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RESUMO

O envelhecimento biolégico é caracterizado pela perda progressiva da capacidade de
manter a homeostase. A relagao entre o envelhecimento e a manifestagao de doencas
neurodegenerativas como a Esclerose Lateral Amiotrofica, Doenca de Huntington,
Doenca de Parkinson e Alzheimer pode ser investigada por meio de marcadores
bioquimicos como uma abordagem alternativa e pouco invasiva na identificacdo de
alteracdes fisioldégicas decorrentes do avango da idade. Este estudo é uma analise
transversal para identificacdo de marcadores bioquimicos envolvidos com o
envelhecimento e sua potencial relevancia para o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas. Uma analise retrospectiva foi realizada para determinar a evolugao
de potenciais marcadores bioquimicos ligados ao envelhecimento a partir de um banco
de dados de amostras clinicas. Em seguida, 100 (cem) voluntarios foram selecionados
de acordo com os critérios de incluséo e exclusao e divididos em grupos formados por
adultos com idade entre 20 e 59 anos e idosos com idade acima de 60 anos. Os
voluntarios foram submetidos a testes de funcédo cognitiva e motora. Posteriormente,
amostras de sangue periférico foram coletadas para a determinacido de marcadores
bioquimicos de perfil lipidico e estresse oxidativo. Os testes cognitivo e motor revelaram
um declinio progressivo no desempenho cognitivo e motor dos voluntarios com o avango
da idade. Diferengas significativas foram observadas entre o perfil lipidico de adultos e
idosos, como aumento do colesterol total, lipoproteina de baixa densidade (LDL),
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) e triglicerideos, bem como diminuigdo da
lipoproteina de alta densidade (HDL) nos voluntarios idosos em relagao aos adultos. Além
disso, os valores de metais tracos relevantes para a defesa antioxidante como ferro,
selénio e manganés foram menores em idosos em relagdo aos adultos. Os valores
obtidos nos testes motor e cognitivo foram menores em idosos quando comparados com
voluntarios, sendo que os niveis de selénio e manganés foram menores em voluntarios
com algum tipo de doenga neurodegenerativa previamente diagnosticada como doencga
de Parkinson e Alzheimer. Diferengas significativas foram observadas no perfil lipidico e
metais tragos entre voluntarios adultos e idosos, bem como entre voluntarios idosos com
diferentes niveis de comprometimento. Marcadores bioquimicos vém sendo investigados
como ferramenta para o diagndéstico precoce do declinio cognitivo e motor durante o
envelhecimento. Alteragdes no perfil lipidico e estado oxidativo podem estar associados
a doengas neurodegenerativas como consequéncia da perda da homeostasia celular. Os
resultados obtidos podem contribuir para a aplicagdo de marcadores bioquimicos no
diagndstico e tratamento de doencgas relacionadas ao envelhecimento.

Palavras-chave: Neurodegeneracdo. Envelhecimento. Hipercolesterolemia. Metais
tracos. Enzimas antioxidantes.
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ABSTRACT

Aging is a common hallmark of all living organisms and occurs as a progressive loss of
cell homeostasis. It is known that aging is associated with neurodegenerative diseases
such as Amyotrophic Lateral Sclerosis, Huntington's Disease, Parkinson's Disease and
Alzheimer's Disease. The investigation of peripheral biomarkers is a low invasive
alternative approach for tracking changes in physiological state and systemic alterations
in metabolism and immune response with age. This study is cross-sectional analysis
aimed to determine biomarkers involved with aging and its potential relevance to
neurodegenerative diseases. A previous retrospective analysis was performed to
determine aging biomarkers from a clinical sample database. Next, one hundred
volunteers were selected according to inclusion and exclusion criteria, which consisted of
50 adults with age between 20 and 59 years and 50 elderlies with age over 60 years. By
signing the TCLE, all were submitted to cognitive function MEEM and motor function tests
through part Il of the UPDRS. Subsequently, peripheral blood samples were collected for
the determination of markers associated with the lipid profile and oxidative stress including
enzymes and trace metals. Lipid biomarkers profile showed an increase in Total
Cholesterol, Low Density Lipoproteins Cholesterol (LDL), Very Low Density Lipoproteins
Cholesterol (VLDL) and triglycerides as well as a decrease in High Density Lipoproteins
Cholesterol (HDL) in elderlies when compared to adults. It was also observed a decrease
of trace metals important to antioxidant defense such as iron, selenium and manganese
particularly in elderly in relation to adult volunteers. Thus, the values found in the elderly
volunteers with poor motor and cognitive test scores were lower compared to elderly
volunteers with normal scores. Interestingly, lower levels of selenium and manganese
were observed in elderly volunteers with some type of neurodegeneration impairment like
Parkinson’s and Alzheimer’s diseases, whereas manganese correlated to cognitive
decline. Metabolic markers are described as one of the main risk factors for cognitive
decline. Changes in the lipid profile are related to the pathophysiology of
neurodegeneration as well as alterations in the cellular oxidative status. There are multiple
simultaneous changes in lipid and metals serum biomarkers during age with potential
implication to cellular physiology. These findings may contribute to the understanding how
biomarkers can be used for the diagnosis and treatment of aging-related diseases.

Key words: Neurodegeneration. Aging. Hypercholesterolemia. Traces metals.
Antioxidant enzymes.
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1 INTRODUGAO

1.1 REFERENCIAL TEORICO
1.1.1 Envelhecimento bioldgico

O envelhecimento € um processo inerente aos seres vivos, resultado do
declinio progressivo das fungdes fisiologicas e falhas em mecanismos de homeostasia
celular (FECHINE; TROMPIERI, 2012). O avango da idade esta associado ao aumento
do risco de doencgas neurodegenerativas, e que se manifestam mais claramente a partir
da quarta década de vida (LEITE et al., 2012).

Os critérios de classificacdo quanto ao envelhecimento e a populagao
idosa mudaram muito ao longo do tempo, principalmente devido ao aumento da
expectativa de vida ao longo dos anos. Entre as décadas de 1940 a 2008, a expectativa
de vida no Brasil aumentou em mais de 30 anos, passando de 40,5 anos para 73 anos.
Segundo a Tabela de Mortalidade publicada em 2017 pelo Instituto de Geografia e
Estatistica (IBGE), a expectativa de vida no pais € de 75,5 anos Em analise prospectiva,
em 2050 a expectativa de vida sera de 81,3 anos, quando a populagdo idosa pode
superar a populacao jovem (IBGE, 2017).

Em 2032, o Brasil sera considerado um pais envelhecido pela
Organizagao Mundial da Saude (OMS) (classificagédo para paises com 14% da populagéo
com mais de 65 anos) com cerca de 32,5 milhdes de idosos dentre mais de 226 milhdes
de brasileiros (OMS, 2019). Acredita-se que esse fendbmeno seja resultado da redugéao
do indice de mortalidade infantil e do avango da medicina com novas alternativas
terapéuticas e métodos de diagnostico precoces de muitas doengas (ESQUENAZI,
2008).

Na atualidade, a OMS classifica como idoso o individuo com 60 anos de
idade ou mais para paises em desenvolvimento. No Brasil, a populagdo idosa atual
divide-se em 57% mulheres e 43% homens (AGONDI et al., 2012).
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1.1.2 Aspectos biologicos do envelhecimento

As circunstancias que conduzem ao processo do envelhecimento sao
multifatoriais, sendo, possivelmente o resultado de uma combinagdo entre fatores
genéticos e fatores externos que influenciam o aparecimento de doengas no curso de
vida (PEREIRA, 2015).

Duas das teorias mais aceitas descrevem o envelhecimento programado,
que sustenta a hipotese de um prazo pré-determinado para o ciclo da vida (nascimento,
crescimento, maturidade, senescéncia e morte) através da ativagdo e inativagdo de
certos genes, e a do envelhecimento estocastico que sugere a ocorréncia de danos
moleculares e celulares aleatérios e progressivos que ocorrem com o avango da idade e
se manifestam como agravos a saude (WEINERT; TIMIRAS, 2003).

A teoria do envelhecimento estocastico consiste num grupo de varias
hipéteses, como a teoria do inflammaging, da imunossenescéncia, das alteragbes
genéticas, como o encurtamento dos teldmeros, e do estresse oxidativo. Somados as
teorias supracitadas, outros fatores estao intimamente relacionados ao envelhecimento
como a qualidade de vida que inclui habitos alimentares, higiene e estresse emocional,
dentre outras variaveis a que o homem estara exposto (PEREIRA, 2015).

As teorias de alteragcéo genética e epigenética sugerem que as doengas
relacionadas ao envelhecimento se baseiam no acumulo de mutagbes causadas por
diversos agentes exogenos e endogenos, tanto no DNA nuclear como mitocondrial,
agravado pela progressiva perda da capacidade dos sistemas de reparo celular, bem
como sua proépria capacidade de replicacdo (FRANCESCHI; CAMPISI, 2014). Além
disso, algumas regides cromossémicas importantes para a estabilidade gendmica sao
mais comprometidas, como a regiao dos teldomeros (TEIXEIRA; GUARIENTO, 2010). Os
telébmeros sédo sequéncias repetidas de nucleotideos nas extremidades dos DNA, e que
protegem as regides codificantes dos genomas durante as replicagbes, evitando o
encurtamento dos cromossomos. Dessa forma, o comprimento dos teldmeros determina
0 numero maximo de replicagdes de uma célula até atingir a “senescéncia replicativa”,
momento conhecido como limite de Hayflick (TEIXEIRA; GUARIENTO, 2010).

A hipotese do estresse oxidativo, estabelecida inicialmente em 1956 por

Denham Harman, atribui os danos celulares as espécies reativas de oxigénio (EROs).
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Esses compostos sao gerados fisiologicamente por processos metabdlicos,
principalmente pelas mitocéndrias através da fosforilagdo oxidativa para geracédo de
energia e podem causar prejuizos a fungao celular. Para neutralizar os efeitos deletérios
das EROs, as células dispdem de sistemas antioxidantes, que com o envelhecimento
estdo diminuidos gerando o desequilibrio entre os componentes oxidantes e
antioxidantes chamado estresse oxidativo. O nivel do estresse oxidativo pode ser
avaliado de diversas formas, como o nivel de oxidagao proteica, oxidagao lipidica (MAD)
e a capacidade antioxidante total (CAT) que é a soma de todos os componentes
antioxidantes ativos no sistema. (TEIXEIRA; GUARIENTO, 2010). De fato, a integridade
das mitocéndrias diminui com a idade, bem como seu DNA se torna mais sensivel aos
danos gerados pelo estresse oxidativo (FECHINE; TROMPIERI, 2012).

1.1.3 Neurodegeneragao

O sistema nervoso é composto por uma grande variedade de células
(neurbnios e células gliais) que possuem propriedades morfolégicas e funcionais
especificas. De forma heterogénea, formam um conjunto de redes de comunicagéo
caracteristicas a cada sistema neural e sdo extremamente sensiveis a quaisquer
alteracbes de homeostasia (VERHEIJEN; VERMULST, LEEUWEN, 2018).

A neurodegeneracao é caracterizada pela morte de células do sistema
nervoso, sendo que as alteragdes celulares observadas durante o envelhecimento
incluem aumento de danos no DNA neuronal, aumento de estresse oxidativo, acumulo
de constituintes téxicos e neuro-inflamagao crénica (OLIVEIRA, 2013).

Analises poés-morte de encéfalos de pacientes com doengas
neurodegenerativas relacionadas principalmente ao corpo celular do neurbénio, como
Doenca de Huntington, Doenga de Parkinson, Doenga de Alzheimer e Esclerose Lateral
Amiotréfica, identificaram formas toxicas da proteina Tau associada a formacéo e
estabilizacdo de microtubulos geradas por hiperfosforilagdo. De fato, o grau de
fosforilagao de Tau é essencial para a homeostase celular e pode resultar na formagao
de emaranhados neurofibrilares que se acumulam e interferem nas sinapses levando ao
declinio cognitivo e/ou motor (MAXAN; CICCHETTI, 2018). A deposicéo de placas beta-

amiloides em regides especificas do cérebro também esta ligada a neurodegeneracéo,
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resultado de clivagens proteoliticas sequenciais da proteina precursora amiloide (APP),
um constituinte de membrana de regides sinapticas (METAXAKIS; PLOUMI,
TAVERNARAKIS, 2018). A alfa-sinucleina também tem a capacidade de formar
agregados filamentosos intracelulares que compdem inclusdes proteicas chamadas
corpos de Lewy (PERFEITO; REGO, 2012).

O estresse oxidativo modifica a estrutura celular de membranas,
organelas e DNA. A presenca dos aglomerados proteicos supracitados também promove
o0 aumento do estresse oxidativo que causara interferéncia na homeostase de neurdnios,
microglia e astrécitos, de forma que os danos se tornam mais intensos num processo de
retroalimentacao (WEINSTEIN, 2018).

1.1.4 Marcadores bioquimicos

A identificacdo de marcadores bioquimicos circulantes é uma alternativa
nao-invasiva de rastreamento de estado fisioldgico (GONCALVES, 2012).
Adicionalmente, trata-se de uma ferramenta para a investigagao quantitativa e qualitativa
das alteragdes funcionais e/ou da propensao a manifestacdo de doencas associadas ao
envelhecimento, uma vez que apenas a idade cronoldgica ndo € um marcador suficiente
e, sobretudo, o envelhecimento ocorrer de forma diferente de uma pessoa para outra pela
influéncia de habitos, alimentagao, informacgao genética e outras variaveis (SEBASTIANI
et al., 2017).

Essa estratégia de identificar as alteragbes funcionais e da composigéo
bioldgica relacionadas ao avango da idade usa parametros denominados, portanto, de
marcadores bioquimicos do envelhecimento (BURKLE et al., 2015).

Ha varios marcadores bioquimicos sistémicos ja associados as doengas
degenerativas. Os marcadores metabdlicos sao descritos como um dos primeiros fatores
de risco para ao comprometimento cognitivo ao promover efeitos diretos sobre os
neurbnios e vasos através da aterosclerose e/ou da inflamacéo crénica do cérebro
quando sua homeostase nao € mantida. Com foco no perfil lipidico e corroborando essa
hipbtese, estudos recentes sugerem que a concentragao do colesterol sérico € 10% maior

em pacientes com Doenga de Alzheimer ja diagnosticado em relagdo a pacientes
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saudaveis, mostrando-se também como um gatilho acelerador para a formacgédo das
placas beta-amiloides (HABCHI et al., 2018).

Os metais tracos sao cofatores essenciais para enzimas antioxidantes
além de participar do metabolismo cerebral controlando a sintese de neurotransmissores,
a transicido nervosa e estdo diretamente envolvidos no controle do estresse oxidativo
(SIRABELLA et al., 2018). O cobre desempenha um papel indispensavel na fisiologia do
sistema nervoso central e seus niveis intracelulares s&o finamente regulados. O zinco é
um oligoelemento fisiologicamente onipresente, sendo um componente catalitico,
estrutural e regulador em milhares de metaloproteinas humanas, como anidrase
carboOnica, alcool desidrogenase, fosfatase alcalina, fosfolipase, carboxipeptidase,
superoxido dismutase de zinco/cobre (que, na auséncia de zinco, agrega-se em formas
amiloides) e outras proteinas alostéricas (AFOLABI et al., 2019). O ferro representa um
metal essencial para a vida, pois tem um papel fundamental como cofator de enzimas
envolvidas em varios processos metabolicos, como sintese de DNA, RNA e proteinas e
reagdes de oxidagao mitocondrial (SIRABELLA et al., 2018). Outro elemento importante
no controle do estresse oxidativo, cuja presencga é indispensavel para a estabilizagao de
enzimas € o manganés, cuja principal agao € prevenir o estresse oxidativo causado pelos
radicais livres de 6xido nitrico (CARBALLAL et al., 2018). O selénio é oligoelemento com
funcao essencial na atividade de proteinas com alta atividade fisiolégica que, embora
estejam presentes em baixas concentracbes no cérebro, estudos relataram sua
relevancia para a fungdo neurolégica normal, principalmente por sua atividade
antioxidante e mecanismos que modulam a fungao mitocondrial (CARDOSO et al., 2017).

Sabe-se que a deficiéncia desses metais supracitados, em individuos
adultos, causa problemas neurodegenerativos, por depressao, esquizofrenia, doengas de
Alzheimer, doengas de Parkinson, esclerose lateral amiotrofica (PRASAD, 2009). Nesse
contexto, a alimentacdo saudavel tem sido bastante relevante na prevencédo dessas
doencas onde estudos revelam a importancia na manutengao isolada ou combinada nos
niveis de nutrientes como vitaminas, 6mega 3, selénio, zinco e ferro na redug¢ao do risco
de deméncia e no retardo do declinio cognitivo e motor (BIGUETI, B.; DE LELLIS, J.;
DIAS, J., 2018).
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Em 2017, Sebastiani e colaboradores correlacionaram as alteracées no
padrao de varios marcadores bioquimicos (hematoldgicos, inflamatérios e metabdlicos)
com o avango da idade de forma conjunta, em um estudo envolvendo cerca de cinco mil
participantes. Esse trabalho revelou que a relevancia do perfil de marcadores bioquimicos
como uma “assinatura” no prognostico de doengas. Cada combinagéo torna possivel
inferir tendéncias a manifestagdo de doengas especificas, dentre elas o
comprometimento cognitivo. Assim, levanta-se a ideia que a manifestacdo de uma
patologia é resultante de um conjunto de variagdes sincrénicas e ndo apenas creditada a

um fator comprometedor mesmo que seja sistémico (SEBASTIANI et al., 2017).

1.2 JUSTIFICATIVA

Das alteragdes inerentes a senescéncia humana, uma das principais € a
mudanga no padrao de marcadores bioquimicos especificos como do metabolismo,
processo inflamatério, acdo hormonal e concentragdo de metais. Essas alteracdes
predizem a maioria das doengas associadas ao avanco da idade, como as doencgas
neurodegenerativas e o cancer (GIORGIO, 2014).

A neurodegeneragdo observada em doengas relacionadas ao
envelhecimento como Esclerose Lateral Amiotréfica, Doenca de Huntington, Doenca de
Parkinson e Alzheimer esta relacionada com o acumulo de agregados proteicos toxicos
e/ou ERO (JANER et al., 2006). E interessante supor que as alteragdes com o avancgo da
idade de marcadores bioquimicos especificos podem estar associadas a manifestacao
de doencas neurodegenerativas uma vez que estes possuem atividade importante no
controle do estresse oxidativo, metabdlico e estrutural celular.

Tendo em vista o crescimento da populacao idosa e do aumento da
expectativa de vida (BRASIL, 2017) é de extrema relevancia o desenvolvimento de
estudos que tenham como foco a saude e os processos fisioldgicos intrinsecos desta
populacdo e que contribuam para o esclarecimento das circunstancias caracteristicas
desta fase da vida. Uma vez estudadas, as doencas associadas ao envelhecimento seréo
melhor compreendidas e as possibilidades se tratamento, prevengcado e cura serao

maximizadas para trazer maior qualidade de vida a este crescente grupo populacional.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

O presente trabalho € um estudo analitico-descritivo transversal e busca
determinar quais marcadores bioquimicos se alteram com o avango da idade e de que
forma essas alteracbes se relacionam com a manifestacdo de doencas

neurodegenerativas com relacionadas a danos no corpo celular.

2.2 ESPECIFICOS

» Investigar retrospectivamente, em dados laboratoriais, o padrdo de alteragdo
com o avanc¢o da idade dos mais relevantes marcadores bioquimicos;

= Com base nos resultados do estudo retrospectivo e as informacdes trazidas pela
literatura, avaliar o perfil de marcadores bioquimicos em idosos e adultos, com
ou sem comprometimento neurolégico.

= |dentificar quais marcadores bioquimicos estdo associados com a manifestacéo
de doengas neurodegenerativas relacionadas a danos no corpo celular;

= |dentificar se os niveis dos marcadores bioquimico selecionados estao
relacionados com a gravidade e/ou com o avango das doencgas

neurodegenerativas relacionadas a danos no corpo celular.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PRIMEIRAETAPA: ANALISE RETROSPECTIVA DE MARCADORES BIOQUIMICOS
SERICOS

Esta etapa foi desenvolvida em parceria com o Laboratério de Analises
Clinicas Master Lab, em Foz do Iguagu. Foram coletados dados referentes a resultados
anteriores dos principais marcadores bioquimicos relacionados ao estado hormonal,
nutricional, metabdlico, hepatico, pancreatico e inflamatério de pacientes com idade
superior a 20 anos, cujos valores ja tenham sido descritos como alterados durante o
envelhecimento.

As informacbes foram coletadas do software de gerenciamento
laboratorial utilizado pela empresa, onde sdo armazenadas informacdes relacionadas aos
pacientes e os resultados das analises. Desta forma, foram rastreados 600 resultados
para cada um dos 35 marcadores bioquimicos estudados, sendo 300 de pacientes
homens e 300 de pacientes mulheres, trazendo-os pareados com a idade de cada
individuo.

A anadlise retrospectiva de dados laboratoriais locais teve como
finalidade, em conjunto com a literatura, nortear e restringir a analise dos marcadores
bioquimicos na segunda fase da pesquisa, selecionando aqueles que tenham relagao

com o avancgo da idade e podem estar associados a degeneracéo.

3.1.1 Tratamento dos dados

Os dados foram organizados em planilhas para a analise estatistica que
foi realizada pelo software de dominio publico BioEstat 5.3. Os resultados das dosagens
dos marcadores bioquimicos foram analisados por meio do Teste T, sendo considerados
estatisticamente significativos os valores de p < 0.05. Graficamente, os resultados foram

apresentados em média.
3.2 SEGUNDA ETAPA: AVALIACAO CLINICA E LABORATORIAL DOS GRUPOS

3.2.1 Amostra
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Um total de 100 voluntarios foi submetido aos critérios de inclusdo e
exclusao e subsequentemente dividido em varios grupos comparativos envolvendo faixa
etaria, tipo de comprometimento e nivel de comprometimento neurolégico. O grupo de
adultos foi composto por pessoas de ambos 0s sexos, saudaveis e com idades entre 20
e 59 anos. Os grupos de idosos foram compostos por pessoas de ambos os sexos e
acima de 60 anos, diferindo entre si pela presenga ou ndao de comprometimento
neurologico.

Foram excluidos do estudo voluntarios ou amostras provenientes de
pessoas com doengas infecciosas agudas e/ou de manifestacdo sazonal, portadores de
doencas crbnicas nao neurodegenerativas e/ou transtornos mentais de outras origens,
deficiéncia visual e/ou auditiva total, gestantes, pessoas com idade igual ou inferior a 19
anos e que fagam uso de medicamentos anti-inflamatorios, antibioticos e/ou aporte de

vitaminas.

3.2.2 Consideracdes Eticas

O projeto foi aprovado pela administracdo do Laboratorio de Analises
Clinicas Master Lab, pela presidéncia da Associacdo de Amparo do Idoso de Foz do
Iguagu e pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro Universitario Dinamica das
Cataratas sob o parecer do termo consubstanciado de numero 2.734.884 emitido em 25
de junho de 2018.

3.2.3 Procedimentos da pesquisa

3.2.3.1 Avaliagéo clinica e laboratorial dos grupos

Os voluntarios recrutados so iniciaram as avaliagdes apds concordarem
com o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO A) e orientados
sobre a importancia da veracidade das suas respostas durante a aplicagdo das
avaliagoes.

Esta etapa da pesquisa foi desenvolvida em duas etapas. Primeiro, os
participantes passaram por duas avaliagbes cujas respostas foram registradas em

formulario préprio: avaliacdo clinica geral (APENDICE A), avaliacdo de funcéo cognitiva,
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por meio do Mini Exame do Estado Mental (MEEM) (ANEXO A), avaliagdo de fungao
motora, por meio da sec¢ao lll do Unified Parkinson Disease Rating Scale (versdo MDS-
UPDRS) (ANEXO B). Em seguida, foram colhidas amostras de sangue periférico para
analise laboratorial que dosou marcadores bioquimicos determinados por significancia
estatistica na primeira fase da pesquisa, sendo: colesterol total, colesterol HDL, colesterol
LDL, colesterol VLDL, triglicerideos, ferro, zinco, aluminio, selénio, cobre, manganés,

malondialdeido e capacidade antioxidante total.

3.2.4 Instrumentos
3.2.4.1 Avaliagéo clinica geral

A primeira avaliagao foi uma anamnese através de um questionario
préprio para verificar se os voluntarios atendem aos critérios de inclusdo e exclusao e
para fornecerem informacdes a respeito de sua condi¢cdo clinica que influenciardo as
analises estatisticas e correlagdes. A anamnese consistiu da identificacdo pessoal e
investigacado de uso de medicamentos e de doencgas autodeclaradas, bem como a

obtencao de quaisquer informacgdes relevantes sobre suas condi¢des clinicas gerais.

3.2.4.2 Mini Exame do Estado Mental (MEEM)

O Mini Exame do Estado Mental (MEEM) é um instrumento de avaliagao
do estado cognitivo criado por Folstein, em 1975. Seu objetivo é revelar alteragdes
cognitivas com base no seu comprometimento, sem fins diagnosticos. O teste consiste
em perguntas e tarefas que avaliam a orientacdo temporal e espacial, memdéria evocada,
atencao, calculo, linguagem e capacidade construtiva visual cuja pontuagao pode variar
entre 0 e 30 (CALAND, 2015). Essa avaliagdo pode revelar o declinio da capacidade

cognitiva em escala quantitativa de gravidade.

3.2.4.3 Unified Parkinson Disease Rating Scale (MDS-UPDRS)

O MDS-UDPRS é um instrumento para monitoramento da progresséo da
doenca de Parkinson, desenvolvida em 1987. A versao recente do teste é dividido em

quatro sessoes avaliativas, entretanto, para este trabalho, usamos a segunda sessao que
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avaliou a influéncia dos sintomas motores nas atividades de vida diaria. Adicionalmente,
extrapolamos suas escalas para o comprometimento motor de outros quadros senis nao

associados, necessariamente ligados a doenga de Parkinson.

3.2.5 Coleta e armazenamento de material biolégico

A coleta das amostras de sangue venoso dos voluntarios foi realizada em
tubos do sistema Vacuteiner® descartaveis. Foram coletados 30 mL de sangue de cada
individuo, divididos em trés tubos secos com gel separador e um tubo TRACE. Apés a
coleta, as amostras foram levadas em caixa de isopor adequada para transporte de
amostras biolégicas para o Laboratério Master Lab para a realizagdo das analises
terceirizadas, e para a Universidade Federal da Integragao Latino Americana, onde foram
centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos no prazo maximo de duas horas, para analise
parcial e acondicionamento do material para analise posterior. Os soros obtidos foram
parcialmente analisados e em seguida o restante foi transferido para tubos de
microcentrifuga identificados para armazenamento em freezer a —80°C até o momento

da realizagao das ultimas analises.

3.2.6 Doseamento de marcadores bioquimicos

Os marcadores bioquimicos do envelhecimento selecionados nas etapas
anteriores foram determinados em soro por meio de ensaio enzimatico-colorimétrico,

conforme a natureza dos analitos.

3.2.6.1 Dosagens terceirizadas

A dosagem de colesterol LDL, colesterol VLDL, ferro, zinco, cobre,
selénio, manganés, aluminio e malondialdeido foram realizadas no laboratorio
terceirizado Hermes Pardini, em Belo Horizonte-MG, sendo o envio das amostras
realizado no mesmo dia da coleta. A metodologia laboratorial empregada em ambos os
laboratdrios foi automatizada e amplamente utilizada em laboratérios clinicos.

O detalhamento analitico contendo informacdes sobre a metodologia e a
amostra utilizada para cada biomarcador estdo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1 — Detalhamento analitico

Biomarcador Metodologia Material
Colesterol VLDL Colorimétrico enzimatico Soro
Colesterol LDL  Colorimétrico enzimatico Soro
Ferro Colorimétrico Soro

] Espectrofotometria de absorg¢ao atdbmica por chama —
Zinco _ Soro
meétodo in house

Espectrofotometria de absorgédo atdbmica por chama —
Cobre Soro
meétodo in house

o Espectrofotometria de absor¢ao atémica por forno de
Aluminio . . _ Soro
grafite — método in house

. Espectrofotometria de absorgao atdmica por forno de
Manganés . _ Soro
grafite — método in house

. Espectrofotometria de absor¢ao atémica por forno de
Selénio . ] _ Soro
grafite — método in house

Malondialdeido  Colorimétrico Soro

3.2.6.2 Dosagem de colesterol total

Para a dosagem de colesterol foi utilizado o kit comercial Colesterol PP
da marca Gold Analisa. O kit é enzimatico-colorimétrico e baseia-se na reacado de ponto
final do fenol e da 4-aminoantipirina com o perdxido de hidrogénio, formado na reacgao
em cadeia dos ésteres de colesterol com a enzima colesterol esterase e colesterol
oxidase. Essa reagdo gera um produto marcador de cor vermelha com intensidade
quantificavel e diretamente proporcional a concentragao de colesterol da amostra.

Para a realizagao do experimento, o sangue coletado em tubo seco com
gel separador foi centrifugado a 3000rpm por 15 minutos para obtenc¢ao do soro. A analise
seguiu com a pipetagem, em tubos de ensaio de poliestireno 12x75mm, de 1000 pL do
reagente de cor junto a 10 yL de soro para os tubos de amostras-teste e junto a 10 yL de
solugao padrao (200mg/dL) para os tubos de calibragdo do equipamento realizada em
triplicata. Para zerar o aparelho foi preparado um tubo contendo apenas o reagente de

cor (branco).
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Todos os tubos (testes, padrdes e branco) foram incubados a 37°C
durante 10 minutos e a leitura foi realizada por espectrofotometro semiautomatico com
filtro de 505nm. A metodologia obedece a lei de Lambert-Beer e, portanto, a concentragéo
da amostra é calculada atravées do Fator de Calibracdo (concentragdo do
padrao/absorbancia do padrao) multiplicado pela absorbancia da amostra. O resultado é

expresso em mg/dL.

3.2.6.3 Dosagem de colesterol HDL

Para a dosagem de colesterol foi utilizado o kit comercial Colesterol HDL
PP da marca Gold Analisa. Inicialmente € promovida a precipitacdo dos quilomicrons, das
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e das lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) pela adicdo de um precipitante contendo fosfotungstato e ions magnésio (250 L)
ao soro (250 p). A mistura é centrifugada a 3500rpm durante 15 minutos para obtengéo
de um sobrenadante contendo apenas lipoproteinas de alta densidade (HDL).

A segunda etapa da reagao consiste na dosagem de colesterol na porgao
sobrenadante (contendo apenas HDL) e, portanto, segue os mesmos principios, técnicas,
calculos e reagente de cor da dosagem do colesterol total (descrita no item 3.6.2),
diferindo apenas nos volumes pipetados em cada tubo de ensaio e na concentragcado do
padrao: sao pipetados 1000 pL do reagente de cor junto a 100 yL de sobrenadante para
os tubos de amostras-teste e junto a 100 uL de solugao padrao (40mg/dL) para os tubos
de calibracdo do equipamento realizada em triplicata. Para zerar o aparelho também foi

preparado um tubo contendo apenas o reagente de cor (branco).

3.2.6.4 Dosagem de triglicerideos

Para a dosagem de triglicerideos foi utilizado o kit comercial
Triglicerideos PP da marca Gold Analisa. O kit é enzimatico-colorimétrico e baseia-se na
reacao de ponto final do 4-aminoantipirina e 4-clorofenol com o peréxido de hidrogénio,
formado apds o glicerol, gerado pela hidrolise dos triglicerideos pela lipase lipoproteica,
ser fosforilado a glicerolfostato pela glicerolquinase e, posteriormente, oxidado pela

glicerol-3-fostado oxidase. Essa reagao gera um produto marcador de cor vermelha com
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intensidade quantificavel e diretamente proporcional a concentragcao de colesterol da
amostra.

Para a realizag&o do experimento, o sangue coletado em tubo seco com
gel separador foi centrifugado a 3000rpm por 15 minutos para obtengao do soro. A analise
seguiu com a pipetagem, em tubos de ensaio de poliestireno 12x75mm, de 1000 L do
reagente de cor junto a 10 uL de soro para os tubos de amostras-teste e junto a 10 pL de
solugédo padrao (200mg/dL) para os tubos de calibracdo do equipamento realizada em
triplicata. Para zerar o aparelho foi preparado um tubo contendo apenas o reagente de
cor (branco).

Todos os tubos (testes, padrdes e branco) foram incubados a 37°C
durante 10 minutos e a leitura foi realizada por espectrofotometro semiautomatico com
filtro de 505nm. A metodologia obedece a lei de Lambert-Beer e, portanto, a concentragéo
da amostra ¢é calculada através do Fator de Calibragdo (concentracdo do
padrao/absorbancia do padrao) multiplicado pela absorbancia da amostra. O resultado é

expresso em mg/dL.

3.2.6.5 Avaliagao da Capacidade Antioxidante Total (CTA)

Para a avaliagdo da capacidade antioxidante total das amostras foi
utilizado o kit comercial Antioxidant Assay Kit da marca Cayman Chemical, capaz de
quantificar a atividade de todos os componentes antioxidantes hidrossoluveis e
lipossoluveis na amostra testada (vitaminas, proteinas, lipideos, glutationa, metais e etc.),
baseando-se na competéncia antioxidante desta em inibir a oxidacédo do ABTS® pela
metamioglobina. A por¢cdo oxidada do ABTS® podera ser quantificada por
espectrofotometria, gerando leituras proporcionalmente menores quanto maior a forca
antioxidante da amostra. A capacidade dos antioxidantes da amostra sdo comparadas a
capacidade antioxidante de uma solugéo padrao de Trolox (um analogo hidrossoluvel do
tocoferol).

Para a realizagdo do experimento o sangue coletado em tubo seco com
gel separador foi centrifugado a 2000g durante 15 minutos a 4°C, para obtengéo do soro.
O material foi armazenado congelado a -80°C em tubos de microcentrifuga até o término

de todas as coletas para que pudessem ser analisados em conjunto.
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Os reagentes do kit (solugao tampao, solugao de Trolox, metamioglobina,
cromogeno ABTS® e peréxido de hidrogénio) foram reconstituidos e diluidos conforme
as orientagdes do manual. A analise seguiu com a pipetagem dos reagentes preparados
junto ao soro para avaliagado das amostras ou junto a diferentes concentragdes da solugao
de Trolox (solugao utilizada como padrao antioxidante para gerar a curva de absorbancias
comparadas as amostras de soro). Ambas as analises foram desenvolvidas em
microplacas adicionando em cada poc¢o: 10 uL de amostra ou solugédo de Trolox, 10 pyL
de metamioglobina, 150 yL do cromégeno ABTS® e, por ultimo, 40 pyL de peroxido de
hidrogénio (que inicia a reagao).

ApOs a reacao correr por 5 minutos, as placas foram lidas por leitor de
placas por espectrofotometria em temperatura ambiente, utilizando filtro de 405nm. O
resultado da CTA foi expresso em mM Trolox (milimolar Troloxequivalente) utilizando a
férmula CTA (mM) = (absorbancia da amostra — interceptag¢ao da curva em y da curva de

Trolox) /inclinagao da curva de Trolox.

3.7 TRATAMENTO DOS DADOS

Os dados foram organizados em planilhas para a analise estatisticas
realizadas pelo software estatistico IBM SPSS. Os resultados das dosagens dos
marcadores bioquimicos foram submetidos a analise de normalidade (Shapiro Wilk) e
homogeneidade de variancias (teste de Levene). Para os dados normais e com variancia
de distribuicdo homogénea foram realizadas analises de varidncia de uma via (one-way
ANOVA) seguidas do teste de corregao post hoc de Tukey (para analises trés grupos ou
mais) e Teste T (para analise de dois grupos). Para os dados ndo normais ou com
variancia de distribuicdo ndo homogéneas foram realizados testes de Kruskal-Wallis com
post hoc de Mann-Whitney Tukey (para analises trés grupos ou mais) ou diretamente
Mann-Whitney (para casos com apenas dois grupos). O coeficiente de correlagéo de
Pearson ou Spearman (selecionado de acordo com a normalidade dos dados) foi
calculado para a determinagao da relagao entre os analitos e os scores das avaliagbes e
a variagao de idade. Foram considerados estatisticamente significativos os valores de p

< 0.05 e os resultados serao representados graficamente em média.
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3.8 GERENCIAMENTO DE DADOS DA PESQUISA

Os dados coletados durante todo o periodo da pesquisa sao
confidenciais e sigilosos, sendo utilizados somente para fins de publicagcéo e divulgagao
cientifica, sem exposi¢cdo da identidade dos participantes. Dessa forma, somente o
pesquisador principal e o orientador tém acesso aos dados pessoais dos participantes.
Outros dados cientificos serao exclusivos para pesquisadores vinculados ao laboratério,
0s quais s6 poderao fazer uso seguindo os critérios de confiabilidade.

Os dados e amostras coletadas ficardo armazenados por tempo
indeterminado no Instituto Latino-Americano de Ciéncias da Vida e da Natureza da
UNILA.
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4 RESULTADOS

Apos a aplicagao dos critérios de inclusdo e exclusao, um total de 95
voluntarios participaram da pesquisa completa, sendo divididos em adultos (n= 47) e
idosos (n= 48). Foram feitas diversas analises dividindo-os em grupos para melhor
processamento dos dados.

Para possibilitar as analises estatisticas, os comprometimentos foram
estratificados de acordo com os scores obtido nos testes aplicados (MEEM e UPDRS).
Observando os resultados do MEEM com referéncia ao comprometimento mental,
aqueles com scores inferiores a 6 foram classificados com comprometimento grave; os
com score entre 7 e 12, com comprometimento moderado; os com score entre 13 e 17,
com comprometimento leve; e os com score entre maior que 18 sem comprometimento.
Observando os resultados do UPDRS com referéncia ao comprometimento motor,
aqueles com scores inferiores a 10 foram classificados sem comprometimento; os com
score entre 11 e 19, com comprometimento leve; os com score entre 20 e 29, com
comprometimento moderado; e os com score superior a 30, com comprometimento
grave.

A classificacao geral, independentemente do tipo de comprometimento,
obedeceu a regra do pior score como ponto de corte.

A pontuacao dos testes cognitivos e motores revelou um declinio
progressivo no desempenho com o avango da idade. A figura 1, por meio de um grafico
de dispersao de pontos, cruza a idade dos voluntarios e os scores obtidos pelo UPDRS

e MEEM, respectivamente.
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Figura 1. Relagado entre comprometimento cognitivo e motor com relagéo a idade. Resultados das
avaliagbes dos voluntarios para o UPDRS (A), na avaliagdo motora, e MEEM (B), para avaliagdo cognitiva,
ambos com relacdo a idade.
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Diferencas significativas foram observadas entre o perfil lipidico de

adultos e idosos, com aumento do colesterol total, lipoproteinas de baixa densidade

(LDL), lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e triglicerideos e diminuigdo do

colesterol das lipoproteinas de alta densidade (HDL) com o aumento da idade (figura 2).
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Figura 2. Variagao no perfil lipidico de acordo com a faixa etaria. Resultados agrupados das dosagens
de ftriglicerideos (A), colesterol HDL (B), colesterol VLDL (C) e colesterol total (D), representados em
graficos de caixas para os dois grupos etarios estudados.

Observou-se uma diminuicdo de metais com fungao antioxidante como
ferro, selénio e manganés em idosos voluntarios em relagdo aos adultos voluntarios

(Figura 3), além da presenga de valores ainda mais baixos nos idosos voluntarios com
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piores escores nos testes motores e cognitivos quando comparados aos idosos

voluntarios com escores normais nos mesmos testes (Figura 4).
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Figura 3. Variagdo da concentragdao sérica de metais de acordo com a faixa etaria. Resultados
agrupados das dosagens de selénio (A), manganés (B), aluminio (C) e ferro (D), representados em graficos
de caixas para os dois grupos etarios estudados.
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Niveis mais baixos de selénio e manganés foram observados em
voluntarios idosos com algum tipo de comprometimento devido a neurodegeneragéo, e o

manganés parece mais associado a declinios cognitivos (Figura 5).



A
2.0
515
)
o
E
@
E. 1,0
5
=
0.5
0
Adulto normal  Idoso normal  |doso comp. Idoso comp.  Idoso comp.
leve moderado grave
Nivel de comprometimento por faixa etaria
B
2.0
1.5
)
o
E
@
§1.0
5
=
0.5
0 . — —
Sem comprometimento Comp. Cognitivo Comp. Cognitivo & Motor

Tipo de comprometimento

37

Figura 5. Variagdo na concentragao sérica de manganés de acordo com o nivel de comprometimento

por faixa etaria (A) e com o tipo de comprometimento (B). Resultados das dosagens agrupados e
representados em graficos de caixas por grupo.
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Existem mudancas significativas no perfil lipidico e nos tragos de metais
entre voluntarios adultos e idosos, e redugdes significativas na concentragdo desses

metais em individuos idosos com diferentes niveis de comprometimento.
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Figura 6. Variagdo na concentragao sérica de marcadores bioquimicos com relagcdo a idade e ao
nivel de comprometimento. Resultados das dosagens agrupados e representados em média em grafico
de temperatura

Dos marcadores analisados, € possivel observar uma importante
mudang¢a em conjunto na concentragdo de metais trago como ferro, selénio, zinco e
cobre. Um aumento na lipoperoxidagédo (MAD) péde ser também observado em idosos
com comprometimento severo da capacidade cognitiva, além de um decréscimo da
capacidade antioxidante total (CAT) e dos niveis de zinco em idosos com
comprometimento moderado (Figura 6).

Em contraste com o descrito na literatura, o aluminio ndo parece estar
associado com o0 avango ou progressdo da neurodegeneragdo. Observa-se este

marcador com concentracdes maiores em idosos, mas sem qualquer relagdo com o nivel
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de comprometimento, seja ele motor ou cognitivo. Ja 0 manganés mostra-se intimamente
relacionado com o avango do nivel do comprometimento, além de estar mais ligado ao

comprometimento cognitivo.
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5 DISCUSSAO

Com o avanco da idade verifica-se a redugao da concentragao sérica de
minerais e metais importantes para a manutengao dos sistemas bioldgicos (PANZIERA
et al., 2011). Sob a ética dessa pesquisa, constatou-se essa reducéo, principalmente de
metais tragcos com atividade antioxidante direta ou indireta (como cofatores enzimaticos).
Essa diminuicdo pode ser creditada a diversos eventos como deficiéncia nutricional,
alimentacao inadequada, comprometimento da capacidade absortiva e metabdlica, entre
outros.

No cérebro, em concentragdbes normais, os ions metalicos sao
fundamentais para o funcionamento das sinapses (transmissdes de sinais entre os
neurdnios) além de alguns serem cofatores de enzimas antioxidantes importantes. O
zinco, por exemplo, faz parte da composigédo de diversas enzimas, como a superéxido
dismutase, e age com o glutamato como neurotransmissor; o ferro esta presente em
enzimas fundamentais para a sintese de neurotransmissores. O cobre é cofator de
enzimas importantes para o metabolismo cerebral, como a superéxido dismutase (junto
zinco) e a ceruloplasmina, além de participar da produgdo de neurotransmissores
(SIRABELLA, et al. 2018).

Concentragdes inferiores as ideais desses metais no sistema nervoso
central diminui a atividade de enzimas importantes do arsenal antioxidante bioldgico
enzimatico como a superoxido dismutase, que catalisa a conversao do radical superdoxido
a peroxido de hidrogénio e oxigénio, a catalase, que atua na decomposi¢ao de peroxido
de hidrogénio a oxigénio e agua e a glutationa peroxidase, que atua sobre peroxidos em
geral, com utilizagao de glutationa como cofator. Outros metais e nutrientes importantes
no sistema antioxidante ndo enzimatico, como o selénio, tocoferdis, acido ascoérbico, e -
caroteno.

Entretanto, os mesmos ions metalicos supracitados, quando em
excesso, provocam toxicidade e potencializam a formacao natural de radicais livres,
tendo acéo oposta e pro-oxidante. Assim, a manutencao das concentracdes adequadas
destes elementos é de extrema importancia, visto que flutuacbes para mais ou para

menos podem ter impactos negativos.
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Em paralelo, com o passar dos anos também observa-se diminuicéo da
capacidade celular em controlar seus processos e homeostasia. Com especial relevancia
para essa discussao, ocorre o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
por alteragdes no metabolismo mitocondrial durante a respiragao celular: as mitocéndrias
vao se tornando disfuncionais por inumeros fatores genéticos, ambientais e
comportamentais ao passo que os sistemas de reparo de células e organelas alteradas
vao sendo menos eficazes.

Assim, no cenario do envelhecimento descrito, forma-se uma
combinagcdo deletéria: 0 aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e
diminuicdo dos componentes antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, permitindo a
instalacdo do estresse oxidativo responsavel por danos celulares e teciduais
caracteristicos do processo de envelhecimento.

Com o aumento do estresse oxidativo, os radiais livres, que
preferencialmente reagem com células gordurosas e, sendo o cérebro e as células
nervosas compostos principalmente de gorduras e tendo baixa capacidade de
regeneracao, a regido cerebral é fortemente afetada pela agdo dos radicais livres
(BARBOSA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2006). Nesse contexto, cria-se um ambiente
favoravel a neurodegeneracgao pela morte neuronal e, consequentemente, desequilibrios
sinapticos com o comprometimento da produgado e liberagdo de neurotransmissores
importantes, como a acetilcolina (com importante acdo na memoria e aprendizado), a
dopamina (importante no controle motor), a serotonina (importante na regulagdo do
humor e apetite).

Dentre as alteragbes metabdlicas no processo de envelhecimento, o
metabolismo de lipidios foi identificado como um dos mais significativamente alterados:
aumento do colesterol total, da fracdo LDL e triglicerideos e reducao da fragdo HDL. As
peculiaridades dessas alteracdes estao intimamente ligadas as caracteristicas inerentes
ao envelhecimento onde ocorrem mudangas na composi¢ao corpdrea com, geralmente,
ganho de peso, devido ao aumento do tecido adiposo e redugao de tecidos muscular e
0sseo.

A relacdo entre o perfil lipidico e as doengas neurodegenerativas é

controversa. Enquanto muitos estudos tratam do colesterol como causa importante
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destas, outros o colocam apenas como um fator de risco €, com maior contraste, outros
negam esta relagdo e até mesmo o classificam como neuroprotetor. Essa divergéncia
surge por haver evidéncias de que a hipercolesterolemia esta fortemente correlacionada
com a presenca da proteina amiloide no cérebro, além de influenciar diretamente
neurdnios e vasos, pela aterosclerose, ou pela inflamagao crénica do cérebro (HABCHI
et al., 2018). Mas também, outros trabalhos revelam a agao protetora da facilitadora da
comunicagao neuronal de altos niveis da por¢édo LDL (HUANG et al, 2007; HUANG et al,
2008; WEST et al, 2008).

Essa divergéncia de resultados pode estar associada a limitagdo do
escopo das pesquisas que nao observam outros mecanismos correlacionados. Quando
um sistema complexo € avaliado isoladamente, diversos outros fatores estardo sendo
ignorados. Ou seja: os niveis de colesterol podem ter um papel positivo ou negativo nos
diversos sistemas bioldgicos dependendo do cenario em que o sistema se encontra.
Assim, os niveis de qualquer biomarcador devem ser avaliados dentro de um cenario
multifatorial.

Enquanto moléculas de LDL podem ser protetoras das comunicacoes
neuronais, quando num cenario oxidativo desequilibrado, por exemplo, podem
desencadear respostas opostas, como a formagao das placas amiloides e emaranhados
neurofibrilares. O estresse oxidativo associado a dislipidemias forma uma combinagao
deletéria ao sistema nervoso central.

A explicacdo para esta combinacgao de risco esta, entre outras situacoes,
no fato dos radicais livres reagirem com o colesterol produzindo aldeidos de colesterol
que suprimem a acado das enzimas antioxidantes, principalmente com a SOD,
aumentando ainda mais o estresse oxidativo e levando a eventos apoptdticos e
inflamatoérios (DZIEGIELEWSKA-GESIAKET al., 2019). Esses eventos estdo
intimamente relacionados com a morte neuronal observada nas doencgas
neurodegenerativas no geral.

Essas observagoes trazem a reflexdo de que os aspectos positivos ou
negativos de marcadores biolégicos devem ser avaliados num contexto maior, levando
em consideracdo a combinacdo destes no organismo vivo e a interagao de diversos

sistemas.
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Os radicais livres associados a dislipidemia e ao desequilibrio nutricional
(principalmente de metais) podem levar a precipitagcdo de agregados tdxicos de
fragmentos de proteinas, que contribuem ainda mais para a formagéo de outros radicais
livres e, como consequéncia, levam a diminuigado da capacidade de defesa antioxidante
do organismo, o que torna este processo uma reagao em cadeia. Logo, a patogenicidade

deste cenario esta relacionada com a intensidade desses desequilibrios.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os marcadores bioquimicos relacionados ao perfil metabdlico sao
descritos como um dos primeiros fatores de risco para declinio cognitivo, promovendo
efeitos diretos nos neurdnios quando a homeostase ndo é mantida. Nesse contexto,
alteragdes no perfil lipidico estdo relacionadas a fisiopatologia da neurodegeneracéo,
bem como altera¢des no padrdo antioxidante celular (LOERA-VALENCIA et al., 2019).
Existem multiplas mudangas simultdneas com o avango da idade a partir dos
mecanismos fisioldgicos, celulares e moleculares.

Dois achados importantes marcam este trabalho: manganés e aluminio.
Enquanto um parece estar diretamente relacionado com o comprometimento cognitivo
(manganés) trazendo novas informacdes para a comunidade cientifica. Por outro lado, e
confrontando as hipoteses estudadas até o momento, o aluminio esta relacionado apenas
com o envelhecimento e ndo com a manifestagdo ou progressdo de doencas
neurodegenerativas relacionadas ao movimento ou cognigéo.

A manifestacdo das patologias associadas ao envelhecimento € o
resultado de um conjunto de variagdes bioldgicas sincrénicas que podem ser
parcialmente identificadas por meio de marcadores séricos, como perfil lipidico e niveis
de tracos de metais que auxiliam a atividade antioxidante. Esses resultados podem
contribuir para o entendimento de como os marcadores bioquimicos podem ser utilizados

para o diagnéstico e tratamento de doengas relacionadas ao envelhecimento.
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APENDICE A

AVALIACAO CLINICA GERAL

NOME:

SEXO: IDADE: ENTRADA: __ / / _ TEMPO DE JEJUM:
ID TUBO:

HABITOS E CONDICOES CLINICAS:
TABAGISMO () ATIVIDADE FISICA () ALCOOL ( ) GESTANTE ( )

MEDICAMENTOS:
ANTI-HIPERTENSIVOS ()
ANTIDIABETICOS ( )
ANTI-INFLAMATORIOS ( )
PSICOATIVOS ( )
ANTIBIOTICOS ( )
OUTROS:

NENHUM ()

INFORMACOES CLINICAS E HIPOTESES DIAGNOSTICAS:
ALTURA: PESO:

HIPERPLASIAS ( ) DOENCAS NEUROLOGICAS ()

INFLAMACAO/DORES ()

OBS:
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ANEXO A

TERMO DE CONCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Vocé esta sendo convidado a participar, como voluntario, da pesquisa
“INVESTIGAGAO DE MARCADORES BIOQUIMICOS NO ENVELHECIMENTO
BIOLOGICO E NO DESENVOLVIMENTO DE DOENCAS NEURODEGENERATIVAS”,
cujo objetivo é determinar quais marcadores bioldgicos se alteram com o avango da idade
e de que forma essas alteragcbes se relacionam com a manifestacdo de doencas
neurodegenerativas. Tendo em vista o crescimento da populagao idosa e do aumento da
expectativa de vida, a pesquisa justifica-se na necessidade de estudos que tenham como
foco a saude e os processos fisioldgicos intrinsecos desta populagédo e que contribuam
para o esclarecimento das circunstancias caracteristicas desta fase da vida. Quanto mais
estudadas, as doencas associadas ao envelhecimento serdo melhor compreendidas e as
possibilidades se tratamento, prevencéo e cura destas serdo maximizadas.

Esta pesquisa consiste uma avaliagdo de estado cognitivo através do
Mini-Teste de Estado Mental (MEEM) e de uma avaliagdo motora através da Parte Ill da
Escala Unificada de Avaliacdo da Doenga de Parkinson (UPDRS) e de uma coleta de
amostra biolégica (sangue) para analise laboratorial.

Vocé recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e durante a
pesquisa e asseguramos que seu nome nao sera divulgado, sendo mantido o mais
rigoroso sigilo com a omissao total de quaisquer informagdes que possam identifica-lo.
Esta pesquisa ndo Ihe acarretara gastos. Em principio, as avaliagcbes nao possuem

contraindicacdes. Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficarao sob a guarda dos
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pesquisadores por um periodo de, no minimo, cinco anos e apos isso serao destruidos
ou mantidos na instituicdo. As informacgdes obtidas neste experimento poderao ser
utilizadas como dados de pesquisa cientifica, podendo ser publicadas e divulgadas. A
pesquisa sera imediatamente suspensa caso o pesquisador perceba algum risco ou dano
a sua saude, constrangimentos e/ou qualquer tipo de desconforto. No improvavel dano
fisico resultante da participagdo nesta pesquisa, o tratamento sera viabilizado no local
mais proximo e apropriado de assisténcia médica, mas nenhum beneficio especial sera
concedido para compensagao ou pagamento de um possivel tratamento. A sua
participacado nesta pesquisa € voluntaria, isto €, ndo ha pagamento por sua colaboracgao.

Esta pesquisa aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro
Universitario Dindmica das Cataratas de acordo com o parecer de numero 2.734.884
emitido em 25 de junho de 2018. O CEP é composto por profissionais de diferentes areas
cuja funcao é defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e
dignidade e contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos. Em
caso de duvida ou reclamacdo, vocé podera entrar em contato com a pesquisadora
responsavel, Marcela Rodrigues Lima, no telefone (45) 99922.5704 ou com o Comité de
Etica em Pesquisa pelo nimero 3028-3232.

No caso de aceitar fazer parte da pesquisa, ap6s ter lido e esclarecido
sobre as informagdes acima, vocé devera assinar ao final deste documento, que esta em
duas vias (uma para o voluntario e outra para o pesquisador). Todas as folhas deverao
ser rubricadas pelo voluntario da pesquisa ou seu responsavel e pelo pesquisador
responsavel. Ao assinar este documento, vocé declara ter compreendido as informacdes

que leu ou que foram lidas para vocé, que foram esclarecidos os propésitos do estudo,
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suas condigdes, e os procedimentos a serem realizados e que concorda voluntariamente
em participar ou que autoriza a participagao de alguém sob sua responsabilidade.

A pesquisadora declara que obteve de forma apropriada e voluntaria o
Consentimento Livre e Esclarecido deste participante para a sua composi¢ao neste

estudo.

Data: __ [/ [
Assinatura do participante ou responsavel
Participante
Responsavel:
Endereco:
Telefone: ()
Data: [

Marcela Rodrigues Lima
Pesquisadora



ANEXO B
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AVALIACAO DE FUNCAO COGNITIVA

NOME:

ID TUBO:

ESCOLARIDADE:

DATA DO TESTE: / /

DOENCA NEUROLOGICA (SE HOUVERY):

Mini Exame do Estado Mental (MEEM)

Memorizagao (0 — 3 pts)

Repita as palavras:

Caneca ( ) Tijolo ( ) Tapete ( )

Orientacao espacial (0 — 5 pts)

Onde estamos?

Estado ( ) Cidade ( ) Bairro ( )
Rua ( ) Local ( )

Orientacao temporal (0 - 5 pts)

Em que dia estamos?

Ano ( ) Semestre ( ) Més ( )

Dia ( ) Dia da semana ( )

Linguagem (1 pt)

Repita a frase:

NEM AQUI, NEM ALI, NEM LA

()

Memorizagao (0 — 3 pts)

Repita as palavras ditas ha
pouco.

Caneca ( ) Tijolo ( ) Tapete ( )

Calculo (0 — 5 pts)

Soletre a palavra MUNDO de
tras pra frente.

O()DCINCHU(C)IM()

Linguagem (0-3 pts)

Mostrar um relégio e uma
caneta e pedir para

nomea-los.

Reldgio () Caneta ()

Linguagem (0-2 pts)

Siga um comendo de trés
estagios:

Pegue o papel com a méo direita (
) Dobre-0 ao meio ( ) Ponha-o no
chao ( )

Linguagem (1 pt)

Escrever em um papel: “feche
os olhos”. Pedir ao idoso para
que leia a ordem e a execute.

FECHE OS OLHOS ( )

Linguagem (1 pt)

Pedir ao idoso para escrever
uma frase completa.

()
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Linguagem (1 pt)

Copie o desenho:

Pontuacéo total = 30 pontos

Pontuacao de corte: Analfabetos = 19; 1 a 3 anos de escolaridade = 23; 4 a 7 anos de

escolaridade = 24; > 7 anos de escolaridade = 28




ANEXO C

AVALIACAO DE FUNCAO MOTORA

NOME: ID TUBO:

ESCOLARIDADE: DATA DO TESTE: /
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DOENGA NEUROLOGICA (SE HOUVER):

Parte Il da Escala Unificada de Avaliacdo da Doenc¢a de Parkinson (UPDRS)

A. Fala:
0 = normal;
1 = comprometimento superficial. Nenhuma dificuldade em ser entendido;
2 = comprometimento moderado. Solicitado a repetir frases, as vezes;
3 = comprometimento grave. Solicitado frequentemente a repetir frases;
4 = retraido, perda completa da motivacgao.

B. Salivacao:
0 = normal;
1 = excesso minimo de saliva, mas perceptivel. Pode babar a noite;
2 = excesso moderado de saliva. Pode apresentar alguma baba (drooling);
3 = excesso acentuado de saliva. Baba frequentemente;

4 = baba continuamente. Precisa de lengo constantemente.

C. Degluticéo:
0 = normal;
1 = engasgos raros;
2 = engasgos ocasionais;
3 = deglute apenas alimentos moles;

4 = necessita de sonda nasogastrica ou gastrostomia.
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D. Escrita:
0 = normal;
1 = um pouco lenta ou pequena;
2 = menor e mais lenta, mas as palavras sao legiveis;
3 = gravemente comprometida. Nem todas as palavras sdo comprometidas;

4 = a maioria das palavras ndo séo legiveis.

E. Cortar alimentos ou manipular:
0 = normal;
1 = lento e desajeitado, mas nado precisa de ajuda;
2 = capaz de cortar os alimentos, embora desajeitado e lento. Pode precisar de ajuda;
3 = alimento cortado por outros, ainda pode alimentar-se, embora lentamente;

4 = precisa ser alimentado por outros.

F. Vestir
0 = normal;
1 = lento mas nao precisa de ajuda;
2 = necessita de ajuda para abotoar e colocar os bragos em mangas de camisa;
3 = necessita de bastante ajuda, mas consegue fazer algumas coisas sozinho;

4 = ndo consegue vestir-se (henhuma peca) sem ajuda;

G. Higiene:
0 = normal;
1 = lento mas nao precisa de ajuda;
2 = precisa de ajuda no chuveiro ou banheira, ou muito lento nos cuidados de higiene;
3 = necessita de assisténcia para se lavar, escovar 0s dentes, pentear-se, ir ao banheiro;

4 = sonda vesical ou outra ajuda mecéanica.

H. Girar no leito e colocar roupas de cama:
0 = normal;
1 = lento e desajeitado mas néo precisa de ajuda;
2 = pode girar sozinho na cama ou colocar os lengois, mas com grande dificuldade;

3 = pode iniciar, mas ndo consegue rolar na cama ou colocar lencdis;



4 = ndo consegue fazer nada.

I. Quedas (ndo relacionadas ao freezing):
0 = nenhuma;
1 = quedas raras;
2 = cai ocasionalmente, menos de uma vez por dia;
3 = cai, em média, uma vez por dia;

4 = cai mais de uma vez por dia.

J. Freezing quando anda:
0 = nenhum;
1 = raro freezing quando anda, pode ter hesita¢cdo no inicio da marcha;
2 = freezing ocasional, enquanto anda;
3 = freezing frequente, pode cair devido ao freezing;
4 = quedas frequentes devido ao freezing.

K. Marcha:
0 = normal;
1 = pequena dificuldade. Pode nédo balancar os bracos ou tende a arrastar as pernas;
2 = dificuldade moderada, mas necessita de pouca ajuda ou nenhuma;
3 = dificuldade grave na marcha, necessita de assisténcia;

4 = ndo consegue andar, mesmo com ajuda.

L. Tremor:
0 = ausente;
1 = presente, mas infrequente;
2 = moderado, mas incomoda o paciente;
3 = grave, interfere com muitas atividades;

4 = marcante, interfere na maioria das atividades.

M. Queixas sensitivas:

0 = nenhuma;
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1 = dorméncia e formigamento ocasional, alguma dor;
2 = dorméncia, formigamento e dor frequente, mas suportavel;
3 = sensacdes dolorosas frequentes;

4 = dor insuportavel.
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ANEXO D
,@ CENTRO UNIVERSITARIO
T DINAMICA DAS CATARATAS - w

LL LA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investigacio de indicadores beoddgicos e de autofagia mo envelhecimento biokigico e no
desanvolvimenio de doencas neurcdegenerativas.

Pesquisador: MARCELA RODRIGLUES LiMA
Area Tematica:

VersBo: 1

CAAE: 91323116.0.0000 8527

institulgdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DA INTEGRACAD LATINO-AMERICANA
Patrocinador Principal: Financlamento Proprio

DADOS DO PARECER
Himero do Parecer: 2734 664

Apresentacho do Projeto:

O projeto de pesguisa de mestrado apresentado ao Programa de Pos-Graduacao em Bloclénclias, do
institute Latino-Amencans de Cléncas da Vida e da Matwreza, da Universidade Federal da Integragso Latino
-Arnericana, tern como justificativa que alguns blomarcedores tém ssu padrio alterado com o avango da
idade, & estas alteraches estdo relacionadas com & manifestacio de doengas degenerativas em
consonéncia com o declinle da autofagla durante o envelhecimento. Sendo a populagio idosa mals
propensa & manifestagho de doencas neurcdegenerativas, & modulagio da sulofagia através de shyumas
estratéglas reguladoras & capaz de amenizar essa tendéncia.

Objetivo da Pesqulsa:

O presente frabalho & wm estudo analiico-descritivo transversal & busca

determinar quals biomarcedores se alteram oom o evango da idade e de que forma essas

alteraghes se relacionam com o declinio dos processos de autofagla e favorecem a
manifestacdo de doengas neurodegenerativas.

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:

Riscos deseritos adequadamente.

Beneficlos os resultsdos da pesguise poderBo enriguecer discusades dobre doencas neurodegenerativas
assacladas & idade.

Emdarepn: Avenida Parand 5661 WVila &

Ealrro: JARDIM DAS LARAMIEIRAS CEP: B5.858.030
UF: PR Municiplo: FOZ DO BEUACLY
Telefone: (4530283237 E-small: cepudnfiadc edubr

Pigna [ 4a 0
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CENTRO UNIVERSITARIO
DINAMICA DAS CATARATAS -

ubc

i L g S0 Painecar: I 7344504

Comentarios & Conslderacdes sobre a Pesguisa:
Protejo pertinente, com referencial adequado e atual, & com relevancia para area de sadde.

Considersgbes sobre o8 Termos de apresentagido obrigatdria:

Todoa 08 termos foram devidarments apresentados.

Recomendagbes:
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Em relagio ao ndmero de participantes, néo constam nos métodos do projeto, apenas nas Informagbes

Basicas do projeto, onde constam 200 participantes. por tanto recomends-se a adequagio do numeno de

participantes nos dots

documeantos.

Ajustar o cronograma, quanto ao inicio da coleta de dados, pols encontra-se com inconsisténcia em relagio
a declara¢ao de gue os pesquisadores n&o ineclaram as coletas de dados, sem a apreciagdo do Comitd de

Etica.

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inedequacdes:
Aprovado sem pendéncias, apenas com recomendacies.

Conslderacdes Finals a critério do CEP:

Eate parecer fol elaborado beseado nos documentos abalxo relacionados:

Tipo Documento Brg U Postagem Autor Situacso
Informagdes Basicas|PE_INFORMACOES BASICAS DD P | 11/06/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1151700 pdf 21:20:17
Progeto Detalhado | | ProgetoCER pdf 11062018 |MARCELA Acsito
Brochura 2111949  |RODRIGUES LIMA
Inwestigad or
Falha de Rosto Folha pof 110672018 |MARCELA Acsito

17:39:47  |RODRIGUES LA
Dedaracao de CampohL.pdf 11062018 | MARGELA ACeitn
Instibmcao 1735938 |RODRIGUES LKA
| |nfraeatniturs _
Declaracso de Campolar pdf TMAOER01E |MARCELA Aceito
InstihmEan & 173930 |RODRIGUES LIMA
| |nfrsestniturs
Declaracio de CarmpoCCl.pdf 1106/2018 |MARCELA Acelto
Institumga0 @ 173923 |RODRIGUES LKA
Infreestruturs
Declaracio de Deciaracaon. pdf 106018 |MARCELA Acsito

Emdaregn: Avenida Parana 5661 Vila &
Babrro:  JARD DAS LARAMNJEIRAS CEP: B5.8B58.030
UF: PR Municiplo: FOZ DO BSUACLY

Tolofone: (453028-3232

E-small: cepudofiisdc. adubr

Pagna [ da 00
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,@ CENTRO UNIVERSITARIO

ube DINAMICA DAS CATARATAS - %ﬂﬁm

LL L ]

Conrilin L g Sn Paresar T 738

Pesquisadores Declaracao. pdf 1739010 |RODRIGUES LIMA | Aceifo

[TCLE | Termos de | TGLEGEP.pd! 11062018 | MARGELA ACEID
Aasentimento | 15:20:12  |RODRIGUES LIMA
Justificativa de
Ausdncia

Shuacio do Paracer:
Aprovado

Mecessita Apreciacho da CONEP:
Nao

FOF DO IGUACU, 25 de Junho de 3018

Assinado por:
PRISCILA FERRI COLDEBELLA
(Coordenador)
Erdoropn: Avenida Parand 5661 Wila &
Bairro:  JARDE DAS LARAMIEIRAS CEP: B5.B58-030
UF: FR Municipio: FOZ DO KEUACLY
Tolofona: (4530283232 E-mall: cepudofisdc. edulbr

Pagna [0 da 0
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ANEXO E

. MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DA INTEGRAGAO LATINO-AMERICANA
INSTITUTO LATINO-AMERICANO DE CIENCIAS DA VIDA E DA NATUREZA
CENTRO INTERDISCIPLINAR DE CIENCIAS DA VIDA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIAS

ANEXO IV DO EDITAL PPG-BC N°. 07/2019
TERMO DE AUTORIZACAdU’ARA DIVULGAGAO E PUBLICAGAO DE
TRABALHOS ACADEMICOS, ARTIGOS E DISSERTAGAO DE MESTRADO

Eu, Marcela Rodrigues Lima, nacionalidade brasileira, CPF n°. 406.869.298-02, documento de identidade
RG n°® 47.863.850-4 - SSP/BA, aluno(a) do Programa de Pé6s-Graduagdo em Biociéncias (PPG-BC),
AUTORIZO a Universidade Federal da Integragao Latino-Americana (UNILA), a disponibilizar on-line meus
trabalhos académicos, artigos e dissertagdo de mestrado intitulada “Investigagdo de marcadores
bioguimicos no envelhecimento biolégico e no desenvolvimento de doengas neurodegenerativas”, podendo
também ser acessado através da pagina eletronica <https:/portal.unila.edu.br/mestrado/biociencias/>, bem
como pelas demais plataformas oficiais da UNILA e da CAPES, sem qualquer 6nus para a UNILA,
respeifados os direitos autorais, conforme Portaria CAPES n°. 013, de 15/02/2006.

Informagao de acesso ao documento:
Liberagao para publicagao a partir de 04/02/2020.

Em caso de prerrogativa de publicagao, justifique:

Foz do Iguagu, Estado do Parana, 04 de fevereiro de 2020.

UULCGX (Ao
Marcefa Roét@ues Lima

Mestrando(a) do PPG-BC
(UNILA)
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campus Jardm Universitario, Av. Tarquinio Joslin dos Santos, n°® 1 000, Edificio Ginasio, Sala n® G-103-1. bairro Polo Universitano
Foz do Iguagu. Estado do Parana. Brasi, CEP n® 85 870-901
Correio eletrénico < secretana ppgbc@unila edy br > - Telefone +55 (45) 3529-2762 - < hitos //portal unila edy bomestradobiociencias/ >



