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RESUMO

Introducdo: Os biomarcadores da doenca de Alzheimer (DA) sdo de grande relevancia na
pesquisa clinica, especialmente apds a definicdo do sistema AT(N), em 2018. Possibilitam o
diagndstico precoce, o estadiamento da doenca e sdo fundamentais para a pesquisa de drogas
modificadoras da doenga promissoras, monitorando sua resposta terapéutica. Entretanto, o alto
custo e a baixa disponibilidade dos métodos mais conhecidos limitam seu uso em paises de
baixa e média renda. Neste contexto, metodologias semi-automatizadas, como Luminex, se
destacam como técnicas custo-efetivas. Recentemente a Fujrebio (Europa) descontinuou a
comercializagdo do principal kit Luminex disponivel, o INNOBIA AlzBio3®, de forma que
outros Kits, como o Millipore xMap® tendem a maior relevancia. Objetivo: Em nosso estudo,
avaliamos a acuracia diagndéstica do Millipore xXMap® e propomos um ponto de corte para DA,
usando como padrdo de referénciade referéncia o ELISA INNOTEST®. Métodos: Foi
realizado um estudo transversal, do tipo caso/controle, no periodo de marco de 2015 e
novembro de 2020. Trinta e cinco individuos com mais de 60 anos foram recrutados por critério
clinico e submetidos a punc¢édo lombar, sendo 7 idosos com deméncia por DA (DDA), 17 com
comprometimento cognitivo leve amnéstico (CCLa) e 11 sem comprometimento cognitivo
objetivo (sCCO). Os pacientes foram posteriormente classificados segundo critérios clinicos e
bioldgicos. As concentragcdes dos biomarcadores do liquido cefalorraquidiano (LCR) para
AP42, p-Tau e t-Tau foram medidas pelo INNOTEST® e Millipore xMap® e, em seguida, as
técnicas foram comparadas para avaliar a acuracia diagnostica do novo teste e para definir um
ponto de corte. Resultados: Houve concordancia entre diagnostico clinico e bioldgico para
77,8% dos pacientes, sendo 72,7% entre SCCO (e biomarcador negativo para DA) e 85,7%
entre DDA (e biomarcador positivo para DA). Observamos uma boa correlacdo entre os testes
Millipore xMap® e INNOTEST®. O Millipore xMap® mostrou uma boa acuracia para todos
0s biomarcadores, com a menor AUC de 0,808 (t-Tau) e a maior de 0,952 (AB42). Os pontos
de corte com melhor acuracia foram: 1012,98 pg ml (Ap42), 64,54 pg/ml (p-tau), 3251,81 pg/ml
(t-tau), 3.370 (t-Tau/Ap42) e 0,059 (p-Tau/Ap42). Conclusdo: Mesmo com uma amostra
pequena, o Millipore xMap® se mostrou um teste acurado em relacdo ao padrao de referéncia
INNOTEST® e com custo significativamente inferior. Dessa forma, dada sua boa acuracia e
custo-beneficio, os testes Milliplex xMap® parecem uma ferramenta confiavel e promissora,
especialmente para paises de baixa e média renda.

Palavras-chave: doenca de Alzheimer, biomarcador, INNOTEST®, Millipore xMap®

Luminex, liquido cefalorraquidiano, Ap42, Tau.



ABSTRACT

Background: Alzheimer's disease (AD) biomarkers are of great relevance in clinical research,
especially after the AT(N) framework publication. They enable early diagnosis, disease staging
and research with new promising drugs, monitoring its therapeutic response. However, the high
cost and low availability of the most well-known methods limits their use in low and middle-
income countries. In this context, semi-automated methodologies, such Luminex, stand out as
a cost-effective technique. Recently, Fujirebio (Europe) suspended the commercialization of
the INNOBIA AlzBio3 ®, that was the most used Luminex test. Therefore, others commercially
available Luminex tests should be used, like Millipore xMap® (HNABTMAG-68K)
(Millipore, Germany). Objective: In our study, we assessed the diagnostic accuracy of
Millipore xMap® and propose a cutoff point for AD, based on INNOTEST®. Methods: We
performed a cross-sectional, case/control study, between March 2015 and November 2020.
Thirty-five individuals over 60 years old were recruited and submitted to lumbar puncture.
Seven older adults had a clinical diagnosis of AD’s dementia (ADD), 17 of amnestic mild
cognitive impairment (aMCI) and 11 without objective cognitive impairment (control group -
CG). Patients were classified according to clinical and biological criteria. Cerebrospinal fluid
(CSF) biomarkers concentrations for Ap42, p-Tau and t-Tau were measured by INNOTEST®
and Millipore xMap®, and then the techniques were compared to assess the diagnostic accuracy
of the new test and to define a cutoff. Results: There was agreement between clinical and
biological diagnosis for 77,8% of patients, with 72,7% between CG (negative AD’s biomarker)
and 85.7% between ADD (positive AD’s biomarker). Millipore xMap® measurements showed
a robust accuracy for all biomarkers, with AUC higher than 0,808 (t-Tau), and the best for Ap42
(AUC=0,952). The most accurate cutoffs were found at 1012,98 pg/ml (Ap42), 64,54 pg/ml (p-
tau), 3251,81 pg/ml (t-tau), 3,370 (t-Tau/Ap42) and 0,059 (p-Tau/Ap42). Conclusion: Despite
the small sample, Millipore xMap® proved to be an accurate test in relation to the
INNOTEST® gold standard and has a significant lower cost. Given its good accuracy and cost-
effectiveness, Milliplex xMap® tests seem a reliable and promising tool, especially for low and
middle-income countries.

Keywords: Alzheimer's disease, biomarker, INNOTEST®, Millipore xMap® Luminex,
cerebrospinal fluid, AB42, Tau.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento populacional € um processo mundial que reflete o sucesso da
melhoria dos cuidados de saude. Observa-se uma rapida transicdo demogréfica com o aumento
expressivo no nimero de idosos e 0 consequente aumento da expectativa de vida (KINSELLA;
HE, 2009). No Brasil, seguindo a tendéncia mundial, a expectativa de vida aumentou de 45,5
anos, em 1945, para 76,6 anos em 2019, antes do inicio da pandemia do COVID-19 (IBGE,
2020). O aumento da populacdo com mais de 60 anos tem contribuido significativamente para
0 aumento da prevaléncia de doengas cronicas, dentre elas, as doencas neurodegenerativas,
sobretudo as deméncias. O envelhecimento € o principal fator de risco para deméncia, com mais
de 90% dos casos apds 65 anos. (ELAHI; MILLER, 2017)

Em 2018, mais de 50 milhdes de pessoas tinham o diagndstico de deméncia em todo o
mundo. A expectativa é que este numero dobre em 20 anos, atingindo 82 milhdes de pessoas
em 2030, e triplique para 152 milhdes em 2050. Atribui-se grande parte deste incremento ao
aumento, de forma alarmante, da prevaléncia de deméncia em paises de baixa e média renda,
com destaque para os paises da América Latina. Apenas no cone sul da América Latina, estima-
se um aumento de 77% no ndmero de pessoas com deméncia nos proximos 20 anos, taxa muito
superior ao esperado para Europa, em torno de 40%. Em 2050, 71% dos portadores de deméncia
serdo provenientes de paises baixa e média renda, diferentemente da taxa de 60%, observada
em 2010 (ALZHEIMER'S DISEASE INTERNATIONAL, 2013; LIVINGSTON e cols., 2017;
PATTERSON, 2018; WIMO e cols., 2015).

Em 2015, foram gastos cerca de 818 bilhdes no cuidado das deméncias em todo o
mundo, o que representa cerca de 1,09% do PIB global. Entretanto, apenas cerca de 10% desse
valor ¢ utilizado por paises de baixa e média renda. A medida que as taxas de incidéncia em
toda a regido aumentam, também aumentam o0s custos associados ao fornecimento de
assisténcia e apoio a deméncia (PRINCE; WIMO; WINCLAD, 2013). A deméncia é
reconhecida como um problema de salde publica, uma das principais causas de declinio
funcional e morbimortalidade entre os idosos (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2021,
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).
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A Doenga de Alzheimer (DA), é principal causa de deméncia, contribuindo com cerca
de 70% dos casos (LIVINGSTON e cols., 2017). No Brasil, estudo clinico-patoldgico, realizado
por Suemoto e cols. (2017) demonstrou que a DA foi responsavel por 50% dos casos de
deméncia numa amostra da populacdo de Sdo Paulo. No entanto, a compreenséo dos fatores
relevantes para a elucidacdo dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da deméncia é
atualmente limitada, sobretudo nos paises em desenvolvimento. Além disso, uma alta
proporc¢do de pessoas com deméncia nessas regides carece de suporte clinico social. (PARRA
e cols., 2018)

1.1 DOENCA DE ALZHEIMER - FISIOPATOLOGIA

O conhecimento atual sobre a fisiopatologia da DA baseia-se principalmente no
acumulo de formas insollveis da proteina B-amildide (AP) e da agregacdo de proteina Tau em
emaranhados neurofibrilares (MASTERS e cols., 2015). Entretanto, outras hipdteses, incluindo
neuroinflamacao, injuria vascular, estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial, buscam explicar
a fisiopatologia da doenca. (BLENNOW,; DE LEON; ZETTERBERG, 2006; KNOPMAN,
2021).

A AP e produzida pela clivagem intracelular sequencial da proteina precursora amiloide
(APP), uma proteina transmembrana com fung¢des na plasticidade sinaptica, pelas enzimas -
secretase e y-secretase. Nesse processo, é gerado peptideos neurotoxicos de diferentes
tamanhos, entre 36-43 aminoacidos que sdo liberados no meio extracelular, e se agregam em
oligbmeros. E importante ressaltar que os peptideos apresentam caracteristicas diferentes,
sendo que aqueles com 42 aminoacidos (Ap42) sao mais susceptiveis a agregacao. A depuracao
dos oligbmeros no meio extracelular ocorre através de astrdcitos via proteina relacionada ao
receptor de lipoproteina de baixa densidade (LRP1) ou mecanismos que envolvem a
Apolipoproteina E (APOE). Entretanto, na DA ocorre um desequilibrio entre a producdo e a
depuracédo de AP, resultando em formacdo de placas amiloides e lesdo neuronal (MASTERS e
cols., 2015; PATTERSON e cols., 2008).

Aproximadamente 30% dos individuos cognitivamente saudaveis podem apresentar

placas senis a autopsia (JACK; HOLTZMAN, 2013). Esse fato levanta a importancia de
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processos concomitantes para o desenvolvimento de doenga clinica, com destaque para 0s

emaranhados neurofibrilares de proteina Tau.

A proteina Tau pertence a familia de proteinas associadas aos microtibulos de
neurdnios, estando presente também em outras células do organismo. A proteina Tau pode
sofrer fosforilacdo e desfosforilacdo, processos necessarios para a estabilizacdo e reorganizacéo
do citoesqueleto. Quando a Tau sofre hiperfosforilacdo (Tau hiperfosforilada), ela torna-se
insoltvel, e assim, perde afinidade pelos microtdbulos, desestabilizando-os e afetando o
transporte axonal. Uma vez hiperfosforilada, a proteina Tau apresenta tendéncia a agregar-se
em filamentos helicoidais emparelhados, que originardo os emaranhados neurofibrilares (ENF)
intracelulares (QUERFURTH; LAFERLA, 2010).

As taupatias sdo as manifestagbes patoldgicas mais comuns em doengas
neurodegenerativas, de forma que a diferenciacao etiol6gica depende da isoforma especifica de
tau aumentada. Dessa forma, dizemos que a presenca de Tau total (t-Tau) aumentada, ou seja,
todas as isoformas de tau, independente do estado de fosforilagdo, sugere neurodegeneracao,
ao passo que a isoforma especifica (tau fosforilada - p-Tau) ajuda a determinar a etiologia da
doenca. Por exemplo, na DA espera-se aumento da t-tau e das isoformas Tau fosforilada na
treonina 181 (p-Tauisi), Tau fosforilada na treonina 217 (p-Tauzi7), e Tau fosforilada na
treonina 231 (p-Tauzs1), ao passo que na doenca de Creutzfeldt—Jakob observa-se um aumento
significativo de t-Tau com p-Tauis: normal. (MASTERS e cols., 2015)

N&o se sabe ao certo se os dois processos, Ap e ENF, ocorrem de forma independente
ou correlacionadas (JACK; HOLTZMAN, 2013). Alguns autores sugerem que a A impulsione
a formacdo dos ENF. Propde-se que, sobretudo na doenca de inicio tardio, a taupatia se
desenvolva primeiro sem significado clinico, podendo ser caracterizada como uma alteragéo do
envelhecimento. Entretanto, quando esse processo se associa a A ocorre uma potencializacéo
da disseminacdo da neurodegeneracdo que € a causa direta da apresentacdo clinica da DA
(PRICE; MORRIS, 1999). Essa hipotese ¢ reforcada por estudos longitudinais nos quais se
avaliou a deposicao de proteinas tau e amildide atraves de neuroimagem funcional (PET-CT).
Os dados mostraram que o acumulo de AP precede a taupatia e, portanto, é proposto que haja
uma correlacdo de causa e efeito entre 0 aumento da primeira com o aumento da segunda. Por

outro lado, o acumulo de ENF precede os sintomas cognitivos, ou seja, com a evolugdo da
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neurodegeneracdo associada a taupatia observa-se o desenvolvimento de sintomas clinicos.
(HANSEEUW e cols., 2019). A figura 1 ilustra a hipdtese amiloide.
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Figura 1 - Fisiopatologia da doenca de Alzheimer

Vias que levam a formacdo de placas amiloides e emaranhados neurofibrilares pela hipotese amiloide. (1) A
Proteina Precursora Amiloide (APP) é clivada em proteina AP (B-amiloide) e é liberada no meio extracelular como
oligbmeros solaveis (Apo). (2) Esses oligbmeros podem ser eliminados por mecanismos que envolvem APOE ou
podem ser absorvidos por astrécitos por meio da LRP1 (Proteina relacionada ao receptor de lipoproteina de baixa
densidade 1) (3) ABo também podem se agregar no espaco extracelular para formar agregados fibrilares e placas
AB. (4) As placas AP podem ser eliminadas por meio da degradacéo por fagocitose ou endocitose (em macrofagos
e micrdglia) ou por endoproteases de astrocitos (como a enzima de degradacéo da insulina (EDI), nepresilina
(NEP) e metaloproteinase de matriz (MMP)) (5) No entanto, alguns oligbmeros AB que se dissociam das placas
AP podem ndo ser eliminados e sdo tdxicos para as sinapses adjacentes. (6) Dessa forma, induzem a agregacéo de
Tau por mecanismos ainda desconhecidos. O dano neuronal ocorre a partir da hiperfosforilagdo da proteina tau e
formacéao de emaranhados neurofibrilares, que se estendem por todo o neurdnio. (7) A tau fosforilada pode ser
liberada e absorvida por neurbnios saudaveis, desencadeando dano neuronal.

Fonte: adaptado de Nat Rev Dis Primers. 2015;1:15056.

Por fim, outros mecanismos participam pelo menos parcialmente da fisiopatologia da
DA, entre eles alteracdes do metabolismo de glicose e neuroinflamagdo. E importante ressaltar
que evidéncias robustas apoiam o papel dos mecanismos inflamatorios na patogénese da doenca
de Alzheimer (HENEKA e cols., 2015; HENEKA; KUMMER; LATZ, 2014). A

neuroinflamacdo é mediada por astrocitos e células da micrdglia atraves de citocinas,
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quimiocinas, complemento e estresse oxidativo. Estudos neuropatolégicos apontam para a
presenca da microglia ativada e mediadores relacionados a inflamacdo em cérebros com DA
em estagios iniciais do sistema de Braak e Braak (1991), enquanto estudos genéticos mostram
que varios genes que aumentam o risco de DA esporadica codificam fatores que regulam a
depuracdo microglial de proteinas e reagdo inflamatéria, como TREM2 e CD33 (GAUTHIER
e cols., 2018). A hipotese inflamatdria é extensa e complexa, sendo alguns dos mecanismos
inflamatorios envolvidos na DA ja previamente estudados por nosso grupo (GONCALVES e
cols., 2016; MARTINS e cols., 2012; TORRES e cols., 2014; TORRES e cols., 2012).

1.2 ALTERACOES SUBJETIVAS DE MEMORIA, COMPROMETIMENTO
COGNITIVO LEVE E DEMENCIA DE ALZHEIMER

A compreensdo dos aspectos fisiopatologicos da doenga sugere que as alteracdes
cognitivas sejam a expressdo clinica do processo neuropatolégico subjacente. A doenca de
Alzheimer, dessa forma, se refere a alteragdes neuropatolégicas, enquanto o declinio cognitivo
subjetivo, o comprometimento cognitivo leve (CCL) e a deméncia por doenca de Alzheimer
(DDA) representam o espectro de sua apresentacdo clinica (MCKHANN e cols., 2011).
Ademais, ainda transpondo o racional biologico, assim como as alteracGes neuropatoldgicas se
desenvolvem de forma progressiva, a apresentacdo clinica da DA segue a sequéncia do normal

a deméncia clinicamente estabelecida.

Dessa forma, postula-se que a DA segue uma trajetéria em continuum, tanto
neuropatoldgico quanto cognitivo. O conceito de “Alzheimer’s continuum” foi apresentado pela
primeira vez por Sperling em 2011, a partir de um modelo hipotético clinico-patologico. Nesse
modelo, a presenca das alteracBes neuropatoldgicas precedem a apresentacdo clinica, que
ocorre em 3 fases progressivamente: pré-clinica, CCL e deméncia. (Figura 2). (JACK e cols.,
2011; SPERLING e cols., 2011)



23

S Envelhecimento cognitivo
normal

Fungao
Cognitiva .
Pré-clinica

CCL

Demeéncia

anos [0 )

Figura 2 - Modelo representativo da teoria do “Alzheimer’s continuum”, proposto por Sperling em 2011.
Segundo esse modelo, as alteragdes neuropatoldgicas ja estdo presentes mesmo antes do desenvolvimento de
sintomas clinicos (CCL e Deméncia). CCL: comprometimento cognitivo leve. Fonte - adaptado de: R.A. Sperling
et al. Alzheimer’s & Dementia 7 (2011) 280-292

Nesse modelo, os individuos do grupo DA pré-clinico compreendiam os pacientes que
apresentassem biomarcador alterado, porém sem comprometimento cognitivo objetivo. Isto é,
desde aqueles sem qualquer queixa cognitiva até 0s que ja apresentavam algum

comprometimento cognitivo, porém ainda sem critérios para CCL, ditos como “nem normal,

nem CCL”. (SPERLING e cols., 2011).

A observacdo e o acompanhamento de pacientes que apresentavam queixas subjetivas
de memdria sem qualquer alteracdo em avaliagdo neuropsicolégica ou prejuizo funcional levou
ao surgimento do termo “declinio cognitivo subjetivo” (DCS). Esse termo foi proposto para
ser usado em pesquisas €, portanto, ndo € uma categoria diagnostica da CID-11 ou do DSM-5
(JESSEN e cols., 2020; JESSEN e cols., 2014). No quadro 1 seguem os critérios diagnosticos
para DCS.
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Quadro 1 - Critérios diagnosticos para Declinio Cognitivo Subjetivo.

Critérios diagndsticos para DCS (Jessen, 2014)

1. Declinio cognitivo persistente autorrelatado em comparacdo com um estado previamente

normal e ndo relacionado a um evento agudo.

2. Desempenho normal, ajustado para idade, sexo e escolaridade, em testes cognitivos

padronizados, que sdo usados para classificar comprometimento cognitivo leve (CCL)

1 e 2 devem estar presentes (obrigatério)

Critério de exclusédo
1. Comprometimento cognitivo leve, DA prodrémica ou deméncia
2. Pode ser explicado por um transtorno mental* ou neuroldgico (além da DDA), outra doenga,

uso medicamentos ou outras substancias

* Sintomas individuais de depressdo ou ansiedade, que ndo atingem o limiar de um transtorno, ndo sdo

considerados critérios de exclusdo.

DCS: Declinio Cognitivo Subjetivo; DA: deméncia pela doenca de Alzheimer; DDA: deméncia pela doenga de
Alzheimer. Fonte: JESSEN F. Alzheimers Dement 2014 Nov;10(6):844-52

Por outro lado, o CCL refere-se a individuos com prejuizos leves no desempenho
cognitivo e cujos déficits ndo interferem na capacidade de ser independente nas atividades
cotidianas e que ndo atendem aos critérios para o diagnostico de deméncia. Este construto pode
corresponder a uma fase de transicdo entre a auséncia de comprometimento cognitivo e

funcional objetivo e a deméncia.

No modelo inicial proposto por Petersen (2002) (quadro 2), o CCL é um termo amplo e
heterogéneo (PETERSEN RC, 2001). Nesse contexto, sugere-se a subclassificagdo em CCL
amnéstico (CCLa) e nao amnéstico, de acordo com a presenca e auséncia de comprometimento
da meméria. Ademais, a presenca de comprometimento amnéstico associado a outros dominios
cognitivos é classificado como CCLa multiplos dominios, ao passo que a auséncia de outros
comprometimentos como unico dominio. O autor sugere ainda que o CCLa, sobretudo Unico
dominio, apresenta maior risco de progressao para DDA, ao passo que o tipo ndo amnéstico
pode ser o precursor de deméncias ndo Alzheimer, como deméncia por Corpos de Lewy ou
degeneracéo lobar fronto-temporal (PETERSEN, 2016). Em uma metanalise de 2013 observou-
se uma taxa de conversdo anual mediana de 19% (WARD; TARDIFF; DYE; ARRIGHI, 2013).
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Quadro 2 - Critérios para Comprometimento cognitivo leve, segundo Petersen (2001)

Critérios diagnosticos para Comprometimento Cognitivo Leve, segundo Petersen (2001)

Queixa de declinio da memoria normalmente corroborada por informante
Déficit de memoria objetiva, de acordo com idade e escolaridade
Funcéo cognitiva geral preservada
Atividades de vida diéria preservadas
Auséncia de deméncia
Fonte: Petersen, RC. Arch Neurol, 2002. 58(12): 1985-92.

Em 2013, a Associacdo Americana de Psiquiatria, no DSM-5, reconhece um nivel
menos grave de prejuizo cognitivo e definem o conceito de Transtorno Neurocognitivo Leve
(TNC Leve) (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014). Basicamente, 0 TNC leve
engloba os pacientes que apresentam comprometimento cognitivo leve, independente da
subclassificacdo. Entretanto, no DSM-V, € possivel especificar a etiologia do TNC leve, a partir
de evidéncias neuropatologicas. Logo, pacientes que apresentem TNC leve com biomarcador
positivo para doenca de Alzheimer, sdo denominados como TNC leve devido a Doenca de
Alzheimer. No quadro 3 apresentamos os critérios diagnosticos de TNC Leve (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014):

Por fim, a DDA, ou transtorno neurocognitivo maior secundario a doenga de Alzheimer,
segundo o DSM-5, abrange os individuos que apresentam evidéncia objetiva de importante
declinio cognitivo associado a perda da capacidade de ser independente nas atividades
cotidianas. Difere do grupo anterior principalmente pelo impacto funcional da doenga no
cotidiano. Os critérios de DDA provavel mais usados ainda hoje s&o os propostos por Mckhann,
em guideline do NIA-AA de 2011. Sdo citados a seguir no quadro 4 (MCKHANN e cols.,
2011).
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Quadro 3 - Critérios diagnosticos para TNC Leve

Transtorno Neurocognitivo Leve

Critérios diagnésticos segundo DSM-5

A. Evidéncias de declinio cognitivo leve, a partir de nivel anterior de desempenho em um ou
mais dominios cognitivos (atengdo complexa, funcéo executiva, aprendizagem e memoria, linguagem,

perceptomotor ou cogni¢do social) com base em:

1. Preocupacdo do individuo, de um informante com conhecimento ou do clinico de que ocorreu

declinio na funcédo cognitiva;

2. Prejuizo leve no desempenho cognitivo, de preferéncia documentado por teste neuropsicolégico

padronizado ou, em sua falta, outra avaliacdo quantificada.

B. Os déficits cognitivos ndo interferem na capacidade de ser independente nas atividades cotidianas
(i.e., estdo preservadas atividades instrumentais complexas da vida diaria, como pagar
contas ou controlar medicamentos, mas pode haver necessidade de mais esforco, estratégias

compensatorias ou acomodagdo).

C. Os déficits cognitivos ndo ocorrem exclusivamente no contexto de delirium.

D. Os déficits cognitivos ndo sdo mais bem explicados por outro transtorno mental (p. ex., transtorno

depressivo maior, esquizofrenia).

Especificar: sem perturbacdo comportamental ou com perturbagdo comportamental.

Critérios diagndsticos para Transtorno Neurocognitivo Leve (TNC Leve), segundo DSM-5. Fonte: American
Psychiatric Association. Manual diagndstico e estatistico de transtornos mentais: DSM-5. 5.ed. Porto Alegre:
Artmed, 2014,

Em 2018, com o aprimoramento das pesquisas e do estudo dos biomarcadores, um novo
guideline foi publicado pelo NIA-AA, consolidando as alteragfes neurocognitivas como um
continuum e atualizando alguns conceitos. Jack et al (2018) propds 2 modelos que se
entrelacam: o clinico e o bioldgico. Foi definido, entdo, o termo “continuum cognitivo”, no qual
se classifica o status cognitivo do individuo, independente do biomarcador, em 3 estagios, que
ocorrem de forma sequencial: cognigdo normal, comprometimento cognitivo leve e deméncia.

(quadro 5).

Por outro lado, o termo continuum da Doenca de Alzheimer (cDA) deve se restringir a
pacientes que apresentem biomarcador amildide positivo, como sera explorado na proxima
sessdao. Nesse modelo, uma vez que exista evidéncia de alteracfes neuropatologicas sugestivas
de DA, as alterages clinicas seguem uma escala numérica de 6 estagios. Esses estagios

refletem a gravidade da DA de acordo com sintomas cognitivos (figura 3).
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Quadro 4 - Critérios diagnosticos para deméncia devido a Doenca de Alzheimer

Critérios diagnosticos para deméncia devido a doenga de Alzheimer provavel

1. Inicio insidioso (meses ou anos).

2. Historia clara ou observacao de piora cognitiva.

3. Déficits cognitivos iniciais e mais proeminentes em uma das seguintes categorias:

a) Apresentacdo amnéstica (deve haver outro dominio afetado).

b) Apresentagdo ndo-amnéstica (deve haver outro dominio afetado).

— Linguagem (lembrancas de palavras).

— Visual-espacial (cognicdo espacial, agnosia para objetos ou faces, simultaneoagnosia e
alexia).

— Funcdes executivas (alteragéo do raciocinio, julgamento e solucéo de problemas).

4. O diagnostico de DDA provavel ndo deve ser aplicado quando houver:

a) Evidéncia de doenca cerebrovascular importante definida por histéria de AVE
temporalmente relacionada ao inicio ou piora do comprometimento cognitivo; ou presenca de
infartos multiplos ou extensos; ou lesBes acentuadas na substancia branca evidenciadas por
exames de neuroimagem;

b) Caracteristicas centrais de deméncia com corpos de Lewy (alucinagdes visuais,
parkinsonismo e flutuagdo cognitiva);

c) Caracteristicas proeminentes da variante comportamental da deméncia frontotemporal;

d) Caracteristicas proeminentes de afasia progressiva primaria manifestando-se como a variante
semantica (também chamada deméncia semantica, com discurso fluente, anomia e dificuldades
de memoria semantica) ou como a variante ndo-fluente, com agramatismo importante;

e) Evidéncia de outra doenga concomitante e ativa, neuroldgica ou ndo-neuroldgica, ou de uso

de medicacdo que pode ter efeito substancial sobre a cognicédo

Critérios diagnésticos para deméncia na doenga de Alzheimer, segundo Mckhann; DDA: deméncia pela doenca
de Alzheimer. Fonte: MCKHANN GM. Alzheimers Dement 2011;7(3):263-9.



Quadro 5 - Estdgios do Continuum Cognitivo, segundo NII-AA (2018)

Estagios do “continuum cognitivo”

Cognic¢do normal
e Desempenho cognitivo dentro da faixa esperada para aquele individuo. Pode ser baseado em
julgamento clinico e/ou desempenho do teste cognitivo
e O Desempenho cognitivo pode estar alterado com base em normas populacionais, mas esta
dentro da faixa esperada para aquele individuo.
e Parte dos individuos sem deficit cognitivo pode relatar queixas cognitivas subjetivas e/ou
demonstrar declinio sutil nos testes cognitivos.

Comprometimento cognitivo leve

e Desempenho cognitivo abaixo da faixa esperada para aquele individuo com base em todas as
informacdes disponiveis. 1sso pode ser baseado no julgamento clinico e /ou no desempenho do
teste cognitivo (que pode ou ndo ser baseado em compara¢do com dados normativos com ou
sem ajustes para a idade, educacdo, ocupacao, sexo, etc.).

e O desempenho cognitivo geralmente esta na faixa alterada, com base nas normas de populacéo,
mas isso ndo é necessario, desde que o desempenho esteja abaixo da faixa esperada para aquele
individuo.

e Além de evidéncias de comprometimento cognitivo, evidéncias de declinio no desempenho
cognitivo do basal também deve estar presente. Isso pode ser relatado pelo individuo ou por um
observador (por exemplo, parceiro de estudo) ou observado pela mudanca na avaliacdo
cognitiva longitudinal ou por uma combinag&o delas.

e  Pode ser caracterizado por apresentagdes cognitivas que ndo sdo primariamente amnésticas.

e Embora o comprometimento cognitivo seja o principal critério clinico, alteragBes do
comportamento pode ser uma caracteristica proeminente do quadro clinico inicial.

e Realiza atividades da vida diaria de forma independente, mas o deficit cognitivo pode resultar
em impacto funcional detectdvel, mas leve nas atividades da vida didria avangadas,
autorrelatadas ou corroboradas por terceiros.

Deméncia

e Prejuizo cognitivo progressivo substancial que afeta varios dominios e / ou sintomas
comportamentais. Pode ser relatado pelo individuo ou por um observador (por exemplo,
parceiro) ou observado por mudanga na avaliagdo cognitiva longitudinal.

e  Comprometimento cognitivo e / ou sintomas comportamentais resultam em impacto funcional
evidente na vida diaria. Ndo é mais totalmente independente / requer assisténcia com as
atividades da vida diaria. Este é o principal fato que diferencia deméncia de CCL.

e Pode ser subdividido em leve, moderado e grave

NII-AA: National Institute on Aging and Alzheimer’s Association; CCL: comprometimento cognitivo leve.

Fonte: JACK CR Jr. Alzheimers Dement 2018;14(4):535-562

Estagio 2 Estagio 3 Estagio 4 Estagio |

Declinio cognitivo Declinio cognitivo Demeéncia leve Deméncia
subjetivo ou sutil objetivo a nivel de Moderada
objetivo (ou CCL, pode ocorrer
‘ambos) e ndo leves déficits
preenche critérios funcionais (AVD
para CCL; inicio avangada), mas
recente de independéncia
sintomas preservada.

‘comportamentais

podem ocorrer ou

~ pode ser o sintoma
predominante

Figura 3 - Estagios sintomaticos da Doenca de Alzheimer
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Legenda: O esquema mostra os estagios sintomaticos da DA proposto pelo guideline de 2018 da NIA-AA. Esses
estagios se aplicam apenas a pacientes que estdo no continuum da DA, ou seja, que apresentem biomarcador
amiloide positivo. As cores indicam a progresséo do declinio cognitivo: da auséncia de sintomas (verde) a presenga
de deméncia avancada (vermelho). NIA-AA= National Institute of Aging-Alzheimer’s Association; CCL=

Comprometimento cognitivo leve. Fonte: adaptado de Lancet Neuro. 2020;19(3):271-278.
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Esquematicamente, podemos observar a evolugédo dos conceitos para 0 modelo proposto

por Jack et al (2018), atualmente o mais aceito. (figura 4).

Continuum do Alzheimer
(constructo clinico-bioldgico)

DSM-5 (2013) TNC leve TNC maior

Continum . .
Cognitivo (2018) Cognigdo Normal CCL Deméncia
NIA-AA 2018 Estagio 1

Estagio 3 Estagios 4,5e 6

Continuum da Doenga de
Alzheimer
(constructo bioldgico)

Figura 4 - Evolugé@o de modelos e conceitos no estudo da doenga de Alzheimer

Legenda: Na primeira linha, modelo proposto pelo NIA-AA em 2011 em que se postula o Continuum do Alzheimer
como um constructo clinico-bioldgico. Nesse modelo, pode dividir a apresentacéo clinica em fase pré-clinica, CCL
e Deméncia; Na segunda linha, modelo proposto pelo DSM-5 em que o comprometimento cognitivo leve é
chamado de TNC leve, podendo ser especificado em “do tipo Alzheimer”, conforme biomarcador. O mesmo ocorre
para deméncia. Na terceira linha, modelo proposto pelo NIA-AA (2018) do continuum cognitivo, onde a presenca
de biomarcadores ndo € considerada. Por fim, modelo em 6 estagios proposto pelo NIA-AA (2018) em que 0s
estagios representam a classificagdo clinica da doenca de Alzheimer, obrigatoriamente diagnosticada pela
evidéncia de alteragdo biolégica. Nesse contexto, o termo continuum da Doenga de Alzheimer se refere a um
constructo unicamente biol6gico. CCL: comprometimento cognitivo leve; TNC: transtorno neurocognitivo leve;
NIA-AA: National Institute on Aging and Alzheimer’s Association, DSM-5: Manual de Diagndstico e Estatistica
de Transtornos Mentais. Fonte: adaptado de Nat Rev Dis Primers. 2021;7:33.

1.3 BIOMARCADORES E SISTEMA AT(N)

Os sistemas classificatorios anteriores eram baseados na apresentacdo clinica.
Entretanto para aplicacdo em pesquisa, desde 2018, propdem-se o diagnostico bioldgico de DA
mesmo sem a presenca de sinais ou sintomas clinicos. Dessa forma, as recomendacdes para uso
de biomarcadores em pesquisa publicadas pelo NIA-AA em 2018 consolidaram as analises de
concentracdes liquoricas de AP e Tau e a neuroimagem molecular e estrutural como os
principais marcadores de DA. Trata-se de um sistema binario intitulado AT(N), em que 0s

biomarcadores séo agrupados em trés grandes grupos, baseado no processo patoldgico: (A)




30

associado a agregados AP; (T) marcador de taupatia; e (N), relacionada a neurodegeneracao.
Segundo esse sistema, o diagndstico de DA com finalidade de pesquisa, ndo mais é baseado em
manifestacdes clinicas (sinais e sintomas). Desta forma, a DA passa a ser um constructo
bioldgico. (JACK e cols., 2018; JACK e cols., 2016).

A avaliacdo da amiloidopatia (A) pode ser realizada atraves de FDG PET: Tomografia
por emissdo de positrons (PET-CT) com marcador amildide ou através da reducdo da
concentracao de APB42 no liquido cefalorraquidiano (LCR). De forma semelhante, a avaliagao
de Taupatia (T) se da através de PET-CT com marcador para Tau ou através do aumento da
concentracdo de Tau fosforilada (p-Tau) no LCR. Por fim, a presenca de neurodegeneracéo, ou
injuria neuronal, sera feita por neuroimagem estrutural (Ressonancia nuclear magnética -
RNM), PET de metabolismo - FDG PET: Tomografia por emissdo de pdsitrons com
fluordesoxiglicose (FDG PET) ou ainda pela dosagem de Tau total (t-Tau) no LCR. O quadro
6 ilustra a classificagdo do sistema AT(N).

Quadro 6 - Descrigdo do Sistema AT(N)

Sistema AT(N)
A: Agregados AP ou estado patoldgico associado a amiloidopatia
AB42 no LCR ou relacdo Ap42/Ap40 no LCR
PET-CT com marcador Amil6ide

T: Agregados neurofibrilares ou estado patolégico associado a taupatia
p-Tau no LCR
PET-CT com marcador Tau

(N) Neurodegeneragdo ou leséo neuronal
RNM estrutural

PET FDG

t-Tauno LCR

Legenda: Descricdo do sistema AT(N). AB: proteina B-amiloide; LCR: liquido cefalorraquidiano; PET-CT:
Tomografia Computadorizada por Emissao de Pdsitrons; p-Tau: proteina Tau fosforilada. RNM: ressonancia
nuclear magnética; FDG PET: Tomografia por emissdo de positrons com fluordesoxiglicose; t-Tau: proteina Tau
total. Fonte: JACK CR Jr. Alzheimers Dement 2018;14(4):535-562.

Baseado nesse sistema, o individuo pode ser agrupado em 3 perfis: biomarcador normal
para DA, continuum da DA (cDA) e alteragdes patologicas ndo Alzheimer (APNA) (Quadro
7). Nota-se que esse sistema se baseia principalmente na presenga de proteina A, de forma que
essa ¢ considerada a “marca” da DA no individuo. Assim, podemos dizer que o “continuum da

DA” é um termo abrangente, uma vez que inclui todos os individuos com evidéncia de
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biomarcadores de AP, independente da presenca de taupatia ou neurodegenera¢do, ao passo que
o termo “Doenga de Alzheimer” deve ser restrito a presenca de patologia AP e Tau,

independente de neurodegeneracao e da apresentacdo clinica. (JACK e cols., 2018).

Quadro 7 - Classificacdo bioldgica segundo AT(N)

Perfil AT(N) Categoria do Biomarcador
A-T-(N) - Biomarcador normal
A+ T-(N) - Alteracdes patoldgicas de Alzheimer
A+ T+ (N) + Doenca de Alzheimer
continuum da Doenca de
A+ T+ (N) - Doenca de Alzheimer Alzheimer
Alzheimer e concomitante suspeita de
A+T-(N)+ - :
alteracGes patoldgicas ndo Alzheimer
A-T+ (N) - Alterac@es patoldgicas ndo Alzheimer (APNA)
A-T-(N) + Alterac@es patoldgicas ndo Alzheimer (APNA)
A-T+(N)+ Alteracdes patoldgicas ndo Alzheimer (APNA)

Legenda: Classificacdo bioldgica conforme biomarcador, segundo sistema AT(N)
Fonte: JACK CR Jr. Alzheimers Dement 2018;14(4):535-562

E interessante ressaltar também que classificacdo AT(N) permite a defini¢io bioldgica
da doenca além de medida de gravidade, sobretudo se associarmos a presenca de sintomatologia
clinica - AT(N)(C), e por isso o N fica em parénteses. A definigdo de “doenga de Alzheimer”
se baseia, entdo, na presenca de AP positivo (define que pessoa se encontra no espectro da
doenca de Alzheimer — Continuum da DA) associado a p-Tau positivo, uma vez que é
necessario a presenca concomitante dos dois biomarcadores para o diagnostico
neuropatoldgico. Por outro lado, a presen¢a de neurodegeneracdo e 0s sintomas cognitivos
determinam a gravidade da doenca, independente da patologia de base. O Quadro 8 ilustra a
classificagdo AT(N)(C) (JACK e cols., 2018).
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Quadro 8 - Classificacdo AT(N)(C), considerando biomarcadores e apresentacdo clinica.

Perfil de
Biomarcadores

Sem alteracéo
cognitiva

Comprometimento cognitivo
leve

Demeéncia

Sem biomarcadores DA

CCL e biomarcadores de DA

Deméncia e

A-T-(N)- x s x biomarcadores de DA
Sem alteragdo cognitiva sem alteracéo <
sem alteracdo
x - ~ - Alteracdes
A+T-(N)- Alteracdes pato!oglcas Alterac@es patoldgicas da DA patologicas da DA
da DA pré-clinica com CCL A
com Deméncia
A+T+(N)-
DA pré-clinica Doenga de Alzheimer com CCL | Deméncia da Doenga
P (DA prodrémica) de Alzheimer
A+T+(N)+
Alteragdes patoldgicas Alteracdes
concomitantes de DA e Alteragdes patoldgicas da DA patolégicas da DA
A+T-(N)+ x ) )
outras, sem alteracéo concomitante a outracom CCL | concomitante a outra
cognitiva com Deméncia
A-T+(N)-
Alteragdes patoldgicas ~ - 5 Alteragdes
A-T-(N)+ ndo-DA sem alteracdo Alteragges patologicas ndo-DA patolégicas ndo-DA
. com CCL Al
cognitiva com deméncia
A-T+(N)+

DA: doenga de Alzheimer; CCL: comprometimento cognitivo leve. Fonte: adaptado de JACK CR Jr. Alzheimers
Dement 2018;14(4):535-562.

Por fim, os autores recomendam que estes biomarcadores sejam examinados em

diferentes populacdes. Na populagéo brasileira, apesar da alta prevaléncia de DDA, o0s estudos
com biomarcadores ainda sdo escassos (COUTINHO e cols., 2020; RADANOVIC e cols.,
2019; RI1ZZl e cols., 2018; WEILER e cols., 2018) e os mecanismos da DA precisam ser melhor

investigados, considerando as caracteristicas genéticas, sociodemograficas e clinicas distintas

da populacgéo.
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1.4 BIOMARCADORES NO LCR

Jack et al (JACK e cols., 2018) reconhecem que a principal limitacdo desse sistema é o
alto custo e a metodologia invasiva usada na avaliacdo dos biomarcadores. Para paises de baixa
e média renda, como o Brasil, que apresentam maior aumento proporcional em nimero de
portadores de deméncia, esse fator é ainda mais limitante (PRINCE; WIMO; GUERCHET,
2015). Considerando métodos menos invasivos, como PET-CT, é importante lembrar que a
avaliacdo dependente de aparelho especifico, de alta tecnologia, além da disponibilidade dos
marcadores especificos para a DA e de profissionais altamente qualificados. Trata-se, dessa

forma, de tecnologia de alto custo e de dificil aplicabilidade.

Diversos estudos que buscaram comparar a avaliacdo de biomarcadores de DA por PET-
CT amildide e LCR mostraram alta concordancia entre os métodos (BLENNOW e cols., 2015;
LANDAU e cols., 2013; PALMQVIST e cols., 2014). Alguns deles indicaram que 0s
biomarcadores do LCR podem detectar alteracbes em p-amildide antes do PET-CT
(PALMQVIST; MATTSSON; HANSSON, 2016). Achados semelhantes podem ser
encontrados para biomarcadores Tau, com associacdo moderada entre biomarcadores fluidos
no LCR e os resultados do PET-CT (MATTSSON e cols., 2017). E importante destacar também
que a punc¢éo lombar é um procedimento bem conhecido, seguro, acessivel e de facil realizacao.
Nesse contexto, o uso de biomarcadores no LCR surge como uma alternativa vidvel e ndo

menos acurada.

Vérias técnicas foram estudadas para o processamento dos biomarcadores fluidos no
LCR. Atualmente, as principais técnicas comercialmente disponiveis sdo o método nao
automatizado de ensaio imunoenzimatico (ELISA), o semiautomatizado Luminex (XMAP)
(OLSSON ecaols., 2016) e os ensaios automatizados de ultima geracao, imunoensaio enzimatico
quimioluminescente  (Lumipulse®,  fujirebio, Europa) e  imunoensaio  de
eletroquimioluminescéncia (Elecsys®, Roche Diagnostics, Suica) (BITTNER e cols., 2016;
LEITAO e cols., 2019). Apesar do surgimento de tecnologias inovadoras, a técnica mais
utilizada em pesquisas ainda é o ELISA, principalmente o teste INNOTEST® (Fujirebio,
Europa) (LEUZY e cols., 2021). Trata-se de uma técnica manual baseada em imunoensaio

enzimatico em fase soOlida em que se usa um anticorpo monoclonal para capturar
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especificamente o biomarcador de interesse. Neste método, deve ser realizado um ensaio para
cada biomarcador. (VEERABHADRAPPA e cols., 2020).

Por outro lado, o Luminex é um teste de maltiplos analitos, semiautomatizado, por meio
do qual é possivel detectar e quantificar simultaneamente todos os biomarcadores em uma
mesma amostra (HERSKOVITS e cols., 2013), reduzindo erros de bancada. Apresenta ainda a
vantagem de utilizar menor quantidade de amostra por ensaio e demandar menos tempo para
processamento (KANG e cols., 2012). Alem disso, estudos mostram que ha uma reducéo da
variabilidade intra e inter ensaio quando comparado ao ELISA por um custo consideravelmente
menor e acuracia semelhante (FAGAN e cols., 2011; IRWIN e cols., 2012; LE BASTARD e
cols., 2013; VEERABHADRAPPA e cols., 2020). Nesse contexto, 0 Luminex se destaca como

uma boa opcéo.

O Luminex mais comumente usado em pesquisas € INNO-BIA AlzBio3® (Fujirebio,
Europa). Entretanto o laboratorio Fujirebio descontinuou sua comercializacdo em janeiro de
2021, tornando uma opcdo inviavel para pesquisas futuras. Dessa forma, outros testes Luminex
comercialmente disponiveis, como Millipore xMap® (HNABTMAG-68K) (Millipore,
Alemanha) tendem a ganhar espaco no meio cientifico. Até onde sabemos, o Millipore xMap®
foi pouco estudado como biomarcador de DA, de modo que carecem de estudos que avaliem a

metodologia em diversos cendrios de pesquisas clinicas.
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2 JUSTIFICATIVA

A pesquisa de biomarcadores se justifica para o diagndstico precoce da DA e para a
investigacdo de mecanismos envolvidos na sua fisiopatologia, especialmente na nossa
populacdo, na qual estudos clinicos envolvendo biomarcadores ainda séo escassos.

O diagnostico clinico precoce da DA ainda é dificil, uma vez que a sintomatologia da
doenca é compartilhada por uma grande variedade de transtornos que refletem caracteristicas
neuropatologicas comuns. Por outro lado, so € possivel estabelecer o diagnostico nas fases pré-
clinicas por meio de biomarcadores. Este fato torna de grande relevancia estabelecer
biomarcadores confidveis que contribuam para definir o diagndstico, estimar o risco, avaliar o

estagio da doencga e monitorar a progressao e a resposta terapéutica (DUBOIS e cols., 2021).

E importante ressaltar que a defini¢do da DA como um construto bioldgico possibilitara
a caracterizagdo mais acurada e uma maior compreensdo da sequéncia de eventos que levam ao
comprometimento cognitivo associado com a doenca, bem como de sua etiologia multifatorial.
Esta definicdo também permitira uma abordagem mais precisa dos estudos de intervencao
terapéutica direcionando-os para alvos em vias especificas do processo de doenca, além de
permitir a selecdo mais adequada dos participantes dos ensaios clinicos (JACK e cols., 2018;
JACK e cols., 2016). Reforca-se, ainda, a existéncia de varas drogas modificadoras da doenca
(DMD) promissores, desenvolvidos com base nos mecanismos moleculares, em fase Il e 111 de
ensaios clinicos randomizados. Para utilizacdo destas DMD € necessario o estabelecimento do
diagnostico biolégico da doenca, bem como a avaliacdo evolutiva dos marcadores
neurobioldgicos da DA (CUMMINGS e cols., 2020; LOUREIRO e cols., 2020)

Por fim, o alto custo das metodologias atualmente disponiveis para avaliacdo de
biomarcadores restringe seu uso em paises de baixa e média renda, locais onde se espera maior
prevaléncia da doenca. Dessa forma, é de extrema importancia explorar metodologias

acessiveis e custo-efetivas, como o Millipore xMap®.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar o perfil de biomarcadores no liquido cefalorraquidiano em pacientes que apresentem

CCLa e deméncia por DA e em idosos sem comprometimento cognitivo e funcional objetivo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar a amostra de pacientes com CCLa e deméncia por DA quanto a dados
sociodemogréficos e clinicos, estudar as correlacbes entre varidveis clinicas e

sociodemogréficas e os biomarcadores liquoricos.

- Caracterizar as amostras de pacientes com biomarcador normal, continuum da doenca de
Alzheimer e alteracOes de biomarcadores ndo-Alzheimer quanto a dados sociodemogréaficos e
clinicos, e estudar as correlagdes entre variaveis clinicas e sociodemograficas e 0s

biomarcadores liquoricos.

- Avaliar a possivel relacao entre os marcadores AB42, p-Tau, t-Tau no LCR de portadores de
CCLa e DDA quando comparados a controles sem comprometimento cognitivo e funcional

objetivo.

- Comparar e correlacionar as medidas liqudricas dos biomarcadores Ap42, p-Tau, t-Tau e suas
razBes, obtidos pela técnica ELISA e LUMINEX.

- Avaliar a acuracia diagndstica do teste Millipore xMap (HNABTMAG-68K) em relacéo ao
padréo de referénciade referéncia INNOTEST ELISA

- Definir um ponto de corte para o teste Millipore xXMap para este grupo clinico (HNABTMAG-
68K)



37

4 METODOLOGIA

O presente trabalho foi desenvolvido pelo grupo de pesquisas “Envelhecimento e
doengas neurodegenerativas”, coordenado pela professora Maria Aparecida Camargos Bicalho,
cujo objetivo é estudar os aspectos do envelhecimento fisioldgico e patoldgico e 0s mecanismos
de doenca relacionados ao processo de envelhecimento na populacio brasileira. E importante
ressaltar que o trabalho é desenvolvido em parceria com as seguintes instituicbes: Centro de
Referéncia a Saude do Idoso da UFMG Instituto Jenny de Andrade Faria (IJAF), Laboratorio
Ciéncia e Tecnologia em Medicina Molecular (CTMM), Hospital Odilon Behrens, Hospitais
Jodo XXIII e Maria Amélia Lins da Fundacgéo Hospitalar do Estado de Minas Gerais FHEMIG,
Hospital da Policia Militar de Minas Gerais, Instituto René Rachou-Fiocruz e Laboratério de
Neurociéncias da UFMG. Por fim, apresentaremos a metodologia usada para realizacdo do
“estudo 17, manuscrito ja submetido a revista Frontiers in Psychiatry - section Aging

Psychiatry.

4.1 SELECAO DE AMOSTRA

Entre margo de 2015 e novembro de 2020 foram selecionados 81 pacientes, sendo 36
pacientes com diagndstico clinico de DDA, 29 de CCLa e 16 pacientes sem comprometimento
cognitivo ou funcional objetivo (SCCO). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG sob o nimero n° CAAE 79354317.1.0000.5149 (anexo 1). Todos 0s
participantes e seus acompanhantes/cuidadores assinaram o termo de assentimento livre e
esclarecido (TALE) e o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (anexo 2),
respectivamente, mesmo aqueles que posteriormente foram excluidos do trabalho. Para melhor
compreensdo, descreveremos a metodologia de selecdo dos participantes em dois tempos:
primeiro, aqueles com comprometimento cognitivo e, em segundo momento, 0s pacientes sem

comprometimento cognitivo objetivo e funcional.

Os participantes do estudo que apresentavam comprometimento cognitivo (DDA e

CCLa) foram provenientes do Centro de Referéncia a Saude do Idoso da UFMG-Instituto Jenny
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de Andrade Faria (IJAF). Os idosos foram encaminhados pela atencdo primaria da Prefeitura
de Belo Horizonte ao 1JAF, com demandas variadas e, foram submetidos a avaliacdo geriatrica
multidimensional por médico geriatra treinado, para definicdo de plano de cuidados. Parte dos
pacientes que apresentam suspeita clinica de comprometimento cognitivo foram convidados a

participar do ambulatério de comprometimento cognitivo leve e deméncia do 1JAF.

Os idosos que aceitaram participar do projeto de pesquisa foram submetidos & nova
avaliacdo geriatrica, com foco em avaliacdo cognitiva, além de avaliacdo neuropsicologica.
Foram realizados exames bioquimicos, hematoldgicos e soroldgicos para pesquisa da etiologia
do comprometimento cognitivo e avaliagdo de comorbidades: hemograma, ureia, creatinina,
sodio, potassio, calcio idnico, glicose em jejum, glicohemoglobina, colesterol total, fracdes e
triglicérides, transaminases, fosfatase alcalina, GGT, TSH, VDRL, 25- OH-vitamina D,
vitamina B12 e &cido folico. Ademais, foram realizados exames de neuroimagem (Tomografia
computadorizada do cranio e/ou ressonancia nuclear magnética) com objetivo de excluir outras
causas para 0 comprometimento cognitivo e corroborar com o diagndstico etiolégico de doenca

de Alzheimer.

Apos a realizacdo das avaliagdes geriatrica e neuropsicoldgica, dos exames laboratoriais
e de neuroimagem, os casos foram discutidos em reunido entre as equipes de neuropsicologia
e geriatria, para definicdo final do diagndstico cognitivo seguindo os critérios estabelecidos por
DSM-5 (2014) (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014) para diagndstico de
CCL e de Mckhann e cols. (2011) para diagnostico de deméncia secundario a DA. Uma vez
definido o diagndstico clinico, os pacientes foram convidados a realizar puncdo lombar (PL)
para coleta de LCR e coleta de sangue periférico. Aqueles que aceitaram ser submetidos a todos
os procedimentos foram incluidos no estudo. No periodo avaliado, foram coletados dados

clinicos e material bioldgico de 65 pacientes, sendo 29 com CCLa e 36 com DDA.

Os individuos sem comprometimento cognitivo objetivo e funcional eram oriundos do
Hospital Odilon Behrens, dos Hospitais Jodo XXIII e Maria Amélia Lins, e do Hospital da
Policia Militar de Minas Gerais, onde foram submetidos a procedimentos cirurgicos eletivos,
por indicacdo da equipe médica assistente, sob raquianestesia, permitindo a coleta de liquido

cefalorraquidiano para o estudo. O recrutamento aconteceu da seguinte maneira:
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(1) os pesquisadores do grupo identificavam, conforme escala divulgada previamente
pela equipe cirdrgica, pacientes potenciais para o estudo (idade superior a 60 anos e
procedimentos eletivos ou semi-eletivos infra-abdominais — ex. artroplastia de joelho, fratura
de quadril, histerectomia, hérnia inguinal).

(2) os pesquisadores realizavam uma entrevista rpida com o paciente ou responsavel
legal antes do procedimento cirdrgico, procurando identificar, durante processo de triagem,
possiveis fatores de exclusdo. Nesse momento ndo eram realizados testes cognitivos.

(3) o idoso era convidado a participar do estudo, sendo informado da coleta do LCR
durante a realizagdo de raquianestesia.

(4) O pesquisador apresentava e explicava o TCLE aos individuos que aceitavam
participar do estudo e eram solicitadas assinaturas dos presentes.

(5) O anestesista, que ja havia sido contatado quanto a possivel indicacdo de coleta de
LCR para pesquisa, era novamente contatado, informando quanto a anuéncia do paciente para
coleta do material durante procedimento anestésico.

(6) Caso o procedimento anestésico ocorresse sem intercorréncias, 0 LCR era coletado
e entregue ao pesquisador.

(7) O pesquisador encaminhava o material ao laboratdrio de Ciéncia e Tecnologia em
Medicina Molecular (CTMM) da Faculdade de Medicina da UFMG para processamento do
Material.

(8) Os idosos ou seus familiares responsaveis eram contatados a fim de agendar
avaliacdo clinica e cognitiva. Esse contato era feito no periodo superior a 20 dias apds a
realizacdo do procedimento cirirgico que permitiu a coleta do LCR, de modo a evitar
interferéncia do processo de hospitalizacdo na avaliacao cognitiva e funcional.

(9) No ambulatério 1JAF, os idosos eram submetidos ao mesmo protocolo clinico dos
demais participantes da pesquisa, com avaliacdo geriatrica e neuropsicoldgica para a definicéo
do diagndstico cognitivo clinico.

(10) Os pacientes que ndo apresentam comprometimento cognitivo e funcional objetivo

eram incluidos no estudo. Neste momento era coletado sangue periférico novamente.

Optamos por selecionar os pacientes pertencentes ao sCCO ap0s realizacdo de
raquianestesia para procedimento cirargico eletivos ou semi-eletivos de forma a evitar
procedimentos desnecessarios em pacientes sem comprometimento cognitivo, tendo em vista
as consideracdes eticas relativas a realizacdo de procedimento com finalidade puramente de

pesquisa. Foi coletado material bioldgico (liquor e sangue) de 32 individuos, entretanto apenas
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16 pacientes foram incluidos na amostra (figura 5). Os demais apresentavam critérios de
exclusao, identificados apds coleta do material. Na proxima subsecéo sdo descritos os critérios
de exclusdo do estudo. Além disso, trés individuos, inicialmente recrutados como sCCO,
apresentavam CCLa a avaliacdo cognitiva objetiva (geriatrica e neuropsicoldgica) e foram
avaliados como grupo CCLa. Néo foi realizado célculo de amostra para defini¢do dos grupos,

sendo incluidos os participantes que atendiam aos critérios descritos a seguir.

32 pacientes
“SCCO"

‘

1 paciente

HOSPITAL /
: ' 6bito

\J‘” 4 pacientes

Déficit cognitivo

8 pacientes

N&do retornaram
(telefone errado / ndo
:ompareceu/se recusou a

3 pacientes comparecer)
Critérios para CClLa

16 pacientes

“sCco”
8 pacientes com 8 pacientes com
biomarcador para cDA Biomarcador normal

Figura 5 — Selecdo de pacientes sem comprometimento cognitivo e funcional

Legenda: No fluxograma pode ser observado as perdas de pacientes do grupo sem comprometimento cognitivo
objetivo. Por fim, o grupo é separado segundo classifica¢do bioldgica avaliada por Luminex, usando os pontos de
corte apurados pelo “estudo 1”. sCCO: sem comprometimento cognitivo objetivo; CCLa: comprometimento
cognitivo leve amnéstico; cDA: Continuum da Doenca de Alzheimer. Fonte: proprio autor (2021)

Ressaltamos que para participacdo no estudo era essencial a assinatura do TCLE, pelo
paciente e/ou acompanhante/cuidador. No caso de individuos portadores de deméncia, o
participante assinava o Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE). Neste caso, 0

TCLE ¢é assinado também pelo acompanhante/cuidador.
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4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Idosos com idade igual ou superior a 60 anos, sem comprometimento cognitivo e

funcional objetivo, com CCL amnéstico Unico ou multiplos dominios e com Deméncia de

Alzheimer que aceitaram participar do projeto de pesquisa e assinaram o TCLE, e que ndo

apresentaram nenhum dos critérios de exclusdo apresentados a seguir.

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

f)

9)

h)

)

k)

1)

Os pacientes que apresentaram qualquer criterio abaixo foram excluidos do estudo.
Idade inferior a 60 anos;

Incapacidade cognitiva por deméncia ndo-Alzheimer;

Incapacidade cognitiva por transtorno depressivo maior;

Portadores de transtornos mentais moderados a grave;

Transtornos cerebrovasculares, hidrocefalia e massa intracraniana documentada por
tomografia computadorizada ou RNM;

Anormalidades no folato sérico e / ou vitamina B12, sorologia para sifilis ou niveis de
hormanio tireoidiano;

Histdria de lesdo cerebral traumatica ou outra doenca neurodegenerativa (por exemplo,
doenca de Parkinson);

Doencas inflamatdrias cronicas ou agudas;

Doenga neoplésica em atividade;

Tratamento com anti-inflamatorios ou anticoagulantes;

Portadores de disturbios de coagulacéo ou osteoartrite grave da coluna lombar, suspeita
de abscesso epidural espinhal, infeccao de pele no local da PL, que contraindicassem o
procedimento.

N&o comparecimento a consulta para aplicacao de protocolo clinico estruturado.

m) Recusa em assinar o TCLE.
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4.4 AVALIACAO COGNITIVA

Todos os pacientes foram submetidos a um mesmo protocolo de pesquisa estruturado
(anexo 3). Inicialmente foi aplicado um questionario sobre aspectos sociodemograficos,
avaliacdo da historia clinica atual, pregressa e familiar, caracterizacdo das comorbidades,

medicamentos em uso, habitos de vida e detalhamento da queixa de esquecimento.

Os diagnosticos de hipertensdo arterial sisttmica (HAS), Diabetes Mellitus tipo 2
(DM2), dislipidemia, doenca arterial coronariana (DAC) e acidente vascular encefalico (AVE)
se basearam nos relatos do paciente e do acompanhante, nos relatérios médicos e no uso de
medicamentos especificos para estas condi¢bes clinicas de salde. Para evitar que estes
diagnosticos fossem subestimados, também foram consultados os exames laboratoriais de
glicemia de jejum, glicohemoglobina e colesterol total e fragdes, neuroimagem e
eletrocardiograma, além da mensuracdo de pressao arterial, seguindo critérios diagndsticos
reconhecidos internacionalmente (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2016; JAMES e
cols., 2014; STONE e cols., 2014). Ressalta-se que a presenca de AVE era um potencial fator
de exclusdo, sendo incluidos apenas aqueles que apresentassem lesdes cerebrovasculares
subcorticais sem repercussdo clinica. O critério estabelecido de tabagismo foi ter fumado 100
ou mais cigarros durante a vida (SANTOS e cols., 2011). Optou-se por avaliar ex-tabagistas e

tabagistas atuais em conjunto neste estudo.

O protocolo de avaliagdo cognitiva utilizado incluiu os seguintes instrumentos de
avaliacdo: Mini Exame do Estado Mental (2003) , Teste de fluéncia verbal (1997), Lista de
palavras CERAD (1989; 1998), Teste de Reconhecimento de figuras (1994), Teste do Reldgio
(1994), Inventario Neuro-psiquiatrico (1994), Escala de deméncia Clinica (1993), Avaliacdo
funcional Pfeffer (1982), Critérios diagndsticos para depressdo (DSM 5), Geriatric Depression
Scale (GDS, 1999) e Versdo brasileira da escala de Apatia (2010). Descreveremos

suscintamente cada teste a seguir:

Mini-Exame do Estado Mental (MEEM)
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O MEEM (FOLSTEIN; FOLSTEIN; MCHUGH, 1975) é o teste mais amplamente
utilizado para triagem cognitiva, € considerado de rastreio e utilizado para avaliagdo da
cognicdo geral dos participantes. E composto por 11 itens, com pontuacdo maxima de 30
pontos. Os itens avaliados sdo: orientacdo temporal, espacial, memoria, atencao, linguagem,
praxia, gnosia e funcéo executiva. Utilizamos como ponto de corte, de acordo com escolaridade,
de 18 pontos (para baixa escolaridade) e 26 pontos (para escolaridade maior ou igual a 8 anos),

conforme Bertolucci e cols. (1994).

Lista de palavras CERAD

Esse teste foi utilizado para avaliacdo da memdria episddica dos pacientes. Envolve a
leitura de forma lenta e clara, de uma lista de 10 palavras e solicita-se ao examinado que repita,
durante a leitura, uma a uma, de forma a garantir a compreensdo de cada palavra. Repete-se o
procedimento trés vezes, solicitando que ele relate todas as palavras que se lembrar,
independente da ordem, e cada tentativa. Ao final das trés etapas o examinador insere uma
tarefa distratora. Segue entdo, apds cinco minutos, uma evocacao de curto prazo e uma tarefa
de reconhecimento. Os escores obtidos nas trés tentativas devem ser de quatro, seis e sete/oito.
Segundo BERTOLUCCI e cols. (2001) o ponto de corte para o somatorio das trés tentativas é
13 pontos. A evocacdo de cinco minutos deve ser de trés/quatro palavras e o reconhecimento
de sete pontos (BERTOLUCCI e cols., 2001; BERTOLUCCI e cols., 1998; MORRIS e cols.,
1989).

Bateria cognitiva breve - Teste de figuras

E também um teste utilizado para avaliagdo de memdria episodica. Nesse caso, envolve
a apresentacdo de 10 figuras ao examinado, solicitando que identifiqgue e nomeie cada uma.
Ap0s, segue-se uma evocacao imediata seguido por uma nova apresentacdo dos estimulos e

outra evocagdo mais duas vezes, de forma a garantir trés evocacGes imediatas com objetivo de
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aprendizagem. Ao final das trés etapas, é inserida uma tarefa distratora e, posteriormente,
sugere-se ao examinado que evoque as figuras apresentadas, seguindo de uma tarefa de
reconhecimento. Os pontos de corte sdo: cinco pontos para memaria incidental, seis pontos para
memoria imediata, cinco pontos para memoria de evocacdo e oito pontos para a memoria de
reconhecimento (NITRINI e cols., 1994).

Teste do Reldgio

Esse teste € muito conhecido, comumente adotado na fase de rastreio para deméncia.
Na versdo utilizada no presente estudo, € solicitado ao idoso que desenhe um relogio de
ponteiros em um circulo pré-desenhado (10-12cm), com todos os nimeros marcando 11horas
e 10 minutos. O teste ndo é cronometrado e pode ser repetido. Utilizou-se 0 escore proposto
por (SHULMAN, 2000), com pontuacéo variando de zero a cinco pontos, com maior pontuacao

para 0 melhor desempenho.

Teste de fluéncia verbal

Esse teste tem por objetivo avaliar a memoria seméntica, funcgéo executiva e linguagem.
E solicitado ao sujeito que enumere o méaximo de animais ou frutas em um minuto
cronometrado. Esse teste apresenta alta acuracia na avalia¢do cognitiva de idosos. A pontuacéo
de corte depende da escolaridade do paciente, sendo esperado maior ou igual a nove animais
ou frutas para analfabetos, e maior ou igual a 13 animais ou frutas para sujeitos que apresentem

oito anos ou mais de escolaridade (NITRINI e cols., 1994).

Inventario Neuro-psiquiatrico (NPI)

O NPl (Cumnings, 1994) é um instrumento utilizado para avaliar sintomas

comportamentais comumente encontrados nas deméncias. Trata-se de um questionario que
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compreende 10 itens de forma independente. Os sintomas incluem: delirios, alucinaces,
irritabilidade, desinibicdo, agitacdo, ansiedade, depressdo, euforia, apatia e alteracGes
psicomotoras. Cada item avaliado tem seu escore definido na multiplicacdo da pontuagéo
baseada na frequéncia (zero a trés) com a obtida com a gravidade do sintoma (zero a quatro
pontos). Posteriormente a pontuagdo de cada item avaliado é somada e define-se o escore final.
A pontuacdo méxima de 12 para cada comportamento. Quanto maior a pontuacdo, maior a

gravidade dos sintomas comportamentais (CUMMINGS e cols., 1994).

Escala de deméncia Clinica (CDR)

A escala de deméncia clinica (do inglés, “clinical dementia scale”’-CDR) desenvolvida
por Morris (1993) tem por objetivo avaliar a gravidade da doenca e identifica casos em que ha
duvida no diagnostico, avaliando o nivel de comprometimento em seis categorias funcionais:
memoria, orientacdo, juizo e resolucdo de problemas, assuntos comunitarios, atividades
domésticas e hobbies, e cuidado pessoal. Cada categoria do CDR pode ser graduada em cinco
niveis distintos: (0) saudavel, (0,5) questionavel, (1) leve, (2) moderado, (3) grave. O CDR foi
traduzido e adaptado para o Brasil (MORRIS, 1993).

Avaliacdo funcional de Pfeffer

E um questionario que deve ser respondido pelo cuidado, cujo objetivo é avaliar as
atividades instrumentais de vida diaria instrumentais. E distribuido em 10 questdes, cada uma
com quatro gradacdes: Pontua-se “zero” se o paciente faz a tarefa sem dificuldade, “um” se faz
com dificuldade, “dois” se necessita de auxilio para fazer a tarefa e “trés” se ¢ incapaz de
realizar a tarefa. Ao final, soma-se cada questdo, sendo que a pontuacédo total varia de 0-30.
Permite também pontuar tarefas que nunca foram habituais ao paciente, questionando o
cuidador sobre a capacidade do idoso de eventualmente realizar a tarefa em caso de
necessidade. Pontuacdo maior ou igual a cinco sugere a presenca de prejuizo funcional
(PFEFFER e cols., 1982).
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Critérios diagnosticos para depressdo (DSM 5)

Para o diagndstico de depressao € necessario a presenca de cinco ou mais dos seguintes
sintomas durante duas semanas e representarem uma mudanca em relacdo ao funcionamento
anterior. E obrigatorio a presenca de um dos dois primeiros critérios — (1) humor deprimido na
maior parte do dia, quase todos os dias; (2) interesse ou prazer acentuadamente diminuidos por
quase todas as atividades na maior parte do dia, quase todos os dias; (3) perda ou ganho
significativo de peso ndo intencional, ou diminuicdo ou aumento do apetite; (4) ins6nia ou
hipersonia quase todos os dias; (5) agitacdo ou retardo psicomotor quase todos os dias
(observaveis por outros); (6) fadiga ou perda de energia quase todos os dias; (7) sentimento de
inutilidade ou culpa, excessiva ou inadequada (que pode ser delirante), quase todos os dias; (8)
capacidade diminuida de pensar ou concentrar-se, ou indecisdo, quase todos os dias; (9)
pensamentos de morte recorrentes, ideacdo suicida recorrente sem um plano especifico,
tentativa de suicidio ou plano especifico (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION,
2014).

Escala de depressdo geriatrica

A escala de depressdo geriatrica (do inglés, geriatric depression scale- GDS) é um dos
instrumentos mais frequentemente utilizados para o rastreamento de depressdo em idosos.
Desenvolvida por Yesavage em 1983 (versdao com 30 itens), e simplificada por Sheikh &
Yesavage, em 1986 (versdo com 15 itens). Ela é composta por perguntas faceis de serem
entendidas, tem pequena variacdo nas possibilidades de respostas e pode ser auto aplicada
(preenchimento de formulério) ou aplicada por um entrevistador treinado (preenchimento de
questionario). O diagndstico de depressdo deve ser suspeitado em idosos com seis respostas
positivas para depressdo (ALMEIDA; ALMEIDA, 1999)
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45 AVALIACAO NEUROPSICOLOGICA

A avaliagdo neuropsicologica tem por objetivo confirmar o diagndstico cognitivo-
funcional. E realizado conforme “Protocolo de avaliagio neuropsicologica para investigacao de
CCL e deméncia em idosos de baixa escolaridade” (DE PAULA e cols., 2013). Nesse
protocolo, de forma breve e estruturada, objetiva-se avaliar 0s seguintes dominios cognitivos
comprometidos: aprendizagem e memoria, atencdo complexa, fungdes executivas, habilidades
perceptomotoras e linguagem. Para isso, foram utilizados os seguintes testes:

e Escala de Avaliacdo de Deméncia Mattis: Trata-se de uma medida de avalia¢do do
estado cognitivo geral.

e Teste de Aprendizagem Auditivo-Verbal de Rey (RAVLT): medida de meméria
episadica.

e Bateria de Avaliacdo Frontal (FAB): avalia déficits fronto-executivos.

e Versdo Reduzida do Token Test: teste avaliacdo de linguagem.

e Fluéncia Verbal (FV) Seméntica e Fonémica: objetiva analisar a linguagem e funcao
executiva.

e Span de Digitos: avalia velocidade de processamento e memoria de curto prazo

e Desenho do Rel6gio: avalia fungdo visuoespacial e funcdo executiva

e Construcdo com Palitos: avalia habilidades visuoconstrutivas

e Teste de Nomeacéo do Laboratério de Investigacdes Neuropsicoldgicas (TN-LIN):

avaliacdo de linguagem

4.6 Coleta de amostras bioldgicas:

4.6.1 Sangue periférico:

A coleta de sangue periférica foi realizada por meio de técnica estéril, em sistema a
vacuo totalmente descartavel. Coletamos cerca de 15ml de sangue total em tubos contendo

anticoagulante Heparina, citrato e EDTA. Apo6s centrifugacdo de parte das amostras, o plasma
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foi estocado a -80°C. Parte da amostra coletada em tubo com EDTA foi submetida a extracdo
de DNA para posterior genotipagem. Ressalta-se que a coleta de sangue periférico faz parte do
protocolo de pesquisa, entretanto esses dados ndo foram analisados no estudo 1, objetivo dessa

dissertacdo.

4.6.2 Liquido cefalorraquidiano

A coleta de amostras de LCR foi realizada através de PL por medico anestesista
experiente. Para 0s pacientes com comprometimento cognitivo, o procedimento foi
previamente agendado conforme disponibilidade da equipe e do paciente. Antes da realizacéo
do procedimento foi realizada uma breve entrevista a fim de excluir condigdes inflamatorias
agudas e condicOes clinicas que contraindicassem a realizacdo do procedimento e, ainda,
explicar o paciente todo o procedimento realizado. Os pacientes sem comprometimento
cognitivo ou funcional objetivo foram submetidos a pun¢@o lombar durante procedimento de

raquianestesia.

A PL foi realizada com técnica estéril, com o paciente em decubito lateral ou sentado.
A agulha de peridural tipo Quinck nimero 22 foi inserida no espacgo subaracndideo, no espaco
intervertebral entre L3/L4 ou L4/L5, para coleta de 6 ml de LCR em tubos de polipropileno
(ENGELBORGHS e cols., 2017). As amostras foram imediatamente transportadas para o
laboratdrio, em um intervalo maximo de duas horas. O material foi processado por 15 minutos
a 3.000g em uma centrifuga a 4°C e, a seguir, as amostras aliquotadas em amostras menores e,

a seguir, estocadas a -80°C até a realizacdo das analises.

Embora a PL seja geralmente reconhecida como segura, traz alguns riscos. As
complicagBes mais comuns sdo a dor lombar e a cefaléia pds-puncéo lombar. Esta geralmente
ocorre entre 24 e 48 horas apds o procedimento e tem ocorréncia rara em idosos, com
prevaléncia inferior a 20% em clinicas de memdria (DUITS e cols., 2016). A cefaléia é
autolimitada e o tratamento consiste em repouso, hidratacao e analgesia simples. Complicagdes
potencialmente graves podem ocorrer, como a infecdo pos-PL, hematomas e trombose de seio

venoso. A infeccdo e 0s sangramentos volumosos s@o raros, especialmente quando as
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recomendacgdes sdo cuidadosamente seguidas e o procedimento realizado por profissionais

treinados (DUITS e cols., 2016), conforme adotado no presente estudo.

Nesse trabalho, entre os pacientes submetidos ao procedimento, foi relatada cefaléia em
trés pacientes (mulheres, com idade inferior a 75 anos). Ndo foram observadas outras

complicacoes.

4.7 Procedimentos laboratoriais — LCR

Foram determinadas as concentracfes de Ap42, p-Tau, t-Tau, através do método de
Luminex xMap, em todas as amostras de LCR selecionadas (n=81). Foi utilizado o kit Human
Amyloid Beta and Tau Magnetic Bead Panel® (HNABTMAG-68K) - Millipore xMap® -
(Millipore, Germany). Entretanto, ndo encontramos trabalhos que avaliassem acurécia
diagnostica do teste e sugerissem pontos de corte para esse kit. Nesse contexto, foi delineado o

“estudo 17, que ¢ o produto central dessa dissertacao.

De todos os 81 pacientes, 35 apresentavam medidas de biomarcadores tanto com
Luminex como com ELISA (Figura 6). Entdo, a partir do ensaio ELISA — INNOTEST®,
buscou-se avaliar a acuracia diagnostica do kit, além de determinar pontos de corte de cada
biomarcador e de suas relagdes. A seguir descreveremos brevemente ambas as tecnologias.
Ressalta-se que no “estudo 17 foi incluido apenas uma parte da amostra. A avaliacdo dos
biomarcadores dos 81 pacientes sera fruto de outros estudos do grupo. O ensaio ELISA foi
realizado em parceria com o laborat6rio de Neurociéncias — UFMG e 0 ensaio Luminex em

parceria com Instituto René Rachou-Fiocruz.
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Luminex 36 pacientes 29 pacientes 16 pacientes 81
DDA CClLa sCCO pacientes
Qutros
Estudos
Luminex ‘_ : :
+ 7 pacientes 17 pacientes 11 pacientes - 35
ELISA DDA CClLa sCCO pacientes
L. |Estudo 1

Figura 6 — Fluxograma de sele¢do da amostra do estudo 1
Legenda: DDA: Deméncia por Doenca de Alzheimer; CCLa: Comprometimento cognitivo leve amnéstico;
sCCO: Grupo sem comprometimento cognitivo objetivo. Fonte: Proprio autor (2021)

4.7.1 Luminex — Millipore xMap®

Para as quantificacdes dos biomarcadores no LCR, utilizou-se a tecnologia Luminex
Milliplex xMap® (Millipore, Alemanha) que permitiu a pesquisa dos respectivos analitos:
AB42, p-Tau e t-Tau.

Para a realizacdo dos ensaios Luminex, utilizou-se as recomendacdes do fabricante.
Inicialmente, descongelaram-se as amostras dos LCR (banho-maria a 37°C), homogeneizou

(vortex por 5 segundos) e centrifugou a 14.000g, por 5 minutos a temperatura ambiente.

Subsequentemente, adicionou-se 200 pL de Assay buffer em cada poco da placa, selou-
se e misturou-se em um agitador de placas por 10 minutos em temperatura ambiente (20-25°C).
O Assay buffer foi decantado e removido a quantidade residual de todos os pocos, invertendo a
placa e batendo levemente em toalhas absorventes varias vezes. Apds, foi adicionado, conforme
cada pogo previamente designado: 25 uL de cada padrao aos “pogos de padrao”; 25 uL de
Assay buffer (tampao de ensaio) aos “pogos de fundo”; 25uL de amostras diluidas e

centrifugadas aos “pogos de amostras”; 25uL de anticorpos de detecgdo e 25uL. de granulos em
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cada poco. A placa foi selada, embrulhada com papel aluminio e incubada durante a noite (16-
20h), a temperatura ambiente (20-25°C) e sob agitacdo (300£50rpm).

No dia seguinte, todo o conteudo do poco foi suavemente removido e a placa foi lavada
por 3 vezes com 200 uL. de Wash Buffer. A seguir, foi adicionado 50 pL da estreptavidina-
ficoeritrina (SAPE) em cada pogo. A placa foi selada, coberta por papel aluminio e incubou por
30 minutos em agitador (300+50rpm), temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Subsequentemente, procedeu-se a lavagem por 3 vezes com 200 pul de Wash Buffer.
Ressuspendeu-se o pellet com adi¢do de 100 pL de tamp&o de ensaio e homogeneizou-se as

amostras por 10 minutos.

Determinou-se as intensidades médias de fluorescéncia por aquisicdo das amostras no
equipamento Bio-Plex 200 (Bio-Rad Laboratories, California, EUA), utilizando-se o software
Luminex XPONENT versao 3.1 (Merck Millipore, Massachusetts, EUA). As concentracdes dos
biomarcadores foram obtidas a partir da construcdo de curvas-padrdo dos analitos (utilizando
uma curva logistica de ajuste de 5 pardmetros para transformar as intensidades médias de
fluorescéncia em concentracfes (pg/mL), utilizando-se o software Bio-Plex Manager™ versao
6.1 (Bio-Rad Laboratories, California, EUA).

4.7.2 ELISA-INNOTEST®

O imunoensaio enzimatico ELISA - INNOTEST® foi utilizado como teste de
referéncia. Trata-se de um método manual, baseado em imunoensaio enzimatico de fase sélida
no qual a proteina € capturada por um anticorpo monoclonal. Para quantificacdo dos
biomarcadores AB42, p-Tau e t-Tau deve ser realizado 1 ensaio para cada biomarcador,
utilizando kits especificos: INNOTEST® f-amiloide (1-42), INNOTEST® PHOSPHO-TAU
(181P) e INNOTEST® hTAUAg (Fugirebio, Europe).

Para cada biomarcador, as amostras de LCR sdo adicionadas e incubadas com um
anticorpo biotinilado, e entdo este complexo antigeno-anticorpo é detectado. Apos a adicao da

solucdo de trabalho do substrato, as amostras desenvolverdo uma cor. A intensidade da cor é
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uma medida da quantidade de proteina na amostra. Foi seguido a orientagdo do fabricante para

realizacdo dos ensaios.

Para o ponto de corte, utilizamos como referéncia os valores estabelecidos por Duits
(DUITS e cols., 2014) e Mulder (MULDER e cols., 2010). Sabe-se que existe uma grande
dificuldade em se determinar um Unico ponto de corte para os biomarcadores devido a grande
variabilidade dos resultados intra e inter laboratorio. Dessa forma, ndo had um consenso na

literatura quanto a um valor absoluto.

A escolha do método neste trabalho baseou-se na consagragéo da literatura, sendo um
dos mais citados. Definiu-se entdo como ponto de corte: AB42 <550 pg/ml, total tau (t-tau)>
375 pg/ml, p-tau (p-tau)> 52 pg/ml, relacéo t-tau/Ap42> 0,52 e relagéo p-tau/Ap42 >0,08.

4.8 PROCEDIMENTO ESTATISTICO E DELINEAMENTO DO ESTUDO 1

Os dados coletados foram computados em um banco de dados no programa Microsoft
Excel®. Considerando a necessidade de avaliagdo da acuracia do teste Millipore xMap, foram
selecionados, para o presente estudo dessa dissertacao, apenas 0s pacientes que apresentavam

medidas de biomarcadores (Ap42, p-tau, t-tau) com as 2 metodologias (ELISA e Luminex).

Dessa forma, foi delineado um estudo transversal, tipo caso controle, no qual foram
incluidos 35 pacientes. Esses pacientes foram classificados e agrupados de 2 formas, de acordo

com critérios clinico e bioldgico:

- Avaliacao por critério clinico: conforme critérios diagnosticos ja explorados, divididos
em deméncia por doenca de Alzheimer (DDA), Comprometimento cognitivo leve

amnéstico (CCLa) e sem comprometimento cognitivo objetivo (sSCCO).

- Avaliacdo por critério biolégico: definido a partir do sistema AT(N) em biomarcador

normal, continuum da DA (Alzheimer’s continum) ¢ APNA.
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As andlises foram realizadas pelos alunos do Projeto de Extensdo CECiDa-LabEst —
consultoria gratuita em Analise Estatistica (Instituto de Ciéncias Exatas — Departamento de
estatistica— UFMG), sob orientacdo do Professor Aloisio Joaquim Freitas Ribeiro. Foi utilizado
o software R (www.r-project.org) com seus pacotes, para analise estatistica e construcdo de

gréaficos e figuras.

As diferencas sociodemogréficas, de comorbidades e de biomarcadores entre 0s grupos
clinicos e bioldgicos foram avaliadas por meio de testes de qui-quadrado (com valores de p
escolhidos por simulacdo de Monte Carlo), ANOVA e testes de Kruskall-Wallis para variaveis
ndo parametricas. Para comparac6es multiplas, foi aplicado o método de Turkey ou o teste de
Nemenyi com aproximacdo de X ao quadrado. Analisamos as variaveis comparadas com base
em critérios clinicos e biologicos. Foi realizada transformacdo logaritmica para 0s
biomarcadores de LCR. Utilizou-se a correlagdo linear de Pearson para avaliar a forga de

associacao entre os biomarcadores nos dois métodos.

Foram tragadas curvas Receiver Operating Characteristic (ROC) e as areas sob a curva
(AUCs) foram calculadas para cada biomarcador. Os pontos de corte do Luminex foram

estabelecidos para a melhor combinacao de sensibilidade e especificidade.

Também aplicamos as seguintes medidas de precisdo: proporcdo de classificacGes
corretas, indice de Youden e a distancia do ponto de corte ao canto superior esquerdo da curva
ROC.


http://www.r-project.org/
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5 RESULTADOS

Foram coletadas e selecionadas amostras de 81 pacientes entre marco/2015 e
novembro/2020. Trinta e seis (36) individuos apresentavam diagnostico clinico de DDA, 29 de
CCLa e 16 pacientes ndo apresentavam comprometimento cognitivo ou funcional objetivo. A
média de idade foi de 74,03 (DP 6,18) anos com mediana 75 anos, e a média de escolaridade
de 5,37 (DP 4,82) anos, mediana quatro anos. As mulheres foram a maioria, com 75,9% de

participacdo na amostra geral.

Como ja esclarecido previamente, durante o desenvolvimento desse trabalho foi
identificada a necessidade de avaliar a acuracia e definir um ponto de corte do teste Millipore
XxMap®, para que pudéssemos proceder com a analises dos marcadores neuroinflamatorios.
Dessa forma, a analise dos biomarcadores de todas as amostras ndo serd escopo dessa
dissertacdo. Apresentamos, a seguir, os resultados do estudo 1. Ressaltamos que os resultados
dessa dissertacdo ja foram submetidos a revista “Frontiers Psyquiatry”, sessao Aging
Psychiatry (topico de pesquisa: Cognitive Impairment and Inflammation in Old Age and the
Role of Modifiable Risk Factors of Neurocognitive Disorders) com o titulo de “Millipore
XxMap® Luminex (HATMAG-68K): an accurate and cost-effective method for evaluating
Alzheimer's biomarkers in cerebrospinal fluid”. Até a defesa da presente dissertacao os autores

ainda aguardavam a resposta da revista (anexo 4 — e-mail de submisséo).

5.1 RESULTADOS DO ESTUDO 1

Entre margo/2015 e novembro/2020 foram selecionados 35 idosos, sendo 82,85%
mulheres, com média de idade de 72,63 (DP 6,02) anos, e escolaridade média de 5,2 anos (DP
3,38). Do total de participantes, 42,85% relataram histéria familiar de DDA. Os participantes
foram classificados de duas formas, primeiro seguindo critérios clinicos e, apds medida de

biomarcadores, seguindo critérios bioldgicos.
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Para 77,8% (14) dos pacientes estudados houve concordancia entre os dois critérios
diagnosticos, como mostra a tabela 1. Dos 11 pacientes com diagndstico clinico de sCCO,
apenas trés apresentavam biomarcador positivo para continuum da DA. Dos pacientes que
apresentaram clinica de DDA, 85,7% (6) tinham também, alterac6es biologicas sugestivas de
DA, uma vez que todos apresentavam marcador amildide e taupatia positivo (A+T+N(+/-). Dos
pacientes classificados como CCLa, 29,4% (5) apresentavam biomarcador sugestivo de

continuum da DA (Tabela 1).

Tabela 1 - Classificacdo dos pacientes segundo critérios clinico e bioldgico

Diagnostico bioldgico Diagnostico Clinico
sCCO DDA CClLa Total
N N N N
Biomarcador Normal (N) 4 0 6 10
Continuum da DA (N) 3 6 5 14
APNA (N) 4 1 6 11
Total (N) 11 7 17 35

Legenda: sCCO: sem comprometimento cognitivo objetivo; DDA: deméncia na doenga de Alzheimer; CCLa:
comprometimento cognitivo leve amnéstico; DA: Doenca de Alzheimer; APNA: alteracdes patolégicas ndo-
Alzheimer; N: nimero.

5.1.1 Analise das variaveis segundo critério clinico

Entre os 35 participantes incluidos no estudo, sete pacientes apresentavam diagndstico
de DDA, 17 de CCLa e 11 sCCO. Néo houve diferenca significativa entre os subgrupos em
relagdo a idade, escolaridade, IMC e sexo. Ademais, observamos que 0S grupos eram
semelhantes em relacdo a comorbidades clinicas estudadas (HAS, DM, AVE, DAC,
dislipidemia e tabagismo), observando diferenca significativa apenas em relagéo a presenca de
sintomas depressivos. Por fim, ressalta-se que o grupo sCCO apresentou a menor pontuagédo no
Pfeffer e maior do MEEM, corroborando com o diagndstico. Os dados sociodemograficos e

clinicos sdo apresentados na tabela 2.
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Tabela 2 - Variaveis sociodemograficas segundo diagndstico clinico.

Diagnostico Clinico

Variaveis scco DDA ccla p-valor
N=11 N=7 N=17
(BP) (BP) (BP)
Idade 70,82 (6,11) 77,0 (5,94) 72,0 (5,41) 0,084
Escolaridade 6,18 (4,07) 4,14 (2,04) 5,15 (3,34) 0,594*
IMC 28,88 (4,81) 25,04 (4,40) 28,37(5,12) 0,240
MEEM 26,18 (2,48) 19,29 (3,82) 22,76 (3,54) 0,002*
Pfeffer 0,44 (0,73) 8,71 (4,82) 3,23 (2,59) <0,001*
Sexo feminino (%) ** 90,90 57,14 88,23 0,178
HF de DDA (%)** 36,36 57,14 41,12 0,763
Tabagismo (%) ** 81,82 57,14 47,06 0,215
AVE (%)** 18,18 14,28 5,89 0,808
DAC (%)** 18,18 0,00 17,64 0,682
Sintomas
Depressivos (%) 18,18 71,42 70,59 0,016
DM2 (%)** 45,45 0,00 52,94 0,061
Dislipidemia (%)** 63,63 42,85 52,94 0,739

Legenda: Em negrito, valor p<0,05. * Para estas varaveis foi realizado o teste de Kruskal-Walis.** para estas
variaveis foi realizado o teste Qui-Quadrado. sCCO: Grupo sem comprometimento cognitivo objetivo; DDA:
deméncia na doenca de Alzheimer; CCLa: comprometimento cognitivo leve amnéstico; N: nimero; DP: Desvio
Padrdo; IMC: indice de massa corporal; MEEM: Mini-exame do estado mental; Pfeffer: Escala de avaliacdo de
atividades de vida diaria instrumentais; HF de DDA: Histéria familiar de Deméncia na Doenca de Alzheimer;
AVE: Acidente Vascular encefélico; DAC: Doenca arterial coronariana; DM2: Diabetes Mellitus tipo 2

Em relacdo ao resultado dos biomarcadores, observamos, para ambos os métodos,
proporcao de gravidade, com valores mais altos para Ap42 no grupo SCCO, intermediarios no
CCLa e mais baixos para DDA, porém sem significAncia estatistica. Em relacdo a p-Tau,
observou-se diferenca significativa entre os grupos (p=0,023) para ambos os metodos, sendo
que os pacientes do grupo DDA apresentaram valores maiores. Ja para t-tau, os valores foram
mais elevados no grupo DDA, com significancia estatistica no teste ELISA, (p=0,025), porém
ndo no Luminex. Por fim, foi observada diferenca entre 0s grupos no que se refere as relagdes
p-Tau/Ap42 (ELISA: p=0,004 e Luminex: p=0,017) e t-tau/AB42 para ELISA (p=0,003). Os
dados estdo apresentados na tabela 3. A figura 7 mostra a distribui¢do dos biomarcadores por

categoria de diagnostico clinico.
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Tabela 3 - Medidas de Biomarcadores por Luminex e ELISA, segundo diagnostico clinico.

Diagnostico Clinico
sCCO DDA CCLa

Variaveis p-valor
N=11 N=7 N=17
(DP) (DP) (DP)
AP42 ELISA 759,09 (280,93) 517,31 (54,49) 740,79 (314,64) 0,111
1483,32 1195,14
AB42 Luminex 993,97 (756,84) 0,148
(692,25) (575,70)
p-Tau ELISA 57,29 (24,06) 88,28 (32,27) 51,90 (26,05) 0,018
p-Tau Luminex* 71,48 (32,33) 131,91 (46,07) 83,48 (52,60) 0,023
t-Tau ELISA 312,43 (129,43) 578,93 (227,31) 353,43 (212,64) 0,025
] 4028,15 4231,68
t-Tau Luminex 5125,86 (2072,83) 0,410
(2817,22) (2737,00)
p-Tau/AB42 ELISA 0,09 (0,05) 0,20 (0,10) 0,08 (0,05) 0,004
p-Tau/AB42 Luminex 0,06 (0,06) 0,18 (0,12) 0,08 (0,07) 0,017
t-Tau/AB42 ELISA 0,47 (0,28) 1,37 (0,77) 0,54 (0,39) 0,003
t-Tau/AB42 Luminex 3,27 (3,19) 6,80 (3,81) 3,94 (2,65) 0,041

Legenda: Medidas de AB42, p-Tau e t-Tau e suas relagfes, t-Tau/Ap42 e p-tau/AB42 avaliados por Luminex e
ELISA, segundo diagnéstico clinico. Medidas em pg/ml para Ap42, p-Tau e t-Tau. *Kruskal-Walis. Em negrito,
valor p<0,05. N: nimero; DP: desvio padrdo; sCCO: Grupo sem comprometimento cognitivo objetivo; DDA:
deméncia na doenca de Alzheimer; CCLa: comprometimento cognitivo leve amnéstico.

Uma vez identificada diferencas significativas entre os subgrupos, foi aplicado o
procedimento de comparacdes multiplas pelo método de Turkey. Observou-se que as diferencas

ocorreram principalmente, em relacdo ao grupo sCCO e DDA (tabela 4).
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Figura 7 - Boxplots dos biomarcadores medidos por ELISA e Luminex

Biomarcadores (a)Ap42, (b)t-Tau, (c)p-Tau, (d)t-Tau/Ap42 e (e)p-tau/Ap42 medidas pelos testes ELISA e
Luminex por categoria de diagndstico clinico. 0 = sem comprometimento cognitivo objetivo; 1= Deméncia na
doenca de Alzheimer; 2 = Comprometimento cognitivo leve amnéstico. Fonte: proprio autor (2021)
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Tabela 4 - ComparacGes maltiplas entre os subgrupos, segundo critérios clinicos

p-valores ajustados

Variaveis
sCCO-DDA sCCO-CCLa DDA-CCLa
MEEM 0,003 0,076 0,212
Pfeffer 0,001 0,125 0,064
t-Tau ELISA 0,033 0,954 0,036
p-Tau ELISA 0,093 0,707 0,013
p-Tau Luminex* 0,028 0,755 0,083
p-Tauw/AB42 ELISA 0,014 0,940 0,004
p-Tauw/AB42 Luminex 0,016 0,743 0,041
t-Tau/AB42 ELISA 0,004 0,884 0,006
t-Tau/AB42 Luminex 0,031 0,463 0,175

Comparagdes mdaltiplas pelo método de Turkey das varidveis em que se identificou significancia estatistica.
*para pTau foi utilizado nemenyi test. SCCO: sem comprometimento cognitivo objetivo; DDA: deméncia na
doenca de Alzheimer; CCLa: comprometimento cognitivo leve amnéstico; MEEM: Mini-exame do estado
mental; Pfeffer: Escala de avaliacdo de atividades de vida didria instrumentais. Em negrito encontram-se 0s
valores com significancia estatistica.

5.1.2 Andlise das variaveis segundo critério bioldgico

A mesma amostra foi classificada levando em consideracdo os critérios biologicos, de
forma que 10 pacientes apresentavam critérios para biomarcador normal (BN), 14 continuum
da DA (cDA) e 11 para APNA. Entre aqueles do grupo cDA, 10 apresentavam critérios
bioldgicos para DA (A+T+N(+/-) com a seguinte apresentacdo clinica: 6 com DDA, 2 com
CCLae 2 sCCO (figura 8).
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Figura 8 - Distribuicdo da amostra segundo critérios biologicos e classificagdo clinica dos
pacientes que apresentam critério bioldgico para DA.

Legenda: continuum DA: Continuum da doenca de Alzheimer; APNA.: altera¢cdes patoldgicas ndo Alzheimer; DA:
doenga de Alzheimer; sCCO: sem comprometimento cognitivo objetivo; CCLa: comprometimento cognitivo leve
amnéstico; DDA: deméncia por Doenca de Alzheimer. O retangulo tracejado indica a classificacdo clinica dos
pacientes que apresentaram classificacdo bioldgica de doenca de Alzheimer. Fonte: Préprio autor (2021)

Na&o houve diferenca significativa entre os subgrupos em relacao a idade, escolaridade,
IMC e sexo. Ademais, observamos que os grupos eram semelhantes em relagcdo a comorbidades
clinicas estudadas (HAS, DM, AVE, DAC, dislipidemia e tabagismo), mesmo para 0s sintomas
depressivos. Por fim, ressalta-se que o SCCO apresentou a menor pontuagao no Pfeffer e maior
do MEEM, apesar de ndo ter sido observada significancia estatistica. Os dados

sociodemogréaficos e clinicos sdo apresentados na tabela 5.
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Diagnostico Biologico

Variaveis BN cbA APNA p-valor
N=10 N=14 N=11
(DP) (DP) (DP)
Idade 70,82 (6,11) 74,14 (5,86) 72,09 (6,82) 0,458
Escolaridade 6,18 (4,07) 4,96 (4,35) 6,27 (3,29) 0,286*
IMC 28,88 (4,81) 26,70 (4,24) 27,03 (4,95) 0,156
MEEM 26,18 (2,48) 21,71 (4,55) 24,09 (3,94) 0,240*
Pfeffer 0,44 (0,73) 4,62 (5,28) 3,33 (3,77) 0,690*
Sexo Feminino (%)** 90,90 78,57 90,90 0,723
HF de DDA (%)** 36,36 50,00 36,36 0,835
Tabagismo (%)** 81,82 57,14 63,64 0,108
AVE (%)** 20,00 14,28 0,00 0,440
DAC (%)** 20,00 14,28 9,09 0,509
Sintomas
Depressivos (%)** 60,00 57,14 54,54 0,826
DM2 (%)** 50,00 28,57 45,45 0,583
Dislipidemia (%)** 60,00 42,85 63,63 0,619

Legenda: *Kruskal-Walis.** Qui-Quadrado. BN: biomarcador normal; cDA: continuum da Doenca de Alzheimer;
APNA: AlteracBes patoldgicas ndo Alzheimer. N= nimero DP: Desvio Padrdo; IMC: indice de massa corporal;
MEEM: Mini-exame do estado mental; Pfeffer: Escala de avaliacdo de atividades de vida diéria instrumentais; HF
de DDA: Histdria familiar de Deméncia por Doenca de Alzheimer. AVE: Acidente Vascular encefélico. DAC:
Doenca arterial coronariana. DM2: Diabetes Mellitus tipo 2

Em relacdo a medida de biomarcadores, observamos valores significativamente
diferentes para todos os marcadores biologicos entre 0os grupos, em ambas as metodologias.
Para Ap42, os valores eram mais baixos no grupo DDA tanto para ELISA quanto para Luminex
. Em relacdo a p-Tau, os valores do grupo APNA foram mais altos para ELISA e Luminex,
assim como ocorreu para t-Tau por ELISA. Por fim, foi observada diferencga entre os grupos no
que se refere as relagdes p-Tau/Ap42 (ELISA: p<0,001 e Luminex: p=0,019) e t-tau/ap42
(ELISA: p=<0,001 e Luminex: p=0,002). Os dados estdo apresentados na tabela 6. A figura 9

mostra a distribuicdo dos biomarcadores por categoria de diagndstico bioldgico.
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Tabela 6 - Medidas de Biomarcadores por ELISA e Luminex, segundo diagnostico bioldgico.

Diagndstico biolégico

o BN cDA APNA
Variaveis p-valor
N=10 N=14 N=11
(DP) (DP) (DP)
APB42 ELISA 947,89 (245,20) 426,10 (85,26) 829,12 (240,47)  <0,001
739,14 1652,98
AP42 Luminex 1506,10 (584,88) <0,001
(180,66) (710,06)
p-Tau ELISA 38,64 (6,73) 67,51 (35,74) 72,92 (23,39) 0,007
p-Tau Luminex* 58,09 (14,06) 99,54 (56,75) 104,93 (51,67) 0,043
422,63
t-Tau ELISA 251,30 (67,16) 460,70 (207,33) 0,038
(249,17)
) 4269,01 5859,96
t-Tau Luminex 2790,35 (792,89) 0,021
(2680,45) (2708,46)
p-Tau/AB42 ELISA 0,04 (0,01) 0,16 (0,09) 0,10 (0,05) <0,001
p-Tau/AB42 Luminex 0,04 (0,02) 0,14 (0,10) 0,09 (0,08) 0,019
tTau/Ap42 ELISA 0,27 (0,08) 1,02 (0,66) 0,63 (0,43) <0,001
tTau/AB42 Luminex 2,01 (0,76) 5,97 (3,59) 4,27 (3,06) 0,002

Legenda: Medidas de AB42, p-Tau e t-Tau e suas relagdes,

t-Tau/Ap42 e p-tau/Ap42, avaliados por Luminex e

ELISA, segundo diagndstico biologico. Medidas em pg/ml para Ap42, p-Tau e t-Tau. *Kruskal-Walis. Em negrito,
valor p<0,05. BN: biomarcador normal; cDA: continuum da Doenca de Alzheimer; APNA: alterac6es patoldgicas
ndo Alzheimer; N=numero; DP: desvio padrdo; Em negrito encontram-se os valores com significancia estatistica.
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Figura 9 - Boxplots dos biomarcadores por diagndstico biolégico

Legenda: Biomarcadores (a)AB42, (b)t-Tau, (c)p-Tau, (d)p-Tau/APB42 e (e)t-tau/APB42 medidas pelos testes ELISA
e Luminex por categoria de diagndstico bioldgico. Ap42, t-Tau e p-Tau em pg/ml. BN: Biomarcador normal; cDA:
continuum da Doenca de Alzheimer; APNA: AlteracOes patologicas ndo Alzheimer.

Fonte: Proprio autor (2021)

Uma vez identificada diferencas significativas entre os subgrupos, foi aplicado o
procedimento de compara¢des multiplas pelo método de Turkey. Observou-se que as diferencas
ocorreram principalmente, em relacdo ao grupo Biomarcador Normal (BN) e cDA, conforme

demonstrado pela tabela 7.
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Tabela 7 - ComparacGes maltiplas entre os subgrupos, segundo critérios bioldgicos

p-valores ajustados

Variaveis
BN-cDA BN-APNA cDA-APNA
AB42 ELISA <0,001 0,380 <0,001
AP42 Luminex <0,001 0,911 <0,001
p-Tau ELISA 0,175 0,032 0,583
p-Tau Luminex* 0,444 0,017 0,155
t-Tau ELISA 0,049 0,006 0,518
t-Tau Luminex 0,042 0,039 0,989
p-Tau/AB42 ELISA <0,001 0,003 0,051
p-Tau/AB42 Luminex 0,015 0,384 0,254
t-Tau/Ap42 ELISA <0,001 0,013 0,103
t-Tau/Ap42 Luminex 0,002 0,065 0,343

Legenda: Comparacdes multiplas pelo método de Turkey das variaveis em que se identificou significancia
estatistica, segundo critérios bioldgicos. Ap42, p-Tau e t-Tau em pg/ml. Em negrito, valor p<0,05. BN:
Biomarcador Normal; cDA: continuum da Doenca de Alzheimer; APNA: Alteragdes patoldgicas ndo Alzheimer.

5.1.3 Associacao entre os biomarcadores medidos por Luminex e ELISA

A avaliacdo da correlacdo entre as duas metodologias foi medida através da correlacao
de Pearson (Figura 10). O mesmo padrdo de correlagéo interna foi encontrado, sendo melhor
para 0 ELISA. Observamos, ainda, forte correlacdo para um mesmo biomarcador entre os dois
testes, com a menor correlacdo observada para t-Tau (0,66) e a maiores correlacfes para p-tau
(0,88) e p-tau/Ap42 (0,86).
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Em amarelo, correlagBes internas para ELISA, em verde, correlagBes internas para Luminex. Em vermelho,

correlacéo entre os 2 testes para um mesmo biomarcador. xMap: Luminex. Fonte: Proprio autor (2021)

As fortes correlagdes entre os valores de um mesmo biomarcador medido pelos dois

métodos, ELISA e Luminex, sdo também evidenciadas nos diagramas de dispersao

apresentados na figura 11. Em cada gréfico, a linha horizontal corresponde ao ponto de corte

do marcador na escala ELISA e a linha vertical ao ponto de corte obtido na escala Luminex. Os

pontos de corte para os marcadores na escala Luminex foram obtidos a partir da construgdo da

curva ROC, usando como padrao de referéncia de referénciao teste ELISA, como detalhado na

se¢do seguinte.
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Figura 11 - Diagrama de dispersao dos biomarcadores por critério bioldgico

Diagrama de dispersdo dos biomarcadores (a)Ap42, (b)p-Tau, (c)t-Tau, (d)p-Tau/AB42 e (e)t-Tau/AB42 medidas
pelos testes ELISA e Luminex, segundo critério bioldgico, com identificagdo dos pontos de corte. Ap42, p-Tau, t-
Tau em pg/ml. cDA: continuum da Doenga de Alzheimer. APNA: Alteracdes patolégicas ndo Alzheimer.

Fonte: Proprio autor (2021)

5.1.4 Avaliacdo de acurécia e defini¢cdo de ponto de corte

Para cada biomarcador medido pela metodologia Luminex foi construida a curva ROC.
Como ja detalhado, foram consideradas como padréo de referénciade referéncia as medidas
realizadas pelo método ELISA, como pontos de corte definidos por Duits et al (DUITS;
TEUNISSEN; BOUWMAN; VISSER et al., 2014).
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A andlise da curva ROC usando Luminex (Millipore xMap®) mostrou boa acuracia
diagnostica para todos os biomarcadores (figura 12). A maior area sob a curva foi de 0,952 para
Ap42 (sensibilidade=100% e especificidade=85,7%) no ponto de corte ideal de 1012,98 pg/ml.
Esse corte foi determinado pelo melhor indice de Youden e pela disténcia até o canto superior
esquerdo da curva ROC e, portanto, maximizou a proporcao de classificagdes corretas (Tabela
8). Apenas o corte de t-Tau ndo atendeu a ambos os critérios. Nesse caso, consideramos o ponto
de corte de 3251,80 pg/ml, com base no indice de Youden, por apresentar a melhor
sensibilidade.
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Figura 12 - Curvas ROC por biomarcador para Luminex.

Curvas Roc para Ap42, p-Tau, t-Tau, p-Tau/AB42 e tTau/AB42 de Luminex (Millipore xMap®), comparado com
0 padrdo de referénciade referéncia ELISA (INNOTEST®). AUC: area sob a curva. (especificidade,
sensibilidade). Fonte: Préprio autor (2021)



Tabela 8 — Ponto de corte para Luminex
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. o Propor¢do de  Estatistica  Distancia
] Ponto de Sensibili- Especifici- L
Biomarcador classificacdes de ao topo AUC
corte dade dade

corretas Youden esquerdo
AP42 1012,98 pg/ml 1,000 0,857 0,914 1,857 0,020 0,952
p-Tau 64,54 pg/ml 0,952 0,786 0,886 1,738 0,048 0,935
t-Tau 3251,81 pg/ml 0,923 0,591 0,714 1,514 0,174 0,808
p-Tau/Ap42 0,0595 0,882 0,944 0,914 1,827 0,017 0,941
t-Tau/AP42 3,370 1,000 0,850 0,914 1,850 0,022 0,950

LEGENDA: Ponto de corte para Ap42, t-Tau, p-Tau, t-Tau/AP42 e p-Tauw/Ap42, em pg/ml, para Luminex
(Millipore xMap®), com respectivos valores de sensibilidade, especificidade, medida de precisdo e AUC (area

sob a curva ROC).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, avaliamos o sistema de classificagdo AT(N) em uma amostra de
idosos sem comprometimento cognitivo objetivo (SCCO) e com doenca de Alzheimer (CCLae
DDA), utilizando o Millipore xMap®, um kit luminex pouco explorado na literatura.
Observamos que o Millipore xMap® é um teste diagnéstico preciso e apresenta alta
concordancia com os resultados do INNOTEST®, considerado neste estudo como padréo de
referénciade referéncia. Além disso, na amostra estudada, o teste foi capaz de discriminar
corretamente entre DDA e idosos sem comprometimento cognitivo objetivo, embora ndo possa
diferenciar DDA de pacientes com CCLa. Ressalta-se que os biomarcadores devem ser usados

em combinacéo, conforme sugerido pelo sistema AT(N).

Em 2018, ocasido da divulgacdo do guideline proposto pela NIA-AA, os autores
reforcaram a importancia de testar o sistema AT(N) em diferentes populacdes (JACK e cols.,
2018). Desde entdo, varios grupos de pesquisa tém aplicado o sistema visando caracterizar
biologicamente as coortes de clinicas de memdria. Em nosso estudo, observamos concordancia
entre a classificacdo clinica e biolégica em 77,8% dos individuos. Entre os pacientes sCCO,
72,7% ndo apresentavam marcador amildide (A-), sendo 36,3% com perfil de biomarcador
normal (A-T-N-) e 36,3% de APNA (A-T(+/-)N(+/-), corroborando com estudos prévios
(BURNHAM e cols., 2016; INGALA e cols., 2021). Entre os pacientes com diagndstico clinico
de DDA, também observamos perfil similar a estudos recentes, de modo que 85,7%
apresentavam biomarcador positivo (A+T+N(+/-) para DA (BURNHAM e cols., 2019;
CARANDINI e cols., 2019). J& entre os pacientes com critérios clinicos para CCLa, apenas
29% apresentavam biomarcador positivo para continuum DA. Essa proporc¢do é menor do que

a encontrada em outras coortes de clinicas de memoria. (GRONTVEDT e cols., 2020).

Reforca-se também que Jack et al (2018) ndo define detalhes ou recomendagdes
especificas para implementacdo do sistema, e sugere que baterias cognitivas e pontos de corte
sejam individualizados pelo grupo de pesquisa, com valores que melhor ajustem a amostra
estudada. (JACK e cols., 2018). Dessa forma, o sistema AT(N) ndo discrimina a metodologia

usada para defini¢ao de cada categoria, deixando em aberto o “padrao de referéncia”.
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No que se refere a dosagem de biomarcadores no LCR, apesar do desenvolvimento de
metodologias modernas, a técnica mais comumente utilizada em pesquisa ainda é o ELISA,
sobretudo em paises de baixa e média renda (LEUZY e cols., 2021). Por outro lado, o Luminex,
um método semi-automatizado e de custo inferior, € uma alternativa interessante, uma vez que
estudos prévios mostraram boa correlagdo com ELISA (FAGAN e cols., 2011; IRWIN e col.,
2012; LE BASTARD e cols., 2013). Entretanto, € importante ressaltar que os valores absolutos
de biomarcadores medidos pelos métodos sdo diferentes (BLENNOW e cols., 2015). Os valores
encontrados pelo luminex, medido por INNOBIA AlzBio3®, sdo bem inferiores aos
observados por ELISA, usando o kit INNOTEST® (SHAW e cols., 2009) apesar de Olsson e

cols., al (2005) sugerir uma relacéo entre eles.

No presente estudo, observamos valores absolutos mais elevados em todos os
biomarcadores para Milliplex xMap®, em relacdo ao INNOBIA AlzBio3® e INNOTEST®.
Vale ressaltar que as medicgdes de cada biomarcador no teste em estudo seguiram a tendéncia
esperada: redugdo de APB42 ¢ aumento de t-Tau e p-Tau em pacientes com DDA em relagdo ao
sCCO. Os trabalhos encontrados na literatura com o kit em analise ndo reportaram o valor
absoluto dos biomarcadores, apresentando seus dados como medidas relativas (MOUSSA e
cols., 2017; PETERS VAN TON e cols., 2020). Ademais, as medidas de correlagdo entre
INNOTEST® e Millipore XMAP® mostraram padrdo semelhante de correlacéo interna (entre
biomarcadores diferentes em um mesmo teste) e uma forte correlacdo entre os testes (0 mesmo

biomarcador avaliado por testes diferentes), o que reforca a consisténcia de nossos resultados.

E importante ressaltar que ainda ndo ha consenso entre os niveis de biomarcadores e
valores de corte na literatura. Observa-se uma grande diferenga entre os niveis medidos em
diversos estudos, o que pode ser resultado de uma série de fatores. Os principais fatores pré-
analiticos relatados sdo a selecdo de pacientes, a PL, 0 manuseio e 0 armazenamento das
amostras. Ja entre os fatores analiticos se destacam as diferencas nos protocolos para
processamento das amostras. Por outro lado, os fatores pds-analiticos incluem a organizacao de
dados e interpretacdo de resultados. Por fim os fatores associados ao ensaio, como variacao
entre lotes e dentro de um mesmo lote, também sdo fonte de variabilidade de resultados.
(MATTSSON e cols., 2013).

Para facilitar o uso mundial de biomarcadores, em 2009 foi criado o Programa

internacional de controle de qualidade de biomarcadores de DA no LCR (Alzheimer’s
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Association Quality Control Program). O objetivo principal do programa € monitorar as
variacdes analiticas na medida de AP e tau no LCR, além de tentar padronizar as técnicas de
PL e o manuseio da amostra (MATTSSON e cols., 2011). Em 2013, o grupo publicou um
relatério para reportar os dados encontrados até aquele momento. Foi incluido testes como
ELISA, Luminex e MSD (Meso Scale Discovery), e foram reportadas variagcdes que chegaram
a 35%, tanto inter ensaio quanto inter laboratério (MATTSSON e cols., 2013). A nova geracao
de métodos automatizados (Lumipulse® e Elecsys®) parece reduzir essas variagdes para menos
de 10%. Entretanto, ainda € necessario aumentar o numero de estudos com as tecnologias
(LEITAO e cols., 2019). Dessa forma, a presenca de grande variabilidade de resultados, mesmo
com estabelecimento de protocolos laboratoriais robustos, limita a definicdo de um ponto de
corte universal e 0 consequente uso na pratica clinica (FORLENZA e cols., 2015; PAIS e cols.,
2020).

Além disso, vale lembrar que mais de 10% dos individuos sem comprometimento
cognitivo podem ter biomarcadores positivos para a doenca de Alzheimer, sobretudo apds 60
anos (SHAW e cols., 2018). Uma coorte de individuos sem comprometimento cognitivo
demonstrou que 42% das pessoas com mais de cinquenta anos apresentaram AfB42 no LCR
anormal, particularmente naqueles que apresentavam o alelo €4 do gene da Apolipoproteina E
(APOE). Ademais, as medidas de t-Tau e p-Tau aumentaram a partir da sexta década de vida,
independente da presenca de APOE4. Assim, espera-se que a frequéncia de ambos 0s
biomarcadores positivos (amil6ide e neurodegeneracdo) acometa mais de 25% dos individuos
aos 85 anos (TOLEDO e cols., 2015). Considerando a presenca de biomarcadores aumentados
(para p-Tau e t-tau) e reduzidos (para AP42) associado ao envelhecimento, mesmo em
individuos sem comprometimento cognitivo, alguns autores sugerem um ponto de corte
ajustado para idade (SJOGREN e cols., 2001). Por outro lado, Toledo et al (2015)
argumentaram que essas mudancas provavelmente representam um aumento na frequéncia da
DA pré-clinica e, portanto, consideraram que o ponto de corte ndo deva ser ajustado para idade.
Por fim, a Alzheimer’s Biomarkers Standardization Initiative (ABSI) sugere 0 uso de uma ""zona
cinza", definida como um incremento de 10% do valor de corte no caso de t-Tau e p-Tau ou
um decréscimo de 10% de AB42 (MOLINUEVO e cols., 2014). Entretanto, até 0 momento, nao
ha recomendacdo robusta para qualquer ajuste de valores de ponto de corte.

As dificuldades em definir um ponto de corte universal, associado ao conhecimento de

que o uso de combinacdes de biomarcadores é superior a avaliacdo individual no diagnostico
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de DA, levaram ao surgimento de formulas matematicas. Alguns autores sugeriram modelos
complexos (HULSTAERT e cols., 1999; MULDER e cols., 2010), baseado em algoritmos e
regressdes, enquanto outros sugeriram uma relacdo simples entre dois biomarcadores. Duits e
col. (2014), exploraram as diversas combinacdes estudadas e observaram que o uso das razdes
tTau/APB42 e p-Tau/AP42, para ensaios de ELISA, sdo tdo boas quanto férmulas de regressao
complexas. Essas relacGes tentam reduzir problemas associados a diferencas individuais no
processamento amildide, na concentracdo total ou mesmo questdes pré e pods analiticas,
sobretudo em valores limitrofes. Por exemplo, pacientes com AP42 reduzidas, mas ainda
superior ao ponto de corte, mas com tau total aumentada, podem apresentar relagao tTau/AB42
patologica, corroborando com a impressédo de DA. Dessa forma, os autores sugerem a aplicacéo
da relagéo t-Tau/A P42 para diferenciar pacientes com DA de outras deméncias (DUITS e cols.,
2014).

Ademais, outros estudos exploraram as combinagdes de biomarcadores e mostraram que
as relacGes poderiam ser usadas ndo apenas para o diagnéstico diferencial de deméncia, mas
também para identificar individuos portadores de CCLa que se converterdo para deméncia (DE
SOUZA e cols., 2011; SANTANGELO e cols., 2020). E importante lembrar também o papel
da relagdo AP42/40 no diagnostico da DA. Sabendo da formacdo de oligbmeros de diferentes
tamanhos, na busca de maximizar a acuracia do diagnostico diferencial da DA, pesquisadores
observaram que a relacdo proteina B-amiloide com 42 aminodacidos/ Proteina p-amiloide com
40 aminoacidos (AB42/40) é superior a medida de APB42 ou outro biomarcador isoladamente.
Portanto, recomendam a dosagem de AB40 para definic&o da relacdo (HANSSON e cols., 2019;
LEWCZUK e cols., 2020). Nesse contexto, atualmente os ensaios diagnosticos tém incluido
esse marcador para definicdo da relacdo AP42/40. No presente estudo ndo foi avaliado o
marcador Proteina B-amiloide com 40 aminoacidos (Ap40) uma vez que, a ocasido do
delineamento do projeto e compra de materiais, as evidéncias ainda ndo eram robustas, dessa
forma, ndo estava incluido no teste em estudo. O kit Millipore xMap® HATMAG-68K

atualmente disponivel ja inclui esse biomacardor em sua composicao.

Em nosso estudo, observamos que apenas as relacbes p-Tau/Ap42 e t-tau/APp42
apresentaram medidas com diferencas significativas entre os grupos clinicos DDA e sCCO,
para ambos 0s métodos. Ademais, encontramos 0s seguintes pontos de corte dos biomarcadores
para Millipore xMap® em relacdo ao INNOTEST®: menor que 1012pg/ml (S:1,00 e E:0,857)
para ApB42; maior que 64,54pg/ml (S0,95 E:0,78) para p-Tau, maior que 3251,81pg/ml (s:0,92
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e:0,591) para t-Tau, maior que 0,0595 (S0,88 E:0,94) para p-Tau/Ap42 e maior que 3,37 (S:
1,0; E:0,85) para t-Tau/Ap42. Observamos que a medida de AB42 isolada mostrou alta
sensibilidade (100%), ou seja, baixo indice de falso negativos em relacdo ao padrdo de
referénciade referéncia. Ja a relacdo pTau/Ap42 apresentou a maior especificidade (94%) para
o diagnostico de DA em relacdo ao INNOTEST, ou seja, baixo indice de falsos positivos. Dessa
forma, corroborando com a literatura, nossos resultados reforcam a hipdtese de que o uso
combinado de biomarcadores é superior a avaliacdo individual para definir o diagnostico de
DA, usando o teste Millipore xMap ® na populacdo estudada. Entretanto, acreditamos que mais

estudos sdo necessarios para reproduzir e validar esse resultado.

Encontramos uma associagao entre sintomas depressivos e cognitivos (DDA e CCLa)
no grupo de diagnostico clinico. No entanto, ndo o observamos quando avaliados os grupos
segundo critérios biolégicos. Os sintomas neuropsiquiatricos sdo comuns nas sindromes
demenciais e frequentemente precedem os sintomas cognitivos (WISE e cols., 2019). Uma
meta-analise estimou que a depressdo afeta quase 30% das pessoas com CCL, com maior
prevaléncia em clinicas de meméria (ISMAIL e cols., 2017). Alguns estudos sugerirem que 0s
sintomas depressivos na idade avancada aumentem o risco de deméncia, podendo ser uma
caracteristica prodromica da DDA (SINGH-MANOUX e cols., 2017). Ademais, outros estudos
demonstraram uma relacdo entre sintomas depressivos e deposi¢ao de AP, sugerindo que a
presenca de muitos sintomas neuropsiquiatricos estdo associados a deposicao de AP e declinio
cognitivo a longo prazo, em individuos com comprometimento cognitivo (NG e cols., 2021).

Entretanto, ainda ndo ha consenso na literatura (DONOVAN e cols., 2015).

A principal limitacdo deste estudo é o tamanho da amostra. N&o realizamos calculo
amostral, sendo esse estudo realizado com amostra de conveniéncia. Entretanto, outro estudo
na literatura, com desenho semelhante, apresentou tamanho de amostra similar (HERSKOVITS
e cols., 2013). Outro ponto de discusséo se refere ao padréo de referénciade referéncia utilizado.
Ainda ndo ha consenso na literatura quanto a um verdadeiro padrdo ouro in vivo para DA, sendo
o0 diagndstico post mortem ainda reconhecido como padrdo ouro (LANTERO RODRIGUEZ e
cols., 2020). Em nosso estudo, dentre os métodos atualmente disponiveis, consideramos o
ELISA INNOTEST® como padréo de referénciade referéncia devido a vasta utilizagdo em
pesquisas e por sua alta correlagio com PET-CT e com resultados histopatologicos
(BLENNOW e cols., 2015; LEUZY e cols., 2021). No entanto, alguns pesquisadores

consideraram o PET-CT amiléide como o padrédo de referéncia para a determinacdo do ponto
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de corte de biomarcadores do LCR (CAMPBELL e cols., 2021; WILLEMSE e cols., 2021),
uma vez que atualmente é o Gnico método aprovado pela FDA (Food and Drug Administration)
para uso clinico no diagnostico biolégico da DA (YANG; RIEVES; GANLEY, 2012). Dessa
forma, acreditamos que novos estudos, com diferentes padrdes ouro, sdo necessarios para

validar nossos achados.

Por fim, é importante ressaltar que a incidéncia e prevaléncia da deméncia devem
aumentar em paises de baixa e média renda, especialmente na América Latina (PARRA e cols.,
2018). Portanto, hd uma necessidade de testes de biomarcadores acessiveis e custo-efetivos para
a DA nesses paises. Em cotacdo realizada no 1° semestre de 2021 pelo nosso grupo, a avaliacéo
dos marcadores AB42, pTau e t-tau pelo INNOTEST® se mostrou 4,5 vezes mais cara do que
pelo Millipore xMap®. Além disso, a tecnologia Luminex tem um processamento
semiautomatico e multiplo, analisando proteinas AP e Tau na mesma amostra. Portanto, isso
pode representar uma vantagem de escalabilidade do Luminex em um teste de mais baixo custo.
Embora nédo seja o teste de biomarcador padrdo de referéncia para DA, pode representar uma

opcao interessante e custo-efetiva para pesquisa em saude publica.

Com o advento de DMD, a defini¢do do diagndstico bioldgico serd obrigatéria para
inicio da terapéutica (CUMMINGS e cols., 2020; LOUREIRO e cols, 2020). Em termos de
salde publica, ou mesmo em estudos clinicos de fase Il e 1V, o gasto para implementagéo de
novas drogas pode ser um fator limitante, uma vez que o custo total inclui, ndo apenas o valor
do medicamento especifico, mas também a avaliacdo clinica especializada (geriatra,
neurologista, psiquiatra e, eventualmente, neuropsicologo), avaliacdo bioldgica (biomarcadores
por LCR, PET-CT e RNM), além de medidas de monitoramento de resposta terapéutica. Nesse
contexto, pode ser pensando um algoritmo: utiliza-se um teste de alta sensibilidade, boa
especificidade com custo e metodologia acessivel e, caso positivo, pode ser realizado um teste
padrdo de referéncia para a confirmacgéo diagnostico em casos duvidosos (alta sensibilidade,
alta especificidade, mas custo e metodologia limitante). Assim, o Luminex poderia ser usado
como teste inicial e, para confirmacéo de casos duvidosos, segue-se com outras metodologias
com melhor especificidade, seja através do LCR ja coletado (ELISA, Elecsys®, Lumipulse® )
ou via PET-CT. Nos pacientes que apresentam clinica muito sugestiva de DA, o luminex seria
suficiente, uma vez que a probabilidade pré-teste é alta. Ressaltamos que para implementacédo
de tal algoritmo é necessario replicar esse estudo em amostras maiores e em diferentes

populacdes. Vejamos uma hipotese de algoritmo:
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Paciente com queixa Avalfa:;ao espec:ah?a:la:
|
cognitiva geriatra, neurologista,
psiquiatra
_ Avaliagdo

Avaliagdo Cognitiva sugere Neuropsicoldgica
DA (CCL ou Deméncia
inicial)

AB42 Negativo

Indicagdo de DMD
C—
Avaliagdo bioldgica
Teste 1: LCR Luminex

Sugestivo de DA
(CCL ou deméncia

Outro
diagnéstico

Reavaliagao

clinica (baixo custo, alta sensibilidade) inicial)
v
APB42 Positivo

p-Tau/AB42

Positivo

DA pouco provavel —
Alta probabilidade pré-teste }_l
Teste 2: Confirmagdo L
Resultado LCR (mesma amostra): ELISA, Elecsys®, > Resultado Avaliar inicio de
Negativo Lumipulse Positivo DMD

PET-CT amiloide e Tau
(Alto custo, melhor especificidade)

Figura 13 - Proposta de fluxograma diagndstico para Doenca de Alzheimer para utilizacédo de
novas drogas modificadoras de doenca, tanto em pesquisas de fase 111 e IV como, futuramente,
para uso em saude publica. .

Legenda: DMD: drogas modificadoras de doenca CCL: comprometimento cognitivo leve. DA: Doenca de
Alzheimer; LCR: Liquido Cefalorraquidiano. PET-CT: Tomografia por emissao de pésitrons. Fonte: Prdprio autor
(2021)
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7 CONCLUSAO

O estudo de biomarcadores da doenca de Alzheimer é extremamente relevante e deve
ser incentivado, haja vista o envelhecimento populacional com consequente aumento da
prevaléncia da doenca. Ademais, o uso de biomarcadores possivelmente possibilitara o
diagnostico precoce, a estimativa de riscos de conversao e a avaliacdo dos estagios da doenca.
Por fim, com o advento de farmacos modificadores de doenga, eles serdo fundamentais para a

indicacdo do tratamento, monitoramento e avaliacdo de resposta terapéutica.

Dessa forma, o presente estudo mostrou que o teste Millipore xMap® apresenta boa
acurgcia diagnostica em relacdo ao padrdo de referénciade referéncia considerado, o
INNOTEST®, em uma amostra de idosos brasileiros. O Luminex é um método
semiautomatizado que permite a realizacdo de varias anélises em uma mesma placa, de forma
a reduzir o volume de amostra, reduzir a mao de obra e tempo de operacionalizacao e ainda, a
minimizar erros laboratoriais, por um custo muito mais baixo. E importante ressaltar também
que recentemente o laboratério Fujirebio (Europa) descontinuou a comercializagcdo do kit
INNO-BIA AlzBio3®, o qual era o kit XMAP mais estudado até 0 momento, de forma que o

Millipore xMAP® passa a ser uma excelente alternativa para a tecnologia Luminex.

Em nossa busca na literatura, ndo encontramos outros estudos que buscaram validar o
uso desse kit da metodologia Luminex. Considerando a acuracia diagnostica, acreditamos que
o uso do Millipore xMap® ¢ adequado para investigacdo de marcadores biol6gicos da doenca
de Alzheimer. Porém, é importante a replicacdo do resultado em uma amostra maior assim

como em outras populacgdes e cenérios.

Portanto, devido a acuréacia, ao custo efetividade e a disponibilidade, o teste em estudo
€ uma boa alternativa para avaliacdo de biomarcadores da DA, sobretudo para paises de baixa

e média renda.
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Foram definidos no projeto:
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cognitivo levs.
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am controles sem compromestimento cognitivo ou funcional. -Avaliar a concentragio de marcadores
neuroinflamatdrios em amaostras de LCR do pacientes ponadores de CCL amnéstico & DA & em contrales
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inflamatérios de pacientas com CCL amnéstion em relagdo a DA, Avaliar a possibilidade de relag@o entre as
conecantragtes ligudricas profeinas Tau e -amildide de pacientes com CCL amnéastico em relagio a DA, -
Estudar possiveis correlagbes entre entre as concentragbes liqudricas e séricas de proteinas Tau e -
amildide & do pacientes oom CCL amnéstico, DA & controles sam comprometimento cognitive ou funcional. -
Estudar as correlagbes antre vardveis clinicas & sociodemogréficas & oz biomarcadores no LCH de
paciantss com CCL amnéstico, DA & controles =am comprometimento cognitivo ou funcional.

Avallacdo dos RISCOS e Beneficlos:

Mo TCLE informa: "Os possiveis beneficios da pesquiza ir@o auxiliar em medidas futuras gue favoregam o
diagndstico precooe ¢ a desoobarta des novos alvos terap8uticos para a Doenga de Alzhaimer. O riscos
inerantes ao procadimeanto de ooleta do liguido cefalormaquidiano consistemn em dor local, sangramento,
hematoma, infecgdo, fistula (vazamento tempordrio de lfquido da coluna para pele) locais além de dor de
cabega. Estes riscos s8o minimizados pelo exame cuidadoso e sxclusfio de pacientes de risco para
complicagdes, além da realizago por profissional treinado & sxparignts na realizagio do procsdmento. A
coleta de sangue pods determinar dor local & hematomas, minimizados palo uso de material adequado para
coleta nesta populaglo, realizada por profissional treinado e com técnica adequada. Possiveis
constrangimentos existentss durante as enfrevistas e os procedimentos de pungio serdo minimizados pelos
componentes do grupo de pesquisa. Os pecguisadoras estarfio acessiveis (nos telefones desoritos abaig)
& disponiveis para identificagio e tratar qualquer complicag8io. Os participantes serfo devidamente
orientados com relagdo Az medidas para evitar complicagdes, como posicionamento adegquado,
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higienizagéo, uso de analpdsions & ingastio de liquidos o cuidados locais. Caso oodra alguma complicagio,
o senhor {a) serd sncaminhado (a) para a avaliagdo o conduta de nossa equipe medica para que as
medidas cabiveis ssjam tomadas.”

comentarlos e Conslderagdes sobre a Pesqulsa:
Projeto exequivel, bem estruturado & de impacto na sadde do idoso, atendendo oS requisitos ticos.

conslderagdes sobre 05 Termos de apresentacdo obrigatora:

Foram apresentados:

-Projeto no formato da plataforma Brasil & detalhado.

-Carta de anuéncia institucional da FHEMIG.

-Cronograma para o deservolvimento da pecquisa.

-Anuéncia & parecer consubstanciado do chefe do Servigo de Geriatria do Hospital das Clinicas.
-Carta de anuéncia do Instituto René Rachou.

-Carta de anuéncia institucional do Hospital Metropolitano Cdilon Behrens.

-Declaragdo de recsbhimento do Projeto pala Gerénoia de Ensino e Pesquisa do Hoopital das Clinicas/UFMG
-EBSERH.

-Parecer consubstancado & aprovado pela chefia do Deplo. de Clinica Médica da Faculdade de Madicina.
-TCLE e TALE.

-Folha de rosto dewvidaments preenchida & astinada pela diregéio da Faculdade de Medicina.

-Parecer consubstanciado & com anuwdncia da Clinica Médica do Hospital das Clinicas/UFMG.

Foram atenddas as pendéncias do parecer do comitd referantas a0 TALE & ao TCLE.

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequacoes:

Sou, 5.M.J. favordvel & aprovacio do projeto.

Tendo em vista a legislagho vigente (Resolugfo CHMS 468/12), o COEP-UFMG recomenda aos
Pasguizadores: comunicar toda e qualquer alteragio do projeto & do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediataments qualguer evento adverso oommide durante o deservolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papsl), apressntar na forma de notificagdo relatdrios parciaiz do
andamento do mesmo a cada 06 (seis) messs & ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um
sumario dos resuliados do projeto (relatdrio final).

Enderego: Av. Prasidens Amoni Caros 8827 2° Ad B 2006

Balma: Unidads Adminitratha il CEP: 31.270-801
UF: hG Municiplo: BELD HORIZOMNTE
Telefone: [31)3408-4502 E-mell: cospd prpg uimg b

Fgina 03 de 05



Continuagio do Parsoar: 2 502

UNIVERSIDADE FEDERAL DE

MINAS GERAIS

na

Conslderagdes Finals a critérlo do CEP:
Tendo em vista a legislaglo vigente (Resoluglo CHE 468/12), o COEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda & qualguer altsragdo do projeto & do termo de consentiments via emenda na
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Plataforma Brasil, informar imediataments qualquer evento adverso oooemido durante o desenvolvimento da
pecquiza (via documental encaminhada sm papsl), apresantar na forma de notificagdo relatdrics parciais do

andamento do mesmo a cada 08 (zeis) meses e ao término da pesquiza encaminhar a este Comité um

SUMErio dos resultados do projeto (relatdrio final).

Este parecer 1ol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonados:
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ANEXO 2-TCLE E TALE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA IDOSOS SEM
COMPROMETIMENTO DA COGNICAO
O Sr (a) esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa “ESTUDO DA
PARTICIPACAO DA INFECCAO FUNGICA NOS MECANISMOS DA DOENCA DE
ALZHEIMER POR MEIO DO ESTUDO DE BIOMARCADORES NO LiQUIDO
CEFALORRAQUIDIANO E NO SANGUE PERIFERICO’, que pretende avaliar as
condicdes relacionadas ao quadro psiquiatrico e neuroldgico dos idosos.

No Brasil observamos um crescimento importante da populacao idosa, que é
mais susceptivel a alteragbes da cogni¢do (conjunto de funcdes cerebrais como
memoria, linguagem, planejamento de atividades, dentre outras) determinadas pelo
envelhecimento normal e por alteragbes patoldgicas secundarias a deméncia. A
doenca de Alzheimer é a principal causa de deméncia e é responsavel por perda da
capacidade para exercer as atividades habituais e alteracbes da cognicdo e do
comportamento. Apesar do grande impacto na sociedade, os mecanismos desta
doenca ainda ndo sao completamente conhecidos e, consequentemente, nao existe
tratamento capaz de evitar a progressdo da doenca. Os possiveis beneficios da
pesquisa irdo auxiliar em medidas futuras que favoregcam o diagnostico precoce e a
descoberta de novos alvos terapéuticos para a doenca de Alzheimer.

Caso o Sr (a) concorde em participar deste estudo, sera necessario responder
um questionario aplicado por um profissional previamente treinado, com duragéo de
aproximadamente de 01 hora e 30 minutos e, sera coletado cerca de 6 ml de liquido
cefalorraquidiano (“liquido que banha o cérebro”) e 15 ml de sangue periférico para
analises bioldgicas necessarias para a pesquisa. O liquido cefalorraquidiano sera
coletado durante o procedimento anestésico para realizacao da cirurgia que o médico
do (a) Sr (a) indicou. Trata-se de uma raquianestesia realizada através da puncdo com
agulha na coluna lombar.

Os riscos inerentes ao procedimento de coleta do liquido cefalorraquidiano
consistem em dor local, sangramento, hematoma, infec¢éo, fistula (vazamento
temporario de liquido da coluna para pele) locais, além de dor de cabeca.

Estes riscos sdo minimizados pelo exame cuidadoso e exclusdo de pacientes com
risco para complicacbes, além da realizacdo por profissional experiente para

realizacdo do mesmo. A coleta de sangue pode determinar dor local e hematomas,
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minimizados pelo uso de material adequado para esta populagéo, coleta realizada por
profissional treinado e com técnica adequada.

Possiveis constrangimentos existentes durante as entrevistas serao
minimizados pelos pesquisadores do nosso grupo, que estardo disponiveis para
esclarecimento de quaisquer duvidas, antes, durante e ap6s o término do estudo e
publicacdo dos resultados.

A sua participagéo é voluntaria e, portanto, ndo implica em dano material, fisico
ou moral, assim como também nao resulta em qualquer beneficio material. A ndo
participacdo na pesquisa ndo acarreta prejuizo no acompanhamento pela equipe de
saude.

Fica assegurado o direito do participante de se retirar da pesquisa a qualquer
momento, sem que haja qualquer dano ou represséo por parte dos pesquisadores. As
informacdes coletadas terdo um caréater confidencial, ou seja, seu nome nédo sera
divulgado em nenhuma hip6tese. Se no transcorrer da pesquisa tiver alguma duvida
ou por qualquer outro motivo necessitar de orientacdes, podera procurar um dos
pesquisadores.

O resultado desta pesquisa sera divulgado em artigo de revista cientifica, sem
identificagdo dos participantes. Vocé ndo tera nenhuma despesa, sendo de
responsabilidade dos pesquisadores 0s gastos com impressdo, copias ou com
gualquer outra eventualidade. Os gastos porventura existentes com transporte serao
ressarcidos pelos pesquisadores.

Lembramos que:

» Sua participagao neste estudo é muito importante e voluntaria.

* Os dados gerados pelos questionarios serédo tratados em conformidade com a
Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude.

» Toda pesquisa pode gerar riscos para os sujeitos envolvidos. Apesar dos cuidados,
efeitos indesejaveis sao possiveis de ocorrer em qualquer pesquisa.

Vocé receberd uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, onde
consta o telefone e endereco do pesquisador responsavel que pode esclarecer
duvidas sobre esta pesquisa agora ou a qualquer momento.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais, que podera ser contatado em caso de duvidas éticas pelo telefone
31 3409-4592 ou endereco Av. Antbnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha. Unidade

Administrativa Il, 2° andar.
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Baseado neste termo, eu,
aceito participar da pesquisa “ESTUDO DA PARTICIPACAO DA INFECCAO
FUNGICA NOS MECANISMOS DA DOENCA DE ALZHEIMER POR MEIO DO
ESTUDO DE BIOMARCADORES NO LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO E NO
SANGUE PERIFERICO”, de acordo com as informacdes acima expostas.

Declaro que li as informagdes contidas neste termo e fui esclarecido sobre a
minha participagdo no estudo. Dou meu consentimento de livre e de espontanea

vontade para participar do mesmo.

Nome legivel do participante/Assinatura Data:___/ /

Assinatura do participante

Impressdo dactiloscépica (caso o participante ndo consiga
escrever).

Eu, (nome/assinatura do

pesquisador), declaro que forneci todas as informacbes referentes ao projeto ao

participante e/ou responsavel.

Assinatura do coordenador do projeto -Dra. Maria Aparecida Camargos Bicalho
macbicalho@gmail.com.Tel: (31) 3226-2386/(31)98478-8629.

Pesquisadores:

1. Maria Aparecida Camargos Bicalho-UFMG.T:31-98478- 8629;
macbicalho@gmail.com

2. Marco Aurélio Romano Silva- UFMG. T: 3409- 8000; romanosilva@gmail.com

Luiz Armando Cunha de Marco-UFMG. T: 3409-8000; luiz.dmarco@gmail.com

4. Débora Marques de Miranda - UFMG. T: (31) 35426252;
debora.m.miranda@gmail.com

5. Edgar Nunes de Moraes -UFMG. T: (31) 99115-7141.
edgarnmoraes@gmail.com

6. Andréa Teixeira de Carvalho - Instituto René Rachou - Fiocruz Minas (31);
988014345. andreat@minas.fiocruz.br

7. Daniela Valaddo Freitas Rosa -UFMG. T: (31) 98511-3008;
danielavaladao@gmail.com

8. Marco Tulio Gualberto Cintra-UFMG. T: (31) 9636-6108;
marcotuliocintra@gmail.com

9. Ariane Flavia Lage- UFMG. T:(31) 99170679; arianeflavia@gmail.com

w
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10.Rafaela Teixeira Avila- UFMG. T: (31) 8875-9183; rafaelatavila@gmail.com

11.Mbnica Vieira Costa — UFMG. T: (31) 98696-8290; monicavie@gmail.com

12.Thadeu Alves Maximo- HOSPITAL ODILON BEHERS. T: (31)98851-1553;
thadeumaximo@gmail.com

13.Luciana de Souza Cota Carvalho Laurentys — FHEMIG. T: (31) 98821-7852;
lulucota@gmail.com

14.Marco Aurélio Fagundes Angelo. FHEMIG. T: (31) 984788629.

15.Gesiane Thamire Tolentino Aratjo - UFMG. T: 31-99182-7140;
tolentinogesiane@gmail.com
16.Erika de Oliveira Hansen - HC/UFMG T 31 98839 1201 -

erikaohansen@gmail.com

Conselho de ética em Pesquisa UFMG (COEP-UFMG): Av. Antdnio Carlos, 6627,
Pampulha - Belo Horizonte-MG-CEP:31270-901. Unidade Administrativa Il - 2° Andar
- Sala: 2005 Telefone:(031)3409-4592.E-mail:coep@prpq.ufmg.br.  Horario
atendimento: 9:00 as 11:00 e 14:00 as 16:00.

Hospital Odilon Behrens Rua Formiga, 50 — Bairro Sao Cristévao, Belo Horizonte -
MG, 31110-430. Comité de Etica em Pesquisa do HMOB — Telefone: (31) 3277-6120.
E-mail: cephob@gmail.com.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA RESPONSAVEIS
POR IDOSOS COM COMPROMETIMENTO COGNITIVO

Vocé esta sendo convidado, como responsavel por
, a participar da pesquisa “ESTUDO
DA PARTICIPACAO DA INFECCAO FUNGICA NOS MECANISMOS DA DOENCA
DE ALZHEIMER POR MEIO DO ESTUDO DE BIOMARCADORES NO LiQUIDO
CEFALORRAQUIDIANO E NO SANGUE PERIFERICO’, que pretende avaliar as

condicdes relacionadas ao quadro psiquiatrico e neuroldgico dos idosos atendidos no

Instituto Jenny de Andrade Faria de Atencédo ao ldoso do Hospital das Clinicas da
UFMG.

No Brasil observamos um crescimento importante da populacéo idosa, mais
susceptivel a altera¢gbes da cognicao (conjunto de fun¢des cerebrais como memoria,
linguagem, planejamento de atividades, dentre outras) determinadas pelo
envelhecimento normal e por alteragBes patoldgicas secundarias a deméncia. A
doenca de Alzheimer é a principal causa de deméncia e é responsavel por perda de
capacidade para exercer as atividades habituais, alteracdes da cognicdo e do
comportamento. Apesar do grande impacto na sociedade, os mecanismos da doenca
ainda n&o sdo completamente conhecidos e, consequentemente, nao existe
tratamento capaz de evitar a progressao da doenca.

O presente estudo visa avaliar a presenca de micro-organismos (fungos) em
amostras do liquido cefalorraquidiano (“liquido que banha o cérebro”) em pacientes
portadores de deméncia causada pela doenca de Alzheimer, de Comprometimento
Cognitivo Leve (fase da doencga que antecede os sintomas de deméncia) e, em idosos
sem alteracBes da cognicdo. Caso vocé permita a participacdo do idoso sob sua
responsabilidade, serd necessario responder um questionario aplicado por um
profissional previamente treinado, com duracgéo de aproximadamente de 01 hora e 30
minutos, e sera coletado cerca de 6 mL de liquido cefalorraquidiano, e 15 mL de
sangue periférico para analises bioldgicas necessarias para a pesquisa, 0s possiveis
beneficios da pesquisa poderdo auxiliar em medidas futuras que favorecam o
diagndstico precoce e a descoberta de novos alvos terapéuticos para a doenca.

Os riscos inerentes ao procedimento de coleta do liquido cefalorraquidiano

consistem em dor local, sangramento, hematoma, infeccdo, fistula (vazamento
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temporario de liquido para pele), além de dor de cabeca. Estes riscos sdo minimizados
pela exclusdo de pacientes com risco para complicacdes, além da realizacdo por
profissional experiente para realizagdo do mesmo. A coleta de sangue pode
determinar dor local e hematomas, minimizados pela realizacdo por profissional
treinado e com técnica adequada e pelo uso de material adequado para esta
populacao.

Possiveis constrangimentos existentes durante as entrevistas e 0s
procedimentos de puncdo serdo minimizados pelos pesquisadores do nosso grupo.
Os mesmos estardo acessiveis (nos telefones descritos abaixo) e disponiveis para
identificacéo e tratar qualquer complicacao.

A participacéo do idoso é voluntaria e ndo implica em dano material, fisico ou
moral, assim como também néo resulta em qualquer beneficio material. A néo
participagdo na pesquisa ndo acarreta prejuizo no acompanhamento pela equipe de
saude. Fica assegurado o direito do participante de se retirar da pesquisa a qualquer
momento, sem que haja qualquer dano ou repressao.

As informacdes coletadas terdo um carater confidencial, ou seja, nome do
participante ndo sera divulgado em nenhuma hipétese.

O resultado desta pesquisa sera divulgado em artigo de revista cientifica.
Vocé nao tera nenhuma despesa, sendo de responsabilidade dos pesquisadores os
gastos com impressdo, cépias ou com qualquer outra eventualidade. Os gastos
porventura existentes com transporte serdo ressarcidos pelos pesquisadores.
Lembramos que:

* A participagao do idoso neste estudo é muito importante e voluntaria.

* Os dados gerados pelos questionarios serédo tratados em conformidade com a
Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude.

» Toda pesquisa pode gerar riscos para os sujeitos envolvidos. Apesar dos cuidados,
efeitos indesejaveis sao possiveis de ocorrer em qualquer pesquisa.

Através deste documento fica assegurado o direito do (a) Sr. (a)

gue tera todos os esclarecimentos

relativos a pesquisa, garantidos, incluindo os métodos utilizados.
Vocé recebera uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, onde
consta o telefone e endereco do pesquisador responsavel que pode esclarecer

duvidas sobre esta pesquisa agora ou em qualquer momento
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Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais, que podera ser contatado em caso de duvidas éticas pelo telefone
31 3409-4592 ou endereco Av. Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha. Unidade
Administrativa Il, 2° andar.

Baseado neste termo, eu, responsavel

pelo (a) Sr (a) aceito participar da
pesquisa “ESTUDO DA PARTICIPACAO DA INFECCAO FUNGICA NOS
MECANISMOS DA DOENCA DE ALZHEIMER POR MEIO DO ESTUDO DE
BIOMARCADORES NO LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO E NO SANGUE

PERIFERICO”, de acordo com as informacdes acima expostas.

Declaro que li as informagdes contidas neste termo e fui esclarecido sobre a
participacdo do idoso sob minha responsabilidade no estudo. Dou meu

consentimento de livre e de espontanea vontade.

Nome legivel do responsavel/Assinatura Data:__ / /

Impresséao dactiloscépica (caso ndo consiga escrever)

Eu, (nome do pesquisador), declaro

gue forneci todas as informagOes referentes ao projeto ao participante e/ou

responsavel.

Nome/assinatura do pesquisador. Data:___ / /

Nome

/assinatura do coordenador do projeto — Dra Maria Aparecida Camargos Bicalho —
macbicalho@gmail.com Tel: (31) 3226- 2386/(31)98478-8629

Belo Horizonte, de de 20

Pesquisadores:
1. Maria Aparecida Camargos Bicalho-UFMG.T:31-98478- 8629;
macbicalho@gmail.com
2. Marco Aurélio Romano Silva- UFMG. T: 3409- 8000; romanosilva@gmail.com
Luiz Armando Cunha de Marco-UFMG. T: 3409-8000; luiz.dmarco@gmail.com
4. Débora Marques de Miranda - UFMG. T: (31) 35426252;
debora.m.miranda@gmail.com

w
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5. Edgar Nunes de Moraes -UFMG. T: (31) 99115-7141.
edgarnmoraes@gmail.com

6. Andréa Teixeira de Carvalho - Instituto René Rachou - Fiocruz Minas (31);
988014345. andreat@minas.fiocruz.br

7. Daniela Valaddo Freitas Rosa -UFMG. T: (31) 98511-3008;
danielavaladao@gmail.com

8. Marco Tulio Gualberto Cintra-UFMG. T: (32) 9636-6108;
marcotuliocintra@gmail.com

9. Ariane Flavia Lage- UFMG. T:(31) 99170679; arianeflavia@gmail.com

10.Rafaela Teixeira Avila- UFMG. T: (31) 8875-9183; rafaelatavila@gmail.com

11.Mbnica Vieira Costa — UFMG. T: (31) 98696-8290; monicavie@gmail.com

12.Thadeu Alves Maximo- HOSPITAL ODILON BEHERS. T: (31)98851-1553;
thadeumaximo@gmail.com

13.Luciana de Souza Cota Carvalho Laurentys — FHEMIG. T: (31) 98821-7852;
lulucota@gmail.com

14.Marco Aurélio Fagundes Angelo. FHEMIG. T: (31) 984788629.

15.Gesiane Thamire Tolentino Aratjo - UFMG. T: 31-99182-7140;
tolentinogesiane@gmail.com

16.Erika de Oliveira Hansen — HC/UFMG T. 31 98839 1202

Conselho de ética em Pesquisa UFMG (COEP-UFMG): Av. Antbnio Carlos, 6627,
Pampulha - Belo Horizonte-MG-CEP:31270-901. Unidade Administrativa Il - 2° Andar
- Sala: 2005 Telefone:(031)3409-4592.E-mail:coep@prpg.ufmg.br.  Horario
atendimento: 9:00 as 11:00 e 14:00 as 16:00.

Hospital Odilon Behrens Rua Formiga, 50 — Bairro Séo Cristévao, Belo Horizonte -
MG, 31110-430. Comité de Etica em Pesquisa do HMOB — Telefone: (31) 3277-6120.
E-mail: cephob@gmail.com.
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) (a) para participar como voluntario da pesquisa
““ESTUDO DA PARTICIPACAO DA INFECCAO FUNGICA NOS MECANISMOS DA
DOENCA DE ALZHEIMER POR MEIO DO ESTUDO DE BIOMARCADORES NO
LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO E NO SANGUE PERIFERICO’. Nesta pesquisa
pretendemos avaliar condi¢cdes relacionadas ao quadro neurologico de idosos
atendidos no Instituto Jenny de Andrade Faria de Atencéo ao Idoso do Hospital das
Clinicas da UFMG.

No Brasil existe um importante crescimento da populacdo idosa. Os idosos
estdo mais predispostos a alteragbes da memoria, linguagem, organizacédo e
planejamento de atividades. Estas alteracbes podem fazer parte do envelhecimento
normal e de doencas como o Alzheimer. Apesar do grande impacto desta doenca,
ainda temos muito o que aprender sobre ela para ajudar na descoberta de um
tratamento eficaz que evite a progressao da doenca.

Neste estudo pretendemos avaliar a presenca de micro-organismos (fungos)

em amostras do “liquido que banha o cérebro” de pacientes portadores de Doenca de
Alzheimer, nas fases muito iniciais e mais avancadas e, também, em pessoas sem a
doenca (coletados pelo anestesista durante raquianestesia para cirurgia).
Caso vocé autorize sua participacao, sera necessario responder um questionario, com
duracédo de aproximadamente de 01 hora e 30 minutos, aplicado por profissional da
nossa equipe de trabalho. Sera coletado em torno de 6ml do “liquido que banha o
cérebro” e 15ml de sangue. A coleta do “liquido que banha o cérebro” sera realizada
pela introducédo de uma agulha na regido da coluna, apos anestesia local.

Os possiveis beneficios da pesquisa sao auxiliar na definicdo do diagnostico
precoce e na descoberta de novos alvos terapéuticos para a doenca de Alzheimer. Os
riscos inerentes ao procedimento de coleta do liquido que banha o “cérebro”
consistem em dor local, sangramento, hematoma, infeccao, vazamento temporario de
liquido para a pele, além de dor de cabeca.

Estes riscos sdo minimizados pelo exame cuidadoso e exclusédo de pacientes
gue tenham risco para complicacdes, além da realizacdo por profissional treinado e
experiente. A coleta de sangue pode determinar dor local e hematomas. Estes riscos
podem ser reduzidos, pelo uso de material adequado e coleta realizada por

profissional treinado e com técnica adequada.
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Possiveis constrangimentos existentes durante as entrevistas serdo

minimizados pelos pesquisadores do nosso grupo, que estardo disponiveis para
esclarecimento de quaisquer duvidas, antes, durante e ap6s o término do estudo e
publicacdo dos resultados. Caso o Sr (a) apresente algum efeito adverso resultante
do procedimento de punc¢do lombar ou pela coleta de sangue periférico, ou mesmo
necessite esclarecer duvidas clinicas eventuais, estamos a disposicdo através da
pesquisadora e médica Maria Aparecida Camargos Bicalho pelo telefone (31) 98478-
8629 a qualquer momento. Os demais pesquisadores também estao disponiveis para
identificacdo e tratar qualquer complicagdo, através dos telefones descritos no final
desse termo.
Para participar desta pesquisa, o Sr (a) devera autorizar e assinar este termo de
assentimento. O Sr (a) estara livre para participar ou recusar-se, podera retirar o
consentimento ou interromper a sua participagdo a qualquer momento. Sua
participacdo € voluntaria e a recusa em participar nao acarretara qualquer penalidade
ou modificacdo em seu tratamento. Vocé nao sera identificado em respeito a
privacidade e ao caréater confidencial das informacgdes.

O Sr (a) ndo terd nenhuma despesa, sendo de responsabilidade dos
pesquisadores 0s gastos com impressao, copias ou com qualquer outro gasto. Os
gastos porventura existentes com transporte serdo ressarcidos pelos pesquisadores.
Se no transcorrer da pesquisa tiver alguma duvida, ou por qualquer outro motivo
necessitar de orientaces, podera procurar um dos pesquisadores.

Lembramos que:

e A sua participacdo neste estudo € muito importante e voluntaria.

e Os dados serao tratados de acordo com Resolugcéo do Conselho Nacional de
Saude.

e Toda pesquisa pode gerar riscos para os sujeitos envolvidos. Apesar dos
cuidados, efeitos indesejaveis sdo possiveis de ocorrer em qualquer pesquisa.
Diante de qualquer desconforto, sua participacao podera ser interrompida, sem
maiores prejuizos.

e Caso o Sr (a) sofra algum dano associado diretamente a participagdo na pesquisa, sera

assegurado o direito a indeniza¢cdo como previsto na legislagéo.

e Vocé ndo tera nenhum gasto ou pagamento com sua participacao.
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Vocé receberdq uma copia deste Termo de Consentimento Livre Esclarecido, onde
consta o telefone e endereco do pesquisador responsavel que pode esclarecer
duvidas sobre esta pesquisa agora em qualquer momento.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais, que podera ser contatado em caso de duvidas éticas pelo telefone
31 3409-4592 ou endereco Av. Antbnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha. Unidade
Administrativa Il, 2° andar.

Eu, , fui informado

(a) dos objetivos da presente pesquisa, de maneira clara e detalhada e esclareci
minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informacdes e,
0 meu responsavel podera modificar a deciséo de participar se assim o desejar. Tendo
0 consentimento do meu responsavel ja assinado, declaro estar de concordo em
participar dessa pesquisa. Recebi o termo de assentimento e me foi dada a
oportunidade de ler e esclarecer as minhas davidas.

Declaro que li as informagdes contidas neste termo e fui esclarecido sobre
minha participacdo no estudo. Dou meu assentimento de livre e de espontanea

vontade para minha participacao.

Nome legivel do participante/Assinatura Data:__ / /

Assinatura do participante

Impressdo dactiloscépica (caso o0 participante ndo consiga
escrever).

Eu, (nome/assinatura do

pesquisador), declaro que forneci todas as informacbes referentes ao projeto ao

participante e/ou responsavel.

Assinatura do coordenador do projeto -Dra. Maria Aparecida Camargos Bicalho
macbicalho@agmail.com.Tel: (31) 3226-2386/(31)98478-8629.
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Pesquisadores:

17.Maria Aparecida Camargos Bicalho-UFMG.T:31-98478- 8629;
macbicalho@gmail.com

18.Marco Aurélio Romano Silva- UFMG. T: 3409- 8000; romanosilva@gmail.com

19.Luiz Armando Cunha de Marco-UFMG. T: 3409-8000; luiz.dmarco@gmail.com

20.Débora Marques de Miranda - UFMG. T:. (31) 35426252,
debora.m.miranda@gmail.com

21.Edgar Nunes de Moraes —-UFMG. T: (31) 99115-7141.
edgarnmoraes@gmail.com

22. Andréa Teixeira de Carvalho - Instituto René Rachou - Fiocruz Minas (31);
988014345. andreat@minas.fiocruz.br

23.Daniela Valaddo Freitas Rosa -UFMG. T:. (31) 98511-3008;
danielavaladao@gmail.com

24.Marco Talio Gualberto Cintra-UFMG. T: (31) 9636-6108;
marcotuliocintra@gmail.com

25. Ariane Flavia Lage- UFMG. T:(31) 99170679; arianeflavia@gmail.com

26.Rafaela Teixeira Avila- UFMG. T: (31) 8875-9183; rafaelatavila@gmail.com

27.Monica Vieira Costa — UFMG. T: (31) 98696-8290; monicavie@gmail.com

28.Thadeu Alves Méaximo- Hospital Odilon Behrens. T: (31)98851-1553;
thadeumaximo@gmail.com

29.Luciana de Souza Cota Carvalho Laurentys — FHEMIG. T: (31) 98821-7852;
lulucota@gmail.com

30.Marco Aurélio Fagundes Angelo. FHEMIG. T: (31) 984788629.

31.Gesiane Thamire Tolentino Aradjo - UFMG - T: 31-99182-7140;
tolentinogesiane@gmail.com
32.Erika de Oliveira Hansen - UFMG - T:. (31) 988391201 -

erikaohansen@gmail.com

Conselho de ética em Pesquisa UFMG (COEP-UFMG): Av. Anténio Carlos, 6627,
Pampulha - Belo Horizonte-MG-CEP:31270-901. Unidade Administrativa Il - 2° Andar

Sala: 2005 Telefone:(031)3409-4592.E-mail:coep@prpq.ufmg.br.  Horario

atendimento: 9:00 as 11:00 e 14:00 as 16:00.

Hospital Odilon Behrens Rua Formiga, 50 — Bairro Sao Cristévao, Belo Horizonte -
MG, 31110-430. Comité de Etica em Pesquisa do HMOB — Telefone: (31) 3277-6120.
E-mail: cephob@gmail.com.
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ANEXO 3 - PROTOCOLO DE AVALIACAO COGNITIVA

PERFIL DE BIOMARCADORES NO LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO
DE IDOSOS SEM COMPROMETIMENTO COGNITIVO OBJETIVO E COM
DOENCA DE ALZHEIMER - COMPROMETIMENTO COGNITIVO LEVE
AMNESTICO E DEMENCIA

IDENTIFICACAO

Nome: Data:
Sexo:M( )F( ) Reg: Nome da mée:

DN: Idade: Escolaridade:

Institucionalizado: ( ) Ndo ( ) Sim Cor Pele:

Profisséo: Aposentado: S ( ) N( ) Quando:
Telefones: Centro Saude:

Endereco:

Cuidadores: Idade do cuidador:

( )conjuge( )Filho(  )Outros parentescos( ) Sem parentesco
Quantos dias por semana passa com o paciente:

Tempo gasto com o paciente (diario):

Médico Assistente: Estado civil:

Tabagismo: Duragédo Anos: N Cigarros/Dia:

Etilismo: Duracgédo Anos: Tipo-Quantidade/Dia:
Peso: Altura: IMC: Circ panturrilha:

DIAGNOSTICOS CLINICOS
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HISTORIA PREGRESSA TRANSTORNOS NEUROPSIQUIATRICOS:

e DEPRESSAO:S( ) N()NA()
e OUTROS TRANSTORNOS NP: S () N()NA( )
e DHEG:S() N(CINA( )

HISTORIA FAMILIAR:

e DEPRESSAO: S () N(C INA( )

e DEMENCIA/TIPO: S ( ) N( )NA()

¢ OUTROS TRANSTORNOS NP: S ( ) N()NA( )
e DAC:S() N(C)NA(C )

Medicacdes em uso

AVALIACAO COGNITIVA

INICIO E EVOLU(;AO DO COMPROMETIMENTO COGNITIVO.
Data de inicio dos sintomas:
Anotar detalhadamente as queixas relacionadas ao declinio cognitivo:

OUTRAS INFORMACOES RELEVANTES:

Marcar na régua abaixo a pontuagdo que o paciente atribui a sua memoria e, posteriormente, a nota
dada pelo familiar a memaria do paciente:

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ocorreu alteragdo da funcionalidade apos inicio dos sintomas? __sim __ ndo
INICIO E EVOLUCAO DO COMPROMETIMENTO COGNITIVO:

AVALIACAO OBJETIVA



MINI-EXAME DO ESTADO MENTAL

Mini-Mental de Folstein (1975), adaptado por Brucki etal (2003)

Orientagdo Temporal
(05 pontos)

Dé um ponto para cada item

Ano

Més

Dia do més

Dia da semana

Semestre/Hora aproximada

Orientacdo Espacial
(05 pontos)

Dé um ponto para cada item

Estado

Cidade

Bairro ou nome de rua préxima

Local geral: que local é este aqui (apontando ao redor num sentido mais

amplo: hospital, casa de repouso, propria casa)

Andar ou local especifico: em que local nés estamos

(consultério,dormitdrio, sala, apontando para o ch&o)

Registro (3 pontos)

Repetir: GELO, LEAO e PLANTA

Atencdo e Calculo (5 pts)

Dé 1 ponto para cada acerto

Subtrair 100 -7=93-7=86-7=79-7=72-7 =65

Soletrar inversamente a palavra MUNDO=0ODNUM

Memo@ria de Evocacao(3 pts)

Quais os trés objetos perguntados anteriormente?

Nomear dois objetos (2 pts)

Reldgio e caneta

Repetir(1 ponto)

“NEM AQUI, NEM ALI, NEM LA”

Comando de estégios (3 pontos)

“Apanhe esta folha de papel com a mdo direita, dobre-a ao meio e

coloque-a no chdao”

Escrever 1 frase completa (1 pt)

“Escreva alguma frase que tenha comeco, meio e fim”

Ler e executar (1 ponto)

FECHE SEUS OLHOS

Copiar diagrama (1 ponto )

Copiar dois pentdgonos com intersecéo

PONTUACAO FINAL (escore =0 a 30 pontos)

FECHE SEUS OLHOS




LISTA DE PALAVRAS DO CERAD (MORRIS et al, 1989; BERTOLUCCI et al, 1998)

LISTA DE PALAVRAS DO CERAD

DATA (Escore)

Tentativa 1

Tentativa 2

Tentativa 3

Evocacdo de 5 minutos

Reconhecimento de Palavras

Lista de Palavras para Fixacdo e Recordagido

1*tentativa Ordem 2° tentativa Ordem 3° tentativa Ordem
Manteiga Praia Cabana
Braco Braco Bilhete
Praia Cabana Poste
Carta Manteiga Rainha
Rainha Poste Motor
Cabana Maotor Carta
Poste Erva Erva
Bilhete Rainha Braco
Erva Bilhete Manteiga
Motor Carta Praia
Escore
Lista de Reconhecimento de Palavras
Igreja Rainha Cafe
Cabana Manteiga Chinelo
Délar Poste Braco
Aldeia Praia Corda
Cinco Bilhete Carta
Tropa Hotel Erva
Montanha Motor
Escore:
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TESTE DO RELOGIO

Pontuacéo:

TESTE DE RECONHECIMENTO DE FIGURAS
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RECONHECIMENTO DE FIGURAS

DATA (Escore)

Percepcéo Visual Correta

Nomeacéo Correta

Memoria Incidental
Esconda as figuras e pergunte: “que figuras eu acabei de
lhe mostrar?”’

Memobria Imediata 1

Mostre as figuras novamente durante 30 segundos dizendo:

“Olhe bem e procure
memorvizar esta figuras”

Memoria Imediata 2

Mostre a figuras novamente durante 30 segundos dizendo:
“Olhe bem e procure

memorizar esta figuras”

Evocacdo de 5 Minutos

Reconhecimento de figuras

FLUENCIA VERBAL

Categoria Pontuacao

Animais

Frutas




CLINICAL DEMENTIA RATING (CDR)
CDR (sum of boxes) =
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Funcio Nenhum Questionavel Leve Moderado Grave
¢ 0 05 1 2 3
Perda grave da
NAO ha perda | Esquecimento leve Perda moderada da ngﬁglaéﬁ%ﬁgﬁie Perda grave da
de mas consistente. memoria para eventos heci - memoria.
P memoria ou Esquecimento recentes, interferindo conhecido continua Apenas
Memoria - LR ' preservado. e
esquecimento benigno™. com ~ resquicios de
. L Informacdes L x
leve e Lembranga parcial as atividades do X memoria estdo
- L novas séo
inconstante dos eventos. cotidiano. - presentes.
rapidamente
perdidas.
Completamente Dificuldade grave nas relagBes temporais
omp relagdes temporais. ¢ P '
orientado, exceto Orientado no espaco Usualmente Orientado
Completament | pela presenca de pago. desorientado no
. ~ - - Pode somente quanto
Orientacdo e orientado discretas apresentar tempo e 3 pessoa
dificuldades nas prese N frequentemente no P )
relagfes temporais desong ntagdo espaco
' geografica. '
Resolve
problemas do
dia-a-dia e Comprometimento
lida bem Comprometimento Dificuldade moderada grave
- ) x Completamente
com neg6cios | discreto na na na resolucéo de incanaz de
Julgamentoe | e capacidade de resolugdo de problemas, | problemas, emitFi)r
resolucdo de | financas. resolucéo de Similaridades e Similaridades e iulgamento e
problemas Julgamento é problemas, diferencas. diferencas. Jres%lver
bom em Similaridades e Julgamento social Julgamento roblemas
relagdo ao diferencas. usualmente mantido social usualmente P ’
seu comprometido.
perfomance
anterior
Completamente
Independente incapaz de
para os Completamente funcionar
niveis usuais Incapaz de funcionar ~Omp
. incapaz adequadamente
de independente, embora .
R . . . - de funcionar fora do
AVDDI’s trabalho, Comprometimento ainda consiga realizar " icili
itarias | comprase leve algumas. Apresenta-se adequadamente fora domicilio.
comunt S : do Aparenta estar
participacédo normal no contato - -
em grupos casual do~m|C|I|o, apesar de muito .
sociais e ' NAO aparentar. comprometido
- para tais
voluntarios. funcs
uncdes.
. Comprometimento leve
Vida
AVDI’s domeéstica mas Apenas tarefas
‘e - ' - ja estabelecido. Incapaz | Simples
ci[omlfcnlares ihr?tgt);g:ees Ec\algnprometlmento de estio preservadas. %cggwr;l;:tamente
( are, as_ intelectuais realizar tarefas, hobbies | Interesses bastante P
domeésticas) oservadios ou restrito.
P ' atividades mais dificeis.
Requer
Independente Requer assisténcia assisténcia
AVD’s no P Independente no Necessita de aiuda para completa no
bésicas autocuidado I vestir-se, higiene e cuidado pessoal.

autocuidado

cuidado pessoal.

Presenca de
incontinéncia.




109

Inventario Neuropsiquiatrico (NPI)
Frequéncia

(1) Ocasional - Menos de uma vez por semana

(2) Comum - Cerca de uma vez por semana

(3) Frequente - Varias vezes por semana, mas menos que todos os dias

(4) Muito frequente - Uma vez por dia ou mais

Gravidade

(1) Leve - Comportamento esta presente causa pouco desgaste ao paciente e cuidador;

(2) Moderada - Causa mais incdbmodo ao paciente, mas pode ser contornado pelo cuidador;

(3) Acentuada - O comportamento é bastante desgastante para o paciente, e ndo pode ser contornado pelo cuidador.
Items

A — Delirios: O paciente acredita em coisas que vocé sabe ndo serem reais? Por exemplo, insiste que alguém esta
tentando fazer-lhe mal ou rouba-lo? Afirma que seus parentes ndo sao quem dizem ser ou que a casa onde mora
ndo é a sua? Nao estou me referindo apenas a desconfianca; estou interessado em verificar se o paciente esta
convencido que estas coisas estdo acontecendo em ele.

()Sim ()Néo ()N/A

B — Alucinagfes: O paciente V& ou ouve coisas? Parece ver, ouvir ou sentir coisas que ndo estdo presentes? Por
esta pergunta ndo estamos nos referindo apenas a coisas erradas em que o paciente acredita, como afirmar que
alguém que morreu ainda esta vivo. Ao contrario, queremos saber se ele realmente ouve sons ou vé coisas que ndo
estdo presentes.

()Sim ()N&o ()N/A

C - Agitacao/Agressividade: O paciente ndo obedece ou ndo deixa que os outros o ajudem a fazer as coisas? O
paciente fica contrariado quando vocé tenta cuidar dele ou ajuda-l1o0?

()Sim ()Nédo ()N/A

D - Disforia/Depresséo: O paciente parece triste ou deprimido? Diz sentir-se triste ou deprimido?

()Sim ()Néo ()N/A

E — Ansiedade: O paciente fica nervoso, preocupado, ou assustado sem motivo aparente? Parece muito tenso e
inquieto? Tem medo de ficar longe de ti?

()Sim ()Néo ()N/A

F — Euforia/Elacgéo: O paciente fica muito animado ou feliz mesmo sem motivo aparente? N&o quero dizer que
ele ndo fica alegre quando vé& amigos, ganha presentes ou esta com sua familia. Quero saber se 0 paciente apresenta
um bom-humor exagerado ou acha graca de coisas ndo engragadas.

()Sim ()Nédo ()N/A

G — Apatia/Indiferenca: O paciente perdeu o interesse pelo mundo ao seu redor? N&o quer mais fazer as coisas
ou Ihe falta &nimo para comegar outras atividades? E dificil fazer com que ele converse ou ajude nos trabalhos da
casa? Anda meio parado ou parece ndo estar nem ai para as coisas?

()Sim ()Néo ()N/A
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. O paciente parece menos espontaneo e ativo do que o normal?

. O paciente tem puxado menos conversa do que antes?

. O paciente estd menos carinhoso ou emotivo do que o normal?

. O paciente tem contribuido menos para as atividades domésticas rotineiras?

. O paciente parece menos interessado na vida e nos planos dos outros?

. O paciente perdeu o interesse pelos amigos e parentes?

~N| o O B Wl N

. O paciente estd menos entusiasmado em relagdo aos seus interesses habituais?

8. O paciente exibe algum outro sinal de que néo liga em fazer coisas novas?

Intensidade
Leve: apatia com pouca interferéncia na rotina; apenas ligeiramente diferente do seu jeito de ser habitual; o
paciente corresponde a incentivos de engajamento em atividades novas
Moderada: apatia muito evidente; pode ser vencida por persuasao e incentivo do
acompanhante; responde espontaneamente apenas a acontecimentos intensos, como visitas
de parentes chegados ou membros da familia
Acentuada: apatia muito evidente; deixa de responder a qualquer tipo de encorajamento ou a

eventos externos

Desgaste: Qual o grau de desgaste emocional que lhe causa este comportamento?
0 Nenhum 3 Moderado
1 Minimo 4 Acentuado
2 Pequeno 5 Muito acentuado ou extremo

H — Desinibicéo: O paciente faz as coisas sem pensar no que esta fazendo? Faz ou diz coisas que nao deveriam

ser feitas ou ditas em publico? Faz coisas que deixam vocé ou os outros com vergonha dele?
()Sim ()Néo ()N/A

I — Irritabilidade: O paciente fica irritado e se incomoda com facilidade? O paciente parece que € de lua? Esta de
saco cheio? Ndo nos referimos a tristeza por ndo conseguir se lembrar das coisas ou por ndo conseguir fazer o que
sempre fez; queremos saber se o0 paciente tem andado mais de mau-humor ou irritado, ndo tem mais paciéncia, ou

tem tido chiliques frequentes.
()Sim ()Nédo ()N/A

J — Comportamento motor aberrante: O paciente fica andando de um lado para o outro, faz coisas repetidas
como abrir e fechar gavetas ou arméarios, mexe nas coisas ao seu redor varias vezes ou fica dando nés em fios e

cordbes?
()Sim ()Nédo ()N/A

K — Comportamento noturno: Tem sido dificil para o paciente pegar no sono (ndo considere se apenas levanta
uma ou duas vezes a noite para ir ao banheiro e logo volta para dormir)? Fica de pé a noite? Anda de um lado para

0 outro, a noite? Se veste ou ndo te deixa dormir a noite?

()Sim ()Ndo ()N/A
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L — Apetite/Alteragdes alimentares: O paciente apresentou alguma mudanca no apetite, no peso ou manias na
alimentacdo (considere NA se estiver incapacitado e precisar ser alimentado)? Ele mudou seus gostos quanto a

comida?

()Sim ()Ndo ()N/A

Inventario Neuropsiquiatrico (INP)

Item NA | Aus Freq Int Fxi Desgaste

Delirios

Alucinagdes

Agitacdo

Depressado/disforia

Ansiedade

Euforia/elacéo

Apatia/indiferenca

Desinibicao
Irritabilidade/labilidade

Comportamento motor aberrante

Comportamentos noturnos

Apetite/alteragdes alimentares
Universidade da California, Los Angeles (UCLA)

DSM V

SIM | NAO

Vocé se sente frequentemente triste ou deprimido

Interesse ou prazer acentuadamente diminuidos

Perda ou ganho significativo de peso, ou diminui¢cdo ou aumento do apetite

Insbnia ou hipersonia

Agitacdo ou retardo psicomotor

Fadiga ou perda de energia

Sentimento de inutilidade ou culpa excessiva ou inadequada

Capacidade diminuida de pensar ou concentrar-se

©| | N o g KM W N E

Pensamento recorrentes de morte, ideag&o suicida recorrente

SCORE:

Duragdo da sintomatologia:
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ESCALA GERIATRICA DE DEPRESSAO(GDS-15 E GDS-5) : Almeida, 1999

(escolha a opcao que mais se assemelha ao que vocé esta sentindo nas Ultimas semanas)

Vocé esta basicamente satisfeito com sua vida Sim
Vocé se aborrece com freqiiéncia SIM
Vocé se sente indtil nas atuais circunstancias? SIM
Vocé prefere ficar em casa a sair e fazer coisas novas SIM
Sente que sua situacdo nao tem saida SIM
Vocé tem medo que algum mal va te acontecer?

Vocé acha que sua situagéo é sem esperangas? SIM
Vocé acha maravilhoso estar vivo? Sim
Vocé sente que sua vida esta vazia2 SIM
Vocé sente que a maioria das pessoas esta melhor que vocé? SIM
Vocé se sente com mais problemas de memdria do que a maioria? SIM
Vocé deixou muitos de seus interesses e atividades? SIM
Vocé se sente de bom humor a maior parte do tempo? Sim
Vocé se sente cheio de energia?

Vocé se sente feliz a maior parte do tempo? Sim

PONTUACAO:

SIM

Sim

NAO
Nao
Nao
Néo
Néo

Néo
NAO
Nao
Nao
Néo

Nao
NAO

NAO

Nao

NAO

Avaliacéo das Atividades de Vida Diaria, segundo Pfeffer:

0. Normal
1. Faz, com dificuldade
2. Necessita de ajuda

3. Né&o é capaz

0. Nunca o fez, mas poderia fazé-lo

1. Nunca o fez e agora teria dificuldade

Ele (Ela) é capaz de preparar uma comida?

Ele (Ela) manuseia seu proprio dinheiro?

Ele (Ela) é capaz de manusear seus proprios remédios?

Ele (Ela)é capaz de comprar roupas, comida, coisas para casa sozinho?

Ele (Ela) é capaz de esquentar a agua para o café e apagar o fogo?

Ele (Ela) é capaz de manter-se em dia com as atualidades, com 0s

acontecimentos da comunidade ou da vizinhanga?

Ele (Ela) é capaz de prestar atencdo, entender e discutir um programa de

radio ou televisdo, um jornal ou uma revista?

Ele (Ela) é capaz de lembrar-se de compromissos, acontecimentos,

familiares, feriados?

Ele (Ela) é capaz de passear pela vizinhanca e encontrar o caminho de

volta para casa?
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Ele (Ela) é pode ser deixado (a) em casa sozinho (a) de forma segura?

0. Normal 0. Nunca ficou, mas poderia ficar agora

1. Sim, com precaugdes 1. Nunca ficou e agora teria dificuldade
2. Sim, por curtos periodos

3. Né&o poderia

EXAME FISICO

Velocidade de marcha:  seg TUG: seg
PA: deitado( );sentado( ) ;empélmin();3min( )

FC:

EXAME CLINICO:

RISCO CARDIOVASCULAR GLOBAL:

ASCVD risk:

Resultado da Avaliacdo Neuropsicoldgica

ECG(_/_ [/ ):

QTc: PRi: FC:
Ecodopplercardiograma (__/ [/ ):

Doppler de carétidas e vertebrais (__ /_/ ):
Exames complementares (__ /__/ ):
Neuroimagem (__/ [/ ):

Puncéo lombar: / /

CONCLUSOES:

PROGRAMACAO:
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