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“O conhecimento torna a alma jovem e diminui a amargura da velhice. 

Colhepois a sabedoria armazena suavidade para o amanhã.” 

                                                    Leonardo da Vinci. 
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RESUMO 

A literatura relata uma íntima relação entre o envelhecimento, estresse oxidativo e 

declínio do sistema imunológico no desenvolvimento da doença de Alzheimer (DA). Alguns 

hormônios, entre eles a adrenalina, atuam como moduladores nessa inter-relação e um 

possível desequilíbrio nos mecanismos de ação hormonal pode ser um fator predisponente 

para a evolução dessa doença. Nesse contexto, esta dissertação teve como objetivo, avaliar o 

efeito da adrenalina no controle ou exacerbação do estresse oxidativo em pacientes com DA 

ou não, durante o processo de envelhecimento. Utilizamos para o nosso estudo granulócitos 

humanos de dois grupos: sem DA (1) foram divididos em três faixas etárias de 20-39,40-

59,60-80 anos, e com DA (2) com 60-80anos. Foram avaliados 3 protocolos: ensaios de MTT 

(avalia o efeito redutor celular), produção de NO (avalia a capacidade oxidativa celular) e 

fagocitose utilizando zimozan  opsonizado com C3b (ZC3b), por microscopia óptica. Os três 

protocolos foram avaliados na ausência e presença de adrenalina, estimulando ou não a 

fagocitose por ZC3b. Para a escolha das concentrações de adrenalina avaliamos seis 

concentrações, onde selecionamospara cada protocolo,aquelas que apresentaram viabilidade 

celular maior que 95%, e potencialização do efeito emrelação ao controle. De acordo com os 

resultados apresentados, foi concluído que, durante o processo de envelhecimento, ocorreu 

uma diminuição da fagocitose, capacidade antioxidante e imunoprotetora. Na comparação da 

DA em relação a doadores da mesma faixa etária, apresentaram um maior efeito redutor 

celular e diminuição da produção de NO e uma fagocitose semelhante. O desafio com 

adrenalina demonstrou que apresenta influência no circuito neuroimunoendócrino durante o 

envelhecimento e que pode ser um fator preponderante para o aparecimento de patologias 

como DA. 

Palavras chave: envelhecimento, estresse oxidativo, Alzheimer, fagocitose, adrenalina. 
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ABSTRACT  

Many authorshave related aging, oxidative stress and a decline in the immune system 

throughout the Alzheimer´s Disease (DA). Some hormones, for example the adrenaline, act as 

modulators in this related system and a an imbalance in hormonal action mechanisms can be a 

factor for the predisposition in the Alzheimer´s Disease evolution. In this context, the 

objective of this dissertation was to evaluate the adrenaline´s effect in the control and 

exacerbation of the oxidative stress in patients with or without the Alzheimer´s Disease during 

the aging process. Human granulocytes were used and divided into 2 groups: with the DA (1) 

divided in three age groups: 20-39, 40-59, 60-80 and with DA (2) from 60-80 years old. Three 

protocols were evaluated: MTT assays (evaluates the cellular reduction system), NO 

production (evaluates cellular oxidative capacity) and phagocytosis with zimozan opsonized 

with C3B (ZC3b), by optical microscopy. The three protocols were evaluated  in presence and 

absence of adrenaline, stimulating or not phagocytosis by ZC3b. The adrenaline 

concentrations chosen were determined through a dose-response curve among six 

concentrations, which presented a cellular viability of 95% and potential effect. According to 

the presented results, it was concluded that during the aging process phagocytosis, antioxidant 

capacity and immune protection were declined. In comparison to DA, donors of the same age 

group presented a higher cellular reduction capacity and a diminished production of NO, but 

with similar phagocytosis. The challenge with adrenaline demonstrated its influence in the 

neuro-immune-endocrine system during aging being a preponderant factor for the emergence 

of pathologies such as DA. 

Key words: aging, oxidative stress, Alzheimer, phagocytosis, adrenaline.  
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Aβ= Proteína beta amilóide  

AD = Adrenalina  

COEP = Comitê de ética em pesquisa 

DA = Doença de Alzheimer  

D = densidade  

DO = Densidade óptica 

EO = Estresse oxidativo   

G = Granulócitos  

HC = Hospital das clínicas  

HCl = Ácido clorídrico  

M = Molar  

MEEM = Mini exame do estado mental 

Min = minuto  

µL = Microlitro  

KH2 PO4= Hidrogenato de Potássio  

MTT = (3-4(4-5dimethylthiazol-2yl)2,5diphenylthetrazolin bromide 

NaCl= Cloreto de sódio  

NaHPO4=Fosfato de sódio  
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NaOH= Hidóxido de sódio  

NO = Óxido Nítrico  

NOS = Óxido nítrico sintase 

NOSc =  Óxido Nítrico sintase constitutivo 

NOSi = Óxido nítrico sintase indutivo 
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nm=  nanômetro  
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1-INTRODUÇÃO 

 

A população geriátrica é o grupo etário que mais cresce no Brasil e no mundo. Esse 

fenômeno traz uma preocupação mundial, pois geram problemas a diversos setores públicos e 

sem dúvida, implicará na necessidade de adequações nas políticas sociais, particularmente 

aquelas voltadas a atender crescentes demandas nas áreas de saúde, previdência e assistência 

social. Diante disso,inúmeros estudos têm sido feitos na tentativa de compreender o processo 

de envelhecimento e as condições patológicas que o acompanham. 

De acordo com o IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística em 2008.As 

pirâmides etárias demonstram que o número de idosos brasileiros quintuplicou entre 1960-

2000, passando de 3para 14milhões. Hoje o Brasil possui cerca de 19 milhões de pessoas com 

mais de 60 anos de idade, em 2020 a previsão é que essa população dobre, podendo chegar a 

32 milhões.  

O processo de envelhecimento é caracterizado como uma condição complexa, 

multifatorial e heterogênea. Existem inúmeras tentativas de definir o envelhecimento, mas a 

definição ideal ainda não é conhecida. Beckman e colaboradores em 1998, o definem como 

um fenômeno multifatorial, associado com a diminuição das funções fisiológicas, celulares e 

aumento na incidência de numerosas doenças neurodegenerativas. 

 Existem algumas doenças que são mais comuns na população idosa e a demência é 

uma delas. Em termos genéricos é descrita como uma condição clínica provocada por 

inúmeras causas, caracterizada por declínio cognitivo adquirido e manifestado a partir de um 

determinado padrão prévio estável. Essas mudanças cognitivas são freqüentemente 

acompanhadas por transtornos de humor e do comportamento(APA, 1994) 

Estimativas da OMS - Organização Mundial de Saúde,indicam que a doença de 

Alzheimer (DA) é a responsável por 50% de todas de demências, e é a forma mais comum de 

demência senil, aproximadamente 17 a 24 milhões de pessoas no mundo, já apresentaram essa 

patologia e a projeção é que esse número possa quase dobrar podendo chegar a 34 milhões em 

2025(WHO, 2009) 

A DA foi descrita pela primeira vez em 1907 por Alois Alzheimer, quando trabalhava 

em um asilo municipal em Frankfurt, nessa ocasião publicou o seu famoso artigo sobre “Uma 
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rara doença do córtex cerebral”

A hiperfosforilação reduz a capacidade da Tau em estabilizar os microtúbulos. Isso 

compromete a dinâmica microtubular, afetando o transporte intraneuronal, resultando em 

efeitos deletérios sobre diversos processos celulares. Todos os defeitos na proteína Tau 

alteram o transporte axonal, fatores vitais e necessários para a manutenção da homeostase 

neuronal. A regulação da dinâmica dos microtúbulos (estabilização e desestabilização) é 

essencial para a preservação da morfologia e da função da célula nervosa, da qual depende a 

manutenção da viabilidade celular. A hiperfosforilação da Tau favorece a formação de 

, que relatava algumas alterações neurológicas observadas 

em sua paciente Frau August D.,51 anos, que havia sido sua paciente em 

1901(VERHEY,et.al., 2009). 

Aassociação americana de psiquiatria- APA 1994, define a DA, como uma forma de 

demência caracterizada por perda progressiva de memória e diminuição cognitiva,sendo esta a 

causa mais comumde demência na população idosa. 

O marco neuropatológico é a presença de placas senis extracelulares por acúmulo de 

peptídeo β-amilóide (A-β) e emaranhados neurofibrilares com anormalidade na fosforilação 

da proteína Tau. Alguns marcos genéticos podem funcionar como fator de risco na DA, como 

é a presença de apoenzima ε4 APOE4 (MARCOURAKIS , et. al.,2008). 

A-β é um peptídeo amino-ácido 40-42 que é derivado de clivagem proteolítica de uma 

proteína de membrana integral, a proteína precursora amiloide (APP), por ação da β e γ- 

secretases.  Existem duas isoformas de A-β : A-β (1-40) e a A-β (1-42) constituem a maioria 

das A-β no cérebro humano e tem sido consideradas importantes para o desenvolvimento e 

progressão da DA . A-β (1-42) é a mais tóxica dessas espécies, in vitro e in vivo, elas são mais 

proeminentes em placas amilóides de pacientes com DA e formam agregados mais facilmente 

do queA-β (1-40)(BUTTERFIELD , et. al. , 2007). 

 Mutações genéticas tanto em genes para APP ou presenilin-1 e presenilin-2; que são 

elementos catalíticos de γ-secretase, estão mais suceptíveis em familiares de portadores de 

DA.Neles há uma demonstração de que exista um  aumento da produção  de A-β (1-42) e 

consequentemente um aparecimento mais agudo da DA  (BUTTERFIELD , et. al. , 2007). 

Proteínas Tau fazem parte da família das proteínas associadas aos microtúbulos 

(microtubule-associated proteins – MAP). A principal função das MAPs é estabilizar os 

microtúbulos pela agregação da tubulina.   
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agregados, bloqueando o tráfego intracelular de proteínas neurotróficas e outras proteínas 

funcionais, resultando em perda ou declínio no transporte axonal ou dendrítico nos neurônios. 

A hiperfosforilação da Tau presente no citosol durante estágios iniciais de degeneração 

neurofibrilar induz mudanças conformacionais que precedem sua agregação. Esses agregados 

são como já dissemos um fator neuropatológico comum na DA (BUE E, et.al.,2000) 

O envelhecimento e passado genético, sugerem um forte fator de risco para 

aparecimento da DA. O alelo ε4  d a ap olip roteina E (APOE) é o maior fator de risco de 

susceptibilidade genética da DA, mas os mecanismos envolvidos nesse efeito, ainda não estão 

completamente entendidos (MORRIS,et.al., 2010).  

Algumas respostas inflamatórias inatas podem ser moduladas pela APOE (LA DU, et. 

al , 2000, JUNGSU, et. al. , 2009) . O genótipo APOE, apresenta uma possível influência na 

produção de NO (MARCOURAKIS ,et. al.,2008). 

Alguns questionamentos têm sido feitas em geriatria sobre como o envelhecimento 

acontece? Como ele se inicia? E porque ele ocorre? Isso tem estimulado muitos estudos e 

lançado inúmeras teorias do envelhecimento. Em conseqüência a grande complexidade de 

mudanças que ocorrem durante a senescência, mais de 300 teorias tem sido propostas, para 

explicar o processo de envelhecimento. Estas podem ser divididas em três grupos: 

Grupo 1) - Teorias de Programação genética : Propõe que o envelhecimento é um 

programa proposto dirigido pelos genes . 

Grupo 2) - Teorias Epigenéticas : Propõe que o envelhecimento é um resultado de 

eventos que não são guiados por programas, mas por  eventos não geneticamente 

programados . 

Grupo 3) - Teoria  Evolucionária : Teoria que não tenta explicar o mecanismo do 

envelhecimento mas,  o porque o processo de envelhecimento ocorre e as reações  para 

diferentes estágios do envelhecimento e em diferentes espécies (VIÑA,et. al., 2007) 

No presente, alguns pesquisadores que antes seguiam a teoria genética, agora 

defendem a idéia que o processo de envelhecimento aparece após maturação reprodutiva, que 

é dirigido por uma série de eventos, que não são programados gene. Assim alguma das teorias 

epigenéticas e evolucionárias é que estão sendo atualmente usadas para se tentar elaborar uma 

teoria integrada(DE LA FUENTE, et.al., 2009) 



26 

 

Um importante grupo de teorias do envelhecimento são aquelas que estudam 

mudanças que ocorrem e que se acumulam com o passar do tempo (RICHTER, et.al., 1995). 

Uma das teorias que vem se sustentando durante os anos, é a teoria de radicais livres, ela 

prediz que estes, estão diretamente relacionados a modificações genéticas, comportamentais e 

postula que as reações com radicais livres são envolvidas nas desordens relacionados a idade 

como o estresse metabólico celular (HARMAN,et. al., 1956, 1959,1992). 

Ela prediz que o envelhecimento é conseqüência do acúmulo de danos deletérios, 

causados por biomoléculas em oxidação, causando uma alta reatividade de radicais 

livres,espécies reativas de oxigênio, produzidos em nossas células, acredita-se que esses 

radicais promovam dano mitocondrial, no qual essa organela, não possa se regenerar e o 

processo de envelhecimento se inicia. A injúria mitocondrial causada por radicais livres, 

aliadas a uma perda da competência biomolecular, pode levar ao envelhecimento e morte 

celular e conseqüente morte do organismo(HARMAN,et. al., 1956, 1959,1992). 

Outra teoria que vem sendo proposta, é a teoria oxidativo-inflamatória proposta por, 

De La Fuentee 2005, 2008, 2009.Esta teoria sugere que, o envelhecimento é ligado a um 

estresse oxidativo crônico que afeta todas as células do organismo, mas especialmente aquelas 

do sistema neuroimunoendócrino.Os sistemas endócrino, imune e neurológico quando 

apresentam um grande dano oxidativo mostram-se inábeis a manter o balanço redutor, no qual 

sofrem perda funcional, incompatível com a preservação de uma adequada homeostase, com 

um resultanteaumento na morbidade e mortalidade no idoso. 

Fisiologicamente as espécies reativas de oxigênio (ERO) e espécies reativas de 

nitrogênio (ERN) são sintetizadas em pequenas concentrações e seu excesso é removido por 

mecanismos enzimáticos e não enzimáticos, que podem ser endógenos e exógenos. 

Entretanto, em várias condições de estresse ao organismo, há um desequilíbrio entre essas 

funções pró-oxidantes e anti-oxidantes, isso promove uma situação que é denominada estresse 

oxidativo (EO) 
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O (NO) está envolvido em inúmeras funções fisiológicas como: neurotransmissão, 

regulação em tônus vascular e resposta imune (TRIPATHI, et.al., 2007). 

, 

Figura 1 - Mecanismo de formação e eliminação das ERN e ERO. 

 

A partir da redução do oxigênio molecular (O2) é formado um radical superóxido 

 (O2
-) elepode originar o peróxido de hidrogênio (H2O2) a partir de sua auto dismutação ou 

por ação da enzima superóxido dismutase (SOD). O (O2
-) também pode reagir com óxido 

nítrico (NO) originando o peroxinitrito (ONOO-). O (H2O2) pode ser calisado pela enzima 

catalase ou originar radicais hidroxilas (OH-) em presença de metais (Figura-1). 

O estresse oxidativo tem tido uma função primordial no envelhecimento e na 

patogênese de doenças neurodegenerativas como Alzheimer (ZABLOCKA ,et. al., 2008).     

As ERN (Espécies reativas de nitrogênio) são derivadas diretas de óxido nítrico (NO) 

e os mais significantesem sistemas biológicos são peróxido nitrito (ONOO-) e o ácido 

peróxinitroso (OHOOH). 
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A síntese do NO resulta da oxidação de um dos dois nitrogênios guanidino da L-

arginina, que é covertida em L-citrulina. Esta reação é catalisada pela óxido nítrico sintase 

(NOS) (BERG,et.al., 2008) 

A família (NOs) apresenta 3 isoformas: 2 constitutivas (Óxido nítrico neuronal NOn, 

Óxido nítrico endotelial - NOe), que são dependentes dos íons cálcio e da calmodulina e que 

está envolvida diretamente na sinalização celular. A outra forma é a indutiva (NOi) que   sob 

condições normais não são expressas. Elas são induzidas por citocinase/ou endotoxinas em 

uma variedade de células incluindo-se macrófagos, linfócitos T, células endoteliais, miócitos, 

hepatócitos, condrócitos, neutrofilos e plaquetas (GUZIK, et.al., 2005) 

O nível de (NOi) é baixo no sistema nervoso central, mas ele é induzido  por alguns 

eventos como a  reação inflamatória.As isoformas tanto constitutivas quanto induzidas, são 

auto reguladas nas células cerebrais sobre condições pró-inflamatórias(TRIPATHI, et.al., 

2007). 

O NO é um importante mensageiro molecular no cérebro e tem uma função importante 

no aprendizado e memória e funciona também como agente neuro protetor (THATCHER, 

et.al., 2006). 

Existem algumas evidencias que demonstram que pode existir uma interrupção na via 

NO/GMPc na sinalização da DA, e ainda , que a A-β pode diminuir a regulação da via NO/ 

GMPc/CREB (THATCHER,et.al., 2006).A CREB está envolvida nos processos de 

aprendizado e memória. Quando o NO reage com anion superóxido forma produto 

extremamente tóxico como peróxido nitrito (ONOO-) o qual pode ser responsável pelo dano 

celular em doenças neurodegenerativas entre elas a DA. O peróxido nitrito é um componente 

da via A-β(TROY, et. al., 2000). Quando ele é produzido em excesso pelo (NOi)  induz uma 

resposta inflamatória que é um fator comum  nas doenças neurodegenerativas 

(CALLABRESE, et. al., 2007). 

As EROs  são produtos da redução parcial de oxigênio  nos sistemas biológicos onde 

os mais importantes são derivados de  (O2
–), como o  ânion  superóxido, radical hidroxil (OH-

) e peróxido de hidrogênio (H2O2). A mitocôndria é a maior fonte de origem de ERRO 

(BERG, et.al., 2008) 

A função geral mitocondrial é a geração de energia, elas são alvos de agentes 

exógenos e endógenos.2 a 3% do oxigênio nas mitocôndrias é convertido a superóxido, no 
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complexo III (citocromo c oxidase) da cadeia transportadora de elétrons.Quando a frequência 

de elétrons, que entram na cadeia transportadora mitocondrial, excede sua capacidade de 

controlar o fluxo dos elétrons, eles são liberados dos complexos I e II excedendo a capacidade 

doadora local o que resulta em maior produção de superóxido com correspondente aumento 

do nível de estresse oxidativo(YAP,et.al., 2009) 

As mitocôndrias são organelas dinâmicas que continuamente se fundem e se dividem 

esse processo não só controla a morfologia mitocondrial, o número, mas também a função e a 

distribuição dessas organelas (CHAN,2006). Evidências sugerem que um delicado equilíbrio 

nesse mecanismo é vital para o funcionamento da mitocôndria e que isso pode influenciar na 

produção de energia, produção de ERN, apoptose e senescência, e uma anormalidade nessa 

dinâmica mitocondrial pode ser um fator no qual danifica os neurônios na DA.(WANG, et. 

al.,2009) . 

A disfunção mitocondrial é uma característica comum de todas as doenças 

neurodegenerativas (KNOTT, et.al., 2008). 

Uma grande produção de A-β induz a fragmentação mitocondrial. Essa fragmentação 

pode ser induzida por agentes do NO como peróxido nitrito,que é acompanhada por dano 

estrutural, autofagia, declínio de ATP, e produção de espécies reativas de oxigênio e que esse 

mecanismo ocorre antes de um dano neuronal e morte celular (BARSOUM, et. al.,2006).  

O canal ânion voltagem dependente é um componente da membrana mitocondrial. Ele 

controla o fluxo de metabólitos e íons na membrana e um comprometimento nesses canais, 

demonstra um aúmulo anormal de A-β e conseqüente aumento de ERO e dano oxidativo 

(FERRER,2009). 

Quando existe um aumento na produção de A-β, existe uma inibição do c omplexo 

citocromo c oxidase e consequente aumento estresse oxidativo (PICKRELL, et. al.,2009).  

Acredita-se que, no envelhecimento, exista um declínio da fosforilação oxidativa 

mitocondrial (PICKRELL, et. al., 2009).  

Todos os tipos de células imunes são afetadas durante o envelhecimento, contribuindo 

para alta susceptibilidade a infecções e aumento da mortalidade observada em idosos. O efeito 

do envelhecimento sobre as células do sistema imune adaptativo é bem documentado. Em 

contraste, o conhecimento sobre as alterações observadas em neutrófilos polimorfonucleares 

(PMN), relacionadas à idade ainda é limitado(WESSELS, et.al., 2010).  



30 

 

O sistema imune inato é mediado por diversos grupos de células incluindo 

macrófagos, monócitos,natural killer NK, natural killer T, células dendríticas e granulócitos 

que incluem neutrófilos, basófilos e eusinófilos. Nos leucócitos sanguíneos 60 a 70% são 

granulócitos e desses, 90% desses são neutrófilos. Dessa forma não se pode subestimar a 

importância dessas células na imunosenescência (SCHRODER& RINK, 1999). Os 

granulócitos são células fagocíticas, envolvidos na defesa não específica e em uma resposta 

aguda a agentes infecciosos. Sua arma bactericida inclui geração de ROI e RNI, radicais 

livres, liberação de enzimas degradativas e peptideos microbiais, além de atuarna inflamação 

(THRUSH,  e.t. al., 1978, PANDA, et, al.,2009).Estas células podem estar comprometidas 

durante o envelhecimento, aumentando não somente a morbidade mas a mortalidade, tanto 

por infecções bacterianas como doenças inflamatórias crônicas (PANDA, et. al., 2009). 

Um estudo relata que existe uma grande incidência na hospitalização por DA , o maior 

fator de risco observado, foi  por doenças infecciosas, dessa forma observa-se o envolvimento 

do sistema imune na progressão da DA (ALBERT,  et. al.,1999). Relatos da literatura têm 

demonstrado o envolvimento de processos inflamatórios na DA (MACCIONI, et. al., 2009). 

As proteínas A-β afetam a sobrevivência dos neutrófilos além de induzir uma 

produção de quimiotaxia e produção de ROI emneutrófilos (PARK, et. al.,2006).Estudos em 

nosso laboratório demostraram que durante o processo de envelhecimento, a partir dos 40 

anos de idade, os neutrófilos aumentaram a capacidade oxidativa com conseqüente redução do 

poder redutor celular, o mesmo ocorrendo quando esses neutrófilos foram estimulados com 

zimozan Zc3b (CHAVES, et.al., 2008).  

Fiala e colaboradores 1998, 2007, apresentaram estudos sobre o comprometimento 

imunológico mais especificamente a fagocitose na DA. Na DA a amiloidose pode estar 

relacionada ao defeito destruição da proteína A-β por células do sistema imune. (CASHMAN, 

et. al., 2008).   O balanço pró e antioxidantepode ser determinado pelo processo fagocítico. A 

influencia da idade na função fagocítica, tem sido objeto de alguns estudos (MORONI,et 

al.,2007). Uma relação do processo de fagocitose em indivíduos idosos com e sem DA foi 

feita, e acredita-se que a fagocitose de A-β feita por macrófagos, é normal em indivíduos não 

portadores de DA e deficitária na DA (FIALA, et. al., 2005, 2007).    

Em 1936, Seyle foi o primeiro a demonstrar em seus estudos, que existe uma inter 

relação entre o sistema imune e SNC. 
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Sabe-se que o sistema neuroimunoendócrino necessita da preservação da homeostase 

para a manutenção da saúde. Eles não funcionam como sistemas independentes. Para que essa 

comunicação entre eles exista, é necessário considerar alguns fatores como: 

a) - Células imunes, endócrinas e neuronais expressarem receptores para liberação de 

citocinas, hormônios e neurotransmissores.  

b) - Produtos imunes e neuroendócrinos co-existam em tecidos linfóides, neurais e 

endócrinos. 

c) - Mediadores endócrinos e neurais estimulem o sistema imune. 

d) - Mediadores imunes estimulem estruturas endócrinas e neurais (DE LA FUENTE, 

et.al.,2009). 

A comunicação entre o cérebro e o sistema imune é bidirecional envolvendo 

mecanismos neurais e humorais. As duas maiores divisões do sistema nervoso autônomo são: 

sistema nervoso simpático (SNS) e sistema nervoso parassimpático (SNP) e elas estão 

fortemente envolvidas nessa comunicação. O sistema fisiológico nos mamíferos é regulado 

pelo sistema nervoso autônomo onde o seu controle é feito de forma involuntária(ELENLOV, 

2000).  

As catecolaminas são da família de moléculas contendo catecol e as principais 

catecolaminas são adrenalina, noradrenalina e dopamina, elas funcionam como agentes 

modulatórios da função celular imune (TRACEY, et.al., 2009). 

Sabe-se atualmente que diversos estímulos são capazes de modular o sistema imune 

.Oeixo HPA (hipotálamo-pituitária-adrenal) é um dos responsáveis pelo elo de ligação entre 

esses dois sistemas (ALVES, et. al., 2007).Durante o estresse o hipotálamo estimula a 

hipófise a qual estimula glândulas adrenais a liberar hormônios do estresse sendo um deles a 

adrenalina (SEYLE, 1956).  

A epinefrina e a noradrenalina são os principais neurotransmissores simpáticos. Elas 

medeiam respostas celulares por interação dos receptores com proteína G acoplada a 

receptores adrenérgicos(SANDERS, et. al., 1997). 

Os receptores adrenérgicos são divididos em α (1,2) e β (1,2,3).Existem três subtipos 

d e α 1 (A,B,D) e três de α 2  (A, B,C). Todos os receptores adrenérgicos são acoplados a 

proteínas G inibitórias ou estimulatórias. A estimulação de α receptores ativam cas cata 
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fosfolip ase C, e os β recep to res são acoplados a via adenilciclase nos quais regulam 

aminofosfato ciclico intracelular (cAMP). Os receptores adrenergicos α e β apresentam 

diferentes afinidades. O receptor adrenérgico  β2  está presente em quase todos os tipos de 

células imunes (SANDERS, et. al., 1997) e parece ser o receptor mais importante do sistema 

imune (MADDEN,  2003). 

A regulação das citocinas é altamente dependente do tipo de receptor estimulado, onde 

α-adrenoreceptor é associado predominantemente, com efeito, imuno estimulatório, ou seja, 

na indução de TNFα e IL -1β. O estímulo de β-adrenoreceptor tem conseqüências geralmente 

imunossupressoras, ou seja, inibição de TNFα e IL -1β e estimulação de IL -10(BERGMANN, 

et.al., 2002). 

O sistema nervoso autônomo interage com cérebro primitivo, incluindo o sistema 

límbico (importante função na memória), tronco cerebral e hipotálamo. Recentes estudos 

têmidentificado uma via básica neural que reflexamente monitora e ajusta uma resposta 

inflamatória, ou seja, uma ativação de um  estímulo inflamatório, ativa uma via sensorial que 

leva informação para o hipotálamo.O ontrole neural da inflamação aguda é reflexiva, 

diretamente interconectado e controlado (TRACEY, et.al.,2009). 

Um reflexo é uma resposta involuntária a um estímulo, o arco reflexo autonômico 

controla a ação de vários órgãos. Um estímulo do arco aferente envia impulsos nos quais 

obtém uma resposta via eferente. O arco reflexo inflamatório consiste de uma arco neural 

sensorial aferente que detecta produtos de injuria, infecção e inflamação e o arco neural 

eferente é que transmite sinais para modular uma resposta imune (ELENKOV, 2000). 
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Figura 2: Vias de modulação neural da inflamação (MATTHAY, 2004) 

 

O circuito neural do reflexo inflamatório tem seu início a partir do momento em que o 

sistema imunológico é ativado em resposta a um estímulo exógeno ou endógeno. Existe uma 

interação ligante-receptor que ativa resposta imune inata, induzindo a liberação de substância 

P, produzindo vasodilatação e consequente aumento da permeabilidade endotelial e influxo de 

células inflamatórias. Essa interação também estimula a secreção de citocinas pró-

inflamatórias.  

As citocinas ativam via aferente através do nervo vago. Este estímulo,chegaatravés de 

um potencial de ação ao tronco cerebral onde ocorre uma integração do sinal. Após essa 

integração, ocorre ativação do arco eferente, nos quais ativam duas vias eferentes.Uma via 

anti-inflamatória colinérgica que leva uma inibição de NF-kB e diminuição da produção de 

citocinas  pro-inflamatórias.  

Outra via do SNS também exerce efeitos antiinflamatórios, dependendo dos receptores 

nos quais são integrados. A partir do estímulo que chega ao núcleo do trato solitário, o eixo 
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hipófise pituitária adrenal-HPA é ativado, através de neurônios simpato excitatórios 

medulares ventrolateral rostral. Esses sinais estimulam a glândula supra-renal que libera 

adrenalina que interage, seja com β-adreno receptores (essa interação ligante receptor levam a 

uma diminuição da produção de citocinas pró-inflamatórias e aumento de citocinas anti-

inflamatórias), ou com receptores alfa adrenérgicos (onde as catecolaminas podem  exercer  

efeitos pró-inflamatórios). (ELENKOV,et.al.,2000,MATTHAY& WARE, 2004 ROSAS-

BALLINA&TRACEY, 2009, TRACEY, 2009). 

As catecolaminas alteram o número e função de neutrófilos e linfócitos.Mais 

especificamente a epinefrina aumenta a explosão respiratória (BERGMANN e SAUTNER, 

2002), além deinibir a geração de radicais livres (TRABOLD, et.al.,2007). 

 As metiltransferases têm uma importante função no funcionamento do cérebro. Essas 

incluem catecol O-metiltransferase (COMT), nos quais cataboliza catecolaminas 

neurotransmissoras, e feniletanolamina N-metiltranferase (PNMT) nos quais sintetiza o 

neurotransmissor epinefrina.A hiperhomocisteinemia é comum na doença de Alzheimer e isso 

pode levar a uma inibição das metiltransferases em especial a feniletanolamina N-

metiltransferase (PNMT) (KENNEDY, et al.,2004). 

O estresse oxidativo contribui para uma resposta inflamatória induzida por 

hiperhocisteinemia em células vasculares (EDIRIMANNE, et.al.,2007).Uma hipometilação 

está envolvida com genes associados com DA semelhantemente com proteína precursora Aβ 

onde o aumento do nível dessas proteínas promove a produção de ERO (ZAWIA, et. al., 

2009). 

Algumas regiões neuro anatômicas estão envolvidas no estímulo da adrenalina, bem 

como se demonstraramalteradas na DA. A amígdala é uma estrutura envolvida no 

processamento e memorização de reações emocionais, ela estimula hipotálamo que gera 

impulsos via lócus ceruleus e conseqüente ativação de epinefrina e noradrenalina. Estudos 

têm demonstrado que existe uma atrofia amigdalar em pacientes com DA (SCOTT,et. al., 

1992) bem como perda de locus ceruleusnesses doentes (KALININ,et.al.,2007).  

Diante desses fatos, diversos estudos têm sido feitos na tentativa de conhecer os 

aspectos fisiopatológicos que envolvem o envelhecimento, a DA (Doença de Alzheimer), a 

fagocitose, a adrenalina, células do sistema imune e o estresse oxidativo, mas uma correlação 

entre todos eles ainda não foi estudada.  
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Assim, sabendo-se que pode existir uma inter-relação entre os mesmos, baseados nos 

antecedentes científicos acima referidos, a partir desse estudo, buscamos preencher uma 

lacuna que ainda existe sobre o conhecimento fisiopatológicos do indivíduo idoso e com a 

doença de Alzheimer e estreitar os conhecimentos em relação a sua correlação com o sistema 

imunológico e a adrenalina. Assim, nosso estudo pode cooperar para a geração denovas 

terapias que possam controlar ouproporcionarem uma melhor qualidade de vida desses 

indivíduos. 
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OBJETIVOS 
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2-Objetivo Geral 

Avaliar comparativamenteo estresse oxidativo em granulócitos estimulados ou não 

com adrenalina em doadores com ou sem a doença de Alzheimer  durante o processo de 

envelhecimento. 

2.1-Objetivos Específicos: 

 Avaliação do poder redutor celular através do teste de redução do 

MTT: 

Este procedimento será realizado: 

a) Em ausência de Adrenalina: que nos permitirá avaliar o comportamento do 

metabolismo basal de granulócitos.  

b) Em presença de Adrenalina: que nos permitirá avaliar o efeito redutor nos 

granulócitos. 

c) Em presença de zimozan (ZC3b) opsonizado sem adrenalina: que nos permitirá 

avaliar o comportamento do metabolismo basal de granulócitos na fagocitose.  

d) Em presença de zimozan (ZC3b) opsonizado com adrenalina: que nos permitirá 

avaliar o efeito redutor  nos granulócitos na fagocitose. 

 

 Avaliação da produção de Óxido Nítrico (NO) pela reação de Griess: 

Este procedimento será realizado: 

a)Em ausência de Adrenalina: que nos permitirá avaliar o comportamento do                  

metabolismo basal de granulócitos.  

b)Em presença de Adrenalina: que nos permitirá avaliar o efeito oxidante nos 

granulócitos. 

c)Em presença de zimozan (ZC3b) opsonizado sem  adrenalina: que nos permitirá 

avaliar o comportamento do metabolismo basal de granulócitos na fagocitose.  

d)Em presença de zimozan (ZC3b) opsonizado com  adrenalina: que nos permitirá 

avaliar o efeito oxidante   nos granulócitos, na fagocitose.  
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 Avaliação do processo de fagocitose nos granulócitos realizada com 

Zimozan(ZC3b) opsonizado  corado através de microscopia óptica: 

Esse procedimento será realizado: 

a) Na ausência de adrenalina:Que nos permitirá avaliar o comportamento basal dos 

granulócitos. 

b) Na presença de adrenalina:Que nos permitirá avaliar o efeito da adrenalina sobre o 

processo de fagocitose. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1 

 

3.1.1-

MATERIAL E EQUIPAMENTOS  

Para coleta de sangue  

Agulhas descartáveis, tubos heparinizados. 

 

3.1.2-Protocolo de separação de sangue : 

Tubos de vidro siliconizados e comuns, pipetas paster, microscópio, câmara de 

Newbawer banho Maria 37°C, pipetas graduadas 5 ml, pêra,centrifuga, becker, papel 

alumínio. 

3.1.3-Protocolo MTT  

Centrífuga, espectrofotômetro, tubos siliconizados, reagentes pipeta graduada, pipeta 

paster, pipetas de plástico, microscópio, câmara de Newbawer. 

 

3.14 -Protocolo óxido nítrico 

Leitor de Elisa, plástico, microscópio, câmara de Newbawer  

 

3.1.5-Protocolode microscopia  

Tubos siliconizados,microscópio  
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3.2-

 

REAGENTES 

 

Ácido fosfórico 85% -Sigma 

Azul de tripan -Sigma 

Epinefrina – Hiriden 

Isopropanol- Vetec  

Leokopac –Bion Ltda  

Monopac- Bion Ltda  

MTT- Sigma  

Nafitiletilenodiamida-Sigma  

RPMI-1640- Sigma 

Sulfanilamida – Sigma  

Zimozan –Sigma 
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3.3-SOLUÇÕES  

 

3.3.1-Solução salina de PBS 

Para o preparo de PBS foram misturados os seguintes sais:NaHPO4(8,12g), 

KH2PO4 (1,35g), NaCl (8g) , sendo o volume final completado para 1L . O pH da  

solução é de 7,3. 

3.3.2-RPMI 

Um com HEPES foi diluído em 900 ml de água destilada. Em seguida foram 

adicionados 2,0g de bicarbonato de sódio e 1 ampola de antibiótico (garamicina 120mg) . O 

pH foi ajustado para a faixa de 7,3-7,4,utilizando-se NaOH 0,5N. O volume final da solução 

foi ajustado para 1000ml. Em seguida a solução foi filtrada em membrana de porosidade de 

0,22 microns e colocada em recipiente estéril.  

3.3.3- Gradiente de separação de células 

Para separação dos granulócitos foram utilizados dois gradientes de densidades 

diferentes, a saber: 

Monopaque: (d = 1,08) (Bion LTDA) 

Leukopaque: (d = 1,12)(Bion LTDA) 

3.3.4- Azul de Tripan  

1,0% em solução de salina  

0,3% em solução de salina  

3.3.5-Solução de sufanilamida 1% 

Sulfanilamida ..............................  1,0g 

Ácido fosfórico 2,5% .................   100ml 

Após o preparo, a solução foi protegida pela luz. 

3.3.6-Solução de nafitiletilenodiamida 0,1% 

 Nafitiletilenodiamida................. 0,1g 
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Ácido fosfórico 2,5% ................   100ml 

3.3.7-

 

Solução de Griess 

Esta solução foi preparada a partir de 5ml de Sulfanilamida 1% que são misturados a 5 

ml de nafitiletilenodiamida 0,1% no momento da dosagem de nitrito.           

 

3.4-COMITÊ DE ÉTICA 

O trabalho foi submetido ao comitê de ética (COEP) da UniversidadeFederal de Minas Gerais 

UFMG.Parecer nο ETIC 175/09. 

 

3.5-SELEÇÃO DE DOADORES 

Foram selecionados indivíduos dos sexos masculino e feminino divididos em 3 grupos   

em diferentes faixas etárias , em 3 protocolos, de acordo com quadro a seguir . 

 

Tabela 1-Disposição dos grupos por faixa etária e protocolos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GRUPOS/PROTOCOLOS MTT NO MICROSCOPIA 

I-20-39anos 20   20 20 

II-40-59anos 20 20 20 

III-60-89anos 
20 com DA 

20 sem DA 

 

20 com DA 

20 sem DA 

 

20 com DA 

20 sem DA 
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3.5.1- CRITÉRIOS DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO. 

3.5.1.1-GRUPO ALZHEIMER 

 Os pacientes com DA, foram avaliados pela equipe médica (Prof. Dr. Edgar Nunes de 

Moraes e Dr. Rodrigo Santos, Dr Marco Túlio Gualberto Cintra) do Instituto Jenny de 

Andrade Faria de Atenção à Saúde do Idoso e da Mulher no HC-UFMG, que foram 

responsáveis pela seleção dos sujeitos de pesquisa.  

Na DA não há exame complementar suficiente para diagnóstico de certeza, o 

diagnóstico conclusivo da DA é, eminentemente, clínico e baseia-se na exclusão de outras 

causas de incapacidade cognitiva e de demência. Nesse contexto foram utilizados alguns 

critérios para avaliação, inclusão e exclusão do doador com DA (MORAES, et.al.,2010): 

1-  Todos os idosos passaram por avaliação através do  protocolo multidimensional do 

idoso  (ANEXO -1-protocolo multifuncional) que contém resumidamente  os seguintes itens :  

 

 

 

 

2- Na presença de suspeita de incapacidade cognitiva. 

 

 

 

 

 

3- Se detectado limitação ou restrição AVDs e/ou pontuação suspeita no MEEM (em 

doadores com baixa escolaridade < 18 pontos, alta escolaridade < 26pontos). 

 

 

 

Revisão dos sistemas fisiológicos, atividades de vida diária, cognição, humor, mobilidade, 

comunicação, saúde bucal, continência esfincteriana, avaliação nutricional, avaliação ambiental, história 

pessoal e pregressa (etilismo, tabagismo, sexualidade), uso de medicamentos. 

Os pacientes seguiram com: 

a)Avaliação indireta da função cognitiva detectando declínio funcional pelos testes 
(Pfeffer,Lawton-Brody, escala Katz). 

b) Avaliação direta declínio cognitivo (Mini exame do estado mental (MEEM)). 

 

 

        

Foi aplicada a triagem cognitiva completa (lista de 10 palavras CERAD, 

teste de reconhecimento de figuras, fluência verbal semântica – animais e frutas, 

teste de relógio de Schulman). 



45 

 

4- Os pacientes diagnosticados como declínio cognitivo seguiram em triagem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5- Se existissem dúvidas entre demências e depressão seguiram em: 

 

 

 

 

 

Avaliação dos pacientes com demência segundo 
critérios do DSM-IV. 

DSM-IV (Diagnostical and  Statistical Manual of 

Mental Disorders)  

a) Desenvolvimento de múltiplos déficts cognitivos 
manifestados tanto por (1) quanto por (2): 

1-Comprometimento da memória (capacidade 
prejudicada de aprender novas informações ou recordar 
informações anteriormente aprendidas. 

2- Uma ou mais das seguintes pertubações cognitivas 
(afasia, apraxia, agnosia, disfunção executiva). 

b) Os déficits cognitivos nos critérios 1 e 2 causam 

comprometimento significativo do funcionamento funcional 

social ou ocupacional e representam um declínio significativo 

em relação a um nível anteriormente superior de funcionamento . 

c) O curso caracteriza-se por início gradual e declínio 

cognitivo contínuo. 

d) Os déficits cognitivos nos critérios A1 e A2 não se 

devem a quaisquer dos seguintes fatores: condições do sistema 

nervoso central que causam déficits progressivos de memória e 

cognição, condições comprovadamente causadoras de demência, 

condições induzidas por substâncias. 

e) Os déficits não ocorrem exclusivamente durante o 

curso de delirium. 

f) A pertubação não é mais bem explicada pela presença 

de outro transtorno: depressão,doenças mentais. 

 

 

 

 

 

Aplicação de escalas padronizadas para 

avaliação de depressão no idoso (Escala de depressão 

geriátrica – GDS-5 e GDS-15) e dos critérios DSM-IV 

de depressão. Foram excluídos os pacientes no qual a 

depressão foi a causa do declínio cognitivo 

(pseudodemência). 
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6- Se diagnosticados como síndrome demencial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7- O diagnóstico dos doadores com demência de Alzheimer obedeceu aos critérios de 

NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and communicative Disorders and 

Stroke - Alzheimer’s Disease and Related DisordersAssociation) . 

 

 

 

 

 

8-Os doadores selecionados para esse estudo foram os categorizados como diagnóstico 

de DA provável.    

 Objetivos dos testes de avaliação da incapacidade cognitiva: 

 

Figura (3) - Testes para avaliação declínio cognitivo 

 

 

 

 Foram eliminadas: 

1-Causas reversíveis : 

-Tóxicas, infecciosas inflamatórias, metabólicas, estruturais. 

2-Causas irreversíveis: 

Degeneração lobo fronto-temporal, demência vascular, demência por corpos de 
Lewy e formas mistas de demência. 

3-Outras causas raras de demência não-Alzheimer: 

Demência associada à doença de Parkinson, degeneração córtico basal, paralisia 
supra-nuclear progressiva, doença de Huntington, doença de Creutzfeldt-Jacob.  

 

 

 

 

NINCDS-ADRDA categoriza a DA da seguinte forma: 

PROVÁVEL (Achados que tornam a DA improvável ou incerto ) 

POSSÍVEL (classificação definitiva da DA) 

DEFINITIVO( pós-morten) 

1- Mini Mental (MEEM): É um instrumento de triagem cognitiva, utilizado na triagem de 

idosos com déficits cognitivos, seguimento de pacientes demenciados e monitoramento de resposta 

terapêutica. É composta de 11 itens, a primeira metade do teste avalia basicamente a memória e função 

executiva (atenção e concentração), a segunda metade avalia as funções corticais (linguagem, gnosia, 

praxia, função executiva e praxia visuo-espacial). (BRUCK, et.al., 2003, FOLSTEIN, et.al.,1975). 
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2-Lista de 10 palavras de CERAD: Testes que avaliam a memória episódica, curva de 

aprendizagem e reconhecimento. O Teste consiste em apresentar ao paciente 10 palavras, uma a uma, 

com tempo de 2 segundos de apresentação. A palavra deve ser lida pelo examinado ou pelo examinador, 

quando este estiver impossibilitado. Ao fim das palavras o examinado tem 90 segundos para evocar o 

maior número de palavras possível. As palavras são apresentadas mais duas vezes, em ordem distintas, 

com o mesmo tempo para evocação. Após as três apresentações, o paciente é submetido a tarefas 

destinadas a distraí-lo por 5 minutos e após este período é solicitado que se lembre das 10 palavras lidas 

anteriormente – evocação tardia de 5 minutos. Logo em seguida é lida uma lista de 20 palavras que 

contém as dez do teste, uma tarefa destinada a verificar a capacidade do paciente de reconhecer as 10 

palavras. É esperada uma curva de aprendizado com pontuações de quatro, seis e oito pontos, uma 

pontuação de evocação tardia de quatro pontos e oito pontos de reconhecimento (BERTOLLUCCI, et.al., 

2001). 

 3- Desenho do Relógio: um teste que comumente usado em várias baterias de exame 

neuropsicológico e encontrado em diferentes versões. Na versão utilizada no presente estudo o sujeito 

deve desenhar um relógio de ponteiros, com todos os números marcando onze horas e dez minutos. O 

teste avalia habilidades visio espaciais, praxia e outras funções cognitivas, incluindo funções executivas. 

A versão desenvolvida por Schulman et al. com pontuação variando de 0 (pior) a 5 (melhor) foi utilizada 

em nosso protocolo (SCHULMAN, et al., 2000). 

4- Teste de reconhecimento de 10 figuras: Avaliam a percepção visual. O teste consiste em 

apresentar 10 figuras, por um período de 30 segundos. A figura deve ser observada e nomeada pelo 

examinado ou sob auxílio do examinador, quando este estiver impossibilitado. Ao fim dos 30 segundos, o 

examinado tem 60 segundos para evocar o maior número de figuras possível. As figuras são apresentadas 

mais duas vezes, com o mesmo tempo para evocação. Após as três apresentações, o examinado é 

submetido a tarefas distratoras por 5 minutos e após este período é solicitado que se lembre das 10 figuras 

observadas anteriormente – evocação tardia de 5 minutos. Logo em seguida é mostrada ao examinado 

uma lista de 20 figuras que contém as dez do teste, uma tarefa destinada a verificar a capacidade do 

paciente de reconhecer as 10 figuras. É esperada uma percepção e nomeação de nove das 10 figuras, uma 

curva de aprendizado com pontuações de cinco, cinco e seis pontos, uma pontuação de evocação tardia de 

cinco pontos e oito pontos de reconhecimento (NITRINI, et. al, 1994). 

5- Teste de fluência verbal e semântica– Avalia a memória semântica (conhecimento geral sobre o 

mundo, dosfatos , das palavras sem relação com o momento de seu aprendizado), a função executiva (busca ativa de 

elementos dentro de uma determinada categoria semântica, inibindo elementos que não pertencem à ela ) e a 

linguagem expressiva .Consiste na avaliação de categorias semânticas pré-definidas, como por exemplo animais e 

frutas. O teste o examinador dá um comando: “Fale todos os animais que conseguir lembrar. Vale qualquer tipo de 

bicho”. Após o comando é cronometrado um minuto e todos os animais mencionados são anotados pelo terapeuta. O 

escore corresponde ao número de animais lembrados nesse período. Os animais citados que só diferem devido ao 

gênero, como gato e gata, recebem apenas um ponto. Palavras distintas quanto a semântica, como boi e vaca, são 

consideradas duas, valendo assim dois pontos. Também valem pontos as categorias, exemplo: pássaros. Indivíduos 

sem disfunção cognitiva com escolaridade de oito anos ou mais são capazes de evocar pelo menos 13 animais, 

enquanto os com escolaridade menor que oito anos evocam pelo menos nove animais(Spreen, Sherman & 

Strauss, 2008).  
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Figura (4) Testes para incapacidade funcional 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.1.2-GRUPO CONTROLE 

Para a escolha dos doadores do grupo controle adotamos critérios de exclusão de 

acordo com protocolo SENIEURS (LIGTHART et. al.,1984), que é um sistema de estudo no 

qual avaliam um indivíduo saudável do não saudável que apresenta como critérios exclusão, 

doenças e medicamentos que influenciam nos parâmetros imunogerontológicos. Os critérios 

de exclusão apontados no protocolo são: Fumantes, portadores de infecção, inflamação, 

malignâncias, desordens lipoproliferativas, arteriosclerose, insuficiência cardíaca, uso de 

medicamentos que influenciem diretamente na função imune.  Os controles não apresentavam 

incapacidade cognitiva, independente da etiologia (demência, depressão, doença mental ou 

delirium) e nem apresentavam história familiar de depressão ou demência. Todos os controles 

foram submetidos à bateria de testes cognitivos e funcionais acima descritos. 

 

3.6-ESCOLHA DAS CONCENTRAÇÕES DE ADRENALINA. 

Foram avaliadas 6 concentrações10-8,10-9, 10-10, 10-11, 10-12 e 10-13M, nas quais os 

critérios de escolha das mesmas, foram as que  apresentaram efeito ativatório em relação ao 

controle e que apresentaram viabilidade celular próximo de 95%. 

As concentrações que apresentaram esse perfil foram 10-8e10-9M,elas foram diluídas 

de acordo com o volume final de cada protocolo.Para o protocolo MTT as concentrações 

finais foram de 10-8M e 10-9M.Para os protocolos microscopia óptica e NO utilizamos as 

concentrações foram 1,7X10-8M  e 1,7X10-9 M. 

1. Escala de Lawton-Brody- Avalia atividades instrumentais de vida diária são avaliadas 8 
atividades  e classificadas quanto a assistência , qualidade de execução e iniciativa (LAWTON, 
et.al.,1969). 

2. Escala de Pfeffer- Específica para avaliar declínio cognitivo e avalia 10 atividades da vida diária 
com escores variando de 0-30 escore acima de 5 indicam declínio funcional (mínimo= 0 , 
Maximo= 30 (PFEFFER, et.al.,1982) 

3. Indice de Katz- Utilizado para avaliação das atividades de vida diária O grau de assistência 
exigido é avaliado em seis atividades tomar banho, vestir-se, usar vaso sanitário, transferência, 
continência, alimentar-se. É realizado pontuação de( 0-3), sendo que (0) representa 
independência completa,(1 )necessidade de ajuda não humana, (2) necessidade de ajuda humana, 
(3) dependência  completa (KATZ, 1963). 
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3.7-COLETA DE SANGUE  

Após prévio consentimento e explicação dos procedimentos e assinatura do TCLE dos 

doadores.Foram coletados 7ml de sangue em tubos heparinizados  e levados imediatamente  

ao laboratório de  Bioquímica do envelhecimento e doenças correlacionadas no Instituto de 

ciências biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais-UFMG. 

 

3.8-SEPARAÇÃO CELULAR  

Em um tubo comum foram adicionados3mL de Leokopaque, 3 mL de monopaque, 4 

mL de sangue periférico.Esse conteúdo foi centrifugado a 2500 rpm por 45 min . Após esse 

período foi observado no tubo, plasma seguido de dois anéis interfásicos (mononucleares, 

granulócitos respectivamente). 

 O plasma e os dois anéis foram acondicionados em diferentes tubos, e adicionado 

PBS pH 7,3 até metade do tubo em cada um deles.Uma nova centrifugação foi feita por 15 

min 1500rpm, logo após esse período foi observado sobrenadante límpido o mesmo foi 

retirado e desprezado e adicionado PBS  pH 7,3 até metade do tubo e novamente centrifugado 

por 15min a 1500rpm.  

O sobrenadante foi totalmente desprezado, e o “pellet” foi ressuspenso em 1000µLde 

RPMI. As células foram contadas e em um tubo, foram ajustadas de forma que em 

1000µLtivéssemos um número de 10x106 de células.Os granulócitos foram utilizados nos três 

experimentos (MTT, Produção de NO, Microscopia óptica)(BICALHO,et.al.,1981). 

 

3.9-OPSONIZAÇÃO DO ZIMOZAN (ZC3b) 

O zimozan 240µL foi diluído em 760µL de PBS. Em um tubo foi adicionado 100µL 

de zimozan diluído e 900µL de PBS, foi centrifugado por 5 min em centrifuga a 1500rpm , a 

seguir foi retirado o sobrenadante e adicionado 200µL de plasma e 800µL de PBS esse 

conteúdo foi encubado por 30 min a uma temperatura de 37°C, sendo homogeneizado a cada 

10 min.No final foi adicionado PBS até a metade do tubo e centrifugado 5 min 1500 rpm, foi 

retirado o sobrenadante e realizado o mesmo procedimento por 2 vezes, no final foi 

adicionado 500µL de PBS. 
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3.10-ENSAIO DE REDUÇÃO DO MTT 

A quantificação do efeito redutor celular foi feito pela técnica de MTT(3-(4,5 - 

Dimetiltiazol-2-il) -2,5-di fenilo tetrazolium brometo, um  tetrazole)uma técnica proposta por 

Malaquias,1991. O ensaio MTT são testes laboratoriais e do padrão de ensaio colorimétrico 

(um teste que mede mudanças na cor) para medir a atividade das enzimas que reduzem MTT 

para formazan,dando uma cor roxa.  Isso acontece principalmente nas mitocôndrias e, 

portanto, fazem a medida da atividade mitocondrial.  

A técnica resume-se em: tubos siliconizados foram adicionados os seguintes conteúdos 

como seguem a tabela 2: 

Tabela 2-Conteúdos para avaliação MTT. 

 

Esses conteúdos foram incubados a uma temperatura de 37°C durante 90min, nos 

quais foi adicionado 20 µL de MTT após 30min desse período, a reação foi interrompida com 

1ml de isopropanol/HCl, logo após esses procedimentos foi realizada a leitura no 

espectrofotômetro em D.O.570nm. 

 

 

 

 

 

Tubo 1 

 

Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6 

 

100µL G 

 

 

100µL G 

 

 

100µL G 

 

 

100µL G 

 

 

100µL G 

 

 

100µL G 

380µL RPMI 330µL RPMI 330µL RPMI 280µL RPMI 230µL RPMI 230µLRPPMI 

  

 

 
100µL ZC3b 

 

100µL ZC3b 

 

100µL ZC3b 

  

 
50µL AD10-8M 50µLAD 10-9M 

 

 
50µL AD 10-8M 50µL AD 10-9M 

http://64.233.169.102/translate_c?hl=pt-BR&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Di-&prev=/search%3Fq%3Dmtt%26hl%3Dpt-BR&usg=ALkJrhjEhrcTak_Do5JBGXf7oIT9LuG8SA�
http://64.233.169.102/translate_c?hl=pt-BR&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Di-&prev=/search%3Fq%3Dmtt%26hl%3Dpt-BR&usg=ALkJrhjEhrcTak_Do5JBGXf7oIT9LuG8SA�
http://64.233.169.102/translate_c?hl=pt-BR&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Di-&prev=/search%3Fq%3Dmtt%26hl%3Dpt-BR&usg=ALkJrhjEhrcTak_Do5JBGXf7oIT9LuG8SA�
http://64.233.169.102/translate_c?hl=pt-BR&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Di-&prev=/search%3Fq%3Dmtt%26hl%3Dpt-BR&usg=ALkJrhjEhrcTak_Do5JBGXf7oIT9LuG8SA�
http://64.233.169.102/translate_c?hl=pt-BR&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole&prev=/search%3Fq%3Dmtt%26hl%3Dpt-BR&usg=ALkJrhgWgwisZDOSt-5niqTp2aQTXqgm9Q�
http://64.233.169.102/translate_c?hl=pt-BR&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl&prev=/search%3Fq%3Dmtt%26hl%3Dpt-BR&usg=ALkJrhi5fYlJ0Pd8-wYMhYXp6WDSS-VPQQ�
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3.11-AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO (NO) 

Foi avaliado a quantificação de nitrito segundo reação de Griess (GRIESS,et. al., 

1864) para observar a produção de óxido nítrico por granulócitos no qual segue o seguinte 

protocolo segundo tabela 3 em 6 tubos siliconizados foram  adicionados: 

 

Tabela 3-Conteúdos para avaliação NO 

 

Os granulócitos foram mantidos em banho Maria por 24 h. Em seguida todos os tubos 

foram centrifugados a 1500 rpm por 10 minutos, isso resultou  em um  sobrenadante,  que foi  

coletado e utilizado para  dosagem de óxido nítrico. O pellet foi resuspenso em 200μl de 

RPMI e imediatamente submetido à análise de viabilidade celular.  

 Procedimentos para dosagem da produção de óxido nítrico   

Foram dispostos em placas de 96 poços, 200µL do sobrenadante referido acima 

e,100µL da solução de Griess (Mistura de 1:1 de sulfanilamida e naftiletilenodiamida em 

bécker protegido da luz) e feito leitura no leitor de Elisa em D.O. 540nm, isso foi feito com 

todas as concentrações.  

Os resultados obtidos foram comparados com valores da curva de padrão de nitrito 

(veja abaixo), e analisados por regressão linear. Ao final foram ajustados de milimolar (mm) 

para micromolar (µm). 

 

 

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6 

 

100µL G 

 

 

100µL G 

 

 

100µL G 

 

 

100µL G 

 

 

100µL G 

 

 

100µL G 

200µL RPMI 150µL RPMI 150µL RPMI 100µL RPMI 50µL RPMI 50µL RPPMI 

 

 

 

 

 

 

100µL ZC3b 

 

100µL ZC3b 

 

100µL ZC3b 

 

 

50µL AD 1,7x10-8M 50µLAD1,7x10-9M  

 

50µL AD 1,7x10-8M 50µLAD1,7x10-9M 
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 Preparação da curva padrão de nitrito  

Em uma placa de Elisa de 96 poços foram colocados nos poços de (2 a 10) 100µL de 

RPMI, e no poço ( 1 ) 200µL da solução padrão de nitrito (75µl da solução padrão + 425 µL 

RPMI).Diluições sucessivas foram feitas a partir do primeiro poço, retirando deste 100µl e 

colocando no segundo poço que continha agora 200µL (homogeneizar bastante), fazendo o 

mesmo procedimento até o poço 10. No poço 10 sobrou 100µL que foi descartado. Foi feito 

leitura da placa em leitor de Elisa com comprimento de onda de 540nm em absorbância, os 

valores obtidos formaram a curva de nitrito.  

 

3.12-VIABILIDADE CELULAR 

           Essa avaliação foi realizada pelo teste de azul de tripan (OLIVEIRA –LIMA e 

DIAS DA SILVA, 1970). Aos 200µL foram adicionados 1 gota de solução 1% de azul de 

tripan  em salina. Após este procedimento, os granulócitos foram contados em câmara de 

Neubauwer e células mortas e vivas foram contadas. Em todos os ensaios a viabilidade celular 

nunca deveria ser inferior a 95%. 

 

3.13-FAGOCITOSE ATRAVÉS DA MICROSCOPIA ÓPTICA 

 

    Procedimento para corar Zimozan opsonizado  

Em 250 µL de zimozan previamente opsonizado, adicionou-se, 5 gotas de azul de 

tripan 1%, esse conteúdo foi  homogeneizado 3 vezes, a cada 10 min, por 30 min, em banho 

Maria a uma temperatura de 37° C.Esse conteúdo foi  lavado com PBS, centrifugado à 1500 

rpm, durante 5 min, por 2 vezes.O sobrenadante  foi  descartado em cada lavada, e ao  último 

“pellet” foi  adicionado 250 µL de PBS(PERILLO,et.al., 2005). 

 

 Preparo para microscopia  

Em um tubos siliconizado foram adicionados os seguintes conteúdos como mostra a 

Tabela a seguir: 
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Tabela 4 - Conteúdos para microscopia óptica 

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 
 

100µL G 

 

100µL G 

 

100µL G 

 50µl AD 1,7x10-8M 50µl AD 1,7x10-9M 

100µL ZC3b corado 100µL ZC3b corado 100µL ZC3b corado 

100µL RPMI 50µl RPMI 50µl RPMI 

 

Esses conteúdos ficaram encubados em banho Maria por 30 minutos a temperatura de 

37°C, a seguir foram homogeneizados e colocados em câmara de Newbauwer,as células 

fagocitadas bem como as não fagocitadas foram imediatamente contadas e fotografadas em 

microscópio óptico.  
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Os resultados serão apresentados em três blocos, representando dados sobre o efeito da 

adrenalina durante o processo de envelhecimento, em três faixas etárias e de doadores sem Os 

Os resultadosserão apresentados em três blocos, representando dados sobre o efeito da 

adrenalina durante o processo de envelhecimento, em três faixas etárias e de doadores sem 

doença de Alzheimer em comparaçãocom os doadores com  doença de Alzheimer na mesma 

faixa etária (60-89), através da avaliação dos seguintes parâmetros: fagocitose, produção de 

óxido nítrico e capacidade redutora celular (MTT). 

 

4.1 AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE FAGOCÍTICA DE GRANULÓCITOS 

POR MICROSCOPIA ÓPTICA. 

4.1.1-Análise por faixa etária  

A figura 5 mostra o perfil fagocítico de granulócitos em três diferentes faixas etárias, a 

saber: 20-30, 40-59 e 60-89 anos. Nossos resultados mostraram através da observação por 

microscopia óptica uma diminuição qualitativa da fagocitose durante o processo de 

envelhecimento em ausência de adrenalina (AD).     

 

 Faixa etária 20-39 Anos 40-59 Anos 60-89 Anos 

 

 

Em ausência 

de Adrenalina 

(AD) 

 

 

A

 

 B

 

  C

 

 

Figura 5 -  Comparação qualitativa da fagocitose (G+ZC3b) em diferentes faixas etárias A – (20- 39anos),  

B - (40-59anos) e C - (60-89anos) sem estímulo com Adrenalina (AD) . As setas em azul demonstram  

partículas de ZC3b fagocitadas. 
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4.1.2- Durante o processo de envelhecimento. 

Ao quantificamos estas diferenças observados anteriormente, observamos uma 

redução significativa de p < 0,05 pelo teste não paramétrico de Mann Whitney, da capacidade 

fagocítica, de 23% quando comparamos as faixas etárias de 40-59 anos e de 29% de 60-89 

anos com a faixa etária de 20-39 anos, respectivamente (Figura 6).  Na comparação da faixa 

etária de 40-59 e 60-89anos não ocorreu diferença significativa (p>0,05).  

 

 

Figura 6- Comparação da porcentagem de fagocitose (G+RPMI+ZC3b) em 
diferentes faixas etárias (20-39anos), (40-59anos), (60-89anos) sem estímulo com 
AD .  G = granulócito, RPMI = Meio de cultura, ZC3b = Zimosan opsonizado 
C3b, AD = adrenalina. N=20 doadores em cada faixa etária. 
O símbolo (*) representa p<0,05 pelo teste de Mann-Whitney que comparou 
(G+RPMI+ZC3b) a faixa etária de (20-39) com as demais faixas etárias (40-59 e 
60-89anos). Na comparação da faixa etária de 40-59 e 60-89anos não ocorreu 
diferença significativa (p>0,05).  
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4.1.3-Avaliação comparativa de doadores com e sem doença de Alzheimer na faixa 

etária60- 89 anos . 

Ao avaliamos através de microscopia óptica se existiam diferenças significativas entre 

células de doadores com (K) ou sem (J) Alzheimer, na mesma faixa etária (60-89 anos), 

verificamos através de análise qualitativa o mesmo padrão fagocítco (Figura 7).  

 

Figura 7 - Comparação qualitativa da fagocitose (G+ZC3b) entre células de doadores com  (K) ou sem (J) 
Alzheimer (DA) na faixa de (60-89 anos) sem estímulo com Adrenalina (AD).As setas em azul demonstram 
partículas de ZC3b fagocitadas. 
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Ao quantificamos, verificamos que não existe diferença significativa (p>0,05) entre as 

percentagens de fagocitose quando comparamos células de doadores com (56,9%) e sem 

(56,6%) Alzheimer na mesma faixa etária (60-89 anos) (Figura 8).   

 

 

Figura 8 -Comparação da porcentagem de fagocitose (G+RPMI+ZC3b) em                            
Células de doadores com e sem Alzheimer na faixa etária de 60-89 anos em 
ausêencia de adrenalina (AD).  N=20 doadores com e sem DA  

G = granulócito, RPMI = Meio de cultura, ZC3b = Zimosan opsonizado    C3b, DA 
= Doença de Alzheimer. 

N.S. = p > 0,05 pelo teste de Mann-Whitney que comparou (G+RPMI+ZC3b) entre 
células de doadores com e sem Alzheimer na faixa etária de 60-89 anos. 
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Sabemos que a adrenalina interfere diretamente sobre a reatividade de células do 

sistema imunológico, podendo assim alterar a capacidade fagocítica celular, e desencadear 

respostas diferenciadas frente a um desafio imunológico, tanto em condições fisiológicas 

como patológicas. Neste contexto, realizamos nossos experimentos em presença de 

Adrenalina (AD).  Nossas avaliações levaram em conta o estudo do efeito da adrenalina 

durante o processo de envelhecimento e no Alzheimer.   

 

4.1.4-Análise por faixa etária  

4.1.5-Durante o processo de envelhecimento  

 

A figura 9 mostra o perfil fagocítico de granulócitos em três diferentes faixas etárias, a 

saber: 20-30, 40-59 e 60-89 anos em presença de adrenalina nas concentrações 1,7x10-8M e 

1,7x10-9M. Nossos resultados mostraram através da observação por microscopia óptica que as 

duas concentrações de adrenalina foram eficientes em gerar um aumento da fagocitose pelos 

granulócitos nas faixas etárias de 20-39 e 40-59 anos. Entretanto, na faixa etária de 60-89 

anos verificamos que a concentração de 1,7x10-9M produziu uma menor capacidade 

fagocítica do que a dose de 1,7x10-8M. Verificamos também que ao compararmos a 

capacidade fagocítica da faixa etária de 60-89 anos com a faixa etária de 20-59 anos 

observamos um menor efeito da adrenalina sobre a capacidade fagocítica desta faixa etária 

(figura 9).    
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Dose/Faixa 
etária 20-39 anos 40-59 anos 60-89 anos 

 

 

1,7x10-9M 

D

 

E

 

F

 

 

 

1,7x10-8M 

G

 

H

 

 I

 

Figura 9-Comparação qualitativa da fagocitose (G+ZC3b) em diferentes faixas etárias D e G - (20- 
39anos), E e H -  (40-59anos) e F e I - (60-89anos)  estímuladas com Adrenalina (AD –1,7x10-9M e 1,7x10-

8M).As setas em azul representam particulas de ZC3b fagocitadas. 
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Ao quantificamos estas diferenças observados anteriormente, verificamos que quando 

granulócitos são incubados com adrenalina na concentração de 1,7x10-9M ocorre uma 

ativação significativa p<0,05 do processo fagocítico de 34% e 35% nas faixas etárias de 20-39 

e 40-59 anos respectivamente (tabela 5). Entretanto, ao analisarmos a faixa etária de 60-89 

anos, verificamos uma ativação não significativa (p>0,05) de 10% do processo fagocítico pelo 

teste não paramétrico de Mann Whitney (tabela 5).  

Ao analisarmos a concentração de 1,7x10-8M,observamosque em todas as faixas 

etárias estudadas (20-39, 40-59 e 60-89) ocorreu um aumento (42%, 43% e37% 

respectivamente) significativo (p<0,05) da capacidade fagocítica (tabela 5).  

Entretanto, ao analisarmos comparativamente o quanto a dose 1,7x10-8M foi mais 

eficiente em ativar o processo fagocítico do que a dose de 1,7x10-9M verificamos que nas 

faixas etárias de 20-39 e 40-59 anos a eficiência no processo de ativação foi de 06% e 05% 

respectivamente, não sendo significativo a p >0,05. Ao observamos a faixa etária de 60-85 

anos verificamos que esta eficiência foi de 23% o qual foi significativo p < 0,05 pelo teste não 

paramétrico de Mann Whitney (tabela 5). 
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Tabela 5- Efeito das concentrações de adrenalina (1,7x10-9M e 1,7x10-8M) sobre a 
fagocitose de  granulócitos durante o processo de envelhecimento. 

% FAGOCITOSE   MÉDIA ± EP                 %            

Ativação 

        %  

1,7x10-8M/ 
1,7x10-9 M 

SEM AD        (N= 18) (G+RPMI+ZC3b)  

20-39 anos  69,50 ± 1,43  

40-59 anos  62,89 ± 1,27  

60-89 anos  56,57 ± 1,02  

 AD 1,7x10-9M      (N=18) (G+ AD1,7x10-9M+ZC3b)  

20-39 anos  93,00 ± 1,23                                 34% *  

40-59 anos  85,39 ± 0,90                                  35% *  

60-89 anos  62,17 ± 1,36                                10%#   

 AD 1,7x10-8M       (N=18) (G+ AD 1,7x10-8M+ZC3b)  

20-39 anos  98,78 ± 0,46                                       42% * 6 % 

40-59 anos  90,06 ± 1,85                                        43% * 5% 

60-89 anos  77,67 ± 1,47                                       37% *# 25%*# 

Osresultados foram expressos como média ± EP. G = Granulócitos;AD = Adrenalina; ZC3b = Zimozan 
opsonizado com C3b;  * = significativo p<0,05 pelo teste não paramétrico de  Mann Whitney quando 
comparado (G+ AD 1,7x10-9M+ZC3b) e(G+RPMI+ZC3b); (G+ AD 1,7.x10-8M+ZC3b) e 
(G+RPMI+ZC3b)   e   (G+ AD 1,7x10-8M+ZC3b)/ (G+ AD 1,7x10-9M+ZC3b).  # = significativo p < 
0,05 quando comparado a faixa etária de 60-89 anos com as faixas etárias de 20-39 e 40-59 anos 
pelo testes de comparações múltiplas Kruskall – Wallis. 
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4.1.6 Avaliação comparativa de doadores com e sem Alzheimer na faixa etária       

     60-89 anos. 

A figura 10 mostra o perfil fagocítico de granulócitos de doadores sem e com 

Alzheimer em presença de adrenalina (AD 1,7x10-9M e 1,7x10-8M). Nossos resultados 

mostraram através da observação por microscopia óptica (avaliação qualitativa) que na faixa 

etária de 60-89 anos tanto em granulócitos de doadores sem e com Alzheimer, que a 

concentração de 1,7x10-9M produziu uma menor capacidade fagocitica do que a dose de 

1,7x10-8M (figura 5). Observamos também que na mesma concentração, tanto de 1,7x10-8M 

quanto de 1,7xx10-9M em granulócitos de doadores sem e com Alzheimer ocorreu uma 

fagocitose semelhante (figura 10).        

 

Dose/ Faixa Etária (60-89 
ANOS) 

Sem DA Com DA 

 

 

AD 1,7x10-9M 

L        M

 

 

 

AD1,7x10-8M 

N 

 

O 

 

Figura 10-Comparação qualitativa da fagocitose (G+ZC3b) em granulócitos de doadores sem e com  Alzheimer (DA) estímuladas 
com Adrenalina   (AD – 1,7x10-9M e 1,7x10-8M) .   As setas em azul demonstram partículas de ZC3b fagocitadas. 
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Ao analisarmos comparativamente a fagocitose de granulócitos de doadores com e 

sem Alzheimer na mesma faixa etária (60-89 anos), agora numa análise quantitativa, 

verificamos uma ativação não significativa (p>0,05) de 10% (sem DA) e 9,3 % (com DA) do 

processo fagocítico pelo teste não paramétrico de Mann Whitney (tabela 6).  

Ao analisarmos a concentração de 1,7x10-8M observamos que tanto granulócitos de 

doadores com e sem Alzheimer apresentaram um aumento (36% e 37% respectivamente) 

significativo (p<0,05) da capacidade fagocítica (tabela 6).  

Avaliamos, também, comparativamente o quanto a concentração1,7x10-8M foi mais 

eficiente em ativar o processo fagocítico do que a dose de 1,7x10-9M e verificamos que em 

ambas as células ocorreram um aumento da eficiência que foi de 24% (Sem DA) e 24% (com 

DA) os quais não foram significativos entre si pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney 

(tabela 6). 
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Tabela 6- Efeito das concentrações de adrenalina (1,7x10-8M e 1,7x10-9M) sobre a fagocitose 
degranulócitos de doadores sem e com Alzheimer. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Os resultados foram expressos como média ± EP. Da = Doença de Alzheimer G = Granulócitos AD = 
Adrenalina; ZC3b = Zimozan opsonizado com C3b; * = significativo p<0,05 pelo teste não paramétrico 
de  Mann Whitney quando comparado (G+ AD 1,7x10-9M+ZC3b) e (G+RPMI+ZC3b); (G+ AD 1,7x10-

8M+ZC3b) e (G+RPMI+ZC3b)   e      (G+ AD 1,7x10-8M+ZC3b)/ (G+ AD 1,7x10-9M+ZC3b).   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     60-89 ANOS   MÉDIA ± EP                % Ativação             %  

   1,7x10-8/ 1,7x10-9M 

SEM AD (N = 18) (G+RPMI+ZC3b)  

SEM DA 56,57 ± 1,02  

COM DA 56,94 ± 1,15  

 AD1,7.10-9M  (N = 18) (G+AD 1,7x10-9M+ZC3b)  

SEM DA 62,17 ± 1,36                      10%  

COM DA 62,25 ± 1,34                      9,3%  

 AD1,7.10-8M (N = 18)  (G+ AD 1,7x10-8M+ZC3b)  

SEM DA  77,67± 1.47                         37%*       24%* 

COM DA  77,38 ± 1,34                     36 %*       24%* 
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4.2--AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE REDUTORA CELULAR EM 

GRANULÓCITOS HUMANOS PELO MÉTODO DE MTT: 

 

4.2.1-Análise por faixa etária  

A figura 11 mostra o poder redutor de granulócitos, através do ensaio de MTT, em três 

diferentes faixas etárias, a saber: 20-30, 40-59 e 60-89 anos. Nossos resultados mostraram um 

mento significativo p < 0,05 do poder redutor de granulócitos em todas as faixas etárias 

quando estes foram incubados com zimozan opsonizado com C3b (ZC3b) .    

 

Figura 11Estudo do poder redutor de granulócitos em ausência e presença de zimozan 
opsonizado por C3b pelo ensaio de MTT em diferentes faixas etárias .  O painel (A) representa 
a faixa etária 20-39 anos, (B) 40-59 e (C) 60-89 anos.  
*=  significativamente diferente  p<0,05 avaliados pelo teste de Mann-Whitney que comparou  
(G+ZC3b) em relação (G+RPMI). 
G = Granulócitos; RPMI = Meio de cultura; ZC3b = zimozan opsonizado com C3b 
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4.2.2-Durante o processo de envelhecimento. 

Os resultados da tabela 7 mostram que durante o processo de envelhecimento ocorreu 

uma diminuição da capacidade redutora de granulócitos, onde encontramos uma fagocitose de 

93% (20-39 anos); 57% (40-59 anos) e 32% (60-80 anos). Esta redução foi significativa  

p < 0,05 quando comparamos todas as faixas etárias entre si, pelo teste de comparações 

múltiplas de Kruskall-Wallis.  

 

               Tabela 7 -Avaliação comparativa da capacidade redutora de granulócitos nas faixas       etárias de 20- 
39, 40-59 e 60-80 anos, através do teste de MTT.  
 

 

FAIXAS 
ETÁRIAS 

                   MTT D.O. 570nm(média ± EP) 

(G+RPMI) (G+RPMI+ZC3b)                   %Ativação                   
                                                                                           

redução de MTT 

 

     N 

 

20-39 anos 0,263 ± 0,17      0,508 ± 0,04#                   93%# 15 

40-59 anos 0,260 ± 0,19      0,410 ± 0,03#57%# 21 

60-89 anos 0,238 ± 0,02      0,316 ± 0,02#                       32%# 21 

Os resultados foram expressos através da média ± erro padrão (EP). D.O. = densidade óptica; G= 
granulócitos; RPMI = Meio de cultura; EP= erro padrão; MTT = sal de tretazolium; ZC3b = zimozan 
opsonizado. # = Significativo (p<0,05) pelo teste de comparações múltiplas de Kruskall-Wallis.  
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4.2.3-Avaliação comparativa de doadores com e sem Alzheimer na faixa etária       

60-89 anos. 

Nossos resultados mostram que granulócitos de doadores com Alzheimer 

apresentaram um poder redutor basal e estimulado com ZC3b significativamente (p <0,05) 

maior que os encontrados em granulócitos de doadores sem Alzheimer pelo teste não 

paramétrico de Mann-Whitney (figura 12).   

 

 

Figura 12 – Estudo do efeito redutor celular em doadores na faixa etária de60-89 anos sem 
e com Alzheimer (DA). N=20 doadores de cada faixa etária  
Os valores representam média ± E.P de 18 experimentos com MTT em cada grupo.                     
D.O. = densidade óptica; G= granulócitos; RPMI = Meio de cultura; EP= erro padrão; 
MTT = sal de tretazolium; ZC3b = zimozan opsonizado.  
* = significativa p< 0,05 pelo teste de Mann-Withney que comparou (G+RPMI) e 
(G+ZC3b).  
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Uma vez verificada que a capacidade fagocítica tanto durante o processo de 

envelhecimento quanto na doença de Alzheimer se encontra alterada, o nosso próximo passo 

foi verificar se a adrenalina (AD) poderia modificar este quadro. Os resultados são mostrados 

a seguir: 

4.2.4- Análise por faixa etária. 

Nossos resultados mostram que quando granulócitos das faixas etárias de 20-39; 40-59 

e 60-80 anos foram incubados com adrenalina (AD) na concentração de 10-9M ocorreu um 

aumento da capacidade redutora celular, gerada pelo processo fagocítico, que foi significativo 

p < 0,05, em todas as faixas etárias, pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney (figura 13).   

 

Figura 13-Estudo do poder redutor de granulócitos em  presença de adrenalina 10-9M pelo ensaio de 
MTT  em três faixas etárias .  O painel (A) representa a faixa etária 20-39 anos, (B) 40-59 e (C) 60-89 
anos.  G = Granulócitos; RPMI = Meio de cultura; ZC3b = zimozan opsonizado com C3b; AD= 
adrenalina*  =  significativamente diferente  p<0,05 avaliados pelo teste de Mann-Whitney que 
comparou    (G`+10-9M + ZC3b) em relação (G+10-9M)  

 

 

 

 

          4.2.5-Durante o processo de envelhecimento:  
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A figura14 mostra que não houve diferença significativa (p > 0,05) entre a capacidade 

redutora celular de granulócitos estimulados com adrenalina (AD) 10-9M sem estímulo com 

ZC3b, pelo teste de comparações mútiplas de Kruskall-Wallis. Entretanto, quando 

granulócitos foram incubados com AD 10-9M e avaliados no processo fagocítico, verificamos 

uma diminuição significativa (p<0,05) da capacidade redutora celular durante o processo de 

envelhecimento.  

 

 

Figura 14-Avaliação do poder redutor de granulócitosem  presença de adrenalina 10-9M 
pelo ensaio de MTT  durante o processo de envelhecimento. 
G = Granulócitos; RPMI = Meio de cultura; ZC3b = zimozan opsonizado com C3b; 
AD= adrenalina.#=  significativamente diferentes  p<0,05 pelo teste de comparações 
múltiplas de Kruskall-Wallis .  
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4.2.6-Avaliação comparativa de doadores com e sem Alzheimer na faixa etária       

60-89 anos em presença de adrenalina10-9M . 

 

Os resultados da figura 15 mostram que granulócitos de doadores com Alzheimer 

estimulados com adrenalina 10-9Me avaliados durante o processo fagocítico apresentaram um 

aumento significativo (p<0,05) da capacidade redutora celular pelo teste não paramétrico de 

Mann-Whitney quando comparados com granulócitos de doadores sem Alzheimer na mesma 

faixa etária.   

 

 

Figura 15 – Estudo do efeito redutor celular em doadores na faixa etária de 60-89 anos sem 
e com Alzheimer (DA) em presença de adrenalina 10-9M.  
Os valores representam média ± E.P de 18 experimentos com MTT em cada grupo. D.O. = 
densidade óptica; G= granulócitos; RPMI = Meio de cultura; EP= erro padrão; MTT = sal 
de tretazolium; ZC3b = zimozan opsonizado, AD= adrenalina.  
* = significativa p< 0,05 pelo teste de Mann-Withney que comparou (G+RPMI) e (G+AD 
10-9MZC3b).  
 

Após a avaliação da influência da adrenalina (10-9M) na capacidade redutora celular 

em presença ou ausência do processo fagocítico, foi de nosso interesse verificar se o aumento 

da concentração de AD (10-8M) poderia alterar os resultados acima apresentados.  
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4.2.7-Análise por faixa etária  

Nossos resultados mostram que quando granulócitos das faixas etárias de 20-39; 40-59 

e 60-80 anos foram incubados com adrenalina (AD) na concentração de 10-8M ocorreu um 

aumento da capacidade redutora celular, gerada pelo processo fagocítico, que foi significativo 

p < 0,05, em todas as faixas etárias, pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney (figura 16).   

 

Figura 16- Estudo do poder redutor de granulócitos em presença de adrenalina 10-8M pelo 
ensaio de MTTem três faixas etárias. 
O painel (A) representa a faixa etária 20-39 anos, (B) 40-59 e (C) 60-89 anos. G = Granulócitos; 
RPMI = Meio de cultura; ZC3b = zimozan opsonizado com C3b; AD= adrenalina*  =  
significativamente diferente  p<0,05 avaliados pelo teste de Mann-Whitney que comparou    
(G`+10-8M + ZC3b) em relação (G+10-8M).  
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4.2.8-Durante o processo de envelhecimento. 

 A figura17 mostra que a adrenalina na concentração de 10-8M diminui tanto a 

capacidade redutora de granulócitos na presença ou não do processo fagocítico durante 

oenvelhecimento. A significância destes resultados foi avaliada pelo testes de comparações 

múltiplas de Kruskall-Wallis.    

 

 

Figura 17-Avaliação do poder redutor de granulócitos em  presença de adrenalina  
10-8M pelo ensaiode MTT  durante o processo de envelhecimento. 
G = Granulócitos; RPMI = Meio de cultura; ZC3b = zimozan opsonizado com C3b; AD= 
adrenalina  
#=  significativamente diferentes  p<0,05 pelo teste de comparações múltiplas de 
Kruskall-Wallis   
 

Outra análise importante foi quando comparamos o efeito das concentrações de 

adrenalina sobre a capacidade redutora celular em presença ou ausência de fagocitose. Nossos 

resultados mostram na concentração de 10-9M uma eficiência do processo fagocítico de 100%, 

81% e 36% nas faixas etárias de 20-39, 40-59 e 60-89 anos respectivamente. Entretanto, 

quando granulócitos foram incubados com adrenalina na concentração de 10-8M verificamos 

uma redução de 64% e 26% da capacidade fagocítica nas faixas etárias de 20-39 e 40-59 anos 

e um aumento da capacidade redutora de 20% na faixa etária de 60-89 anos em relação à 

concentração de 10-9M. Estas comparações foram significativas p<0,05 pelo teste não 

paramétrico de Mann-Whithney.   
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4.2.9-Avaliação comparativa dos de doadores com e sem Alzheimer na faixa etária       

60-89 anos em presença de adrenalina 10-8M. 

 

Os resultados da figura 18 mostram que granulócitos de doadores com Alzheimer 

estimulados com adrenalina 10-8M e avaliados durante o processo fagocítico apresentaram um 

aumento significativo (p<0,05) da capacidade redutora celular pelo teste não paramétrico de 

Mann-Whitney quando comparados com granulócitos de doadores sem Alzheimer na mesma 

faixa etária.   

 

 

 

Figura 18 – Estudo do efeito redutor celular em doadores na faixa etária de 60-89 anos 
sem e com Alzheimer (DA) em presença de adrenalina 10-8M.  
Os valores representam média ± E.P de 18 experimentos com MTT em cada grupo.                    
D.O. = densidade óptica; G= granulócitos; RPMI = Meio de cultura; EP= erro padrão; 
MTT = sal de tretazolium; ZC3b = zimozan opsonizado, AD= adrenalina.  
* = significativa p< 0,05 pelo teste de Mann-Withney que comparou (G+RPMI) e 
(G+ZC3b).  
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4.3-AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO (NO) PELA REAÇÃO 

DE GRIESS. 

 

4.3.1-Análise por faixa etária  

 

A figura 19 mostra a produção de óxido nítrico por granulócitos em três diferentes 

faixas etárias, a saber: 20-30, 40-59 e 60-89 anos. Nossos resultados mostraram um aumento 

significativo p < 0,05 da produção de óxido por granulócitos em todas as faixas etárias 

quando estes foram incubados com zimozan opsonizados com C3b (ZC3b) .     

 

 

Figura 19-Estudo da produção do óxido nítrico por granulócitos durante o processo 
fagocítico em três faixas etárias.   
O painel (A) representa a faixa etária 20-39 anos, (B) 40-59 e (C) 60-89 anos. 
G = Granulócitos; RPMI = Meio de cultura; ZC3b = zimozan opsonizado com C3b.   
* =significativamente diferente  p<0,05 avaliados pelo teste de Mann-Whitney que comparou  
(G+ ZC3b) em relação (G+RPMI).  
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4.3.2-Durante o processo de envelhecimento. 

Os resultados da tabela 8 mostram que durante o processo de envelhecimento ocorreu 

uma diminuição da produção de óxido nítrico por granulócitos, tanto em ausência (30% e 

58%) como em presença (32% e 55%) de fagocitose. Verificamos que quando comparamos as 

três faixas etárias entre si através do teste de comparações múltiplas de Kruskal-Wallis 

observamos que todas foram significativas.  

 

Tabela 8 -Avaliação comparativa da produção de óxido nítrico por granulócitos nas faixas etárias de 
20-39,  40-59 e 60-80 anos.  

 

 

 

 

 

 

O
OOs resultados foram expressos através da média ± erro padrão (EP).  
D.O. = densidade óptica; G= granulócitos; RPMI = Meio de cultura; EP= erro padrão; ZC3b = zimozan 
opsonizado com C3b.  
# = Significativo (p<0,05) pelo teste de comparações múltiplas de Kruskal-Wallis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FAIXAS 
ETÁRIAS 

µM  (média ± EP) 

(G+RPMI)       % inibição          (G+RPMI+ZC3b)            % Inibição 

 

     N 

 

20-39 anos   5,9 ± 0,28                             9,4 ± 0,25                       21 

40-59 anos   4,1 ± 0,16          30#              6,4 ± 0,16#32# 22 

60-89 anos   2,5 ± 0,02          58#              4,2 ± 0,15#             55# 31 



77 

 

4.3.3-Avaliação comparativa de doadores com e sem Alzheimer na faixa etária       

60-89 anos . 

A tabela 9 mostra que a produção de óxido nítrico por granulócitos de doadores com 

Alzheimer em presença de ZC3b não difere significativamente (p>0,05) da produção basal 

destes, pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney.    

Nossos resultados mostraram também que granulócitos de doadores com Alzheimer 

geram uma menor porcentagem de óxido nítrico tanto em condição basal (41%) como 

estimulada com ZC3b (67%) quando comparados com granulócitos de doadores sem 

Alzheimer pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney (tabela 9).   

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 9-Avaliação comparativa da produção de óxido nítrico por granulócitos de doadores sem e com 
Alzheimer. 
Os resultados foram expressos através da média ± erro padrão (EP).  
D.O. = densidade óptica; G= granulócitos; RPMI = Meio de cultura; EP= erro padrão; ZC3b = zimozan 
opsonizado com C3b.  
* = Significativo (p<0,05) pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney. 
N.S. = não significativo pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney. 

 

 

 

 

 

 

        Grupos 
    Faixa etária 
   (60-89 anos) 

µM  (média ± EP) 

(G+RPMI)            % inibição            (G+RPMI+ZC3b)                 % Inibição 

 
     N 
 

SEM DA   2,5 ± 0,14                             4,2 ± 0,15                       31 

COM DA    1,48 ± 0,08         41*           1,38 ± 0,06N.S.6N.S; 67*    15 
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Nosso próximo passo foi avaliar a influência da adrenalina na produção de óxido 

nítrico como foi avaliado na fagocitose e capacidade redutora celular. 

4.3.4-Análise por faixa etária  

A Tabela 10 mostra que não houve diferença significativa (p > 0,05) entre a 

produçãobasal de óxido nítrico por granulócitos estimulados com adrenalina 1,7x10-9M (AD) 

quando as faixas etárias de 20-39 e 40-59 anos foram comparadas pelo teste não paramétrico 

de Mann-Whitney. Entretanto, quando estas mesmas faixas etárias foram comparadas com a 

faixa etária de 60-89 anos verificamos uma diminuição significativa (p<0,05). Verificamos 

também que na faixa etária de 60-89 anos não ocorreu diferença significativa (p > 0,05) entre 

a produção basal e no processo fagocítico de NO.  

Ao fazermos as mesmas comparações na presença de ZC3b, verificamos os mesmos 

resultados acima descritos (tabela 10).  

4.3.5-Durante o processo de envelhecimento. 

Quando avaliamos as possíveis diferenças durante o processo de envelhecimento 

verificamos que pelo teste de comparações múltiplas de Kruskall-Wallis, a produção de óxido 

nítrico tanto basal quanto na presença de ZC3b foi significativa  na faixa etária de 60-89 anos 

quando comparada com as faixas etárias de 20-39 e 40-59 anos (tabela 10) .  

Tabela 10-Estudo da produção de óxido nítrico por granulócitos de doadores empresença de adrenalina 
1,7x10-9M .   
 

 
 
FAIXA ETÁRIA 

µM  (média ± EP) 
 
  (G+AD 1,7x10-9M)        (G+ AD 1,7x10-9M+ZC3b)       % Ativação 

 
 

N 
 

 
20-39 anos 

 
 7,7 ± 0,20                     10,3 ± 0,16                       34 

 
 21 

 
40-59 anos  

 
 6,6 ± 0,09                      8,9 ± 0,19                        35 

                
22 

 
60-89 anos  

 
 4,2 ± 0,17*#                  4,4 ± 0,13N.S.*#                  05 

 
 31 

Os resultados foram expressos através da média ± erro padrão (EP).  
D.O. = densidade óptica; G= granulócitos; RPMI = Meio de cultura; EP= erro padrão; ZC3b = zimozan 
opsonizado com C3b.  
* = Significativo (p<0,05) pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney, 
# = Significativo (p<0,05) pelo teste de comparações múltiplas de Kruskall-Wallis.  
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4.3.3-Avaliação comparativa de doadores com e sem Alzheimer na faixa etária       

60-89 anos . 

Nossos resultados mostram que granulócitos de doadores com Alzheimer não diferem 

significativamente (p>0,05) na produção de óxido nítrico quando comparados com doadores 

sem Alzheimer estimulados com adrenalina 1,7x10-9M, tanto em condições basais quanto no 

processo fagocítico pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney (tabela 11).  

Tabela 11-Estudo da produção de óxido nítrico por granulócitos de doadores sem e com Alzheimer 
em presença de adrenalina 1,7x10-9M. 

 
 
       Grupos 
    Faixa etária 
     (60-89 anos)  

 
µM (MÉDIA ± EP) 
 
  (G+AD 1,7x10-9M)                   (G+ AD 1,7x10-9M+ZC3b) 

 
N 
 

 
SEM DA  

 
    4,4 ± 0,17                                     4,2 ± 0,13N.S  

 
31 

 
COM DA  

 
    4,2 ± 0,19                                     4,4 ± 0,15 N.S 

 
    15 

Os resultados foram expressos através da média ± erro padrão (EP).  
D.O. = densidade óptica; G= granulócitos; RPMI = Meio de cultura; EP= erro padrão; ZC3b = 
zimozan opsonizado com C3, AD = adrenalina.  
N.S. = Não significativo pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney. 
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Nosso passo final neste estudo foi avaliar se a concentração de adrenalina de (1,7x  

10-8M) poderia alterar a geração de óxido nítrico gerada pela concentração de  (1,7x 

10-9M) tanto no processo de envelhecimento (faixas etárias) quanto em doadores com 

Alzheimer. 

 

4.3.7-Análise por faixas etárias e durante o processo de envelhecimento. 

A figura 20 mostra que granulócitos de doadores nas faixas etárias de 20-39 e 40-59 

anos apresentam diferença significativa (p <0,05) entre a produção óxido nítricoquando 

estimulados apenas com adrenalina 1,7x10-8M (AD) e estimulados com adrenalina    1,7x     

10-8M + ZC3b (figura 20). Entretanto, ao avaliarmos a faixa etária de 60-89 anos verificamos 

que não existe diferença significativa (p>0,05) quando a mesma comparação foi realizada.      

 

Figura 20 – Estudo da produção de óxido nítrico por granulócitos em presença de 
adrenalina 1,7.10-8M. G = Granulócitos; RPMI = Meio de cultura; ZC3b = zimozan 
opsonizado com C3b; AD = Adrenalina. 
*=  significativamente diferente  p<0,05 avaliados pelo teste de Mann-Whitney que 
comparou  (G+ 1,7x10-8M +ZC3b) em relação (G+1,7x10-8M).  
N.S. = Não significativo pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney 
 
 

Quando avaliamos o efeito da estimulação de granulócitos com adrenalina 1,7x10-8M 

durante o processo de envelhecimento observamos que a produção de NO da faixa etária 60-

89 anos é significativamente menor do que as outras faixas etárias p<0,05 pelo teste de 

comparações múltiplas de Kruskall-Wallis. Ao analisarmos o efeito da adrenalina no processo 

fagocítico observamos que ocorre diferença significativa (p<0,05) entre as três faixas etárias.  
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Tabela 12- Estudo da produção de óxido nítrico por granulócitos de doadores empresença de adrenalina 
1,7x10-8M  
 
 
FAIXAS ETÁRIAS  

 
µM ( MÉDIA±EP)                                     
% 
(G+AD 1,7x10-8M)            (G+ AD 1,7x10-8M+ZC3b)               Ativação 

 
 
     N 

 
20-39 anos  

 
10,1 ± 0,13  15,9 ± 0,2157   

 
     21 

 
40-59 anos  

 
 9,7 ± 0,20                    18,9 ± 0,36*#                         94 

 
     22 

 
60-89 anos  

 
 1,6±0,08#                      1,2± 0,06*# 

 
     31 

Os resultados foram expressos através da média ± erro padrão (EP).  
D.O. = densidade óptica; G= granulócitos; RPMI = Meio de cultura; EP= erro padrão; ZC3b = zimozan 
opsonizado com C3b, AD = adrenalina .  
*=  significativamente diferente  p<0,05 avaliados pelo teste de Mann-Whitney que comparou  (G+ 1,7x10-

8M +ZC3b) em relação (G+1,7x10-8M).  
# = Significativo (p<0,05) pelo teste de comparações múltiplas de Kruskall-Wallis.  
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Da mesma forma como fizemos com a capacidade redutora comparando o efeito das 

concentrações de adrenalina sobre a capacidade redutora celular em presença ou ausência de 

fagocitose realizaremos com a produção de óxido nítrico (NO). Nossos resultados mostraram 

que na concentração de 1,7x10-9M ocorreu uma eficiência na liberação de NO durante o 

processo fagocítico de 33% e 34% nas faixas etárias de 20-39 e 40-59 anos respectivamente. 

Já na faixa etária de 60-89 anos não ocorreu aumento da produção de NO quando comparado 

com a produção basal. Quando granulócitos foram incubados com adrenalina na concentração 

de1,7x10-9M verificamos um aumento de 26% e 60% da produção de NO nas faixas etárias de 

20-39 e 40-59 anos e uma produção não significativa de NO na faixa etária de 60-89 anos em 

relação a concentração de 1,7x10-9M.  

4.3.-Avaliação comparativa de doadores com e sem Alzheimer na faixa etária       

60-89 anos . 

Nossos resultados mostram que granulócitos de doadores com Alzheimer não diferem 

significativamente (p>0,05) na produção de óxido nítrico quando estimulados com adrenalina 

1,7x10-8M, tanto em condições basais quanto no processo fagocítico pelo teste não 

paramétrico de Mann-Whitney (tabela 13).  

Quando comparamos a produção de óxido nítrico (NO) por granulócitos de doadores 

sem e com Alzheimer em presença ou ausência do processo fagocítico estimulados com AD 

1,7x10-8M, verificamos que não existe diferença significativa (p>0,05) pelo teste não 

paramétrico de Mann-Whitney (tabela 13).  

 

Tabela 13-Estudo da produção de óxido nítrico por granulócitos de doadores sem e  com Alzheimer em  
presença de adrenalina 1,7.10-8M. 

 
 GRUPO  

 
µM (MÉDIA±EP) 
 
   (G+AD 1,7x10-8M)                      (G+ AD 1,7x10-8M+ZC3b) 

 
N 

 
SEM DA  

 
 1,6±  0,08                                  1,5  ± 0,06N.S 

31 

 
COM DA  

 
1,5± 0,08                                   1,4   ± 0,06 N.S 

15 

Os resultados foram expressos através da média ± erro padrão (EP).  
D.O. = densidade óptica; G= granulócitos; RPMI = Meio de cultura; EP= erro padrão; ZC3b = zimozan 
opsonizado com C3b, AD = adrenalina.      
N.S. = Não significativo pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney 
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5-DISCUSSÃO 

 

O envelhecimento é uma experiência que todo ser humano compartilha, mas nem 

sempre compreende. Não apenas o entendimento do processo de envelhecimento é 

fundamental como também determinar as causas do envelhecimento e intervenções 

necessárias para o seu adiamento. Do modo mais simples, o envelhecimento é o tempo 

cronológico de existência desde o nascimento até a morte, sendo tempo e idade relativos sob 

interpretação. Apesar ser de fácil detecção a idade física, é quase imperceptível aos olhos a 

idade fisiológica (SPIRDUSO,et. al., 2005).  

Com o envelhecimento, a massa de vários sistemas como o muscular, ósseo e cerebral, 

diminui. Funções fisiológicas como gasto energético total, quantidade espontânea de 

movimentos, reflexos, tônus e resistência muscular, batimento cardíaco máximo, função 

cognitiva, e taxa de filtração glomerular diminuem continuamente com o passar dos anos. 

Menor quantidade e velocidade de movimentos, menor massa muscular, acúmulo de 

excreções celulares, desorganização nuclear e celular, e enrugamento são características da 

senescência (CUMMINGS, 2007). Além do acúmulo progressivo de mudanças deletérias 

resultando em declínio funcional e aumento da probabilidade de doenças e morte. (TERMAN 

et. al., 2006). 

O processo de envelhecimento pode ser definido como diminuição progressiva e geral 

das funções do organismo, diminuindo a habilidade de reagir a mudanças adaptativas, e 

manter o seu estado de equilibro. Ele é ligado a um estresse oxidativo crônico nos quaisafeta 

todas as células do organismo,mas especialmente as células do sistema neuroimunoendócrino. 

Os sistemas nervoso central, imune e endócrino, são os maiores sistemas adaptativos, nos 

quais, respondem rapidamente a numerosas mudanças. Inúmeras evidências, apontam para a 

existência de uma integração entre eles (CALABRESE, et.al.,2009). Eles apresentam vias 

bidirecionais,que é necessário o perfeito equilíbrio entre, hormônios, citocinas, sistemas 

adaptativos, incluindo eixo HPA (Hipófise Pituitária Adrenal) e SNS (Sistema Nervoso 

Simpático). Esse balanço influencia na efetividade da resposta imune (ELENKOV, et.al., 

2008).  

O sistema neuroimunoendócrinopode demonstrar grande dano oxidativo e 

desequilíbrio no balanço redutor, podendo sofrer perda funcional e da homeostase entre eles, 
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resultando em um aumento da morbidade e mortalidade em idosos. Nesse contexto, o sistema 

imune precisa gerar continuamente componentes oxidativos e inflamatórios, podendo ativar, 

se não estiver em equilíbrio, alguns fatores com NF-κB. Se essa ligação entre componentes 

oxidativos e inflamatórios não estiver sob controle, inicia-se um circulo. Não existindo um 

controle desse círculo, estes componentes podem se desorganizar, e alterar o funcionamento 

das células do sistema imune no idoso. Esses fatores contribuem para manutenção do estresse 

oxidativo crônico. Evidencias apontam que o sistema imunológico, pode iniciar um estado 

oxidativo, não controlado e processo inflamatório, fatores esses que estão ligados ao processo 

de envelhecimento (DE LA FUENTE, et.al., 2009)  

No sistema imune os granulócitos são as células leucocitárias mais abundantes. Eles 

são mediadores de uma resposta imune inata, quando são invadidas por microorganismos. A 

habilidade dos neutrófilos em neutralizar rapidamente a agentes invasores é indispensável 

para a manutenção da saúde. Quaisquer alterações nessas células podem levar a um quadro 

inflamatório recorrente e uma maior vulnerabilidade a algumas doenças, aumentando a 

morbidade e mortalidade, com o avanço da idade (FORTIN, et.al., 2008). Os granulócitos, 

estão envolvidos na resposta aguda a agentes infecciosos e algumas funções dessas 

células,estão  comprometida com o envelhecimento  (FORTIN,et.al.,2008, LORD, 

et.al.,2001). A associação entre mudanças metabólicas em granulócitos, relacionadas com a 

idade, são bem documentas, porém os mecanismos que as levam, ainda não são bem definidos 

(WESSELSet.al.,2010). No idoso a habilidade fagocítica e explosão respiratória em 

neutrófilos tem sido objeto de discussões e na literatura resultados controversos são 

encontrados(FORTIN, et.al.,2008). 

A associação entre uma desordemno tempo de sobrevivência do neutrófilo e processo 

inflamatório foi documentado. No idoso esse tempo de sobrevivência é maior, sendo esse um 

fator que pode contribuir para o maior acometimento de doenças que envolvem ativação 

doprocesso inflamatório. A mitocôndria é um componente central no qual coordena as vias 

patológicas desse processo (KOBAYASHI, et.al., 2009).  

Quando uma célula do sistema imune entra em contato com agentes exógeno ou 

endógeno, existe uma interação ligante receptor que ativa resposta imune inata. Essa interação 

também estimula a secreção de citocinas pró-inflamatórias. As citocinas prolongam o tempo 

de sobrevivência dos neutrófilos, elas geram um sinal que trafega através do nervo vago até o 

tronco cerebral, onde ocorre uma integração do sinal que ativa duas vias: uma via 
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antiinflamatória colinérgica que leva a diminuição NF-κB e diminuição da produção de 

citocinas pró-inflamatórias. Outra via do SNS, também exerce efeitos antiinflamatórios, 

dependendo dos receptores aos quais são integrados.  A partir do estimulo que chega ao 

núcleo do trato solitário, o eixo hipófise pituitária adrenal-HPA é ativado, através de 

neurônios simpáticos excitatórios medulares ventro lateral rostral. Esses sinais estimulam a 

glândula supra-renal que libera adrenalina que interage,sejacomosreceptoresβ-

adrenérgicos,(essainteraçãoligantereceptor levam a uma diminuição da produção de citocinas 

pró-inflamatórias e aumento de citocinas antiinflamatórias), ou com receptores alfa- 

adrenérgicos (onde as catecolaminas podem  exercer  efeitos pró-inflamatórios) 

(ELENKOV,et.al.,2000,MATTHAY& WARE, 2004 ROSAS-BALLINA&TRACEY, 2009, 

TRACEY, 2009). 

Quando os granulócitos são estimulados por algum agente nocivo, o processo 

fagocítico inicia-se, os microorganismos podem ser ingeridos através da ligação em diferentes 

receptores de membrana dos fagócitos. Alguns se ligam a microorganismos e outros a 

microorganismos opsonizados. Eles são internalizados para dentro dos fagossomos, aos quais 

se ligam aos lisossomos, para formar os fagolisossomos, onde os microorganismos são 

destruídos por intermediários reativos de oxigênio, nitrogênio e enzimas proteolíticas 

(ABBAS,et.al.,2008).  

Nossos resultados mostraramque granulócitos das três faixas etárias, a saber: 20-39, 

40-59 e 60-89 anos, foram eficientes em fagocitar partículas opsonizadas por C3b (figura 5). 

Alguns estudos propõem que várias funções dos granulócitos estão comprometidas no 

idoso. Isso contribui para o aparecimento de algumas doenças que podem ser explicadas por 

um desequilíbrio na função dos neutrófilos (FORTIN, et.al., 2008). O comprometimento 

destas funções como, capacidade fagocítica, síntese de intermediários reativos de oxigênio, 

eficiência na eliminação de patógenos dos neutrófilos nos idosos são alteradas.  

Uma das principais funções dos neutrófilos é a fagocitose, a base molecular para a 

redução da fagocitose em idosos não é bem entendida, alguns trabalhos relatam que, a 

diminuição na atividade fagocítica em idosos é reduzida, devido a mudanças na polimerização 

actinica(BUTCHER, et.al.,2001).  Outro estudo revelou que essa redução é devida a 

diminuição da ativação do receptor Fcγ (CD16) os quais são necessários para a fagocitose 

(BUTCHER, et.al.,2001). Neste contexto, um trabalho realizou a medida do 
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indicadorfagocítico (% neutrófilos fagocitados x média intensidade de fluorescência) bem 

como, a geração de superóxido em resposta a estímulo por (fMLP), comparando células de 

jovens e idosos. Os autores observaram que estas células, ao realizarem o processo fagocítico, 

obtiveram uma redução na fagocitose e aumento na geração de superóxido em idosos quando 

comparados a indivíduos jovens (BUTCHER, et.al.,2001). Outros trabalhos relatam que 

granulócitos apresentam capacidade diminuída de fagocitar algumas bactérias como: 

Staphylococus aureus,Escherichia coli, em idosos(WENISCH,et.al.,2000). 

Os nossos resultados, confirmaram o envolvimento do processo de envelhecimento, na 

habilidade fagocítica, através da redução significativa (p < 0,05) pelo teste não paramétrico de 

Mann Whitney, demonstrando que existe uma diferença da capacidade fagocítica, entre 

jovens e idosos que se inicia a partir de 40 anos de idade (Figuras 5 e 6). 

Outro estudo de grande relevância no campo da avaliação da fagocitose consiste em 

verificar como ela se comporta em patologias que estão ligadas ao processo de 

envelhecimento.  

 Neste contexto, o aumento exponencial na ocorrência de doenças neurodegenerativas 

como a doença de Alzheimer (DA), com a idade cronológica, sugerem que embora suas 

etiologias sejam diferentes o processo de envelhecimento, e as doenças neurodegenerativas 

relacionadas com a idade, têm alguns mecanismos em comum (YAP, et.al.,2009). 

Alterações imunomoduladoras são fatores evidentes na patogênese da DA 

(MACCIONI, et.al., 2009) A hipótese é de que exista alguma alteração na integração entre 

mecanismos que promovam danos celulares ativando a cascata inflamatória resultando em 

alterações a nível cerebral (MACCIONI, et.al., 2009).  

Esses fatores fazem com que exista a ativação do sistema imune inato o qual modifica 

a atividadede receptores na superfície celular. Dessa forma as células do sistema imune inato 

são ativadas, fazendo com que ocorra uma super produção de citocinas as quais tem sido 

consideradas aumentadas nessa patologia ativando a cascata neuroinflamatória, levando a um 

dano cerebral correlacionado com declino cognitivo (MACCIONE, et.al.,2009). Na DA, o 

sistema imune inato auxilia na prevenção de danos neuro- tóxicos, participando no processo 

de eliminação de proteínasque comprometem o SNC (RIVEST,et.al.,2009). Estudo feito 

emmacrófagos demonstrou   que na DA  existe uma ineficiência na destruição  de 

proteínas β-Amilóide, e uma ineficiência na fagocitose nesses doentes em relação a idosos 
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sem DA além de  uma diminuição da efetividade em eliminar esse peptídeo fazendo com que 

ele se acumule (FIALA,et.al.,2007).Um estudo realizado com macrófagos utilizando 

citometria de fluxo demonstrou que a fagocitose normal da β-Amilóide está relacionada com 

menor risco de DA (AVAGYAN, et.al.,2009). Maccione, et.al., (2009), observaram que 

alguns fatores de risco como: dislipidemia, alterações vasculares, estresse oxidativo, estão 

relacionados com DA e que os mesmos ativam uma cascata inflamatória e a imunidade inata.  

Inúmeros trabalhos têm sido realizados na tentativa de compreender aspectos 

envolvidos com o processo fagocítico na doença de Alzheimer, porém o comportamento de 

outros tipos de células da imunidade inata, como os granulócitos, ainda não foram bem 

definidos (FORTIN, et.al., 2008). Neste contexto, os nossos resultados com granulócitos em 

ausência de adrenalina, não mostraram diferença significativa (p>0,05) entre as porcentagens 

de fagocitose quando comparamos células de doadores com (56,9%) e sem (56,6%) 

Alzheimer (Figuras 7 e 8). 

Como relatamos anteriormente, um equilíbrio entre os sistemas adaptativos se faz 

necessário. Dessa forma, com a confirmação do comprometimento da habilidade fagocítica, 

durante o processo de envelhecimento e a semelhança deste processo na doença de 

Alzheimer, nós buscamos através do nosso estudo observar se existe algum comprometimento 

do eixo neuroimune avaliando influência da adrenalina em células do sistema imune. 

Estudos prévios utilizando sangue periférico, demonstraram alterações, na fagocitose e 

explosão respiratória em resposta a um elevado nível de catecolaminas circulantes 

(MADDEN, et.al.,1995). Estudos in vitro, demonstraram que hormônios adrenérgicos podem 

alterar todas as fases de uma resposta imune, modificando funções como, produção de 

citocinas , proliferação de linfócitos. Em modelos de animais de doenças auto imunes, a 

inervação simpática, é reduzida antes do início dos sintomas da doença e uma simpatectomia 

química pode exacerbar a gravidade da doença. Esses resultados ilustram a importância do 

SNS na modulaçao imune em condições patológicas e não patológicas (CHRISTO,et.al., 

1996).   

O eixo HPA é uma das vias que coordena a liberação de alguns hormônios, entre eles 

adrenalina. Ela funciona como reguladora central do metabolismo e uso de energia, além de 

coordenar respostas fisiológicas entre os organismos, através da sinalização hormonal. Com o 

envelhecimento algumas vias de sinalização que são regulados pelo eixo HPA estão alteradas 

(AGUILERA,et.al.,2010, BISHOP, et.al.,2010, CONRAD, et.al.,2010). 
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Nesse contexto, estudamos o efeito da adrenalina sobre a capacidade fagocítica e a 

possível existência de uma relação com o processo de envelhecimento.   Quando avaliamos o 

perfil fagocítico de granulócitos estimulados com adrenalina (AD 1,7x10-9M e 1,7x10-8M), 

verificamos que as duas concentrações foram capazes de gerar um aumento da fagocitose 

pelos granulócitos nas faixas etárias de 20-39 e 40-59 anos, diferentemente do perfil 

encontrado, na faixa etária de 60-89 anos (Figura 9), onde somente na concentração de 

(1,7x10-8M), encontramos um aumento significativo p<0,05 na porcentagem de células 

fagocíticas nessa faixa etária (Tabela 5).  

Estes resultados sugerem que exista uma necessidade maior de estimulo para que 

ocorra a fagocitose demonstrando uma ineficiência na comunicação do sistema imune e 

nervoso durante o processo de envelhecimento. Além disso, verificamos também,que a 

adrenalina, influencia na atividade fagocítica e que durante o envelhecimento, pode existir 

uma alteração na sinalização da adrenalina e conseqüentemente, perda da efetividade em 

manter a ativação, tornando a fagocitose menos eficiente nessa faixa etária, justificando a 

maior propensão dos idosos ao aparecimento de doenças, através do comprometimento do 

sistema imune.    

Quando avaliamos comparativamente o comportamento fagocítico dos granulócitos de 

doadores com e sem doença de Alzheimer estimulados com adrenalina nas concentrações de 

1,7x10-9e 1,7x10-8M, observamos que ambos os grupos, tiveram uma capacidade 

fagocíticasemelhante(Figura 10). A tabela 6 mostra estas observações quantificadas e estas 

confirmam os resultados descritos na figura 10 onde não observamos diferenças estatísticas 

entre granulócitos de portadores ou não de Alzheimer, p > 005 pelo teste de Mann-Withney. 

Entretanto, verificamos que as duas concentrações (1,7x10-9e 1,7x10-8M) foram efetivas em 

aumentar a capacidade fagocítica em relação ao controle, p< 0,05.   

Esses resultados relativos ao processo fagocítico observados através da microscopia 

óptica, revelaram que entre o grupo de 60-89 anos com e sem DA, existem semelhanças entre 

eles, tanto em ausência quanto em presença de adrenalina nas duas concentrações testadas. 

Estas observações demonstraram que as alterações observadas em relação à habilidade 

fagocítica podem ser conseqüentes do processo de envelhecimento e não da doença de 

Alzheimer. 

Prosseguindo a nossa avaliação, sabe-se que a vida aeróbica depende da combustão 

controlada de energia e esta é controlada, catalisada e regulada por uma maquinaria 

metabólica que pode ser danificada por reações oxidativas incontroláveis associadas com a 
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produção de energia. Devido à extrema ameaça desta oxidação, seres aeróbios desenvolveram 

um sistema antioxidante complexo para controlar essas reações e reparar ou substituir a 

maquinaria afetada (JONES, 2006).  

Neste contexto, quando analisamos a capacidade redutora celular nas três faixas etárias 

em estudo na presença do processo fagocítico, verificamos que todas foram eficazes em 

aumentar significativamente (p < 0,05) a capacidade antioxidante celular (Figura 11).  

Entretanto, sabe-se que durante o processo de envelhecimento ocorrem alterações na 

capacidade que o organismo tem de neutralizar espécies reativas de oxigênio geradas durante 

o processo fagocítico, podendo gerar um estresse oxidativo que se refere a um perigoso 

desequilíbrio entre a produção de radicais livres e a defesa antioxidante (HALLIWELL, 

2007). 

Assim, diante do exposto acima outro ponto relevante a ser observado é a influência 

do processo fagocítico sobre a maquinaria antioxidante dos granulócitos durante o processo 

de envelhecimento. Sabe-se que um declínio da função celular associado ao envelhecimento 

tem sido em decorrência de alterações em vias metabólicas, acompanhadas por um acúmulo 

de espécies reativas de oxigênio. Mais de 50 anos atrás, Harman propôs a sua teoria de 

radicais livres, onde postulou que o acúmulo gradual de danos causados por macromoléculas 

celulares durante o envelhecimento pode ser devido a efeitos deletérios, de radicais livres, 

produzidos pelo metabolismo aeróbico. 

 A mitocôndria exerce uma função especial na produção de ATP celular, e espécies 

reativas de oxigênio. Dessa forma essa organela torna-se um dos principais alvos, que sofre 

maior influência de efeitos deletérios.  Nesse contexto, ela tem sido apontada como elemento 

chave no processo de envelhecimento, onde essa teoria foi posteriormente renomeada, como 

teoria mitocondrial do envelhecimento. Está claro que existe um declínio na integridade da 

mitocôndria com a idade e concomitantemente a isso o aparecimento de doenças a ela 

relacionadas (RAFAELLO, et. al.,2010).  

Nesse contexto diversos estudos em relação ao poder redutor celulares em diferentes 

células durante o envelhecimento têm sido realizados. Um estudo linear do estado redutor 

realizado no plasma coletado de indivíduos com 19-85 anos de idade revelou que existe uma 

diminuição do mesmo a partir dos 45 anos de idade (JONES, et.al.,2002). Em mitocôndrias 

de células renais foi observado que existe uma diminuição de NADPH durante o 
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envelhecimento (YARIAN, et.al.,2006).  A geração de energia mitocondrial é comprometida 

com o envelhecimento e isso resulta uma alteração no nível da NADPH (YAP,et.al.,2009). 

Estudos realizados em nosso laboratório com granulócitos com e sem estímulo fagocítico 

apontaram para uma redução significativa do poder redutor celular a partir da faixa etária de 

50-59 anos de idade (CHAVES,et.al., 1998). 

Por um longo período, acreditou-se que os granulócitos por terem habilidade de 

fagocitar em condições anaeróbias, não teriam uma dependência de uma grande atividade 

mitocondrial. Porém essa idéia mudou durante o tempo levantando estudos que demonstraram 

a importância do perfeito funcionamento das mitocôndrias, na ativação dos neutrófilos 

durante a infecção e inflamação, participando do processo de eliminação de agentes 

patogênicos, que levam uma resposta inflamatória (FOSSATI, et.al.,2003).   

Em nosso trabalho observamos que com o avanço da idade, existe um 

comprometimento do sistema redutor de células do sistema imune, pois quandoavaliamos o 

efeito redutor  em granulócitos simulando a fagocitose, estimulando-os com partículas de  

zimozan opsonizados com  (ZC3b) em todas as faixas etárias, observamos que houve aumento 

da capacidade redutora celular, gerada pelo processo fagocítico   p<0,05 pelo teste de Mann-

Withney (figura 11). Porém, quando avaliamos esses grupos durante o processo de 

envelhecimento ocorreu uma diminuição da capacidade redutora de granulócitos em seu 

estado basal, onde encontramos uma fagocitose de 93% (20-39 anos); 57% (40-59 anos) e 

32% (60-80 anos). Esta redução foi significativa p < 0,05 quando comparamos todas as faixas 

etárias entre si, pelo teste de comparações múltiplas de Kruskall-Wallis (tabela 7). Estes 

resultados evidenciaram uma mudança no padrão de reatividade celular em relação ao poder 

redutor com o avanço da idade (tabela 7). 

Alguns modelos animais têm demonstrado que durante o envelhecimento a defesa 

antioxidante é interrompida, por doenças relacionadas ao envelhecimento, levando a danos 

aos lipídios, proteínas, e DNA. O DNA mitocondrial é altamente vulnerável a mudanças 

oxidativas, por causa da sua proximidade com a cadeia transportadora de elétrons. Mutações 

no DNA mitocondrial reduzem a efetividade da transferência de elétrons provocando aumento 

de espécies reativas de oxigênio e dano no DNA mitocondrial, levando a um ciclo vicioso, 

gerando um aumento exponencial, do dano oxidativo e disfunção mitocondrial 

(BUTTERFIELD, et.al., 2009, MANCUSO, et. al.,2008) 
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Alterações morfológicas e morfométricas na mitocôndria parecem ser fatores 

evidentes durante o avanço da idade e de algumas doenças neurodegenerativas como a 

Doença de Alzheimer (DA)(KNOTT, et. al., 2008) Um grande número de hipóteses tem 

tentado explicar a patogênese dessa patologia:citotoxidade, inflamação, estresse oxidativo 

(SULTANA, et.al.,2010).  Alguns relatos apontam para mudanças na função mitocondrial 

causando um aumento do estresse oxidativo e alteração do estado redutor celular que são 

componentes do envelhecimento e doenças a ele relacionadas (BUTTERFIELD, et. al.,1999).  

A doença de Alzheimer (DA) é a forma mais comum de demência no mundo e sua 

marca patológica principal é o acumulo de peptídeo A-β e emaranhados neurofibrilares, e 

consequente perda progressiva da cognição evoluindo para um quadro de 

demência(MACCIONE, et.al., 2009). Porém evidências demonstraram a existência de outros 

distúrbios metabólicos alterando a função celular. Muitos componentes da mitocôndria 

sãoalterados como osda cadeia respiratória e canais ânion voltagem dependentes, contribuindo 

para estresse oxidativo (FERRER, et.al., 2009).  

Altos níveis de oxidação no DNA mitocondrial promovem anormalidade mitocondrial 

na DA, levando ao aumento de superóxido culminando com estresse oxidativo (SULTANA, 

et.al.,2010). O peptídeo A-β gera um ciclo no qual ocorre aumento na produção de espécies 

reativas de oxigênioque afetam DNA mitocondrial e proteínas, levando a alterações na cadeia 

transportadora de elétrons, gerando um declínio na produção de energia mitocondrial (OTHA, 

et.al.,2006, BUTTERFIELD, et.al.,2007). Estudos demonstraram que existe uma série de 

mudanças morfológicas e morfométricas na mitocôndria, alterações na crista mitocondrial 

diminuição de tamanho em comparação a grupos controles (BALOYANNIS, et.al.,2006). 

O número e o tamanho mitocondrial influenciam na dinâmica dessa organela na qual 

se funde e se divide em um movimento coordenado que está comprometido na DA sendo 

outro fator gerador de estresse oxidativo (WANG,et.al.,2009). 

 O nível de estresse oxidativo também interfere na atividade inflamatória. Um estudo 

realizado com neutrófilos circulantes de doadores com DA revelou que podem existir 

alterações mitocondriais dessas células (VITTE,et.al.,2004). 

Diante dessas evidências em relação a alterações na mitocôndria nessa doença, 

seguimos nossos estudos em relação ao efeito redutor celular de granulócitos, comparando os 

grupos com e sem a doença de Alzheimer na mesma faixa etária, 60-89 anos. Nossos 
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resultados mostraram um aumento significativo p<0,05 da capacidade redutora celular em 

granulócitos com DA em relação ao grupo sem DA (figura 12). Estes resultados nos parecem 

contraditórios, pois esperaríamos uma diminuição desta capacidade redutora pelo vasto 

comprometimento mitocondrial existente nesta patologia. Entretanto, uma explicação 

plausível seria que como estamos estudando esta capacidade redutora em granulócitos, 

verificamos que nesta população celular a maior capacidade redutora encontra-se no 

citoplasma e não na mitocôndria, podendo assim, explicar esta maior capacidade redutora 

celular.  

Recentemente a NADPH oxi-redutase (NOX) tem sido associado às doenças 

neurodegenerativas (BLOCK, et. al.,2008). Ela está ativa no cérebro de pacientes com a 

doença de Alzheimer (SHIMOHAMA, et.al., 2000). A atividade de (NOX) bem como suas 

subunidades regulatórias (p47phox) e catalíticas (gp91) foram avaliadas no giro frontal e 

cerebelo de doadores portadores ou não de DA, e uma análise imuno-histoquimica 

demonstrou uma alta expressão pela micróglia do nível de (gp91phox) demonstrando que esse 

aumento na NOX pode participar na patogênese da doença de Alzheimer (BRUCE-KELLER, 

et.al., 2010).  

Após estas observações, o nosso próximo passo foi verificar se existe uma possível 

regulação neuroimunoendócrina no processo redutor de granulócitos avaliando o 

comportamento destes frente ao estímulo com adrenalina.  

Nossos resultados mostraram que granulócitos estimulados com adrenalina 10-9M 

mais Zimosan C3b, nas diferentes faixas etárias, apresentaram um aumento do poder redutor 

celular significativo p < 0,05 quando comparados com o controle, pelo teste de Mann-

Withney (figura 13). Estes resultados demonstraram que em todas as faixas etárias estudadas 

existe uma regulação neuroimunoendócrina evidenciada pela estimulação com a adrenalina. 

Após evidenciar a existência desta regulação o nosso próximo passo foi o de verificar 

se esta, estaria nos mesmos patamares durante o processo de envelhecimento. A figura 14 

mostrou que durante o processo de envelhecimento ocorreu uma diminuição do poder redutor 

celular quando granulócitos foram incubados com adrenalina na concentração de 10-9M que 

foi significativo p<0,05 pelo teste de comparações múltiplas de Kruskall-Wallis.  Estes 

resultados encontrados nessa concentração apontaram para um possível comprometimento 

entre a via de sinalização da adrenalina no efeito redutor celular durante o processo de 

envelhecimento.  
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Assim, ao observamos a existência de um comprometimento da via de sinalização da 

adrenalina no idoso seguimos nossas observações em relação à doença de Alzheimer (DA). 

Neste sentido sabemos que existem algumas alterações anatômicas, metabólicas ou em nível 

de receptores, que levam a um comprometimento da liberação desse hormônio nessa doença.  

Com relação a alterações anatômicas, alguns estudos comparam a diminuição de 

memória e alterações emocionais relacionados ao dano amigdalar na DA, que é uma estrutura 

geradora de impulso ao hipotálamo para ativação do SNS gerando uma resposta reflexa na 

qual ativalócus ceruleus que libera alguns hormônios entre eles adrenalina 

(TALAROVICOVA, et.al., 2007). Perda da função locus ceruleus são manifestações 

evidentes em doenças neurodegenerativas como DA (KALININ, et.al.,2007). 

 Com relação a comprometimentos metabólicos que comprometem a liberação da 

adrenalina um dos mais evidentes na DA é a hiperhomocisteinemia que é uma alteração 

metabólica comum na doença de Alzheimer podendo levar a uma inibição das 

metiltransferases em especial a feniletanolamina N-metiltransferase (PNMT) que cataboliza 

adrenalina (KENNEDY, et al.,2004). Elevados níveis de homocisteina são uns dos fatores que 

contribuem para doenças neurodegenerativa e neuroinflamatórias (TYAGI, et.al., 2009). O 

estresse oxidativo produz uma elevação da homocisteina induzindo uma resposta inflamatória 

além de aumento da NADPH oxidase (EDIRIMANNE, et.al., 2007).  

Algumas alterações em relação a receptores adrenérgicos também são observadas 

nessa doença, ativação de alguns desses receptores influenciam na formação da placa β -

amilóide (NI, et.al., 2006, NN,et.al.,2010). No que se referem ao efeito da adrenalina em 

relação ao sistema imune inato poucos são os relatos da literatura. Nesse contexto buscamos 

avaliar o efeito da adrenalina em granulócitos estimulados com ZC3b em doadores com e sem 

DA.  

Nossos resultados mostraram que quando granulócitos de doadores com doença de 

Alzheimer são incubados com adrenalina 10-9M ocorreu um aumentosignificativop<0,05, da 

capacidade redutora celular quando estes foram estimulados com partículas de zimozan  

opsonizadas com C3b (ZC3b) (figura 15).   

Quando avaliamos comparativamente granulócitos de doadores com e sem DA na 

mesma faixa etária, a saber, 60-89 anos, verificamos um aumento do poder redutor celular 
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tanto em ausência como em presença de ZC3b em granulócitos de doadores com DA em 

relação aos não portadores (figura 15).  

 Estes resultados demonstraram uma possível regulação diferenciada da capacidade 

redutora de granulócitos com DA que não é dependente da idade e sim de mecanismos 

imunomoduladores relacionados à patologia. 

Ao avaliarmos granulócitos estimulados com adrenalina na concentração de 10-8M nas 

três faixas etárias em estudo verificamos que ocorreu um aumento significativo p<0,05 da 

capacidade redutora celular (figura 16). Verificamos também, que quando comparamos a 

figura 13 e a figura 16 observamos uma exacerbação da capacidade redutora celular da 

concentração de 10-8M em relação à de 10-9M em todas as faixas etárias estudadas. Estes 

resultados confirmam a influência da adrenalina na capacidade redutora celular e que esta 

capacidade se mostrou dose dependente. 

Como demonstrado anteriormente no que tange ao efeito da adrenalina na capacidade 

redutora celular durante o processo de envelhecimento através da dose de 10-9M de 

adrenalina, verificamos que também a dose de 10-8M não altera o padrão encontrado com a 

dose de 10-9M que foi o de diminuir a capacidade redutora celular durante o processo de 

envelhecimento (figuras 14 e 17). Estes dados reafirmam que durante o processo de 

envelhecimento pode ocorrer uma mudança no padrão de sinalização da adrenalina afetando 

diretamente os padrões antioxidantes celulares podendo assim alterar a dinâmica do sistema 

imunológico e nervoso.                     

Continuando a nossa análise, comparamos o efeito da adrenalina na concentração de 

10-9M em granulócitos de doadores com e sem a doença de Alzheimer. Os nossos resultados 

mostraram mais uma vez que granulócitos de doadores com DA apresentam maior capacidade 

redutora celular tanto em ausência como em presença de ZC3b estimuladas com adrenalina 

(figura 17).   

A literatura relata que NADPH oxidase (NOX) e o estresse oxidativo são 

agentesneurotóxicos que estimulam da cascata inflamatória, eles tem sido importantes 

mediadores do envelhecimento. Essa doença é caracterizada por acúmulo de Aβ  que induzem 

um resposta inflamatória em nível cerebral. A Aβ é um fator ativador de superóxi do que 

conseqüentemente ativa NADPH oxidase (BIANCA, et.al.,1999). Existem fortes evidencias 

demonstrando que o peptídeo Aβ funcionam com forte agente antimicrobicida (MAC-
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NAULL, et.al., 2010) e que a atividade de NADPH oxidase é aumentada por peptídeos Aβ 

(BRUCE-KELEEN, et.al., 2010) sendo que sua atividade também está aumentada em cultura 

de neurônios e em microglia (BIANCA, et.al.,1999).  Talvez isso possa ser também um dos 

fatores que contribuam para a grande expressão da NADPHoxidase.  

O estresse oxidativo é condição na qual existe um desequilíbrio entre componentes 

oxidantes e redutores. É um dos fatores que contribuem para alterações imunológicas, durante 

o processo de envelhecimento, e doenças neurodegenerativas como a doença de Alzheimer 

(DA)(SULTANA, et.al., 2010, DE LA FUENTE, et.al., 2010) 

Até aqui, o nosso estudo avaliou o comportamento do efeito redutor celular, durante o 

processo de envelhecimento e na DA, bem como, o comprometimento da atividade 

adrenérgica e processo fagocítico, sobre esse efeito metabólico celular. Porém, ainda ficou 

uma lacuna em relação ao comportamento oxidante, esse conhecimento se faz necessário, pois 

em estudos realizados em nosso laboratório foi demonstrado que existe uma correlação 

inversa entre poder oxidante e redutor em granulócitos de doadores sadios a partir de 40 anos 

de idade, podendo sugerir um desequilíbrio metabólico nessa faixa etária (CHAVES, 

et.al.,1998).  

Neste contexto a avaliação destas duas respostas são parâmetros importantes para 

entendimento do balanço oxidante/redutor durante o envelhecimento. Em nosso estudo, 

seguimos avaliando a produção de NO por granulócitos,pela importância do seu caráter 

oxidante e também neuroprotetor,durante o processo de envelhecimento e sua correlação com 

doença de Alzheimer.  

O óxido nítrico é uma molécula que atua na modulação de respostas imunes, 

vasodilatação, neurotransmissão, proliferação e apoptose. Ele é sintetizado por uma classe de 

NO sintase (NOS) por conversão de L-Arginina a L-Citrulina, a qual necessita de dois 

cofatores, oxigênio e fosfato dinucleotideo adenina nicotinamida (NADPH). A síntese de NO, 

pode ser inibida por uma variedade de análogos da arginia os quais competem com L-arginina 

e agem como inibidor estéreo específico da NOS (LIU, et.al.,2003).  

A principal ação do NO é estimular a enzima guanilato ciclase solúvel (GCs) 

aumentando a concentração de (GMPc). O aumento de (GMPc) ativa as proteínas quinases 

dependentes de (GMPc) as quais catalisam a fosforilação das proteínas.  Foi demonstrado que 

existe uma alteração funcional metabólica no balanço entre  GMPc, AMPc, e espécies reativas 
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de oxigênio em neutrófilos humanos a partir de 50 anos de idade (HORTA, et.al., 2005). A 

via NMDA (Nmetil D aspartato)/NOS/ GMPc/ foi estudada através de hipocampo de ratos e 

foi observado que o fluxo de  GMPc diminui 55% durante o processo de envelhecimento 

(VALLEBUONA, et.al.,1995).  

Existem três classificações da óxido nítrico sintase (NOS):  a forma constitutiva, onde 

apresenta duas isoformas,  neuronal (NOSn) e endotelial (NOSe), que são encontradas em 

diferentes células e tecidos, e são dependente de Ca+. A forma indutiva (NOi)  é,  induzida por 

citocinas inflamatórias e são independentesde Ca+. Essas duas formas são do tipo citosólicas 

eum terceiro subtipo  é classificada de acordo com a sua localização subcelular  (NOSmt) 

mitocondrial (FORSTERMANN, et.al.,1994,NAVARRO,et.al., 2008).  

Uma concentração nanomolar de NOSmt ligado ao centro binuclear do citocromo 

oxidase em competição com oxigênio, promove uma rápida despolarização do potencial de 

membrana mitocondrial com uma consequente diminuição do fluxo de elétrons e 

extravasamento de  prótons. Ao inibir o fluxo de elétrons no citocromo oxidase na cadeia 

transportadora de elétrons existe um comprometimento do estado redutor celular (INOUE, 

et.al.,1999). Este tambémpode comprometer a dinâmica mitocondrial no processo de fusão e 

difusão, além de participar do processo de fragmentação mitocondrial (FERRER,et.al.,2009) 

 Os efeitos do NO na mitocôndria podem ser através do NO gerado no citosol se 

difundindo na mitocôndria ou pela atividade do (NOSmt). O nível de NOSmt diminui com o 

envelhecimento especialmente no cérebro e tem sido apontado como biomarcador do 

envelhecimento, isso talvez seja devido as alterações mitocondriais observadas nessa fase 

(YAP, et.al.,2009). A integração entre esses tipos de NOS, bem como, a efetividade de cada 

uma dessas moléculas tem sido documentadas (NAVARRO, et.al., 2008).   

O NO gerado pelos neutrófilos está envolvido na função antimicrobial. Ele foi 

identificado como modulador de diversas cascatas de sinalização que regulam várias funções 

como adesão, quimiotaxia, fagocitose, explosão respiratória apoptose e fator de eliminção de 

patógenos, além de modular a geração de radicais livres (KOBAYASHI, et.al.,2009).Estudos 

a respeito de características de isoformas de NOS presentes em neutrofilos são limitados, 

sendo os primeiros estudos sobre este tema sido realizados através de outros tipos de células. 

Porém um recente estudo relata a presença das três isoformas em neutrófilos em sangue 

periférico de ratos onde demonstrou que e sua concentração depende do estágio de maturação 

ao qual se encontram. O (NOSn) está estável durante todo processo de maturação,  (NOSe) 
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apresenta-se em  maior quantidade em células imaturas, e o (NOSi) aumenta durante o 

processo de maturação celular (KUMMAR, et.al., 2010, SAINE, et.al., 2006). 

 Evidências sugerem o potencial envolvimento do NO/NOS durante o processo de 

envelhecimento (LIU, et.al., 2003). 

Baseados nestes relatos o nosso próximo passo foi o de verificar primeiramente se 

granulócitos das três faixas etárias em estudo seriam capazes de produzir do óxido nítrico. 

Nossos resultados mostram que ocorreu uma produção significativa p<0,05 de NO em todas 

as faixas etárias em estudo: 20-39, 40-59 e 60-89 anos em ausência ou presença de zimosan 

opsonizado por C3b (figura 19). Estes resultados confirmaram aos encontrados na literatura 

onde verificamos a presença das isoformas constitutivas (avaliação basal) de induzidas 

(avaliação fagocítica) de NO sintase nos granulócitos.    

Granulócitos humanos apresentam alterações metabólicasocorrendo comprometimento 

do sistema imune, a partir dos 40 anos de idade e que estas encontra-se  exponencialmente 

reduzidos na faixa etária 60 anos de idade (CHAVES, et.al., 2005). Chaves et. al., (2000) 

demonstraram ainda uma diferente produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio 

durante o processo de envelhecimento, demonstrando que as mudanças iniciavam a partir de 

40 anos para a produção de (ROS) e a partir de 50 anos para a produção de (RNS). Em 2002, 

Chaves et. al., demonstraram que a produção de radicais livres por granulócitos era 

diferenciada a partir dos 50 anos. Nesse contexto, avaliamos a produção de NO em 

granulócitos durante o processo de envelhecimento (tabela 8). Em ausência de estímulo 

verificamos que a produção de NO foi reduzindo significativamente, p<0,05 pelo teste de 

Mann-Withney, a partir de 40 anos de idade. 

 Como esse estudo, foi realizado em ausência de estímulo fagocítico, podemos inferir 

que possivelmente pode haver uma perda da capacidade de produção de NO constitutivo com 

a evolução da idade (tabela 8).   

Alteração na produção de NO leva a ativação da NOSi levando a uma resposta pró-

inflamatória que pode ser uma dos fatores que contribuem para envelhecimento e doenças 

neurodegenerativas (NAVARRO, et.al., 2008).  

Parece que durante o envelhecimento e a neurodegeneração ocorrem alterações em 

nível das isoformas de NO sintase. Existe uma diferença na expressão deNO no estado de 

ativação e distribuição celular e extra celular de isoenzimas de NO sintase , que determinam a 
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concentração e a duração da produção de NO (BOYD,et.al.,2002). A expressão de (NOSi) 

está aumentada durante a maturação neutrofílica durante esse estágio diferentes grânulos são 

sintetizados isso pode sugerir que o (NOSi) é continuamente sintetizado em grânulos 

azurófilos bem como gelatinosos.  A grande produção de (NOSi) produz uma grande 

quantidade de NO que pode ser uma importante armadura contra agentes invasores durante a 

fagocitose, isso foi demonstrado quando neutrófilos foram estimulados com citocinas 

(KUMMAR, et.al., 2010).   

Neste contexto, os nossos resultados mostraram que durante o processo de 

envelhecimento ocorreu uma redução significativa p<0,05, da produção de óxido nítrico 

quando granulócitos foram estimulados com ZC3b (tabela 8). Estes resultados demonstraram 

um possível comprometimento nas vias metabólicas que conduzem para a expressão da 

isoforma indutiva já que as mesmas somente são estimuladas quando células são ativadas 

durante o processo inflamatório. Estes resultados também sugerem que esta diminuição da 

produção de óxido nítrico durante o processo de envelhecimento poderia estar relacionada 

com a perda gradual da defesa imunológica inespecífica em indivíduos idosos.  

Quando os neutrófilos são ativados, o óxido nítrico é produzido para que o agente 

patogênico possa ser destruído, podendo também provocar lesões em tecidos normais 

(ABBAS, et.al., 2008). 

 Do ponto de vista biológico o NO tem um efeito duplo, dependendo de suas 

concentrações. Fisiologicamente ele funciona como mensageiro intra e intercelulares, por 

outro lado ele tem função citotóxica em alguns fenômenos patológicos e fisiopatológicos. 

Com relação ao envelhecimento algumas correntes incluem situações de hipo ou 

hiperprodução de NO (NAVARRO, et.al., 2008).  

Uma excessiva produção de NO, como conseqüência da neuroinflamação no cérebro, 

tem sido relacionada com o processo de envelhecimento bem como a doença de Alzheimer. 

Durante o envelhecimento e a neurodegeneração, alterações em nível de isoformas de NOS 

sugerem uma regulação fisiológica do funcionamento mitocondrial provocando um baixo 

nível fisiopatológico de NO (YAP, et.al.,2009).  

Neste contexto, avaliamos comparativamente a produção de NO de granulócitos na 

faixa etária de 60-89 anos, de doadores com e sem a doença de Alzheimer (tabela 9). O nosso 

intuito nesta comparação foi o de verificar se a produção de NO por granulócitos de 
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portadores da doença de Alzheimer teriam uma produção diferenciada deste mediador em 

relação aos granulócitos da mesma faixa etária (idosos). Nossos resultados mostraram que a 

produção de NO tanto em ausência quanto em presença do estímulo fagocítico é 

significativamente menor do que doadores da mesma faixa etária sem DA (p <0,05 pelo teste 

de Mann-Withney), o que nos leva a crer que talvez, possa existir um comprometimento da 

NO sintase constitutiva e indutiva, diminuindo a resposta imune nessa patologia (tabela 9).   

Nessa patologia poucos são os relatos com relação à produção de NO em neutrófilos, 

porém podemos analisar esse comprometimento apresentando correlações que podem ser 

feitas com relação a doença de Alzheimer (DA), que também se identificam com alterações 

relacionadas ao  NO. NO é um importante mensageiro molecular no cérebro e tem uma 

função importante no processo de aprendizado e memória e funciona também como agente 

neuro protetor (CALLABRESE, et.al., 2007, THATCHER, et.al., 2006). 

Uma possível via que comprova o envolvimento do NO na DA foi proposta. Quando o 

NO é produzido apartir da L-arginina pela enzima óxido nítrico sintase ela ativa ( GMPc) que 

ativa a enzima soluvel guanilil ciclase(GCc) que por sua vez ativa  proteina quinase (GKcs) 

levando a uma fosforilação de CREB , que interfere na via NO/GMPc/GKc/CREB 

diminuindo a produção de NO, alguns estudos revelaram que essa diminuição interfere na 

produção CREB a qual está envolvida no mecanismo de memória e aprendizado, funções 

essas que estão comprometidas na DA (PUZZO,et.al.,2005). O NO estimula a produção de β - 

amilóide resultando em uma disfunção mitocondrial que contribui para dano sináptico 

(FERRER,et.al., 2009). 

Assim, os nossos resultados sobre as alterações no sistema imune e as alterações 

observadas na literatura em relação à produção de NO alterando funções do SNC, 

podemdemonstrar a integração entre  esses sistemas e o envolvimento do NO na doença de 

Alzheimer. 

 Sabe-se que o NO tem poder de influenciar na secreção de transmissores sinápticos 

como as catecolaminas. Ele é uma importante molécula sinalizadora que regula o eixo HPA. 

Os receptores adrenérgicos são envolvidos na modulação de L-arginina (YAN,et.al.,2010). 

Assim, o nosso próximo passo foi verificar se como a adrenalina poderia interferir na 

produção de NO. Os nossos resultados mostraram uma produção significativa p<0,05 de NO 

nas faixas etária de 20-39 e 40-59 anos durante o processo fagocítico. Entretanto, granulócitos 
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de doadores na faixa etária de 60-89 anos não apresentaram uma produção significativa 

p>0,05 de NO quando estimulados com ZC3b (tabela 10). 

 Além disso, verificamos também, uma produção decrescente(p<0,05) de NO quando 

comparamos com a produção nas faixas etárias de 20-39 e 40-59 anos (tabela 10). Estes 

resultados confirmaram que existe uma relação entre NO e alterações no eixo HPA e 

adrenalina. 

Não encontramos diferenças significativas p>0,05, pelo teste de Mann-Withney, entre 

as faixas etárias de 20-39 e 40-59 anos quando os granulócitos foram incubados com 

adrenalina (1,7x10-9M), demonstrando que até nesta faixa etária os granulócitos aindareagem 

ao estímulo adrenérgico, em relação a produção de NO.Diferentemente da faixa etária de 60-

89 anos que reduz esta capacidade em ausência ou presença de partículas de ZC3b. Estes 

resultados podem contribuir para explicar a alta vulnerabilidade nessa faixa etária o 

aparecimento de doenças por comprometimento imune como já havíamos discutido 

anteriormente, pois existe uma queda na produção NO, comprometendo a habilidade de 

eliminação de agentes agressores, bem como diminuição de um agente considerado 

neuroprotetor (tabela 10).   

  Quando comparamos doadores 60-89 anos com e sem a doença de Alzheimer, não 

observamos diferenças significativas p >0,05 entre os grupos tanto durante o processo 

fagocítico quanto só estimulados por adrenalina na concentração de 1,7x10-9M, pelo teste de 

Mann-Withney (tabela 11). Assim, verificamos que a produção de adrenalina na doença de 

Alzheimer é influenciada pelo processo de envelhecimento e não apresenta um 

comprometimento específico determinado pelas alterações metabólicas advindas da patologia 

(tabela 11). 

Ao analisarmos os resultados da figura 20 e tabela 12, que nos mostram os resultados 

das análises da produção de NO em ausência ou presença de adrenalina na concentração de 

1,7x10-8M, observamos o mesmo perfil dos resultados encontrados quando comparamos com 

a concentração de 1,7x10-9M (tabelas 10) O que podemos observar de diferente foi que a 

concentração de 1,7x10-8M foi capaz de exacerbar as diferenças observadas com a dose de 

1,7x10-9M na faixa etária de 20-59 anos. Também observamos que esta concentração não foi 

capaz de reverter o padrão reduzido de produção de NO observado com o estímulo de 

adrenalina 1,7x10-9M em ausência ou presença do processo fagocítico (figura 20). Estes 
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resultados são mais uma evidência da possível perda da função imunoneuroprotetora do NO 

durante o processo de envelhecimento. 

No que tange a comparação da produção de NO por granulócitos de doadores sem e 

com a doença de Alzheimer verificamos que não existe diferença significativa p>0,05 quando 

estes são estimulados com adrenalina 1,7x10-8M em ausência ou presença de ZC3b(tabela 

13). Mais uma vez verificamos que as alterações observadas no metabolismo da doença de 

Alzheimer não influenciam o padrão observado durante o processo de envelhecimento. 

Assim, podemos inferir que os doadores com a doença de Alzheimer também apresentam uma 

possível perda da função imunoneuroprotetora do NO podendo levar ao aumento de danos 

oxidativos podendo a nosso ver, ser mais danoso para esta população, por estes apresentarem 

um estresse oxidativo metabólico exacerbado.  

Assim, os nossos resultados corroboram para elucidar mais alguns caminhos 

metabólicos importantes que fazem parte desta intricada regulação neuroimunoendócrina, 

pois sabe-se que o processo de envelhecimento envolve numerosas reações bioquímicas com 

alterações moleculares em cada célula como bem em todo o organismo.  

O envelhecimento reflete o somatório de todas as mudanças que ocorrem no homem 

durante a vida podendo levar a um estado patológico. A associação da idade com a 

diminuição da função do sistema imune aumenta a suscetibilidade a doenças infecciosas, 

câncer e doenças degenerativas.Em todos estes contextos, o nosso trabalho levantou uma série 

de questionamentos nos quais demonstraram que há necessidade de um estudo mais 

aprofundado, nos mecanismos moleculares que estão envolvidos nos sistemas 

neuroimunoendócrino, principalmente no que se refere à via adrenérgica, pois a mesma 

demonstrou ser importante em manter a homeostase entre esses sistemas que é um fator 

fundamental para a potencialização do sistema imune, fator esse de suma importância para um 

envelhecimento saudável.  

Outro valor que podemos agregar ao nosso estudo é que o conhecimento dessas vias, 

bem como o processo de fagocitose pelos granulócitos, se estende a um maior conhecimento 

do metabolismo da doença de Alzheimer, bem como, podendo funcionar para desencadear 

mais conhecimento sobre esta patologia e também como um agente agregador de parâmetros 

diferenciais para diagnóstico, conhecimento esse tão almejado atualmente pelos profissionais 

da área de saúde.     
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Concluímos que durante o processo de envelhecimento, ocorre uma diminuição da 

fagocitose, capacidade antioxidante e imunoprotetora. Na comparação da DA em relação a 

doadores da mesma faixa etária, esse grupo de doadores apresentaram um maior efeito redutor 

celular e diminuição da produção de NO e uma fagocitose semelhante. O desafio com 

adrenalina demonstrou que apresenta influência no circuito neuroimunoendócrino durante o 

envelhecimento e que pode ser um fator preponderante para o aparecimento de patologias 

como DA. 
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