentro dos
intervalos de referéncia.

Apo6s a analise estatistica das concentracbes de Vitamina B12 obtidas verificou-se que
ndo ha diferenca estatisticamente significativa (P> 0,05) entre 0s grupos, uma vez que para 0
grupo feminino o valor de P=0,940 e para o masculino, o valor de P=0,339. Entre o0 grupo
controlo e o grupo teste também ndo se verificou diferenca estatisticamente significativa
(P=0,281), podendo indicar que a vitamina B12 constitui um pardmetro que nédo influenciou o
estudo, apesar dos valores de média do GT serem inferiores aos do GC.

Segundo a bibliografia, os Doentes de Alzheimer normalmente tém baixos niveis de
concentragdes plasmaticas de vitaminas, particularmente a vitamina B12. Tem sido descrito que
deficiéncia de folato, vitamina B12 ou vitamina B6 estdo associadas a um aumento da

concentracdo plasmatica de homocisteina (Nourhashémi et al., 2000).

8.2. Acido félico

Tabela 14- Acido félico (ng/mL) em grupos e géneros

Acido folico (ng/mL)

Grupo controlo Grupo teste
Género n MédiatSEM n MédiatSEM P(Teste-t)*
Masc 7 9,75%1,20 8 9,06+1,52 0,727
Fem 18 10,30£0,78 9 12,19+1,41 0,265
10,72+1,07
Total 25 10,15%0,65 17 0,655

*Teste t-student
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Comparando os valores obtidos com os valores de referéncia do acido félico (3,1-
17,5 ng/mL), observa-se que os valores da média de todos os grupos encontram-se
dentro dos intervalos de referéncia.

Apos a analise estatistica das concentragdes de acido félico obtidas verificou-se
que ndo ha diferenca estatisticamente significativa (P> 0,05) entre 0s grupos, uma vez
que para o grupo feminino o valor de P=0,265 e para o masculino, o valor de P=0,727.
Entre o grupo controlo e o grupo teste também ndo se verificou diferenca
estatisticamente significativa com valor de P=0,655, apesar dos valores da média +SEM
serem superiores no grupo teste.

A deficiéncia de vitamina B12, deficiéncia de &acido félico, ou ambos, podem levar a
reducdo de resintese da metionina em S-adenosilmetionina, que por sua vez pode
restringir a disponibilidade dos grupos metilo que sdo essenciais para a integridade da
mielina e metabolismo de neurotransmissores como a acetilcolina e fosfolipidos da
membrana. Esta suposta hipometilacdo pode perturbar alguns aspectos do metabolismo
do cérebro, que pode ser responsavel pelo desenvolvimento de comprometimento

cognitivo, podendo conduzir a doenca de Alzheimer (Nourhashémi et al., 2000).

8.3. Vitamina C

Tabela 15-Vitamina C (mg/dL) em grupos e géneros

Vitamina C (mg/dL)

Grupo controlo Grupo teste
Género n MédiatSEM n MédiatSEM P(Teste-t)*
Masc 6 0,910,38 10 0,94 £0,14 0,362
Fem 16 0,5620,12 13 0,59£0,17 0,869
Total 22 0,66+0,14 23 0,64+0,14 0,588

*Teste t-student

Na tabela encontram-se discriminados os resultados obtidos para 0s niveis séricos de
vitamina C (mg/dL), acompanhados pelos valores médios £SEM para cada grupo e
subgrupo, assim como os valores de P resultantes da comparacéo das médias. No geral,
os valores médios dos grupos e subgrupos encontram-se no limite inferior do intervalo

de referéncia para este parametro (0,5-1,5 mg/dL).
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Apos a analise estatistica das concentracdes de vitamina C obtidas, verificou-se que nao
ha diferenca estatisticamente significativa entre doentes e controlos, para todos os

grupos, masculino, feminino e totais uma vez que P> 0,05.

9. Parametros inflamatorios

9.1. Proteina C-reactiva (PCR)
O parametro inflamatério, proteina C-reactiva, foi analisado uma vez que é referido em
varios estudos que existe em concentraces muito baixas no soro de individuos

saudaveis, mas encontra-se elevado em estados inflamatdrios e nalgumas doencas.

Tabela 16- PCR (mg/dL) em grupos e géneros

PCR (mg/dL)
Grupo controlo Grupo teste
Género n MédiatSEM n MédiatSEM P(Teste-t)*
Masc 7 0,250,03 8 0,37£0,10 0,333
Fem 18 0,23+0,03 9 0,22+0,04 0,804
Total 25 0,24+0,02 17 0,29+0,05 0,424

*Teste t-student

Comparando os valores obtidos com os valores de referéncia da PCR (0,00-0,75
mg/dL), observa-se que os valores da média de todos os grupos encontram-se dentro
dos intervalos de referéncia, sendo ligeiramente mais elevado o grupo teste do que no
grupo controlo, o que poderia apoiar o papel da inflamacdo na DA. Porém a analise
estatistica evidenciou que ndo ha diferenga estatisticamente significativa (P>0,05) entre
0s grupo controlo e teste em ambos os sexos, dado que os valores de P obtidos foram:
para o grupo feminino P=0,804 e para o grupo masculino P=0,333. Assim, podemos
concluir que a PCR ndo constitui um parametro de influéncia neste estudo. Varios
estudos sugerem que niveis elevados de PCR aumentam o risco de desenvolver
deméncia tipo Alzheimer durante um periodo de 25 anos de antecedéncia (Honjo et al,.
2009).
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10. Parametros imunoldgicos

10.1. Leucécitos

Tabela 17-Leucdcitos (1073/uL) em grupos e géneros

Leucdcitos (1073/puL)
Grupo controlo Grupo teste
Género n MédiatSEM N MédiatSEM P(Teste-t)*
Masc 7 6,54+0,39 8 6,860,64 0,680
Fem 17 6,51+0,75 9 5,980,40 0,549
Total 24 6,52+0,54 17 6,40+0,37 0,856

*Teste t-student

Os valores de leucécitos obtidos para os dois grupos em estudo encontram-se dentro do
respectivo intervalo de referéncia: 4,50-11,00 10"3/uL. Nao se observou diferengas
estatisticamente significativas no nimero de leucdcitos, entre os doentes e o0s controlos
(P=0,856).

10.2. Neutrofilos

Tabela 18-Neutrofilos (1073/uL) em grupos e géneros

Neutroéfilos (1073/ulL)

Grupo controlo Grupo teste
Género n MédiatSEM N MédiatSEM P(Teste-t)*
Masc 7 3,950,52 8 3,760,60 0,812
Fem 17 3,250,32 9 3,42£0,31 0,720
Total 24 3,46+0,27 17 3,58+0,32 0,780

*Teste t-student

Apobs a andlise dos resultados obtidos para os valores dos neutréfilos para os dois
grupos em estudo, observou-se que estes se encontram dentro do intervalo de referéncia:
1,7-8,3 10"3/uL. Nao se observou diferengas estatisticamente significativas (P>0,05) no
namero de neutrofilos, entre os doentes e os controlos (P= 0,780).
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10.3. Linfécitos
Tabela 19-Linfocitos (1073/uL) em grupos e géneros

Linfécitos (10/3/uL)
Grupo controlo Grupo teste
Género n MédiatSEM n MédiatSEM P(Teste-t)*
Masc 7 2,170,30 8 2,28+0,17 0,750
Fem 17 2,11+0,10 9 1,87+0,16 0,249
Total 24 2,12+0,11 17 2,07£0,12 0,730

*Teste t-student

Apos a analise dos resultados obtidos para os valores de linfocitos para os dois
grupos em estudo, observou-se que estes se encontram dentro do intervalo de referéncia:
1,5-4,0 10"3/uL. Nao se observam diferencas estatisticamente significativas entre

doentes e controlos em ambos os sexos (P>0,05).

10.4. Monacitos
Tabela 20-Mondcitos (1073/uL) em grupos e géneros

Mondécitos (1073/ulL)
Grupo controlo Grupo teste
Género  n MédiatSEM n MédiatSEM Valor de P*
Masc 7 0,60+0,08 8 0,62+0,07 0,714
Fem 17 0,49+0,48 9 0,46+0,03 0,956
Total 24 0,52+0,04 17 0,54+0,44 0,794

1-O valor de P foi obtido pelo teste de Mann-Whitney

Os valores de mondcitos obtidos para os dois grupos em estudo, encontram-se dentro do
intervalo de referéncia: 2,0-8,0 10"3uL. N&ao se verificou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (P=0,794).

10.5. Eosinofilos

Tabela 21-Eosinofilos (10°3/uL) em grupos e géneros
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Eosindfilos (1073/uL)

Grupo controlo Grupo teste
Género  n MédiatSEM n MédiatSEM Valor de P!
Masc 7 0,25+0,06 8 0,17+0,03 0,271
Fem 17 0,17+0,03 9 0,13+0,02 0,365
Total 24 0,20+0,02 17 0,15+0,01 0,191

1.0 valor de P foi obtido pelo teste de Mann-Whitney

Da analise dos resultados, observou-se que para 0s dois grupos em estudo, 0s
valores de eosinofilos encontram-se dentro do valor de referéncia: 2,0-4,0 10"3/uL. Nao
se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (P=0,191),
contudo parece haver uma tendéncia para a diminuicdo dos niveis de eosinéfilos no

grupo teste comparativamente com o grupo controlo.

11. Parametros genéticos

Alguns estudos sugerem que heterozigotia nos polimorfismos tanto
relativamente a mutacdo 677C>T como a 1298A>C podem causar uma diminui¢do da
actividade enzmatica da MTHFR, aumentando os niveis de tHcy e diminuicdo dos
niveis de folato (Trabetti, 2008).

11.1. Polimorfismo no gene MTHFR 1298 A—C

Tabela 22-frequéncia relativa dos genotipos para a mutacdo no gene MTHFR 1298A—C

MTHFR1298 A->C Grupo pt
Controlo Teste Total
AA
60,0% 35,0% 48,9% 0,094
AC +CC 40,0% 65% 51,1%

Valor de P obtido pelo teste de Qui-quadrado (3°).

Da andlise dos resultados, observa-se que a frequéncia relativa para o gendtipo AC+CC
no grupo teste foi superior ao grupo controlo, contudo ndo ha& diferencgas
estatisticamente significativas (P>0,05), uma vez que P=0,094.

11.2 Polimorfismo no gene MTHFR 677 C-T

Tabela 23-frequéncia relativa dos genotipos para a mutacédo no gene MTHFR 677C—T
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Grupo

MTHFR677 C>T p*
Controlo Teste Total
CC+CT 88,0% 85,7% 87,0%
0,819
TT 12,0% 14,3% 13%
cC 36,0% 33,3% 34,8%
0,850
CT+TT 64,0% 66,7% 65,2%

Valor de P obtido pelo teste de Qui-quadrado (3°).

Da analise dos resultados, observa-se que a frequéncia relativa para o genétipo TT no
grupo teste foi superior ao grupo controlo, contudo ndo ha diferencas estatisticamente
significativas (P>0,05), uma vez que P=0,819. Observa-se também uma frequéncia
relativa maior no grupo teste para o genétipo CT+TT do que no controlo, mas ndo ha

diferencas estatisticamente significativas (P=0,850).

11.3. Polimorfismo no gene TCN2 776 C>G

Tabela 24-frequéncia relativa dos genotipos para a mutagéo no gene TCN2 776 C—G

TCN2 776 C>G Individuo pt
Controlo Doente Total
<« 17,4% 50,0% 30,8%
CG 69,6% 25,0% 51,3% 0,022
GG 13,0% 25,0% 17,9%

Valor de P obtido pelo teste de Qui-quadrado (3°).
Analisando os resultados obtidos, a mutacdo sé num alelo (genétipo CG) podera estar

associada negativamente a DA, o que podera constituir um factor protector da DA. No
entanto, 0 mesmo ndo podemos concluir para a dupla mutacdo (genétipo GG), uma vez
que a percentagem no grupo teste é superior ao grupo controlo.

12.S100B

Apos realizar a experiéncia nada podemos concluir uma vez que os valores obtidos de

concentracdo de s100B foram muito inferiores ao limite de deteccdo do método.

13. Correlagdo da homocisteina com os diversos parametros

estudados

Para estudar as possiveis correlacdes entre as variaveis analisadas, foram

realizados os testes de correlacdo de Pearson, e correlagfes de Spearman (teste nédo
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paramétrico). Os coeficientes de correlacdo de Pearson e de Spearman séo representados
por r e s, respectivamente.

Analisando a correlagdo obtida entre a homocisteina e o cortisol pode observar-se que,
entre estes parametros existe uma correlacdo positiva (s=0,406) que €é estatisticamente
significativa (P=0,010) obtida pelo teste de correlacdo de Spearman.
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llustracé@o 13-Representacdo grafica da correlagdo entre os valores de homocisteina (uM) e os valores de
cortisol (nug/dL).

Uma associacdo positiva entre a homocisteina e o cortisol podera ter relevancia
na patologia de Alzheimer, uma vez que, como ja foi descrito anteriormente por outros
autores, a homocisteina e o cortisol constituem factores de risco para a doenca de
Alzheimer.

Analisando a correlacdo obtida entre a homocisteina e a creatinina, pode-se observar
que entre estes parametros existe uma correlacdo positiva (0,359) que é estatisticamente
significativa com P=0,023, obtido pelo teste de correlacdo de Pearson
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llustracé@o 14- Representagdo grafica da correlagdo entre os valores de homocisteina (uUM) e os valores de
creatinina (mg/dL).
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Estes resultados podem justificar-se pelo facto da creatinina ser um parametro para
avaliar a funcdo renal. Assim, uma excrec¢do renal diminuida de homocisteina, ou o seu

metabolismo vao influenciar na Doencga de Alzheimer.

Analisando a correlacdo obtida entre a homocisteina e o acido félico, pode-se observar
que entre estes parametros existe uma correlacdo negativa (s= -0,419) que €
estatisticamente significativa com P=0,007, obtido pelo teste de correlacdo de
Spearman. Observa-se uma de correlacdo negativa, ou seja, a medida que diminui a

concentracdo de folato, a concentracdo de homocisteina aumenta.
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llustracé@o 15-Representacdo grafica da correlagdo entre os valores de homocisteina (uM) e os valores de
folato (ng/mL).

Com base na estatistica efectuada, verificou-se uma correlacdo significativa no GCF,
apresentando um r= - 0,498 e P= 0,013. Os restantes grupos ndo apresentam uma
correlagéo significativa.

Analisando a correlacdo obtida entre a homocisteina e o &cido Urico, pode-se observar
que entre estes pardmetros existe uma correlacdo positiva (r=0,461) que é
estatisticamente significativa com P=0,003, obtido pelo teste de correlacdo de Pearson.
Assim, provavelmente porque devido ao aumento de &cido Urico, reflecte também a
diminuicdo da funcdo renal e consequentemente ha um aumento de concentragdo
plasmética de homocisteina.
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llustracé@o 16-Representacdo grafica da correlagdo entre os valores de homocisteina (uM) e os valores de
acido drico (mg/dL).

Analisando a correlagdo obtida entre a homocisteina e a testosterona, pode-se observar
que entre estes pardmetros existe uma correlacdo positiva (r=0,324) que €
estatisticamente significativa com P= 0,041, obtido pelo teste de correlacdo de Pearson.
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llustracdo 17-Representacdo grafica da correlacdo entre os valores de homocisteina (uM) e os valores de
testosterona (ng/mL).

Analisando a correlacdo obtida entre o colesterol e o cortisol observa-se que existe uma
correlacdo positiva (r=0,385) que é estatisticamente significativa com P=0,013 obtido
pelo teste de correlacdo de Pearson.
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llustracdo 18- Representacdo grafica da correlacdo entre os valores de colesterol (ng/dL) e os valores de
cortisol (nug/dL).

Verificou-se uma associacdo positiva entre os niveis de cortisol e de colesterol, o que
poderéa ter relevancia na patologia de Alzheimer, uma vez que estes dois parametros
constituem factores de risco de DA.
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V. Conclusdes e perspectivas futuras

Apos a realizacdo do presente trabalho e analise dos resultados obtidos pode concluir-se

que existe:

Uma aumento, estatisticamente significativo (P<0,05) entre os niveis de homocisteina

no grupo teste feminino, relativamente ao grupo controlo.

Um aumento, estatisticamente significativo (P<0,05) entre os niveis de colesterol entre

0s grupos teste e controlo, como também no grupo teste feminino.

Uma diminuicdo, estatisticamente significativa (P<0,05) entre os niveis de estradiol no

grupo teste feminino em relagdo ao controlo.

Uma associacdo negativa a Doenca de Alzheimer na mutacdo de um alelo (genotipo

CG) no gene TCN2 776C—G, podendo constituir um factor protector para a doenca.

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que niveis elevados de homocisteina

plasmatica constituem um factor de risco para DA.

Ainda ndo sdo conhecidos 0s mecanismos exactos pelos quais a hiperhomocisteinémia
favorece o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas. Deste modo, seria
importante esclarecer e continuar a investigar 0s mecanismos subjacentes a

homocisteina, na doenca de Alzheimer e em outras deméncias cognitivas.
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ANEXO 1- Formulérios do inquérito e da requisicéo

Estudo de doentes com Alzheimer -Homocisteina/Funcéo Renal

Doente n°®

- Global Deterioration Scale

- |dade

- Peso

- Altura

- Sexo O M

- Fumador as

-Hipertenso OS

-Depressivo OS

aF

ON

ON

ON

-Tomou corticéides OS ON

- Alcodlico OSs ON

- Doenca renal Os ON

- Diabético (tipoll) OS ON

- Hipotiroidismo OSs ON

- Hipertiroidismo OS ON

- Colesterol O Normal O Elevado

-Tomourecentemente OS ON
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ANEXO 2 - Camara de Seguranca Bioldgica, segundo Manual de Seguranca

Biol6gica em Laboratoério da Organizacdo Mundial de saide (OMS)

Cdmara de sequranca bioldgica — Classe fl, tipo A1

Na Hustragio 7, a seguir, apresenla-se wm esquema desla cimara. Uma venloinha
interna suga ar da sala (abastecimento de ar) pela abertura na frente e envin-o para a
cdmara através da grelha de entrada. A velocidade de entrada deste ar deve ser. no
minimeo, 0,38 m/s na abertura da frente. O ar passa entao por um filtro HEPA de
abastecimento, antes de ser injectado para a superficie de trabalho. A meadida que o
fluxo de ar desce, a cerca de 6-18 cm da superficie d= trabalho, divide-se em duas cor-
rentes secundarias: metade do fluxo de ar passa através da grelha da frente do exaus-
tor ¢ a outra metade através da grelha de trds. Quaisquer particulas de acrossol geradas
na superficie de trabalho sao imediatamente capturadas naste fluxo de ar descendente
e enviadas para as grelhas (posterior ou anterior) do exaustor, assegurando assim o
mais elevado nivel de proteccio do produto. OO ar & entio expelido atraves da conduta
trascira no cspaco cntre os filtros de abastecimento ¢ do exaustor, localizados no topo
da camara. Devido ao tamanho destes filtros, cerca de 70% do ar é reenviado através
do filtro HEPA de abastecimento para a zona de trabalho; os restantes 30% passam
pelo filtro do exaustor para a sala ou para o exterion.
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Nustracdo 7. Diagrama esquematico de vina cdmara de sequranca bioldgica da Classe AT
A — Abertura fromial B — Paingl de ocbservagdo; C — Fiitro exaustor HEPA, D —
Conduta frasefra; E - Fiitro HEPA de abastecimento; F — Vertoinha

O ar do exaustor da CSB — Classe 11A1 pode ser reenviado para a sala ou expelido
para o exterior do edificio através de uma conexao a ums conduls propria ou alravés
do exaustor do edificio.

Recircular o ar usado para a sala tem a vantagem de fazer baixar os custos de com-
bustivel, porque nao se estd a expelir para o exterior ar aquecido e/ou arrefecido. Uma
conexac a um sistema de ventilag@o por condutas também permite utilizar algumas
CSB em Lrabalbo com radionudidios voldteis e guimicos Wxicos voldleis (Quadro 8).
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Quadro 8. Seleccao de camaras de seguranga hioldgica (CSB), segundo o tipo de
proteccan necessaria

TIPO DE PROTECGAQ SELECGAQ DE GSB

Proteccdo do pessoal, microrganismos nos Classe I, 11, 111

Grupos de Risco 1-3

Proteccdo do pessoal, microrganismos no Classe Il

Grupo de Risco 4, laboratério com porta-luvas

Proteccdo do pessoal. microrganismos no Classe I, 11

Grupo de Risco 4, laboratério com fatos pressurizados

Proteccdo do produto Classe Il ou Il unicamente se fluxo
laminar incluido

Protecgdo contra radionuclidios/quimicos volateis, Classe 11B1, Classe |IA2 de

quantidades minimas evacuacao exterior

Proteccdo contra radionuclidios/quimicos volateis Classe I, 11B2 ou 1]
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