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RESUMO

Introducdo: O envelhecimento é um processo natural em que ocorrem
alteracdes biologicas, favorecendo o surgimento das deméncias; que sao
caracterizadas como sindromes que prejudicam a memdéria, pensamento,
comportamento e alteram a realizacdo de atividades cotidianas. A Doenca de
Alzheimer (DA) caracteriza-se como uma doenca de dano progressivo,
degenerativo e irreversivel, que afeta areas do cortex e hipocampo. A cascata
B-amildide (AB) e a modificagcao pos-traducao da proteina tau séo consideradas
as hipoteses mais importantes das causas de DA. Em resposta a deposicdo de
AB, a microglia e os astrocitos liberam citocinas inflamatdérias (IL-1, IL-6, IL-10,
TNF-a, IF-y) com o objetivo de regular a intensidade e duracdo da
neuroinflamacéo. A leptina esta relacionada com uma diminui¢cdo dos niveis de
AB por atenuar sua producdo e aumentar a sua depuragcdo como também na
atenuacao da fosforilacdo da proteina tau. Objetivo: O objetivo deste trabalho
foi verificar o processo inflamatoério sérico em pacientes com DA e idosos ndo-
demenciados. Metodologia: Este € um estudo do tipo caso-controle, composto
por idosos com DA e sem deméncia. Para dosagem de IL-1, IL-6, IL-10, TNFa,
IF-y, foi utilizado kit comercial ELISA Proteintech® e para dosagem sérica de
leptina foi utilizado kit comercial ELISA Raybio®. Foi empregado a Mini-
Avaliacdo Nutricional (MAN) e o indice de Massa Corporal (IMC) para avaliar o
estado nutricional em ambos os grupos. Resultados: Os resultados apontaram
qgue idosos com DA apresentaram pior estado nutricional (p <0,001) e estado
mental (p <0,001) quando comparados aos participantes do grupo controle.
Além disso, o0s niveis séricos de IL-1, IL-6, TNF-a e INF-y foram
estatisticamente maiores nos grupos de pacientes com DA, enquanto que
niveis séricos de IL-10 e leptina foram estatisticamente menores nos grupos de
pacientes com DA. Foi observada correlacdo negativa entre IMC e leptina
(R%0,6425; p<0,05) no grupo com DA. Conclusdo: Diante dos resultados
obtidos, sugere-se que pode ocorrer uma resposta sistémica inflamatéria em
idosos com DA, através do aumento nos niveis séricos das citocinas proé-
inflamatérias IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y, além da alteracdo na composi¢éo
corporal e nos niveis de leptina.

Palavras-Chave: Doenca de Alzheimer; Interleucinas; Leptina.



ABSTRACT
Introduction: Aging is a natural process in which biological changes favoring

the onset of dementia; which are characterized as syndromes that impair
memory, thinking, behavior and alteration of daily activities. Alzheimer's disease
(AD) is characterized as a disease of progressive, degenerative and irreversible
damage that affects areas of the cortex and hippocampus. The B-amyloid
cascade (AB) and post-translational modification of tau protein are considered
the most important hypotheses of the causes of AD. In response to AP
deposition, microglia and astrocytes release inflammatory cytokines (IL-1, IL-6,
IL-10, TNF-a, IF-y) in order to regulate the intensity and duration of
neuroinflammation. Leptin is related to a decrease in AB levels by attenuating its
production and increasing its clearance as well as attenuating tau protein
phosphorylation. Objective: The aim of this study was to verify the serum
inflammatory process in AD patients and non-demented elderly. Methodology:
This is a case-control study composed of elderly with AD without dementia. For
IL-1, IL-6, IL-10, TNFa, IF-y dosing, a commercial Proteintech® ELISA kit was
used and for serum leptin dosing a Raybio® commercial ELISA kit was used.
Nutrition Mini-Assessment (NMA) and Body Mass Index (BMI) were used to
assess nutritional status in both groups. Results: The results showed that
elderly with AD had worse nutritional status (p <0.001) and mental status (p
<0.001) when compared to participants in the control group. In addition, serum
IL-1, IL-6, TNF-a and INF-y levels were statistically higher in the AD patient
groups, while serum IL-10 and Leptin levels were statistically lower in the AD
patient groups. A negative correlation was observed between BMI and leptin
(R% 0.6425; p <0.05) in the AD group. Conclusion: Given the results obtained,
it is suggested that an systemic inflammatory response may occur in elderly
with AD, by increasing the levels of proinflammatory cytokines IL-1, IL-6, TNF-a

and IFN-y; in addition to changes in body composition and leptin levels.

Keywords: Alzheimer's disease; Interleukins; Leptin.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Deméncia

Devido ao crescimento continuo da expectativa de vida da populacéo
através do avanco da medicina e melhores condicbes de saude, ocorre o
envelhecimento da populacdo. O envelhecimento € um processo natural em
que ocorrem alteracdes bioldgicas, favorecendo o surgimento das deméncias
(GOULART; FREITAS; FERNANDEZ, 2017).

Calcula-se que no ano de 2018, 50 milhdes de pessoas em todo o
mundo apresentavam algum tipo de deméncia, sendo dois tercos casos de
Doenca de Alzheimer (DA). Até o ano de 2050, estima-se que esses numeros
aumentardo para aproximadamente 152 milhdes de casos (PATTERSON,
2018). De acordo com Prince (2015) o numero de casos deve aumentar
consideravelmente em paises de baixa e média rendas, devido ao crescente
namero de pessoas idosas nesses paises.

As deméncias sdo sindromes que prejudicam a capacidade mental,
afetando a memodria, o aprendizado, a linguagem e outras funcdes cerebrais,
alterando assim, a realizagcdo de atividades cotidianas (LEWIS; SPILLANE,
2018; PRINCE, 2015). Dentre as deméncias, destacam-se a Doenca de
Alzheimer e a deméncia vascular, enquanto que em menor namero estao
doenca de Parkinson, doenca dos corpos de Lewy e deméncia frontotemporal.
A deméncia mista ocorre quando ha associacdo entre mais de um tipo de
deméncia, como a DA e a deméncia vascular (DENING; SANDILYAN, 2015).
As causas metabdlicas, genéticas e o envelhecimento cerebral sdo fatores
etiopatogénicos para deméncias (SANTOS et al., 2017).

O Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT) do Ministério da
Saude para a Doenca de Alzheimer (2017) relata que a populacdo de idosos no
Brasil era composta de aproximadamente 15 milhdes de pessoas no ano de
2015. Dentre esses, 1,1 milhdo eram acometidos por algum tipo de deméncia,

sendo a DA a causa mais comum. Na América Latina a DA é considerada a
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etiologia em 49,9% a 84,5% dos casos de deméncia (BOFF; SEKYIA;
BOTTINO, 2015; AMADO et al., 2018).

A ocorréncia de deméncias trazem custos econdmicos estrondosos aos
sistemas de saude no Brasil (AMADO; BRUCKI, 2018; HANDELS; WIMO,
2017; SOARES et al., 2017; WIMO et al., 2013). De acordo com o estudo de
Ferretti; Nitrini e Brucki (2015), estimam-se que sejam gastos por paciente com
deméncia anualmente de US$ 13.468,80, US$ 18.106,80 e US$ 19.736,40,
estratificados em deméncia leve, moderada e grave, respectivamente. Isso
representa de 69% a 169% da renda familiar, resultando em um grande
impacto de gastos indiretos com deméncia no Brasil.

Além disso, a falta de tratamento adequado caracteriza-se como um dos
principais problemas relacionados aos cuidados as deméncias, ja que as atuais
terapias farmacolégicas possuem beneficios limitados (DOURADO et al., 2018;
KING et al., 2017; SANTANA et al., 2015).

1.2 Doenga de Alzheimer

O declinio cognitivo com o envelhecimento possui carater multifatorial e
estid associado a mudancas na estrutura e plasticidade sinaptica (KHAN;
SINGER; VAUGHAN, 2017). A Doenca de Alzheimer (DA) caracteriza-se como
uma doenca de dano progressivo, degenerativo e irreversivel, que afeta areas
do cortex e hipocampo. As primeiras alteracdes sdo encontradas no tecido
cerebral que envolve os lobos frontal e temporal e posteriormente avangam
lentamente de acordo com cada individuo para outras areas do neocortex
(MASTERS et al., 2015).

1.2.1 Hipoteses B-amildide e Proteina Tau

A cascata B-amildide (AB) e a modificacdo pos-traducédo da proteina tau
sdo consideradas as hipéteses mais importantes das causas de DA
(MASTERS et al., 2015). O lobo temporal medial, o cortex temporal lateral e o
ndcleo basal de Meynert séo os locais de degeneracdo precocemente afetados
(HAUSER; JOSEPHSON, 2015).
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A partir do processamento da APP (Proteina precursora Beta-amiloide)
pela enzima B-secretase, ocorre a formacédo de peptideos amiloides AB42 e
AB40, os quais sdo mondémeros que a partir da sua oligomerizagao levam a
neurotoxicidade e consequentemente a neurodegeneracdo uma vez que
formam placas ou agregados. Todo o processo neurodegenerativo possui
fatores que sdo desencadeados, justamente pela presenca das placas de AR,
0S quais podemos destacar como 0 estresse oxidativo e 0 processo
inflamatério. O primeiro ocorre pela disfuncdo mitocondrial, excitocicidade
induzida por Ca?', ativacdo de receptores NMDA e producdo de espécies
reativas de oxigénio. O segundo pela ativacdo de enzimas, expressao de
proteinas inflamatérias, tais como as citocinas, diminuicdo da neuroplasticidade
e neurogénese, hiperfosforilacdo da proteina TAU e apoptose neuronal
(HAUSER; JOSEPHSON, 2015; VIEIRA, 2017).

A hiperfosforilacdo da proteina TAU, especificamente, compromete o
fluxo de substancias necessarias a manutencdo da homeostase cerebral,
diminuindo a atividade encefélica (HAUSER; JOSEPHSON, 2015).

Placas B-amildide podem interferir na comunicagdo entre neurdnios nas
sinapses, enquanto os emaranhados de tau bloqueiam o transporte de
nutrientes e outras moléculas essenciais, contribuindo assim para a morte
celular (GAUGLER et al., 2019).

1.2.2 Sintomatologia

Os sintomas da DA variam de acordo com o nivel de progressdo da
doenca. Dentre eles, destacam-se o0s sintomas fisioldgicos, psicolégicos,
cognitivos e comportamentais. Primeiramente, ocorrem alteragdes fisioldgicas
gue induzem a dificuldades cognitivas, que por sua vez provocam mudancas
psicolégicas e comportamentais percebidas no paciente (ALBERDI; AZTIRIA;
BASARAB, 2016).

A maioria dos pacientes com DA desenvolve a forma esporadica da
doenca ou LOAD (Late Onsent Alzheimer’s Diseases), caracterizada pelo inicio
tardio, geralmente apds os 60 anos, resultante da falha da remog¢ao do AR do

parénquima cerebral. Por outro lado, em menores proporgdes, alguns
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individuos desenvolvem a doenca de maneira precoce, na faixa etaria dos 45
anos, denominada a forma familiar da doenca ou FAD (Familial Alzheimer’s
Diseases), decorrente de mutacbes herdadas em genes que afetam o
processamento do AR (MASTERS et al., 2015; MURATORE et al., 2017).

A DA é definida como uma doenca multifatorial. Idade, mutacdo APOE
€4, dieta e estilo de vida, género, atividade mental, traumatismos cranio-
encefalicos e falta de engajamento social, tém sido associados ao inicio e/ou
progressdo da DA (ETTCHETO et al., 2019).

A forma familiar de inicio precoce da DA é causada por mutacdes
dominantes tanto em presenilina (PSEN), bem como na proteina precursora de
amildide (APP). Clinicamente, ambas as manifestacbes da DA séo
semelhantes, incluindo a taxa de progressao da doenga e perfil de
biomarcadores (MASTERS et al., 2015; MURATORE et al.,, 2017). Dessa
forma, a predisposicdo genética pode ser caracterizada como fator de risco

para DA.

1.2.3 Fatores de Risco

Os fatores de risco para a DA podem ser classificados em nao
modificaveis e modificaveis. A idade € um fator de risco nao modificavel, pois
guanto maior a idade, maior o risco de a pessoa ser acometida pela doenca.
Outros fatores de risco ndo modificaveis sdo género, histérico de doencas
cerebrovasculares, fatores genéticos (alelo €4 da apolipoproteina E — ApoE),
historico familiar (mutacbes genéticas nos genes da APP, Presinilina 1 e
Presinilina 2) e a Sindrome de Down.Diabetes, hipertensao, fumo, consumo de
alcool, dislipidemia e obesidade sédo alguns dos fatores de risco modificaveis
(BRASIL, 2014; CITRON, 2010; CONGDON; SIGURDSSON, 2018).

Independentemente dos fatores de risco associados a doenca, 0s
individuos que desenvolvem DA passam por trés fases. No primeiro estagio,
chamado de pré-clinico, comecam a ocorrer alteracées no cérebro, no sangue
e no liquido cefalorraquidiano (LCR), embora o individuo ndo apresente
sintomas. O segundo estagio é chamado Comprometimento Cognitivo Leve

(MCI), onde o paciente apresenta déficit na capacidade de raciocinio
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(envolvendo a memodria, a linguagem, e a capacidade de decisdo). Nesta fase,
0S sintomas passam a ser perceptiveis pelos familiares e os proprios doentes.
O terceiro estagio, denominado estagio final, remete & deméncia por DA, onde
a memoria, pensamento e mudancas comportamentais sao evidentes e afetam
a realizacao de atividades diarias do doente. Esses sintomas ocorrem de forma
gradual, podendo variar num periodo entre 2 e 20 anos (ALBERDI; AZTIRIA;
BASARAB, 2016), o que dificulta o diagndstico da DA.

1.2.4 Diagnéstico

Para o diagndstico da DA séo utilizados quatro critérios: a presenca da
sindrome de transtornos neurocognitivos; o surgimento lento, porém gradual,
de falhas nas funcbes cognitivas; a classificagdo em possivel ou provavel; e a
auséncia de doenca cerebrovascular ou neurodegenerativa e auséncia de
algum tipo de transtorno, seja neuroldgico, sistémico ou mental (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014). Contudo, apesar destes critérios, o
diagndstico definitivo de DA s6 pode ser confirmado por necropsia (ou biopsia)
cerebral com a identificacdo precisa do numero de placas e enovelados em
regides especificas do cérebro. Entretanto, devido aos riscos associados, na
pratica clinica ndo se recomenda bidpsia para tal diagnéstico (BRASIL, 2017).

Os diagnésticos diferenciais também podem ser utilizados para
confirmacdo da DA. De acordo com o Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas (PCDT) do Ministério da Saude para a Doenca de Alzheimer
(2017), podem ser realizados: rastreabilidade da depressao; avaliacao clinica;
rastreio cognitivo (Mini-Exame do Estado Mental); genotipagem da
Apolipoproteina E (ApoE); eletroencefalograma; marcadores genéticos para
DA; marcadores biologicos no liquor; mutacdes da proteina Tau e mutacfes
génicas da DA.

Ainda, exames de imagem como a tomografia computadorizada (TC) ou
a ressonancia magnética (RM) sao utilizados para excluir lesbes estruturais
que podem contribuir para outros tipos de deméncia além de DA. Testes
laboratoriais também sdo solicitados para acompanhamento, tais como:

hemograma completo, dosagem de eletrdlitos (sodio, potassio, calcio ionizado),



20

glicose, ureia, creatinina, TSH, alanina aminotransferase (ALT/TGP), aspartato-
aminotransferase (AST/TGO), vitamina B12, acido folico, sorologia sérica para
sifilis (VDRL) e HIV (BRASIL, 2017).

1.3 Neuroinflamacéo e imunosenescéncia

A expectativa de vida humana aumentou no Uultimo século e
consequentemente, o0 numero de pessoas idosas. O processo de
envelhecimento € influenciado por fatores genéticos, epigenéticos e ambientais
(COSTANTINI; D’ANGELO; REALE; 2018).

A imunosenescéncia € um estado alterado do sistema imune em
pessoas idosas (PAWLEC, 2017). A remodelacdo senescente do sistema
imunolégico tem relagdo entre o envelhecimento e distdrbios cronicos, tais
como aterosclerose, deméncia, neurodegeneracao entre outros (COSTANTINI;
D’ANGELO; REALE; 2018).

O sistema imunologico é responsavel por defender o organismo contra
patbgenos, como bactérias, virus e fungos; bem como eliminar células
senescentes e substancias toxicas ou alergénicas. O sistema imunolégico
possui dois tipos de resposta: uma resposta inata, consistindo de neutréfilos
monaocitos/macréfagos, células natural killer (NK) e células dendriticas (CD); e
uma resposta adaptativa, constituido por linfocitos B e T (PAWLEC, 2017).

O acumulo de células T altamente diferenciadas contribui para o
aumento na produgdo de citocinas pro-inflamatorias associadas a idade,
contribuindo também para a morbidade e mortalidade relacionadas a idade (DI
BENEDETTO et al.,2017).

Com o envelhecimento, os sistemas imunolégicos inato e adaptativo
sofrem declinio funcional, embora a imunidade inata pareca melhor preservada.
Durante o envelhecimento do sistema imune, ha uma predisposicdo de
expansao clonal e malignidade hematoldgica. A medula 6ssea sofre perca de
massa, resultando em uma caréncia de reservas funcionais,
consequentemente, reduz a hematopoese e aumenta a incidéncia de anemia e
doencas mieldides. Os niveis plaquetarios aumentam, bem como os de fator de
coagulagao (KHAN; SINGER; VAUGHAN, 2017).
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A imunosenescéncia periférica e a inflamacdo podem estimular a
neuroinflamacéo pela modulacéo das células gliais, levando a perda da funcao
neuroprotetora, a disfuncdo neuronal e ao acumulo de danos no tecido
cerebral. Desse modo, a inflamacdo sistémica pode aumentar o risco de
desenvolver comprometimento  cognitivo, distarbios  neurologicos e
neurodegeneracdo (DI BENEDETTO et al.,2017). Apesar dos progressos na
pesquisa, 0 impacto da imunosenescéncia no inicio e na progressao da
neurodegeneracdo nao € bem esclarecido (COSTANTINI; D’ANGELO; REALE;
2018).

1.4 Neuroinflamacéo na Doenca de Alzheimer

A neuroinflamacéo é definida como a ativacdo do sistema imune inato
e tem como funcdo proteger o sistema nervoso central (SNC) contra danos,
lesBes ou doencas infecciosas. Este processo envolve uma série de alteracdes
celulares e moleculares, recrutamento de células imunes periféricas, inducdo
de algumas vias de sinalizacdo intracelulares e liberacdo de mediadores
inflamatorios no cérebro. Esses fatores podem contribuir para a ocorréncia de
distarbios neurolégicos, como a DA (DANSOKHO; HENEKA, 2018).

A micréglia e os astrécitos sao os principais tipos celulares na resposta
inflamato6ria no SNC (CALSOLARO; EDISON, 2016). Essas células quando sdo
ativadas produzem niveis elevados de mediadores inflamatorios, como
citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias, prostaglandinas, leucotrienos,
tromboxanos, fatores de coagulacdo, radicais livres como espécies reativas de
oxigénio e o6xido nitrico, fatores do complemento, proteases e inibidores de
protease e proteina C-reativa (Figura 1) (STEPHENSON et al., 2018).

Em resposta a deposigdo de AB, a micréglia e os astrécitos liberam
citocinas inflamatérias com o objetivo de regular a intensidade e duracdo da
neuroinflamacéo (D’ANNA et al.,, 2017). Contudo, a ativacdo prolongada da
microglia estimula a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, contribuindo para
danos e perdas neuronais (DANSOKHO; HENEKA, 2018; YANG, 2019).

Varias citocinas apresentam relagcdo com a fisiopatologia da DA.

Achados como esse, levaram a comunidade cientifica a muitos estudos, dentre
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0s quais, concentracdes de citocinas no liquido cefalorraquidiano (LCR) ou
soro estédo relacionadas com o comprometimento cognitivo (DARWEESH et al.,
2018; MAGALHAES et al., 2017a; ZHENG; ZHOU; WANG, 2016).

Em contrapartida, as quimicionas sdo citocinas especializadas de
baixo peso molecular. Sdo importantes mediadores da imunidade inata; pois
aumentam a inflamacéo local na DA, a partir do recrutamento de astrécitos e
migracdo da microglia. Diversas quimiocinas e receptores de quimiocinas séo
observados em cérebros com DA e sdo importantes no recrutamento de
microglia e astroglia (MARTINS, 2018).

Figura 1. Processo de neuroinflamacdo a partir da ativacdo da microglia e
astrocitos.
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O LCR é o fluido corporal ideal para dosagem de potenciais
biomarcadores devido a sua troca direta de moléculas com o tecido cerebral
(MAGALHAES, 2017b). De acordo com o estudo desenvolvido por Craig-
Schapiro; Fagan e Holtzman (2009) a dosagem das proteinas AR e Tau no LCR
resultaram em um aumento da especificidade e sensibilidade na relacédo entre
pacientes com DA e controles. Contudo, a coleta do LCR através de puncéao
lombar € um procedimento invasivo que requer médico capacitado, além do
custo elevado para anélise (MAGALHAES, 2017b).
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Assim, a dosagem dos marcadores inflamatérios através do sangue
(soro, plasma, plaquetas e leucécitos) tem sido a melhor opcéo, pois além do
baixo custo, essa técnica possui facil execucgdo, permite repeticdo das analises
quando necesséario e diminui o desconforto para o paciente. Relatos na
literatura apontam que o sangue pode acusar alteracdes cerebrais, apesar de
ser uma matriz complexa, ndo estar diretamente ligado ao tecido cerebral e
estar em contato com todo o sistema fisiolégico (MAGALHAES, 2017b).

De acordo com o estimulo e resposta, a microglia é dividida em dois
fendtipos: o tipo M1 (pré-inflamatéria) e M2 (anti-inflamatéria). No fenotipo M1
ocorre liberagcdo de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-12 e regulacdo de CD16, CD32,
CD64, CD86. No fendtipo M2, ocorre a liberacédo IL-10, IL-4, IL-13, CD206 e
TREM2 (LEE; SUK, 2017; STEPHENSON et al, 2018).

Os efeitos protetores da IL-10 sdo mediados por seus efeitos anti-
inflamatorios. A modulacdo dos processos inflamatorios da IL-10 pode ser um
alvo para o tratamento da DA; induzindo a proliferacdo de células-tronco, a
atenuacao da disfuncéo cognitiva e a supressédo da gliose. Sua exata funcéo
nos processos neurodegenerativos, no entanto, ainda demanda maiores
esclarecimentos (MOLLAZADEH et al., 2017; TAKADA, 2017).

A superexpressao de IL-1 restringe a funcdo dos sistemas colinérgicos e
favorece a formacao de placas AB e acumulo de NFTs no desenvolvimento de
DA. Além disso, variantes localizadas nos genes de IL-1A e IL-1B foram
encontradas, influenciando o risco de desenvolvimento da DA (SU; BAI;
ZHANG, 2016).

A IL-6 € uma das principais citocinas no SNC. Ela é responsavel por
mediar respostas imunes e reacdes inflamatdrias, mas sua superexpressao €
prejudicial ao crescimento celular (KIM; LEE; KIM, 2017; ZHANG; JIANG,
2015).

O fator de necrose tumoral (TNF) é um grupo de proteinas que protegem
contra alguns tumores e infeccbes, aléem de contribuir para processos de
reparacao no SNC (MCCAULLEY; GRUSH, 2015). O TNF-a & o subgrupo de
proteinas TNF que desempenha um papel essencial na cascata de citocinas
durante uma resposta inflamatéria (CHANG; YEE; SUMBRIA, 2017).



24

Em adultos saudaveis, os niveis periféricos e no SNC de TNF-a sao
muito baixos, enquanto que 0s niveis dessa citocina estdo significativamente
elevados no sangue e no SNC de pacientes com DA. Fisiopatologicamente, os
niveis elevados de TNF-a na DA podem aumentar a produc¢ao de AR, diminuir a
depuracdo de AP, aumentar a perda neuronal e a morte celular,
consequentemente ocasionando declinio cognitivo na DA (CHANG; YEE;
SUMBRIA, 2017).

O IFN-y ndo s6 contribui para a manutencao e iniciacdo da resposta
imune no cérebro pos-isquémico, bem como exerce um efeito significativo na
diferenciacdo de células-tronco. Sob diferentes condi¢cdes, as concentracdes

séricas de IFN-y aumentam significativamente (ZHANG et al., 2018).

1.5 Leptina na DA

A leptina € um horménio peptidico produzido principalmente por
adipdcitos relacionados ao tecido adiposo branco. A mesma apresenta um
peso molecular de 16kDA e funcdes diversas tais como a manutencao da taxa
de gordura corporal e associacdo com o0 SNC. Mutacdes no gene e resisténcia
dos receptores de leptina estdo amplamente relacionados com obesidade
moérbida. Estudos tem fundamentado esse horménio como um melhor
marcador para adequar o0s estudos epidemiolégico e explanatérios na
correlacéo entre obesidade e DA (ALFORD et al., 2018).

Segundo Marwarha e Ghribi (2012) niveis maiores de leptina estdo
relacionados com uma diminuicao dos niveis de AB por atenuar sua producédo e
aumentar a sua depuracdo como também na atenuacdo da fosforilacdo da
proteina tau.

Diversos estudos epidemiolégicos e experimentais demonstram a
relacdo entre as concentracdes de leptina e a DA. Niveis circulantes de leptina
foram relatados como sendo significativamente menores em pacientes com DA
guando comparados aos controles (MAIOLI et al., 2015). De acordo com Lieb
et al. (2009), as altas concentracdes plasmaticas de leptina se correlacionam
com um risco menor de DA, maiores volumes cerebrais e hipocampo. Em

contrapartida, Rajagopalan et al. (2013) demostraram que os altos niveis de
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leptina plasmatica estdo correlacionados com a perda de volume em varias
regides cerebrais, independentemente do IMC ou diagnadstico clinico.

Um dos possiveis mecanismo pelo qual a leptina modula o declinio
cognitivo envolve a regulagéo dos niveis de AB. A leptina possui efeito anti-
amiloidogénico in vitro e in vivo, imputavel a sua capacidade de regulacéo
transcricional e a inibichio do processamento da APP através da via
amiloidogénica. Assim sendo, a leptina diminui a proteina AR extracelular in
vitro e este efeito é dependente da ativacdo da AMPK. Além disso, a leptina
também tem a capacidade de reduzir a fosforilagdo da tau nas células
neuronais através da modulacdo da atividade da GSK-3B, uma proteina
quinase identificada como patogénica em varios distarbios neurodegenerativos
(KING et al., 2018).

O estudo realizado por Greco et al (2010) apontou que o tratamento com
leptina em modelos murinos resultou em reducdes consideraveis de AB, Tau
fosforilada (p-tau) e déficits cognitivos. A partir disso, tem sido propostas utilizar

a leptina como terapia no tratamento da DA (MAIOLI et al., 2015).

1.6 Justificativa

Diante da revisdo bibliogréfica, esta pesquisa buscou correlacionar as
concentracbes de leptina e interleucinas em pacientes com Doenca de
Alzheimer. A resposta inflamatéria induzida pelos fatores de risco associada a
resposta imunolégica, sdo o0s principais eventos que conduzem a
neuroinflamacédo. Se a inflamacéo protege ou promove a DA, sabe-se até o
momento que a neuroinflamacdo desempenha um papel importante no
desenvolvimento da DA.

A partir disso, tém-se o0 intuito de utilizar esses biomarcadores
inflamatorios como método auxiliar no diagnéstico da DA, visto que a bidpsia €
um procedimento extremamente invasivo e arriscado. Além disso, sdo também

alvos potenciais de terapia na prevencao ou no tratamento da DA.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi verificar o processo inflamatério sérico em

pacientes com DA e idosos ndo-demenciados.

2.2 Objetivos Especificos

- Verificar a presenca de diferenga estatistica entre as médias dos indices
MEEM, MAN e IMC em pacientes com doenca de Alzheimer e grupo controle.

- Verificar a presenca de diferenca estatistica entre as médias dos niveis
sorologicos de citocinas (IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a e INF-y) e o horménio leptina
em pacientes com doencga de Alzheimer e grupo controle.

- Correlacionar os valores de leptina e o IMC no grupo de pacientes com
doenca de Alzheimer e grupo controle.

- Estabelecer uma matriz de correlacdo entre as diferencas pareadas de
pacientes com doengas de Alzheimer versus pacientes do grupo controle para
0S seguintes parametros: MEEM, MAN, IMC, IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a, INF-y e

leptina.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Populagéo

Para realizacdo deste estudo, foram analisados 32 pacientes. Destes, 16
eram portadores da Doenca de Alzheimer, diagnosticados previamente por um
meédico especialista. Para isso, foram convidados os pacientes com a Doenca
de Alzheimer cadastrados na Associagdo de Estudos, Pesquisa e Apoio aos
Portadores de Alzheimer (AEPAPA), localizada na Rua Capitdo Rocha, 131,
Guarapuava, Parana.

Todos os pacientes membros da AEPAPA, foram convidados a participar
deste estudo; Para isso, foi fornecido ao cuidador um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido — TCLE (Apéndice 1), devendo ser preenchido e assinado.

O anonimato foi mantido.

3.2 Coleta de sangue

A coleta do material biolégico foi realizada no periodo de julho de 2018 a
setembro de 2018. A flebotomia foi realizada por um profissional biomédico
habilitado, que se deslocou a residéncia do paciente, agendando a coleta
previamente. Foi indispensavel a presenca do cuidador.

O paciente foi orientado a estar em jejum, a excecao da agua, durante
12 a 14 horas. N&o pode ingerir alcool no periodo de 72 horas que
antecederam a coleta de sangue (FLEURY, 2019).

A puncdo sanguinea foi realizada com seringa e agulha. Foi realizada
assepsia das maos antes da coleta e utilizacdo de luvas de procedimento em
latex. Preferencialmente a coleta de sangue venoso foi a partir da pun¢éao das
veias do antebraco: cefélica, ulnar mediana ou basilica. Apds escolha da veia a
ser puncionada, foi realizada assepsia local com alcool a 70%, e entédo
garroteamento, o qual ndo ultrapassoul minuto e logo apdés a entrada do
sangue no bisel da agulha ele foi liberado. Logo apds completa aspiracao do

sangue este foi transferido da seringa para o tubo. Posteriormente, o local da
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puncdo foi pressionado até que o sangramento cessasse e uma bandagem
adesiva foi aplicada (FLEURY, 2019).

ApoGs coleta, as amostras foram encaminhadas para um laboratorio
particular da cidade de Guarapuava, Parani. O laborat6rio escolhido possui
certificacdes, além de controles internos e externos de qualidade, garantindo
assim a confiabilidade nas analises.

Por se tratar de um procedimento invasivo, 0s riscos durante o processo
foram comunicados e minimizados, através de procedimentos de prevencao.
Durante a venopuncdo, o paciente podera ter medo ou ansiedade, tontura,
reacdo vaso-vagal, dor e lesdo nos nervos, sangramento persistente,
hematoma e alergia (ANDRIOLO et al., 2014; WHO et al., 2010).

3.3 Grupo controle

Para compor o grupo controle, foram convidados idosos atendidos pelas
unidade da Estratégia Saude da Familia (ESF) e Centro Integrado de
Atendimento (CIA), cadastrados no Programa Hiperdia (Programa de
Hipertensos e Diabéticos), de acordo com a Portaria n® 2.583, de 10 de outubro
de 2007 (BRASIL, 2007) do Ministério da Saude. Todos os individuos residem
em Guarapuava, Parand e foram convidados a assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os participantes que aceitaram
participar no estudo realizaram o Mini Exame de Estado Mental (MEEM).

3.4 Grupo Alzheimer

Para realizacdo do estudo, participaram todos pacientes com DA
cadastrados no Componente Especializado da Assisténcia Farmacéutica
(CEAF), portaria GM/MS no. 1554/2013, usuarios do sistema publico de saude.
Além disso, também compds o grupo Alzheimer pacientes que recebem
medicacéo para o tratamento (rivastigmina, cloridrato de donepezila e cloridrato
de memantina) através da 52 Regional de Saude do municipio de Guarapuava,

Parana.
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3.5 Critérios de inclusao

Para compor o grupo controle, os participantes foram convidados a
realizar uma avaliagdo cognitiva através MEEM (Anexo 1V). Todos os
participantes assinaram o TCLE concordando participar do estudo.

Os critérios de incluséo para o grupo Alzheimer foram aqueles individuos
que possuiram diagnéstico clinico através de um meédico geriatra ou por um
neurologista, seguindo as recomendac¢des do National Institute of Neurological
and Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer's Disease and
Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) (TAMAOKA, 2011).

3.6 Fator de exclusao

Foram excluidos do grupo controle todos aqueles participantes que
ficaram abaixo da pontuacdo minima exigida pelo MEEM (abaixo de 20
pontos). Para o grupo Alzheimer, foram critérios de exclusédo aqueles o qual o
cuidador ndo autorizou participacao no estudo e os pacientes que foram a 6bito

durante o estudo.

3.7 Comité de Etica

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual do Centro Oeste do Parand - UNICENTRO, Brasil
(Parecer: 857.652) (Anexo |); de acordo com 0s critérios éticos propostos pelo
Conselho Nacional de Sautde na Resolugdo n° 466/2012 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2013).

3.8 Estagio da doencga

De acordo com a classificacdo proposta por Morris (1993), o estagio da
doenca nos pacientes com DA foi realizada através da escala CDR (Anexo llI),

onde foram avaliados quanto a memoria, orientacdo, julgamento e solucao de
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problemas, assuntos na comunidade, lar e hobbies e cuidados pessoais. Estes
critérios determinardo, um escore: saudavel (CDR 0), deméncia questionavel
(CDR 0,5), deméncia leve (CDR 1), deméncia moderada (CDR 2) ou deméncia
grave (CDR 3).

3.9 Avaliacdo antropométrica

Seguindo os métodos preconizados pelo Sistema de Vigilancia Alimentar
e Nutricional — SISVAN (2011), foram aferidos peso e estatura. Para aferir o
peso, foi utilizada balanca digital, em que os participantes do estudo receberam
as orientacfes para que se posicionem em pé no centro da balanca, descal¢cos
e se possivel com roupas leves. Participantes com alguma limitacéo fisica que
o impeca em ficar em pé, foi aplicada a férmula proposta por Chumlea; Roche
e Steinbaugh (1985), em que se utiliza valores da circunferéncia do brago (CB),
circunferéncia da panturriiha (CP), prega cutanea subescapular (PCSe), e
altura do joelho (AJ). Posteriormente, estes dados seréo aplicados na formula a
seguir de acordo com género: a) Homens = [(0,98 x CP) + (1,16 x AJ) + (1,73 X
CB) + (0,37 x PCSe) —-81,69]; b) Mulheres = [(1,27 x CP) + (0,87 x AJ) + (0,98 x
CB) + (0,4 x PCSe) — 62,35].

Para aferir a estatura, foi utilizado estadiébmetro. Os participantes foram
orientados a ficar em pé, descalco e com o0s calcanhares juntos, costas e
cabeca eretas e os bragos estendidos ao lado do corpo. Caso o participantes
possua alguma limitacdo para ficar em pé, foram utilizados valores estimados
através da férmula proposta por Chumlea; Roche e Steinbaugh, (1985). a)
Homens: Altura (cm) = 64,19 — (0,04 x idade em anos) + (2,02 x altura do
joelho em cm); b) Mulheres: Altura (cm) = 84,88 — (0,24 x idade em anos) +
(1,83 x altura do joelho em cm).

Além dessas medidas, também foi avaliado o estado nutricional por meio
do indice de Massa Corporal (IMC), para o qual serdo mensurados a estatura e
0 peso, com base nas técnicas propostas por Lipschitz (1994). Para analise do
IMC (kg/m2), foi utilizada a classificacdo sugerida pela Organizacdo Pan-
Americana de Saude (OPAS)(2002):baixo peso (< 23), eutrofia (= 23 e < 28),
sobrepeso (= 28 e < 30) e obesidade (= 30).
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3.10 Mini-Avaliacao Nutricional (MAN)

Para avaliar o estado nutricional na visita inicial, foi aplicada a Mini-
Avaliacdo Nutricional (MAN) (Anexo II). A MAN é uma escala utilizada para
avaliacdo da populacdo geriatrica, abordando aspectos complementares a
avaliacdo antropométrica; tais como cuidados gerais, dieta e autonomia para
comer e visao pessoal (GALEGO et al., 2015). A sensibilidade desta escala é
96%, a especificidade 98% e o valor prognostico para desnutricdo 97%,
levando em consideracdo o estado clinico do paciente como referéncia.
Quando triados, a pontuacdo maxima atingida € de 14 pontos; onde 12 pontos
ou mais considera o idoso como normal, em que a aplicacdo de todo o
guestionario é suspensa; para aqueles que atingem 11 pontos ou menos, 0
questionario deve ser realizado até o final por havera possibilidade de
desnutricdo (NAJAS; YAMATTO, 2008).

3.11 Mini-Exame do Estado Mental (MEEM)

O Mini-Exame do Estado Mental (MEEM) possui duas etapas, uma
abordando orientacdo, memoria e atencdo, com pontuacdo maxima de 21
pontos e, outra que abrange habilidades especificas como nomear e
compreender, com pontuacdo maxima de 9 pontos, totalizando um escore de
30 pontos (FOLSTEIN; FOLSTEIN; MCHUGH, 1975). Foi utilizado a nota de
corte proposta por Brucki et al. (2003), em que foram dispostos 20 pontos para
analfabetos; 25 pontos para os participantes com escolaridade de 1 a 4 anos;
26,5 pontos para os que obtiverem escolaridade de 5 a 8 anos; 28 pontos para

agueles com escolaridade de 9 a 11 anos e 29 pontos para mais de 11 anos.

3.12Dosagem de interleucinas

As analises das concentragdes de IL-1, IL-10, IL-6, TNF-a e INF- y foram
determinadas por ensaio imunoenzimatico de captura — ELISA (Enzyme Linked
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Immuno Sorbent Assay) nos soros obtidos dos idosos com DA. Para as
determinacdes, foram utilizados kits comerciais de Proteintech®.
Os valores de referéncia sdo respectivamente:
- IL-1: inferior a 5 pg/mL
-IL-10: 9,1 pg/mL
-IL-6: inferior a 3,4 pg/mL
-TNF-a: inferior a 8,1 pg/mL

3.13 Dosagem de leptina

As concentragdes de leptina foram determinadas atraveés da técnica de
imunoensaioenzimatico, utilizando teste comercial RayBio® de ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay). Os valores de referéncia para mulheres séo de
3,70 ng/mL a 11,10 ng/mL, enquanto que para homens, os valores de
referéncia é de 2,00 a 5,60 ng/mL (INSTITUTO HERMES PARDINI, 2018).

Para as dosagens de leptina, os pocos foram previamente revestidos
com um anticorpo de captura humano e com sitios de ligacdo nao especificos
bloqueados. A proteina da amostra ou da solucdo padrao ligou-se ao anticorpo
de captura nos pocos. Apos os procedimentos de lavagem, o biotinilado
(conjugado com biotina, uma vitamina com alta afinidade por estreptavidina) foi
adicionado. Apés nova lavagem a estreptavidina-HRP (peroxidase de rabano
conjugado com estreptavidina) catalisara o substrato. A reacdo enzima-
substrato foi interrompida por meio da adicdo da solucdo de interrupg¢do. A
leitura do resultado foi de acordo com a intensidade da cor, que foi diretamente
proporcional a quantidade do peptideo da amostra ou da solucdo padrédo
(CUNHA et al., 2016).

3.14 Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados com o auxilio do programa estatistico
GraphPad Prism6.0. Inicialmente os dados foram tabulados e resumidamente

descritos quanto as medidas de tendéncia e dispersdao a fim de detectar
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possiveis Outliers. Para estabelecimento dos pressupostos de normalidade foi
aplicado o teste de Shapiro-Wilk. Uma vez estabelecido os parametros, foi
realizado as comparacdes entre 0s grupos estabelecidos com seus respectivos
controles através do teste t independente e o tamanho do efeito de Hedges (g)
foi calculado. Para analisar as associa¢cfes entre as variaveis dependentes foi
aplicado o teste de correlacdo de Pearson, evidenciando o coeficiente
correspondente. Para verificar a existéncia de uma relacdo funcional entre as
variaveis, foi utilizado o teste de regressao linear simples. Todas as analises

obedeceram ao critério de significancia de p<0,05.
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4 RESULTADOS

Para compor a pesquisa, 32 idosos fizeram parte do estudo, dos quais
16 pertencem ao grupo controle e 16 pertencem ao grupo de idosos
diagnosticados com Doenca de Alzheimer. Para ambos 0s grupos, participaram
do estudo 9 (56,25%) mulheres e 7 (43,50%) homens, com idade média de
75,70 (¥8,57) anos para o grupo Alzheimer e 75,56 (£8,32) anos para 0 grupo
controle. Os idosos com DA apresentaram pior estado nutricional (p <0,001) e
estado mental (p < 0,001) quando comparados aos participantes do grupo
controle (Tabela 1). Em relacdo ao tempo de escolaridade o grupo controle
apresentou cerca de 4,18 anos (+3,44), jA& o grupo DA, o periodo de
escolaridade foi um pouco menor, 2,16 (+1,43) anos.

Quando se considerou o uso da escolaridade para definir pontos de
corte no teste de MEEM, observou-se que cerca de 75% (n=12) dos pacientes
que responderam ao teste de rastreio cognitivo apresentaram deméncia.
Ajustando-se os pontos de corte sugestivos de déficit cognitivo com base na
educacado formal o grupo de analfabetos se manteve com uma média de 15
pontos (score=15), o grupo com 1-3 anos de escolaridade com uma média de
pontos de 18,8 (score=23) e o0 grupo com 4-7 anos uma média de 13,2 pontos
(score=24). Em contrapartida, ndo foi constatado nenhum idoso nos casos com
uma escolaridade superior a 7 anos.

Em relacdo ao diagndstico nutricional avaliado por meio do indice de
Massa Corpérea (IMC), 37,5% dos individuos (n=6) da amostra do grupo
controle apresentaram eutrofia o mesmo foi observado nos individuos com DA,
com 35,29% (n=6). 2 individuos (12,5%) do grupo controle foram classificados
em baixo peso (IMC < 23 kg/m?), da mesma forma o grupo com casos de DA
com 11,76% (n=2). 25% (n=4) dos idosos do grupo controle obtiveram
resultados de sobrepeso em comparacao a 23,53% (n=4) dos pacientes com
DA avaliados. Quanto a obesidade, 25% (n=4) dos individuos do grupo controle
se encontravam neste estado em comparacdo a 29,41% (n=5) dos pacientes
de DA.
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O MAN, demonstrou risco de desnutricdo entre os individuos do grupo
controle em 12,50% (n=2) dos casos, sendo que 87,50% apresentaram estado
nutricional adequado. No grupo dos pacientes com DA o risco de desnutricdo
se refletiu em 43,75% (n=7) dos casos.

Quanto as comorbidades mais frequentes destaca-se neste estudo a
hipertensao, referida em 70,56% dos pacientes com DA, e 50% dos controles,
seguida por Diabetes Mellitus, presente em 35,29% dos casos e 18,75% do

grupo controle. Sendo que 33,0% do grupo DA declararam ser tabagistas.

Tabela 1. Comparacéo entre as pontuacdes de IMC, MEEM e MAN

CONTROLE ALZHEIMER

M DP M DP p*
IMC 28,39 4,22 28,90 4,47 0,702
MAN 26,80 2,14 23,19 2,56 <0,001
MEEM 26,31 2,75 17,75 7,03 <0,001

DP = Desvio padrdo; M = Média; IMC = indice de massa corporal, MAN = Mini avaliacdo
nutricional; MEEM = Mini exame do estado mental
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Figura 2. Comparacéao entre os grupos Alzheimer e controle dos niveis séricos
de IL-1, IL-6, IL-10, TNF-qa, INF-y e leptina.
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Figura 2. Resultados da comparacao entre os grupos Alzheimer e controle dos niveis séricos
de IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a, INF-y e leptina. Teste T pareado de amostra independente
(p<0.001). A: IL-1: interleucina 1; B: IL-6: interleucina 6; C: IL-10: interleucina-10; D: TNF-a:
fator de necrose tumoral alfa; E: INF-y: interferon gama; F: leptina.
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Figura 3. Tamanho do efeito (Hedges'g) com intervalo de confianca (IC)
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Figura 3. Tamanho do efeito (Hedges'g) com intervalo de confian¢ca (IC) de 95% para as
diferencas em relagdo ao IMC, IL-1, IL-6, TNFa, IFNy, IL-10, leptina, MAN e MEEM entre os
grupos Alzheimer e controle. IMC = indice de massa corporal; IL-1: interleucina 1; IL-6:
interleucina 6; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; INF-y: interferon gama; IL-10: interleucina-
10; MAN = Mini avaliacéo nutricional; MEEM = Mini exame do estado mental.

Considerando os valores de IMC, n&o houve diferenca estatisticamente
significativa (p>0,05) quando comparados o grupo controle contra idosos com
Alzheimer. Em relacdo as citocinas avaliadas, os participantes do grupo

Alzheimer apresentaram niveis séricos significativamente maiores de IL-1, IL-6,
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TNF-a e IFN-y quando comparados ao grupo controle (p <0,001), com grande
tamanho de efeito (TE> 1,3), como mostrado nas Figuras 2 e 3,
respectivamente. No entanto, 0s niveis séricos de IL-10 e leptina foram
significativamente menores no grupo Alzheimer (p <0,001), com grande
tamanho de efeito (TE> 1,3).

A partir das andlises de regresséo linear entre leptina e IMC (Figura 4)
realizadas tanto para o grupo de Alzheimer quanto para o grupo controle, pode-
se observar uma relagao inversa entre IMC e leptina para o grupo Alzheimer. A
andlise indicou que a variavel IMC explicou 64% da variacdo da leptina nesse
grupo (R?=0,64, p<0,05) no entanto, para o grupo controle, ndo foi encontrada

associacao entre as variaveis.

Figura 4. Associagdo entre os niveis séricos de leptina e IMC.
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Figura 4. Associacdo entre os niveis séricos de leptina e IMC. A: Correlacdo entre os niveis
séricos de leptina e IMC do grupo Alzheimer (R2: 0,6425; p <0,05). B: Correlagdo entre os
niveis séricos de leptina e IMC do grupo controle (RZ: 0,014; p> 0,05). IMC = indice de massa
corporal.
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Figura 5. Matriz de correlacédo das diferencas pareadas entre o grupo controle
e Alzheimer
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Figura 5. IMC = indice de massa corporal; IL-1: interleucina 1; IL-6: interleucina 6; TNF-a: fator
de necrose tumoral alfa; INF-y: interferon gama; IL-10: interleucina-10; MAN = Mini avaliagdo
nutricional; MEEM = Mini exame do estado mental.

A Figura 5 apresenta a matriz de correlacdo das diferencas pareadas
(Grupo Controle - Grupo Alzheimer) para os niveis de citocinas, estado mental
e estado nutricional. Verificou-se correlacdes positivas entre as diferencas
verificadas para os niveis de IL-1 com as diferencas de IL-6 (r= 0,981, p<0,01),
TNF-a (r= 0,950, p<0,01) e INF-y (r=0,595, p<0,05), indicando que quanto
maiores as diferencas de IL-1 maiores eram as diferencas dessas variaveis
entre o grupo controle e o Alzheimer. Porém, correlagbes inversas foram
verificadas entre a IL-1 e IL-10 (r= -0,351, p<0,05) e IL-1 e leptina (r= -0,532,
p<0,05), indicando uma reducao nos valores de diferencas entre grupo controle
e Alzheimer com ou aumento dos valores de diferenca de IL-1. Nenhuma
associacao foi verificada entre os valores das diferencas pareadas de IL-1 com
as diferencas de MAN e MEEM.
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Com relacéo a IL-6, verificou-se correlacdes positivas entre essa citocina
e as diferencas pareadas dos niveis de TNF-a (r= 0,979, p<0,01) e INF-y (r=
0,592, p<0,05) indicando que o aumento das diferencas de IL-6 relacionava-se
com o aumento das diferencas de TNF-a e INF-y entre o grupo controle e
Alzheimer. Por outro lado, correlacdes inversas foram verificadas entre as
diferencas de IL-6 e as diferencas de IL-10 (r= -0,337, p<0,05) e de Leptina (r=
-0,524, p<0,05) indicando uma diminuicdo entre as diferencas de IL-10 e
Leptina com o aumento das diferencas de IL-6 entre o0 grupo controle e
Alzheimer. Nenhuma associagao foi verificada entre os valores das diferengas
pareadas de IL-6 com as diferencas de MAN e MEEM.

Foi verificado que o aumento das diferencas pareadas do TNF-a esteve
associado ao um aumento nas diferencas pareadas de INF-y (r= 0,605,
p<0,05). Por outro lado, houve diminuicdo entre as diferencas leptina com o
aumento das diferencas de TNF-a (r=-0,513, p<0,05). Nenhuma associacéo foi
verificada entre os valores das diferencas pareadas de TNF-a com as
diferencas IL-10, MAN e MEEM.

Quando analisadas as associacdes das diferencas entre os niveis de
INF-y com as diferencas nos niveis de leptina, IL-10 e MAN, nenhuma
correlagcdo apresentou significancia estatistica, porém, verificou-se que,
conforme aumentavam as diferencas entre os niveis de INF-y, houve
diminuicdo entre as diferencas de MEEM (r= -0,449, p<0,05). Verificou-se
também que quando aumentavam as diferencas entre os niveis de IL-10,
aumentavam as diferencas dos niveis de leptina entre o grupo controle e o
Alzheimer (r= 0,501, p<0,05) no entanto, verificou-se que quando aumentavam
as diferengas dos niveis de IL-10 diminuiam as diferengas dos niveis de MAN (-
0,311, p<0,05). Nenhuma associacdo foi verificada entre os valores das
diferencas pareadas de IL-10 com as diferencas MEEM e nenhuma associacéo
foi verificada entre os valores das diferencas pareadas de MAN com as
diferencas MEEM.
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5 DISCUSSAO

O estado nutricional configura uma importante funcdo na qualidade de
vida e de saude da populacéo. Além disso, a literatura atual tem destacado que
no grupo etario de idosos esse fator € de extrema relevancia, pois diversas
morbidades podem estar relacionadas, principalmente em estados associados
a desnutricdo. Estudos corroboram que quadros relacionados a essa condicéo
estdo associados ao aumento da incapacidade funcional, reducéo da qualidade
de vida, aumento do numero de internacdes e maior propensdo a adquirir
infecgbes, que por consequéncia, aumenta o0s indices de mortalidade
(ALMEIDA et al., 2013; PEREIRA et al., 2016).

Na Doenca de Alzheimer, um dos fatores ja estabelecidos, € a perda de
peso, bem como estados de desnutricdo. Segundo Droogsma et al. (2015),
diversos trabalhos no decorrer dos anos tém destacado esse fator. Casos de
baixo peso em populacdes estudadas variam entre 14 e 80%, enquanto que
pacientes desnutridos o percentual pode variar entre 0 a 9%. De acordo com
Bonini et al. (2014) quando as necessidades nutricionais ndo sao supridas
adequadamente e estas sdo relacionadas ao gasto energético, Varias
alteracbes podem levar um declinio rapido, indesejavel e evidente no estado
nutricional em pacientes com DA.

Em recente estudo publicado por Ivanski et al. (2018), dos 35 idosos
com DA, 71,42% apresentaram risco de desnutricdo, 14,28% estavam
desnutridos e 14,25% apresentavam estado nutricional normal. Os autores
avaliaram o MAN como uma importante ferramenta para avaliar o estado
nutricional. No presente estudo, ficou demonstrado que quando comparado
com grupos controles e utilizando a Mini-Avaliacdo Nutricional (MAN),
pacientes com Alzheimer demonstram um pior estado nutricional (Tabela 1).

No estudo descrito por Saragat et al. (2012), pacientes com Alzheimer
(n=83) e pacientes controle (n=91) foram avaliados quanto ao estado
nutricional e psicofuncional e considerando a avaliacdo nutricional pacientes
com Alzheimer apresentaram pior estado nutricional quando comparado com o

grupo controle, dados como esse corroboram nossos achados.
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O MEEM é um instrumento de triagem para avaliagdo neuropsicologica,
sendo influenciado por varidveis como anos de escolaridade e avaliacdo do
declinio no desempenho cognitivo decorrente da idade (MAZZI et al., 2019).
Além disso é caracterizado como um dos métodos utilizados para o diagnostico
da doenca de Alzheimer e no Brasil a técnica foi padronizada por Bertolucci et
al. (1994) nos anos 90.

No presente estudo, a populacdo controle quando comparada com o0s
pacientes com DA, obteve melhor desempenho no MEEM, com as médias
apresentando diferenga estatistica significativa. A fim de caracterizacdo de
amostra, o panorama esta fundamentado como preconizado no Protocolo
Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Doenca de Alzheimer, descrito pelo
Ministério da Saude (BRASIL, 2017).

Considerando os parametros correlacionados, indices como MAN,
MEEM e IMC ndo demonstraram correlacao significativa, porém ha na literatura
trabalhos que divergem de nosso resultado. Kim; Choi e Lyu (2018), realizaram
um estudo com 5126 idosos koreanos com 60 anos ou mais, avaliando MEEM
e IMC. Os resultados obtidos apontaram que conforme o avanco da idade,
maior a taxa de declinio cognitivo. Além disso, idosos abaixo do peso (<18,5
kg/m?) apresentaram declinios cognitivos mais acentuados quando
comparados aos que possuiam peso saudavel (18,5 - 22,9 kg/m?). Tal
resultado pode ser caracterizado pelo tamanho pequeno de nossa amostra,
visto que nos indices de MAN, MEEM e IMC os tamanhos de efeito esperados
foram pequenos e proximo do limite. Estudos futuros podem corroborar tal
comportamento.

Pesquisas observacionais mostram que indices elevados de IMC
aumentam o risco de DA, mas ndo estd completamente elucidado. Mukherjee
et al. (2015) realizaram uma randomizacdo mendeliana onde nao foram
encontradas evidéncias da associacéo causal de IMC com a DA.

A inflamacéo cerebral ocorre no SNC e acontece como forma de defesa
contra infecgbes, toxinas e lesdes. Na DA, ocorre quebra no equilibrio da
sinalizacdo anti-inflamatodria e pré-inflamatoria, resultando em neuroinflamacéao.

Células da microglia séo ativadas, liberando citocinas (KINNEY et al., 2018).



43

As citocinas tem importante papel nos processos de sinalizacéo
intercelular e intracelular nas micrdglias e astrocitos, como nas células
mononucleares periféricas sugerindo que o processo inflamatorio periférico
diretamente afetado pela DA (BELKHELFA et al., 2014).

Individuos com DA, desencadeiam uma resposta inflamatéria mediada
pela ativacdo e secrecdo de citocinas pré-inflamatérias TNFa, IL-6 e IL-1B e de
células microgliais. As citocinas pro-inflamatorias, por sua vez, podem gerar
danos ao cérebro com DA, tais como a resisténcia neuronal a insulina, estresse
do reticulo endoplasméatico e neurodegeneracdo (FORNY-GERMANO et al.,
2018).

A IL-1 é considerada uma citocina pré-inflamatéria, sendo secretada por
monadcitos ou macrofagos. Além disso, a IL-1 € um importante intermediador da
neuroinflamacdo e € uma das moléculas mais amplamente estudadas no
sangue de pacientes com DA (DRAKE, 2012).

Os niveis soroldgicos de IL-1 foram maiores quando comparados com o0s
controles. Nossos resultados sdo corroborados quando comparados com 0S
estudos de ltaliani et al. (2018), onde os niveis de IL-1a e IL-1B estavam
aumentados da DA. No trabalho comparativo de Spitzer et al. (2019) onde
foram considerados 20 pacientes com DA e 17 pacientes controles, 0s niveis
de IL-1 contidos no liquido cerebrospinal também estavam aumentados.

Em uma metananalise realizada por NG et al. (2018), foram revistos 6
estudos que compararam o0s niveis periféricos de IL-1B entre idosos com DA e
os controles. Os idosos com DA tiveram niveis periféricos de IL-13
significativamente mais altos do que os do grupo controle.

A IL-6 € uma citocina pré-inflamatoria e niveis aumentados tém sido
associados a patogénese da deméncia (BEZUCH et al., 2019). A IL-6 melhora
a expressdo da APP; induz a fosforilacdo da proteina tau, além de poder
contribuir para a formacdo de emaranhados na DA (BARROETA-ESPAR,
2019). Niveis significativamente elevados de IL-6 foram encontrados no
cérebro, no LCR, no plasma e ao redor de placas amiléides em pacientes com
DA e em modelos animais (WANG et al., 2015).

Nosso estudo apontou que o grupo com DA apresentou niveis elevados

de IL-6 quando comparados com o grupo controle, sendo corroborados com


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/phosphorylation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tau-protein
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uma recente metanalise sobre coortes prospectivas de envelhecimento. Os
pesquisadores Bradburn et al. (2018) buscaram estudos de coortes
independentes de envelhecimento para revisdo. Niveis elevados de IL-6 no
sangue foram associados a um risco 1,42 vezes maior de declinio cognitivo
futuro, em comparacdo com aqueles com baixos niveis de IL-6 (OR 1,42, IC
95% 1,18-1,70; p <0,001).

Através dos resultados obtidos, fica evidenciado a associacéo entre alta
inflamacéo periférica, medida pela IL-6 no sangue e declinio cognitivo. Com
isso, dosar a IL-6 circulante pode ser uma indicacdo util para a saude cognitiva
(BRADBURN et al., 2018).

As pesquisas de Uslu et al. (2012) apontam que elevacfes observadas
nos niveis periféricos de IL-6 precederam o inicio da doenca de Alzheimer, mas
nao durante o curso da DA.

Em outra metandlise, foram analisados 8 estudos que compararam 0S
niveis periféricos de IL-6 entre idosos com DA e controle. Os idosos com DA
apresentaram apenas niveis periféricos maiores de IL-1B (p = 0,047), mas nao
de IL-6 (p = 0,138) e TNF-a (p = 0,735). Porém, os niveis de IL-6 ndo foram
significativamente maiores em idosos com DA quando comparados aos
controles (NG et al., 2018), divergindo de nossos resultados.

O TNF-a é produzido por macrofagos, adipécitos e astrécitos (USLU et
al.,, 2012). De acordo com a literatura, ha relatos de aumento da TNF-a para
prever a progressao cognitiva na DA (HOLMES et al., 2009). Segundo Van
Exel et al. (2003), as respostas periféricas ao TNF-a estavam associadas ao
pior estado cognitivo, enquanto que as respostas predominantes da IL-10
foram associadas a melhor status cognitivo. Ou seja, estas informacgdes
consolidam os resultados encontrados no presente estudo, visto que, foram
encontrados niveis elevados de TNF-a em pacientes com DA, porém os niveis
de IL-10 estavam diminuidas no grupo DA.

Estudos experimentais anteriores revelaram que IL-1B, IL-6 e TGF-B
ficam acumuladas ao redor das placas amildides no cérebro de pacientes com
DA. Embora haja necessidade de mais estudos conclusivos, parece haver uma
propensdo de que citocinas pro-inflamatérias (IL-1B, IL-6, TNF-a) sejam
elevadas no LCR e no plasma de pacientes com DA (ZHENG; ZHOU; WANG,
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2016). Tais informacdes, consolidam os resultados encontrados em nosso
estudo.

A producéo de IL-10 tem por fungcdo combater os danos causados pela
inflamacdo exacerbada; desempenhado um papel critico na prevencao de
patologias inflamatdrias e autoimunes, limitando a resposta imune a patégenos
e flora microbiana (LOBO-SILVA et al., 2016).

Um estudo realizado por Swardfager et al. (2017) avaliou 16 individuos
com DA e 38 individuos controle. Foram testadas as citocinas pré-inflamatérias
TNF-a e IL-1B que foram associadas a DA e a citocina anti-inflamatéria IL-10.
De acordo com o0s pesquisadores, a IL-10 parece possuir funcao
neuroprotetora.

O INF-y é uma citocina pleiotropica que atua semelhantemente a IL-4,
porém de maneira mais atenuada, na regulacéo positiva de MHC classe Il em
células da microglia (MASTRANGELO et al., 2009; ZHENG; ZHOU; WANG,
2016). Essa caracteristica confere uma funcdo imunossupressora a citocina.
Quando verificamos relacdo de INF-y com DA, alguns trabalhos definem que a
superexpressao de IFN-y resulta em uma diminuicdo significativa dos depdsitos
de AB e na infiltracdo de mondcitos periféricos, que por consequéncia, esta
evidenciado em observacfes de que essa citocina aumenta a captacdo de AR
pelas células da microglia (BUTOVSKY et al.,, 2005; CHAKRABARTY et al.,
2010; ZHENG; ZHOU; WANG, 2016).

Em nosso estudo pacientes com DA, apresentaram maiores niveis de
INF-y quando comparado com o grupo controle, tal caracteristica corrobora a
finalidade inflamatéria do organismo em captar maiores depdsitos de AR,
porém nédo estava claro o grau de impacto bem como a correlacdo do aumento
dos niveis com o comprometimento cognitivo. Quando analisamos, a partir da
matriz correlativa, as diferencas pareadas dos niveis de INF-y com as
diferencas pareadas do MEEM, o resultado demonstrou que conforme
aumentam as diferenca entre os niveis de INF-y, mais prOximos eram 0s niveis
de MEEM, ou seja, quanto maiores os niveis de INF-y nos pacientes, melhor
era 0 desempenho cognitivo. Estatisticamente esses resultados foram

significativos, apesar de uma correlagdo mediana.
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Além das citocinas, a leptina também desempenha importante papel na
resposta inflamatéria. A leptina € um horménio produzido por adipdocitos e que
€ absorvido pelo cérebro através da barreira hematoencefalica. No hipocampo,
atua na promocédo da plasticidade sinptica, melhora da morfologia neuronal,
aumenta a neurogénese e a transmissao sinaptica (MAGALHAES et al., 2015).

Bigalke et al. (2011) em seus estudos, relataram que pacientes com DA
tinham niveis significativamente baixos de leptina no plasma em comparacao
com controles saudaveis. Esse dado corrobora com nossos resultados.

De acordo com a literatura, estudos apontam diminui¢cdo dos niveis de
leptina no plasma e no LCR de idosos com DA. Porém, também existem relatos
de niveis elevados de leptina no LCR e no tecido cerebral. Tais evidéncias
controversas, podem ser justificadas pelas variacdes no escore de deméncia,
tamanho de amostra, idade e sexo dos idosos, entre outros fatores (FORNY-
GERMANO et al., 2018).

Em nosso estudo, o principal achado foi uma correlacdo negativa entre
IMC e niveis séricos leptina em idosos com DA. Em recente estudo
observacional, também com tamanho de amostra pequeno, ndo foi possivel
encontrar correlacdo entre niveis de leptina e IMC (ULKER; KENANGIL, 2018).

A DA é uma patogénese multifatorial, portanto, se faz necessaria a
descoberta do possivel risco de deméncia no estagio pré-clinico, com alta
sensibilidade e especificidade. Com isso, h& possibilidade de se dar inicio a
tratamentos eficazes nos estagios iniciais da doenca ou mesmo nos estagios
pré-clinicos (BELKHELFA et al., 2014).

NG et al. (2018) sugere que estudos longitudinais sobre a expressao das
citocinas sdo necessarios para avaliar o papel de cada citocina pré-inflamatoria
correlacionada com a clinica do paciente, exames de neuroimagem e a

presenca de emaranhados AB e neurofibrilares.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo foi investigado os parametros de IMC, MAN, MEEM e os
niveis séricos de IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a, INF-y e Leptina entre pacientes
controles e pacientes com DA. Conforme os resultados podemos concluir que:

- Os valores de IMC ndo apresentaram tamanho de efeito significativo, nem
demonstraram diferenca significativa quando comparado aos demais
parametros analisados;

- Os niveis séricos de IL-1, IL-6, TNF-a e INF-y foram estatisticamente maiores
nos grupos de pacientes com Doenca de Alzheimer comparado com 0 grupo
controle;

- Os niveis séricos de IL-10 e Leptina foram estatisticamente menores nos
grupos de pacientes com Doenca de Alzheimer comparado com o0 grupo
controle;

- As diferencas pareadas de INF- y obtiveram correlagéo negativa significativa,
gquando comparado com o parametro de MEEM, significando que conforme
aumentavam as diferencas pareadas entre os pacientes com Doenca
Alzheimer e grupo controle, diminuiam as diferencas da avaliacdo do MEEM,;

- Niveis de leptina demonstraram correlacdo negativa significativa quando
comparado aos valores de IMC em pacientes com Doenca de Alzheimer;

- Considerando as correlacfes entre as diferencas pareadas dos pacientes
com Doenca de Alzheimer e grupo controle houve positividade significativa
entre os grupos de IL-1, IL-6, TNF-a e INF-y, demonstrando que, os valores
aumentaram conjuntamente quando verificada as diferencas;

- Os niveis de IL-10 e Leptina, obtiveram correlacdo negativa quando
comparado com a IL-1, indicando que conforme aumentavam as diferencas de
IL-1 entre os pacientes com Doenca de Alzheimer e grupo controle, diminuia as
diferencas de IL-10 e Leptina.

Diante do exposto, sugere-se que pode ocorrer uma resposta sistémica
inflamatdria em idosos com DA, através do aumento nos niveis séricos das
citocinas pro-inflamatorias IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-y, além da alteracdo na

composic¢ao corporal e nos niveis de leptina.
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APENDICE | - TERMO DE CONSENTIMENTOLIVRE E ESCLARECIDO

Prezado(a) Colaborador(a),

Voceé esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa RELACAO ENTRE
A DOENCA DE ALZHEIMER E OS NIVEIS SERICOS DE LEPTINA E
INTERLEUCINAS. UM ESTUDO CASO-CONTROLE, sob a responsabilidade
de JULIANA SARTORI BONINI e da mestranda DANIELA DOS SANTOS, que
ird investigar a relacdo entre componentes nutricionais do sangue, medidas
antropométricas (peso, altura, circunferéncias) e memadria em pacientes com
Doenca de Alzheimer, quando comparados a idosos sem a doenca.

1. PARTICIPACAO NA PESQUISA: Ao participar desta pesquisa vocé estara
disponibilizando amostras de sangue para realizacdo de exames, devera
permitir a afericho de medidas antropométricas, bem como responder a
questionarios sobre alimentacdo e habitos diarios. Lembramos que a sua
participacdo é voluntéria, vocé tem a liberdade de ndo querer participar, e pode
desistir, em qualguer momento, mesmo apoés ter iniciado o(a) os(as) exames,
avaliacOes e entrevistas, sem nenhum prejuizo para voceé.

2. RISCOS E DESCONFORTOS: Riscos associados a coleta de sangue
incluem um leve desconforto no local da coleta, devido a picada de agulha,
apos a coleta podera haver a formacao de um pequeno hematoma no local da
puncao, devido extravasamento do sangue. Ha relatos de que alguns pacientes
podem apresentar leve tontura. No entanto apds a coleta realiza-se uma
compreensao por aproximadamente 3 minutos a fim de minimizar o risco de
hematoma e evita-se flexionar o braco. No caso de aparecimento de
hematoma, orienta - se compressas de gelo no local. Devido a possibilidade de
tontura, orientamos que apos a coleta permaneca sentado de forma confortavel
por um tempo aproximado de 15 minutos e possa quebrar o jejum.

Se vocé precisar de alguma orientagdo por se sentir prejudicado por causa da
pesquisa, ou sofrer algum dano decorrente da pesquisa, 0 pesquisador se
responsabiliza pela assisténcia integral, imediata e gratuita, o qual tomara as
medidas necessdrias descritas no paragrafo a cima, a fim de garantir o seu
bem estar.

3. BENEFICIOS: Espera-se que esse estudo traga beneficios, como o
conhecimento das condi¢bes nutricionais e de saude dos idosos com e sem
Doenca de Alzheimer. Com isso pretende-se realizar orientagcdes nutricionais
aos pacientes que apresentarem problemas nutricionais, sugerindo o
encaminhamento dos idosos para atendimento nutricional no ambulatorio de
nutricdo da Universidade Estadual do Centro-Oeste — UNICENTRO.
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4. CONFIDENCIALIDADE: Todas as informacgdes que o(a) Sr.(a) nos fornecer
OuU gue sejam conseguidas por exames, avaliagdes ou questionarios seréo
utilizadas somente para esta pesquisa. Seus(Suas) respostas, dados pessoais,
dados de exames laboratoriais, avaliacbes fisicas e mentais, ficardo em
segredo e o]
seu nome nao aparecera em lugar nenhum dos(as) instrumentos utilizados
para coleta de dados nem quando os resultados forem apresentados.

5. ESCLARECIMENTOS: Se tiver alguma davida a respeito da pesquisa e/ou
dos métodos utilizados na mesma, pode procurar a qualquer momento 0s
pesquisadores responsaveis.

Nome do pesquisador responsavel: Juliana Sartori Bonini

Endereco: Laboratorio de Neurociéncias, Rua Simedo Camargo Varela de S3,
03 — Vila Carli (Campus Cedeteg), Guarapuava, Parana

Telefone para contato: (42) 999895666 — (42) 3629 — 8162 — (42) 3629 8149
Horario de atendimento: segunda a sexta-feira (08h00 as 12h00 — 13h00 as
17h00)

Nome do pesquisador responsavel: Daniela dos Santos

Endereco: Laboratorio de Neurociéncias, Rua Simedo Camargo Varela de S3,
03 — Vila Carli (Campus Cedeteg), Guarapuava, Parana

Telefone para contato: (42) 999864712 — (42) 36234882

Horario de atendimento: segunda a sexta-feira (08h00 as 12h00 — 13h00 as
17h00)

6. RESSARCIMENTO DAS DESPESAS: Caso o(a) Sr.(a) aceite participar da
pesquisa, ndo receberd nenhuma compensacao financeira.

7. CONCORDANCIA NA PARTICIPACAO: Se o(a) Sr.(a) estiver de acordo em
participar devera preencher e assinar o Termo de Consentimento POs-
esclarecido que se segue, em duas vias, sendo que uma via ficard com vocé.
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CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, 0
Sr.(a) , portador(a) da cédula de
identidade , declara que, apos leitura minuciosa
do TCLE, teve oportunidade de fazer perguntas, esclarecer davidas que foram
devidamente explicadas pelos pesquisadores, ciente dos servicos e
procedimentos aos quais sera submetido e, ndo restando quaisquer duvidas a
respeito do lido e explicado, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO em participar voluntariamente desta pesquisa.

E, por estar de acordo, assina o presente termo.

Guarapuava, de de

Assinatura do participante / Ou Representante legal

Juliana Sartori Bonini

Pesquisadora

Daniela dos Santos

Pesquisadora



65

APENDICE Il - Protocolo Geral

Esta € uma pesquisa que pretende avaliar se ha correlacdo entre as
concentracOes de leptina e interleucinas em pacientes com Doenca de Alzheimer.
Serdo realizadas algumas perguntas a respeito da sua vida que sao importantes
para o estudo. Os dados obtidos neste questionario serdo mantidos em segredo
absoluto.

Identificacéo

Quest

Cartdo Nacional de Saude

CID

Dataentrevista /[ ~ Datadodiagn6stico [/ [
1. Nome:

2. Data de nascimento: /[

3. Telefone para contato:

4. Endereco:

5. Endereco de familiar:

6. Telefone de familiar:

7. Sexo: (1) feminino (2) masculino Sexo _

8. Estado civil: (1) solteiro (2) casado (3)vitvo  (4) unido Ec_
consensual (“amasiado”)

9. Com quem reside: (1) sozinho (2) companheiro(a) 3) Resid_
filho(a) (4) amigo

10. O (A) Sr.(a) consumia bebidas alcodlicas? Alco
(1) sim
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(2) ndo (pule para a questdo 11)
(3) ndo sabe (pule para a questao 11)

Qual bebida alcodlica?

Quantidade: (1) <1drink  (2) 1 a 2 drinks (3) 3 a4 drinks (4)5
ou mais drinks

Tempo de exposicdo em anos

Qbeb _

Alcoq_

11.0(A) Sr.(a) consome bebidas alcodlicas?
(1) sim

(2) ndo (pule para a questéo 12)
(3) ndo sabe (pule para a questao 12)
Qual bebida alcodlica?

Se sim: Quantidade: (1) <1drink (2) 1a2drinks (3) 3 a4 drinks
(4) 5 ou mais drinks

Alcoh_
Qba _

Alcga_

12.0 Sr.(a) fumava?
(1) sim

(2) ndo (pule para a questdo 13)
(3) ndo sabe (pule para a questao 13)

Quantidade: (1) < 1 mago p/ semana (2) 1 a 2 magos p/ semana
(3) 3 a4 macos p/ semana (4) 5 ou mais macos p/ semana
tempo de exposi¢cdo em anos

Fum

Fugn_

13.0 Sr. (a) fuma?
(1) sim

(2) ndo (pule para a questéao 14)
(3) ndo sabe (pule para a questao 14)

Quantidade: (1) <1 macgo p/ semana (2) 1 a 2 magos p/ semana
(3) 3 a4 macos p/ semana (4) 5 ou mais macos p/ semana

Fuv

Fuvg__

14.0 Sr.(a) realiza atividade fisica?  (0) acamado (1) sedentario

Al
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(mas ndo acamado) (2) atividade fisica
15.0(A) sr(a) estudou? (1) sim (2)ndo (3) ndo sabe (pule para a Estu
guestao 18) (4) s6 assina
16.SE SIM: até que ano o sr(a) completou? Grau _
(1) Primério incompleto (ndo concluiu até a 4 série) (2) Priméario completo
(concluiu até 4 série)
(3) Ginésio incompleto (ndo concluiu até a 8 série)  (4) Ginasio completo
(concluiu até 8 série)
(5) Segundo grau incompleto (ndo concluiu o 2 grau) (6)Segundo grau
completo
(7) Universidade e pos-graduacéao
17.Quantos anos o sr (a) estudou? AEst
(1) 1 ano (2)2anos (3)3anos (4) 4 anos
(5) 5anos (6) 6 anos (7) 7anos (8) 8 anos
(9) 9 anos ou mais - se mais do que 9 anos pedir quantos anos e
anotar ao lado
18.Vocé tem em casa? Empr_
Empregada mensalista ? O @O @ () (4) oumais B
an__
Banheiro ? o @O @ @) (4 oumais
TVcor_
Televisao colorida? o @ @ (3 (4) oumais Rad
a —
Radio? © @ (@ (3 (4) oumais Aut
u —
Automoével (carro)? o @ @ @ (4 oumais Gel
el__
Geladeira? (0) (1) ou mais
Free
Freezer? 0 1) ou mais
0 @ vid
Video cassete e DVD? (0) (1) ou mais
Lavr
Lavadoura de roupa? (0) (1) oumais
Problemas de saude encontrados no prontuéario do paciente?
a) Colesterol alto (0) Nao (1) Sim (2) Nao sei data do diagnostico |Col
aproximada:__/ [/
b) Diabetes (0) Nao (1) Sim (2) Nao sei data do _
. . . ) Diab
diagnostico aproximada:__ /[ —
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c) Doenca de Parkinson  (0) Nao (1) Sim (2) N&ao sei data do DPark__|
diagnostico aproximada: /|
Pres
d) Presséao alta (0) Nao (1) Sim (2) Nao sei data do
diagnostico aproximada: /| |/ DerC__
Canc___|

e) Derrame cerebral (0) N&o (1) Sim (2) N&o sei data do
diagnostico aproximada: /| |/

f) Cancer (0) Nao (1) Sim (2) Nao sei
Qual?

19. Medicamentos em uso
Medicamento Dose diaria

20.Quanto ao habito intestinal, o Sr.(a) vai ao banheiro (0) diariamente (1vez | Intest
ou mais por dia) (1) 1 vez por semana (2) 2 - 3vezes porsemana (3)4 | _
— 5 vezes por semana
21.Consisténcia: (1) impactadas (2) pastosas (3) liquidas Cons_
22.Quanto a mastigacao, ha dificuldades para realiza-la (0) Nao (1) Mast___
Sim _
23.Quanto a denticdo (0O)possui todos os dentes (1) Auséncia total de Dent__

dentes e nao utiliza prétese  (2) Auséncia total de dentes e utiliza
prétese  (3) Possui alguns dentes e nao utiliza protese (4) Possui
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alguns dentes e utiliza prétese

24. A alimentacao esta sendo realizada via (0) Oral (1) Enteral Alimv_

25.Qual a consisténcia da alimentacao (0) Normal (1) Somente Cons_
liquidos (2) Pastosa (batida) (3) Semi- sélida (amassada c/ _
liqguidos espessados)

26.Quantas refeicdo sao realizadas por dia  (0) Nenhuma (1) Uma (2) Nrefe_

Duas
(3) Trés  (4) Quatro (5) Cinco (6) Seis (7) Sete ou mais

27.Recordatério de 24 horas

Horario/Refeica

o Descricdo da alimentacao (o mais detalhado possivel)

Obs:
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28.Historia de perda de peso  Peso minimo atingido e idade:
Peso maximo atingido e idade:

Avaliagao antropométrica

Peso (Kg) | Estatura (m) CP(cm) CB(cm) Al (cm) PCSE (mm)

CP: circunferéncia da panturrilha; CB: circunferéncia do brago; AJ: altura do Joelho; PCSE: prega cutanea
subescapular

ANEXOS

ANEXO | — Carta de Aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa




COLE

Corrit do Ehen ern Posinn

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO £~ Plataforma
CENTRO OESTE - UNICENTRO %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO BIOQUIMICA, HEMATOLOGICA E NUTRICIONAL DE PACIENTES COM
DOENCA DE ALZHEIMER.

Pesquisador: JESSICA DUARTE VERBANECK

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 37355214.2.0000.0106

Instituicao Proponente: Universidade Estadual do Centro Oeste - UNICENTRO
Patrocinador Principal: Fundagdo Araucaria

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 968.931
Data da Relatoria: 02/03/2015

Apresentagao do Projeto:

Trata-se da apreciago do Projeto de Pesquisa intitulado "AVALIAGAO BIOQUIMICA, HEMATOLOGICA E
NUTRICIONAL DE PACIENTES COM DOENCA DE ALZHEIMER", de interesse e responsabilidade da
mestranda Jéssica Duarte Verbaneck, do Programa de Pés-graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da
UNICENTRO e Universidade Estadual de Ponta Grossa — EPG. Esta pesquisa sera caracterizada como
observacional analitica, com uma abordagem quantitativa, em um periodo de tempo caracterizado como
transversal. Para realizagdo deste estudo, utilizar-se-4 uma amostra de 45 pacientes com Doenga de
Azheimer, com diagndstico prévio realizado por médico especialista, e contara com 45 pacientes sadios que
corresponderdo ao grupo controle pareado. Os pacientes serdo convidados a participar da pesquisa, por
intermédio da AEPAPA (Asssociacdo de estudos pesquisas e apoio aos portadores de Alzheimer),
localizada em Guarapuava, Parand. Para participagdo do paciente na pesquisa, sera fornecido ao cuidador
um TCLE, o qual devera ser assinado, como autorizagdo para a coleta de dados. A presenga do cuidador &
indispensavel em todas as visitas, visto que algumas perguntas relacionadas ao idoso serédo direcionadas ao
cuidador. O grupo controle sera composto por idosos sadios pertencentes a comunidade, nédo
consanguineos de pacientes, 0os quais serdo

pareados ao grupo com DA obedecendo as seguintes caracteristicas: Diabetes Mellitus,

Enderego: Rua Simedo Camargo Varella de Sa, 03 - Campus CEDETEG - (ao lado do Departamento de Nutri¢do)

Bairro: Vila Carli CEP: 85.040-080
UF: PR Municipio: GUARAPUAVA
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hipertenséo e tabagismo. As coletas de dados serédo realizadas nas casas do

participantes. Para coleta de amostra de sangue, sera agendada uma data para visita a residéncia do
paciente. No decorrer das visitas serdo obtidas amostras de sangue para determinagdo de elementos
bioquimicos do sangue e hemograma. O profissional de saude/pesquisador realizara a higienizacao
adequada das maos e colocard luvas descartaveis. Sera feita a assepsia da pele no local da pungao e serdo
usadas seringas e agulhas descartaveis. Todo material utilizado na coleta sera descartado em descarpack,
o qual sera recolhido juntamente com os residuos infectantes de atividades realizadas na farmacia escola da
Unicentro. A classificagdo do estagio da doencga sera realizada por meio da escala CDR, onde os pacientes
sao avaliados quanto a memodria, orientagdo, julgamento e solugdo de problemas, assuntos na comunidade,
lar e hobbies e cuidados pessoais, com determinagdo de um score: saudavel, deméncia questionavel,
deméncia leve, deméncia moderada, ou deméncia grave. A avaliagdo cognitiva compreendera a aplicagdo
do Mini-Exame de Estado Mental - MEEM, composto de 30 questdes categéricas. A avaliagdo bioquimica
compreendera medigdes séricas de albumina, transferrina, colesterol total e fragdes, colesterol HDL,
triglicerideos, ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato aminotransferase), adiponectina,
leptina,insulina, proteina transportadora de retinol, vitamina C, selénio , ferro, cobre, zinco, manganés,
mercurio, e glicose. A avaliagdo nutricional sera composta pela aferigdo de dados antropométricos (peso,
altura, circunferéncia do brago e da panturrilha), da aplicagdo da Mini Avaliagao Nutricional (MAN) e céalculo
do IMC.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a interrelagd@o entre cogni¢do, parametros bioquimicos, nutricionais e hematologicos de pacientes
portadores da Doenga de Alzheimer; Correlacionar o perfil sécio - demografico dos pacientes com os
estagios da DA; Investigar e correlacionar os parametros antropométricos e as alteragdes cognitivas
apresentadas pelos pacientes com DA; Avaliar parametros bioquimicos e sua relagdo com o desempenho
cognitivo em pacientes com DA e comparar com pacientes controles; Analisar os parametros hematol6gicos
nos diferentes estagio da DA e nos pacientes controles; Avaliar a concentragdo de ions metalicos em
relagdo ao estagio da doenga e nos controles.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Os riscos descritos pelas pesquisadoras (no projeto e no TCLE) estéo principalmente associados a coleta de
sangue, que inclui um leve desconforto no local da coleta, devido a picada de agulha. As
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pesquisadoras informam que ap6s a coleta podera haver a formagéo de um pequeno hematoma no local da
puncao, devido extravasamento do sangue e que ha relatos de que apos a coleta alguns pacientes podem
apresentar leve tontura. As pesquisadoras informam que é de sua inteira responsabilidade quaisquer danos
ocasionados ao paciente, oriundos da participagdo na pesquisa.

Com relagdo aos beneficios, as pesquisadoras reportam que apos o término da pesquisa, sera fornecido
aos pacientes e controles os resultados das analises realizadas, sem nenhum custo. Além disso, 0s
pacientes que apresentarem algum problema nutricional identificado durante a pesquisa, serédo orientados
quanto a existéncia do Ambulatério de Nutricdo da UNICENTRO, Campus Cedeteg, e caso tenham
interesse, poderdo ser encaminhados para atendimento.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A pesquisa esta detalhadamente apresentada; apresenta relevancia cientifica e os resultados contribuirédo
para a compreensao dos fatores que se interrelacionam na DA.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Os documentos de apresentagao obrigatéria estdo corretamente apresentados: folha de rosto, com
assinaturas e carimbo da Diretora do Setor da Saude; carta de anuéncia da AEPAPA (Asssociagéo de
estudos pesquisas e apoio aos portadores de Alzheimer), autorizando o acesso ao banco de dados e da
Associagdo e da Farmacia Escola do Campus Cedeteg, autorizando a realizagdo dos exames no DIACLIN
(Laboratério de analises Clinicas), ambas redigidas em papel timbrado; TCLE direcionado ao participante,
com campo para assinatura do cuidador; cronograma completo e adequado; instrumentos

utilizados na coleta dos dados anexos a Plataforma Brasil; orgamento detalhado, com apoio financeiro da
Fundacgédo Araucaria (tipo Institucional Secundario), sendo a mentora da verba a professora Juliana Sartori
Bonini, orientadora da mestranda e docente no Departamento de Farmacia da Universidade Estadual do
Centro-Oeste.

Recomendacodes:

Ressalta-se que segundo a Resolugdo 466/2012, deve-se atender ao item:

XI — DO PESQUISADOR RESPONSAVEL - f) manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital,
sob sua guarda e responsabilidade, por um periodo de 5 anos apés o término da pesquisa.
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Conclusédes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Nao ha.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideragées Finais a critério do CEP:

GUARAPUAVA, 02 de Margo de 2015

Assinado por:
Tatiane Baratieri
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ANEXO Il = Mini Avaliacdo Nutricional (MAN)

Responda a seccédo “triagem”, preenchendo as caixas com o0s numeros
adequados. Some os numeros da secgao “triagem”. Se a pontuagao obtida for
igual ou menor que 11, continue o preenchimento do questionério para obter o

escore indicador de desnutrigao.

Triagem

29. Nos ultimos trés meses houve diminuicdo da ingesta alimentar | Diap__
devido a perda de apetite, problemas digestivos ou dificuldade para
mastigar ou deglutir?

0 = diminuicdo severa da ingesta
1 = diminuigdo moderada da ingesta

2 = sem diminui¢do da ingesta

30. Perda de peso nos Ultimos 3 meses Perp__

0 = superior a trés quilos
1 = n&o sabe informar
2 = entre um e trés quilos

3 = sem perda de peso

31. Mobilidade Mo___
0 = restrito ao leito ou a cadeira de rodas

1 = deambula mas néo é capaz de sair de casa

2 = normal

33. Passou por algum estresse psicolégico ou doenga aguda nos | Est__

ultimos trés meses?

0=sim 2 =nao

34. Problemas neuropsicol6gicos Prne__




0 = deméncia ou depressao graves
1 = deméncia leve

2 = sem problemas psicol4gicos

35. indice de Massa Corporal (IMC = peso[kg] / estatura [m?] ) IMC__

0=IMC<19

1=19<IMC < 21

2=21<IMC<23

3=IMC =23
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Escore de Triagem (subtotal, maximo de 14 pontos)
12-14 pontos: estado nutricional normal
8-11 pontos: sob risco de desnutricdo

0-7 pontos: desnutrido

Para uma avaliagcdo mais detalhada, continue com as perguntas

Avaliacéo global

36. O paciente vive em sua prépria casa (ndo em casa geriatrica ou hospital)

1 =sim 0= néao

37. Utiliza mais de trés medicamentos diferentes por dia?

0=sim1=néo

38. Lesobes de pele ou escaras?

0=sim1=nédo

39. Quantas refeigbes faz por dia?
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0 = uma refeicdo
1 = duas refeicdes

2 = trés refeicoes

40. O paciente consome:

» pelo menos 1 porcao diaria de leite ou derivados (leite, queijo, iogurte)?(1) sim
(O)ndo

* 2 ou mais porgdes semanais de leguminosas ou ovos? (1)sim (0) ndo
* carne, peixe ou aves todos os dias? ( ) sim ( )ndo

0.0 = nenhuma ou uma resposta Sim

0.5 = duas respostas Sim

1.0 = trés respostas Sim

41. O paciente consome duas ou mais porcdes didrias de fruta ou produtos
horticolas?

0=ndo 1 =sim

42. Quantos copos de liquidos (agua, suco, café, cha, leite) o paciente consome por

dia?
0.0 = menos de trés copos
0.5 =trés a cinco copos

1.0 = mais de cinco copos

43. Modo de se alimentar
0 = ndo é capaz de se alimentar sozinho
1 = alimenta-se sozinho, porém com dificuldade

2 = alimenta-se sozinho sem dificuldade
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44. O paciente acredita ter algum problema nutricional?

0 = acredita estar desnutrido

1 = ndo sabe dizer

2 = acredita ndo ter um problema nutricional

Papn___

45. Em comparacao a outras pessoas da mesma idade, como o paciente considera a | Pros__

sua propria saude?
0.0 = pior

0.5 = nédo sabe

1.0 =igual

2.0 = melhor

46. Perimetro braquial (PB) em cm
00=PB<21
05=21<PB<22

1.0=PB>22

PB__

47. Perimetro da perna (PP) em cm
0=PP<31

1=PP 2 31

Pp

Escore da triagem
Avaliacéo global (maximo 16 pontos)

Escore total (maximo 30 pontos)

Triag__
Tglo__

Tman__
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ANEXO lll - Escala CDR
Saudavel Deméncia Deméncia leve Deméncia Deméncia grave
questionavel moderada
CDR 0,5 CRD 2
CDRO CDR 1 CDR 3
Esquecimento -
q Moderada perda | Perda de memoria
Nenhuma perda leve e L .
L . de memoaria, mais grave; apenas L
de memoria, ou consistente; . . Perda de memaria
) apenas lembranca marcada para material muito grave: apenas
MEMORIA . . eventos recentes; | aprendido é retido; '
esquecimento parcial de e o - . fragmentos
: déficit interfere materiais novos
discreto e eventos; - ~ ; permanecem
. . . com atividades sao rapidamente
inconsistente esquecimento L .
. . diarias perdidos
benigno
Alguma dificuldade
nas relacdes
temporais;
ORIENTACAO Plepamente PIe.namente orientado para Gera!mente Orientagéo
orientado orientado lugar e pessoa ho desorientado pessoal apenas
exame mas pode
ter desorientagéo
geogréfica
Gravemente
Resolve bem Apenas Dificuldade comprometido para
problemas do dia- | comprometiment moderada na solucéo de .
a-dia, bom 0 duvidoso na solucéo de roblemas Incapaz de realizar
JULGAM?NTO E| . | ’ . lucHo d b(i . p'l idad ' julgamentos ou
SOLUCAO DE ju game:n 0 em solugéo de problemas S|m! aridades, e solucio de
PROBLEMAS relagédo ao problemas, complexos; diferencas; roblemas
desempenho similaridades e | julgamento social | julgamento social P
passado diferencas em geral mantido geralmente
comprometido
Incapaz
p.a de Nenhuma
funcionar ~ Nenhuma
= . pretengéo de ~
Funcéo independentement fuNc3o pretensao de
independente no e nestas . ¢ funcéo
. Apenas L independente fora | .
nivel usual no comprometiment atividades embora de casa. Parece independente fora
ASSUNTOS NA | trabalho, compras, prom possa ainda o de casa. Parece
L 0 duvidoso . bem o suficiente .
COMUNIDADE negacios, . engajar-se em muito doente para
) nestas atividades para ser levado
financas, e grupos algumas; pode - ser levado para
. . para atividades .
sociais ainda parecer atividades fora de
L ~ fora da casa da
normal a inspecao L casa
familia
casual
Vida em casa, Vida em casa, | Comprometimento | Apenas tarefas Nenhuma funcao
LAR E HOBBIES hobbies, hobbies, leve mas definido simples séo significativa em
interesses interesses em casa: tarefas preservadas; casa ou fora do
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intelectuais bem intelectuais mais dificeis sao interesses muito quarto
mantidos discretamente abandonadas; restritos,
comprometidos hobbies mais pobremente

complicados e sustentados

interesses séo

abandonados

Requer muito
Necessita Requer assisténcia auxilio nos
Plenamente oA . . .
CUIDADOS Plenamente capaz assisténcia para vestir-se, na | cuidados pessoais,
capaz . .

PESSOAIS ocasional higiene em geral

incontinente

Valor do CDR:




ANEXO IV - Mini-Exame do Estado Mental (MEEM)
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Agora, gostaria de fazer algumas perguntas sobre a sua memoria e capacidade
de raciocinio. Nao ha respostas sobre a sua memoria e capacidade de
raciocinio. Nao ha respostas certas ou erradas e algumas perguntas podem
parecer sem sentido. Mas eu gostaria que o Sr. (a) prestasse atencao e

respondesse todas as perguntas da melhor forma possivel.

Interpretacdo:

Somar um 1 ponto para cada um dos itens () respondidos corretamente e

registrar o total na coluna da direita.

48. Qual é <LEIA AS ALTERNATIVAS> em que estamos?
e O dia da semana:

e O diadomés: dias
e O més: )
e Oano: diam __
A hora aproximada: "
més
ano __
hora
49. Qual € <LEIA AS ALTERNATIVAS> onde estamos?
50. A cidade ( ) Guarapuava ( ) outra ( ) ndo sabe
51. O bairro: ( ) outro ( ) ndo sabe cidade __
52. O estado ()PR ( ) outro ( ) ndo sabe _
53. O pais ( ) Brasil ( ) outro ( ) ndo sabe bairro __
54. A peca da casa/apto: ( ) outra ( ) ndo sabe
SE ESTIVER NA RUA, PERGUNTE: estado __
Em que lado da sua casa estamos? ( ) outro () nao sabe pais __
peca __
55. Eu vou lhe dizer o nome de trés objetos: CARRO, VASO, TIJOLO. O Sr(a)
poderia repetir para mim?
( ) carro ( )outro ( ) ndo sabe carrro __
( )vaso ( )outro () n&o sabe vaso ___
() tijolo () outro ( ) ndo sabe tijolo
REPITA AS RESPOSTAS ATE O INDIVIDUO APRENDER AS TRES memi __

PALAVRAS-> (5 TENTATIVAS)

56. Agora eu vou lhe pedir para fazer algumas contas. Quanto é:
e 100-7:
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e 93-7:
e 86-7:
e 79-7:
o 72-T7.

conta
57. O(A) sr(a) poderia me dizer o nome dos 3 objetos que eu lhe disse antes?
( ) carro () outro ( ) ndo sabe
carrol
( )vaso ( ) outro ( ) ndo sabe
vasol
() tijolo () outro ( ) néo sabe
tijolol
58. Como é o nome destes objetos? <MOSTRAR>
e Um lapis (padrado): () lapis ( ) outro '
Um reldgio de pulso () relégio ( ) outro lapis __
relo
59. Eu vou dizer uma frase “NEM AQUI, NEM ALI, NEM LA”. O sr(a) poderia
repetir?
() repetiu ( ) néo repetiu repet _
Eu gostaria que o(a) sr(a) fizesse de acordo com as seguintes instrucdes:
PRIMEIRO LEIA AS 3 INSTRUCOES E SOMENTE DEPOIS O(A)
ENTREVISTADO(A) DEVE REALIZA-LAS
60. Pegue este papel com a mao direita () cumpriu () ndo cumpriu etapl _
61. Dobre ao meio com as duas maos ( )cumpriu () néo
cumpriu etap2 _
62. Coloque o papel no chdo ( ) cumpriu () nédo
cumpriu etap3 _
63. Eu vou Ihe mostrar uma frase escrita. O(A) sr(a) vai olhar e sem falar nada,
vai fazer o que a frase diz. Se usar 6culos, por favor, coloque, pois ficard mais
facil. lei

MOSTRAR A FRASE NA CARTELA “FECHE OS OLHOS”

( ) realizou tarefa () n&o realizou tarefa ( ) outro

64.0(A) sr(a) poderia escrever uma frase de sua escolha, qualquer frase:
ORIENTAR O ENTREVISTADO A ESCREVER NA LINHA A SEGUIR

frase
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ESPACO DESTINADO PARA A FRASE

65.E para terminar esta parte, eu gostaria que o sr(a) copiasse esse desenho: praxia _
MOSTRAR DESENHO E ORIENTAR PARA COPIAR AO LADO

%

HORA DE TERMINO: ___: __ TOTAL




