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RESUMO

O processo de envelhecimento populacional € um dos maiores triunfos
da humanidade e também um dos nossos grandes desafios. No Brasil, 0
namero de individuos idosos (65 anos de idade ou mais) passou de cerca de
cinco milhdes em 1980 para aproximadamente 10 milhdes em 2000, sendo que
em 2030 este numero podera atingir quase 30 milhdes (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica - IBGE, 2008). Esses numeros alertam para a
possibilidade de crescimento do numero de pessoas acometidas pelas
deméncias. Deméncia é wuma sindrome clinica caracterizada por
comprometimento cognitivo suficientemente intenso para produzir prejuizo
funcional. A forma mais comum de deméncia em idosos é a doenca de
Alzheimer (DA). Vérios estudos tém investigado biomarcadores que
possibilitem diagnéstico da DA e de outras deméncias degenerativas em
estagios ainda iniciais. Além do diagnéstico precoce, o emprego dos
biomarcadores, como as proteinas beta-amiloide (BA-42), Tau-Total (Tau-T) e
Tau fosforilada (P-Tau), traz novas informacgfes a respeito dos mecanismos
fisiopatologicos envolvidos nas doengas, permite monitorar o curso clinico e
contribui de modo significativo para o desenvolvimento de novas drogas e
avaliacdo de sua eficacia e seguranca. O objetivo de nosso trabalho foi
investigar os niveis de proteinas Tau-T, P-tau e BA-42 no liquido
cefalorraquidiano (LCR), saliva e mucosa oral de pacientes com DA (n=33),
pacientes com deméncia ndo-DA (OD, n=22) e individuos controles saudaveis
(CT, n=29), com o intuito de identificar biomarcadores adicionais para o
diagndstico da DA. Verificou-se que a expressao de proteina fA-42 no LCR do
grupo DA estava significativamente aumentada quando comparada com o
grupo CT. O mesmo perfil foi encontrado na saliva. Ao analisarmos a proteina
Tau-T no LCR, verificamos que a mesma nédo apresentou diferenca significativa
quando comparamos o grupo DA com os grupos OD e CT. O mesmo foi
observado nos resultados obtidos na saliva. Quanto a proteina P-Tau,
observamos que os niveis foram significativamente elevados no grupo DA ao
compararmos com o grupo OD, somente no LCR. Por meio do Western blot

analisamos a expressao das proteinas Tau-T e P-Tau obtidas através das
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células da mucosa oral. Tanto a Tau-T quanto a P-Tau apresentaram aumento
significativos no grupo DA quando comparamos ao grupo CT. Os resultados
obtidos sugerem que a dosagem da proteina BA na saliva e a analise da
expressdo das proteinas Tau-T e P-Tau na mucosa oral sdo biomarcadores
diagndésticos promissores para a DA e que, portanto, merecem ser investigadas

em estudos futuros.
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ABSTRACT

Investigation of diagnostic biomarkers to Alzheimer's disease in

cerebrospinal fluid, saliva and oral mucosa.

The population is getting older and this is one of the greatest triumphs of
humanity and one of our greatest challenges. In Brazil, the number of elderly
(65 years old or older) increased from about five million in 1980 to
approximately 10 million in 2000, and in 2030 this number could reach nearly 30
million (Brazilian Institute of Geography and Statistics - IBGE, 2008). These
numbers predict the possibility of increasing the number of people affected by
dementia. Dementia is a clinical syndrome characterized by cognitive
impairment sufficient to produce functional impairment. The most common form
of dementia is Alzheimer's disease (AD). Several studies have investigated
biomarkers in other to differ AD and other degenerative dementia in early
stages. In addition in order to get an early diagnosis, the use of biomarkers
such as proteins beta-amyloid (BA-42), Total-Tau (Tau-T) and phosphorylated
tau (P-Tau), brings new information about the physiopathological mechanisms
involved in the disease, allows to monitor the clinical course and contributes
significantly to the development of new drugs and evaluation of its efficacy and
safety. The aim of our study was to investigate the levels of Tau-T, P-tau and
BA-42 in cerebrospinal fluid (CSF), saliva and oral mucosa of patients with AD
(n = 33), patients with non-AD dementia (OD, n = 22) and healthy control
subjects (CT, n = 29), in order to identify additional biomarkers for the diagnosis
of AD. It was observed that expression of BA-42 protein in CSF of AD group
was significantly increased compared to CT group. The same profile was found
in the saliva. Analyzing T-Tau protein in CSF, we found that it showed no
significant values when comparing the AD group with the OD and CT groups.
The same results were observed in the saliva. We observed that P-Tau, had
levels significantly elevated in the AD group compared with the OD group, only
in CSF. By Western blot analyzes the expression of the proteins Tau-T and P-
Tau obtained by the oral mucosa. Both the T-Tau and P-Tau showed significant

increased in the AD group when compared to the CT group. The results



suggest that BA protein determination in saliva and analysis of protein
expression and P-T Tau-Tau in the oral mucosa are promising diagnostic

biomarkers for AD and, therefore, deserve to be investigated in future studies.
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1 INTRODUCAO

O processo de envelhecimento populacional € um dos maiores triunfos
da humanidade e também um dos nossos grandes desafios. Segundo o
National Institute on Aging (NIA) dos Estados Unidos da América, em 2006
havia quase 500 milhGes de pessoas no mundo com 65 anos de idade ou mais,
e estima-se que até 2030 este numero chegue a um bilhdo de pessoas,
representando um em cada oito habitantes (NIA, 2007). Este fendbmeno foi
observado inicialmente em paises desenvolvidos; entretanto, mais
recentemente, o envelhecimento da populacdo tem ocorrido de forma mais
acentuada nos paises em desenvolvimento.

No Brasil, o0 numero de individuos idosos (65 anos de idade ou mais)
passou de cerca de cinco milhdes em 1980 para aproximadamente 10 milhdes
em 2000, sendo que em 2030 este nimero podera atingir quase 30 milhdes
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, 2008). Em paises como a
Franca, por exemplo, foi necessario mais de um século para que a populacdo
idosa dobrasse de tamanho (NIA, 2007). Estes numeros sdo o reflexo de
avancos médicos, sociais e econdmicos, que resultaram em aumento
expressivo da expectativa de vida da populacdo. Contudo, eles também
alertam para a possibilidade de crescimento do niUmero de pessoas acometidas
pelas deméncias.

Deméncia é uma sindrome clinica caracterizada por comprometimento
cognitivo suficientemente intenso para produzir prejuizo funcional (Van Harten
et al.,, 2011). A forma mais comum de deméncia em idosos € a doenca de
Alzheimer (DA), seguida pela deméncia vascular (DV) (Nitrini et al., 2009).
Outras deméncias degenerativas que também podem ocorrer nesta faixa
etéria, embora com prevaléncia menor, € a deméncia com corpos de Lewy
(DCL), a deméncia associada a doenca de Parkinson (DDP) e a degeneracao
lobar frontotemporal (DLFT).

Estima-se que a prevaléncia global de pessoas com deméncia dobrara a
cada 20 anos, durante a primeira metade deste século, aumentando de
aproximadamente 35 milhdes de casos em 2010 para quase 150 milhdes em

2050 (World Alzheimer Report, 2009). Essa situacdo merece atencao e varios
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esforcos estdo sendo realizados ao redor do mundo com o objetivo de diminuir
0 impacto destas condi¢des no futuro.

Véarios estudos tém investigado biomarcadores que possibilitem o
diagnostico da DA e de outras deméncias degenerativas em estagios ainda
iniciais. Além do diagndstico precoce, o0 emprego dos biomarcadores traz novas
informacbes a respeito dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos nas
doencas, permite monitorar o curso clinico e contribui de modo significativo
para o desenvolvimento de novas drogas e avaliacdo de sua eficicia e

seguranca (Mattsson, 2011).

1.1 DOENCA DE ALZHEIMER

A DA foi descrita inicialmente pelo psiquiatra aleméo Alois Alzheimer em
1906, durante o 37° congresso da Sociedade de Psiquiatras do Sudoeste
Alemé&o, na cidade de Tubingen. Naquela ocasido, Alzheimer relatou o caso de
Auguste D., uma paciente de 51 anos de idade que apresentava perda
progressiva da memoéria, desorientacdo, alteracbes de comportamento e
deterioracdo da linguagem. A paciente faleceu quatro anos e meio apos a
internacdo. Alzheimer descreveu ainda os aspectos anatomopatoldgicos da
doenca, sendo as principais caracteristicas a perda neuronal e o acumulo de
placas senis e de emaranhados neurofibrilares (ENF) (Selkoe, 2001; Goedert e
Spillantini, 2006), como observado nas Figuras 1 e 2. Em 1910, na oitava
edicdo do “Handbook of Psychiatry”, Emil Kraepelin, apoés estudar casos
semelhantes, propds o nome de doencga de Alzheimer em homenagem ao seu
descobridor (Maurer et al., 1997, Moller e Graeber, 1998).
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Figura 1 - Placas neuriticas descritas por Alois Alzheimer em
1906. Fonte: www.alzheimermed.com.br — acessado em
10/11/2010.

: x 100
Placas neuriticas de August D. (originais)

Figura 2 - Placas neuriticas descritas em 1914 em seu
segundo paciente. Fonte: www.alzheimermed.com.br —
acessado em 10/11/2010.

Placa Neuritica de Johann F (original)

O termo “doenca de Alzheimer” foi originalmente reservado para
individuos que comecavam a apresentar sintomas no periodo pré-senil,
enquanto que a expressao deméncia senil era utilizada quando o inicio dos
sintomas se dava a partir dos 65 anos de idade. No final da década de 60 do
século passado, Blessed, Tomlinson e Roth publicaram importantes estudos
demonstrando que os achados anatomopatologicos caracteristicos da entdo
denominada DA também estavam presentes em individuos com deméncia
senil, representando assim uma Unica entidade patoldgica, e estabelecendo a
DA como a principal causa de deméncia no periodo senil (Blessed et al., 1968;
Tomlinson et al., 1970).

Estima-se que a doenca represente entre 50 a 60% de todos 0s casos
de deméncia no mundo (Blennow et al., 2006). Estudos mostram que na

América Latina, a deméncia ja é considerada um problema de saude publica,
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com prevaléncia semelhante a registrada nos paises desenvolvidos (Nitrini et
al., 2009). Neste mesmo estudo, observou-se que a prevaléncia de deméncia
em idosos mais jovens (65 a 69 anos) € significativamente maior em
comparacao a prevaléncia nesta mesma faixa etaria em paises desenvolvidos.

A prevaléncia da DA apresenta aumento exponencial entre individuos
idosos, passando de 1% aos 65 anos para aproximadamente 40-50% aos 95
anos de idade (Wang & Ding, 2008). A prevaléncia global da doenca é
estimada em 3,9% na faixa etaria igual ou superior a 60 anos, com variacdo
importante entre os continentes, de 1,6% na Africa a 6,4% na América do Norte
(Lopes & Bottino, 2002). Na América Latina a taxa de prevaléncia de deméncia
€ de 7,1% e no Brasil varia entre 6,0% a 7,1%, sendo que a DA é o diagnostico
mais frequente entre as deméncias (Herrera et al., 2002). A incidéncia mundial
anual é estimada em 7,5 casos para cada 1000 habitantes idosos (idade =
60anos) (Herrera et al., 2002; Lopes et al., 2005; Qiu et al., 2007; Bottino et al.,
2008; Nitrini et al., 2009). Dessa forma, como resultado de mudancas
demograficas e do aumento da expectativa de vida, espera-se que o numero
de individuos afetados pela DA cresca ao longo das proximas décadas,
passando dos atuais 27 milhdes para cerca de 107 milhdes no ano de 2050, o
gue demonstra a relevancia clinica, social e econémica da doenca (Mount e
Downton, 2006; Brookmeyer et al., 2007).

Para a saude publica, o custo do cuidado de pacientes nessa situacéo &
elevado. Com isto, custos sociais, incluindo tanto os custos diretos e indiretos,
sdo estimados em aproximadamente em $100 bilhdes de dolares anualmente
nos Estados Unidos da América (Zhu & Sano, 2006). Neste pais, a prevaléncia
foi estimada em 5,3 milhées em 2010 e em até 2050 este numero podera
atingir 14 milhdes de pessoas (Biagioni & Galvin, 2011). Levando em
consideracao o fato de que a idade avancada € o principal fator de risco para a
DA, a doenca em breve podera acarretar uma crise na saude publica mundial.
Portanto, esforcos devem ser dirigidos para a busca de novas formas de

tratamento e também de prevencéao.
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1.2 FATORES DE RISCO

O envelhecimento é o principal fator de risco relacionado a doenca,
sendo que 90% dos individuos diagnosticados estdo na faixa etéria senil e,
como ja descrito, a prevaléncia dobra a cada cinco anos apds 0s 65 anos
(Evans et al., 1989; Stozicka et al., 2007).

Além do envelhecimento, que constitui o principal fator de risco
relacionado a doenca, outros fatores tém sido sugeridos com base em estudos
epidemioldgicos. Dentre estes, destacam-se baixa escolaridade, sedentarismo,
traumatismo craniano, sexo feminino, depressado, hipercolesterolemia,
hipertensao, aterosclerose, doenca cardiaca coronariana, obesidade, diabetes,
fumo e fatores genéticos (Ritchie e Lovestone, 2002; Mayeux, 2003; Gorelick,
2004).

O sedentarismo € um fator de risco adicional. Estudos recentes vém
associando a pratica de exercicios fisicos a maior plasticidade sinaptica e,
consequentemente, a menor incidéncia e atraso na idade de aparecimento de
deméncia em idosos que o praticam (Laurin et al., 2001; Larson et al., 2006).
De acordo com Wang et al. (2006), individuos que ndo praticam atividades
fisicas tém maior risco de desenvolver DA no futuro. Com relacdo ao género,
Lindsay & Anderson (2004) afirmam que a doenca afeta mais as mulheres do
gue os homens. No entanto, isto pode ser um viés, devido a maior sobrevida

das mulheres.

1.3 GENETICA DA DOENCA DE ALZHEIMER

Do ponto de vista genético, a DA apresenta carater heterogéneo, com as
formas familial e esporadica descritas (Smith, 1999; Truzzi & Laks, 2005). A
forma familial da doenca tem heranca autossémica dominante e o inicio dos
sintomas clinicos geralmente se da antes dos 65 anos de idade, sendo
considerada a forma mais rara, representando menos de 5% do total de casos
(Ertekin-Taner, 2007).
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Uma relacdo direta tem sido estabelecida entre a DA familial e a
ocorréncia de mutacbes em genes localizados nos cromossomos 21 (gene
codificador da proteina precursora amiloide (APP), 14 (gene da presenilina 1 —
PS1) e 1 (gene da presenilina 2 — PS2), enquanto interacdes complexas entre
diferentes variantes genéticas e fatores ambientais parecem modular o risco
para a grande maioria dos casos de DA esporadica ou de inicio tardio
(Kennedy et al., 2003; Pastor e Goate, 2004; Lambert e Amouyel, 2007).
Dentre os fatores genéticos, a presenca de polimorfismo do gene que codifica a
apolipoproteina E, alelo €4 (presente no cromossomo 19), tem sido descrita
como o principal fator de risco para a forma esporadica da doenca, embora ndo
se descarte a relevancia do polimorfismo de outros genes, como os localizados
nos cromossomos 12 (codificador da proteina relacionada ao receptor de
lipoproteina de baixa densidade) e 10 (gene CALHM1, codificador de um
componente de um canal de célcio cerebral) (Corder et al., 1993; Strittmatter et
al. 1993; Kang et al., 1997; Dreses-Werringloer et al., 2008).

1.4 CARACTERISTICAS CLINICAS DA DOENCA DE
ALZHEIMER

A DA é caracterizada por sua progressdao ao longo do tempo. Os
sintomas se instalam de forma insidiosa. A principal caracteristica nos estagios
iniciais é o déficit de memoaria episodica para eventos recentes, 0 que ajuda a
distinguir a DA de outras condicbes neurodegenerativas. Pode ser observada
ainda reducdo da linguagem espontanea, pela dificuldade de nomeacéo,
especialmente de palavras de uso menos frequente. Apresentam ainda certa
desorientacdo de espaco e de tempo. Pode ser observado também
comprometimento das funcdes executivas (julgamento, insights, planejamento

e abstracao) e dificuldade para fazer calculos (Caramelli e Carvalho, 2011).

A medida que a doenca vai progredindo, o comprometimento funcional
vai se tornando mais evidente, como, por exemplo, como preparar um almocgo
ou controlar o movimento da conta bancaria, ou ainda, para tomar

medicamentos de forma autbnoma.
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Alteragdes comportamentais como apatia, irritabilidade, instabilidade
emocional, ataques inesperados de agressividade e alucinagcbes sé&o
manifestacdes observadas especialmente nos estagios moderado a avancado
da doenca (Tatsch et al., 2006).

Em estagios mais avancados ha comprometimento de mudltiplos
dominios cognitivos, como linguagem, habilidades visuais-espaciais, e também
da fungcéo motora (Teri et al., 1989; Clark, 2000; Petrella et al., 2003; Walsh e
Selkoe, 2004). Os pacientes podem ndo conseguir desempenhar as atividades
de vida diaria (AVDs) béasicas sem ajuda, como higiene pessoal e autocuidado.
Ocorre ainda, incapacidade de reconhecer membros da familia, disfagia,
incontinéncia fecal e urinaria e, eventualmente, mioclonias. Este estagio é
seguido pelo término da vida, causado ndo pela DA, mas por outro fator
externo como pneumonia aspirativa, infeccdo do trato urinario com sepse ou
doencas cardiovasculares. A sobrevida meédia dos pacientes apdés o
diagndstico inicial é de 7 a 15 anos, podendo chegar a 20 anos (Walsh et al.,
1990; Caramelli e Carvalho, 2011).

Do ponto de vista neuropatolégico, a DA é caracterizada por atrofia
cortical difusa, perda massiva de células neuronais e sinapses (Figura 3), pela
presenca de areas com degeneracdes granulo-vacuolares e um grande niumero
de placas amiloides e ENFs (Mirra et al., 1991; Dickson, 1997; Markesbery,
1997; Braak et al., 1998; Iwatsubo, 2000). Os ENFs e as placas amiloides
(também denominadas placas neuriticas) sdo frequentemente observados em
tecidos cerebrais de idosos cognitivamente saudaveis, mas em menor
guantidade e com distribuicdo menos extensa quando comparado com o tecido
cerebral dos individuos com DA. Acredita-se que a concentracdo das placas
neuriticas esteja correlacionada ao grau de deméncia nos pacientes
acometidos (Hardy e Higgins, 1992; Caramelli et al., 1998; Haass e Selkoe,
2007; Clark et al,. 2008; Demarin et al. 2011), embora seja observada também
correlagao entre a densidade de emaranhados com o quadro clinico (Arriagada
etal., 1991).
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HIPOCAMPO

Figura 3 Atrofia cerebral na doenca de Alzheimer, a direita em relagdo ao cerebro normal,
a esquerda reducao volumétrica do cdrtex e do hipocampo. Fonte: modificado
www.rps.psu.edu/probing/alzheimers.html - acessado dia 25/06/2012 as 20:20h

1.5 DIAGNOSTICO DA DOENCA DE ALZHEIMER

De acordo com McKhann et al., 2011 (Tabela 1), os critérios para a DA
foram revisados, uma vez que os conhecimentos das manifestacdes clinicas e

a biologia da doenca aumentaram consideravelmente, nos ultimos 27 anos.

Tabela 1 Elementos-chave dos critérios para doenca de Alzheimer segundo o National
Institute of Neurologic and Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer
Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) NINCDS- ADRDA
criteria. (Frota et al., 2011)

1. DIAGNOSTICO DE DA PROVAVEL
1.1 Inicio insidioso (meses ou anos).

1.2 Historia clara ou observacéo de piora cognitiva.
1.3 Déficits cognitivos iniciais e mais proeminentes em uma das seguintes categorias:
a) Apresentacdo amnéstica (deve haver outro dominio afetado).
b) Apresentac@o ndo-amnéstica (deve haver outro dominio afetado).
i) Linguagem (lembrancas de palavras).
i) Visual-espacial (cogni¢do espacial, agnosia para objetos os faces,
simultaneoagnosia, e alexia).
iii) Funcdes executivas (alteracdodo raciocinio, julgamento e solucdo de problemas.
1.4 Tomografia, ou preferencialmente ressonancia magnética do cranio deve ser realizada
para excluir outras possibilidades diagnosticas ou co-morbidades, principalmente a
doenca vascular cerebra.
1.5 O diagnostico da deméncia da DA provavel nédo deve ser aplicado quando houver:
a) Evidéncia de doenca cerebrovascular importante definida por histéria de AVC
temporalmente relacionada ao inicio ou piora do comprometimento cognitivo; ou
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presenca de infarto multiplos ou extensos; ou lesées acentuadas na substancia branca
evidenciadas por exame de neuroimagem; ou

b) Caracteristicas centrais de deméncia com corpos de Lewy (alucinagées visuais,
parkinsonismo e flutuacéo cognitiva); ou

c) Caracteristicas proeminentes da variante comportamental da Deméncia
Frontotemporal — DFT (hiperoralidade, hipersexualidade, perseveracao); ou

d) Caracterisitcas proeminentes de afasia progressiva primaria manifestando-se como a
variante seméantica (também chamada deméncia seméantica, com discurso fluente,
anomia e dificuldades de memoéria seméantica) ou como a variante néo fluente, com
agramatismo importante; ou

e) Evidéncia de outra doenca concomitante e ativa, neurolégica ou ndo-neurolégica, ou
de uso de medicagéo que pode ter efeito substancial sobre a cognicao.

Os seguintes itens, quando presentes, aumentam o grau de confiabilidade do diagnostico
clinico da deméncia da DA provavel:

a) Evidéncia de declinio cognitivo progressivo, constatado em avaliagdes sucessivas;

b) Comprovacédo da presenca de mutacdo genética causadora de DA (genes da APP e
preselininas 1 e 2);

c) Positividade de biomarcadores que reflitam o processo patogénico da DA (marcadores
moleculares através de PET ou LCR; ou neurocimagem estrutural e funcional).

A ocorréncia de item a confirma a existéncia de um mecanismo degenerativo, apesar de

nao ser especifico da DA.

2. DIAGNOSTICO DE DA POSSIVEL

O diagnéstico da deméncia da DA possivel deve ser feito quando o paciente preenche os
critérios diagnaésticos clinicos para a deméncia da DA, porém apresenta algumas das
circunstancias abaixo:
2.1 Curso atipico: inicio abrupto e/ou padrao evolutivo distinto daquele observado usualmente,
isto é, lentamente progressivo.
2.2 Apresentacdo mista: tem evidéncia de outras etiologias (doenca cerebrovascular
concomitante; caracteristicas de deméncia com corpos de Lewy; outra doenca neurolégica ou
uma co-morbidade n&o-neuroldgica ou uso de medicacdo as quais possam ter efeito
substancial sobre a cogni¢éo).
2.3 Detalhes de historia insuficientes sobre a instalacao e evolugéo da doenca.

3. DIAGNOSTICO DE DA DEFINIDA

Preenche critérios clinicos e cognitivos para deméncia de DA e exame neuropatolégico
demonstra a presenca de patologia da DA segundo os critérios da NIA e do Reagan Institute
Working Group.

A precisdo do diagndstico clinico da DA depende do estagio da doenca e
pode ultrapassar 90% em ambientes académicos, especialmente nas fases
intermediarias e avancadas. Critérios diagnosticos para a DA ja foram
propostos, tanto no sistema de classificacdo do DSM (Manual Diagndstico e
Estatistico de Doencas Mentais) quanto na CID (Classificacéo Internacional de
Doencas). Contudo, os critérios seguidos na maioria dos estudos s&o 0s
propostos pelo NINCDS-ADRDA de 1984 e substituidos pelos critérios do NIA
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e da Alzheimer’s Association para definicdo de DA provavel (McKhann et al.,
2011).

Um periodo prodréomico variavel de até cinco anos de declinio cognitivo
caracteriza-se por disfuncdo relativamente isolada da memaria de longo prazo
que pode também ser acompanhada por déficits de memdria operacional,
conhecido como comprometimento cognitivo leve (CCL), que geralmente
precede o diagnéstico formal de DA (Small et al., 2007). Estes déficits
presumivelmente estdo relacionados a danos no lobo temporal medial ou em
circuitos especificos pré-frontais. Cerca de 10 a 15% dos individuos com este
diagnoéstico evoluem posteriormente para DA, satisfazendo todos os critérios,
num periodo de um ano (Petersen et al., 2001).

Ha mais de uma década varios trabalhos vém sendo publicados
indicando a importancia do diagndstico clinico precoce. Varias pesquisas
confirmam o papel da proteina beta-amiloide (8A) como potencial biomarcador
para a DA. Do mesmo modo, é reconhecida a importancia da proteina Tau
como biomarcador desta doenga, inclusive em suas fases iniciais (Blennow &
Zetterberg, 2009; Demarin et al., 2011; Mattsson, 2011).

O diagnostico definitvo da DA se caracteriza pelo achado
histopatolégico de deposicdo de placas neuriticas no neurdpilo, na
microvasculatura do cortex superficial e leptomeninges de praticamente todos
0s pacientes, bem como pelo acumulo de ENFs nos corpos celulares dos
neurdnios (Selkoe, 1989; Maliash et al., 1993; Braak & Braak, 1996). Este
processo degenerativo acomete principalmente a formacéo hipocampal e as
areas corticais associativas (Braak & Braak, 1996; Caramelli et al., 1998;
Geula, 1998).

Portanto, com o objetivo de encontrar um modelo diagndstico preciso,
especifico e precoce para a DA, as pesquisas vém reforcando o estudo de
biomarcadores que possibilitem a deteccéo precoce e também diferenciar a DA

de outras formas de deméncia.
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1.6 PATOGENESE DA DOENCA DE ALZHEIMER

Placas extracelulares, compostas principalmente de proteinas BA e
inclusdes intraneuronais de proteina Tau hiperfosforilada (P-Tau) sdo as
caracteristicas patoldgicas da DA. A exata via pelas quais estas proteinas se
acumulam e interagem, e como elas se relacionam com as caracteristicas

clinicas da DA, continuam sendo objeto de intensa investigacao.

1.6.1 PLACAS NEURITICAS E A PROTEINA BA

A APP é uma proteina transmembrana cuja funcdo normal é ainda
desconhecida e que pode ser clivada por trés diferentes enzimas a, B e y-
secretases. Normalmente, a maioria das transformagfes da APP ocorre pela
clivagem sequencial da a e y-secretases, levando a produc¢éo de produtos néo
amiloidogénicos da proteina. Com base em evidéncias obtidas a partir de
casos de DA familial, a hipétese da cascata amiloide proposta ha mais de uma
década sugere gque a clivagem sequencial da APP por B e y-secretases leva a
superproducdo de proteina BA-40 e BA-42, peptideos com 40 e 42
aminoacidos, respectivamente, sendo a BA-42 a isoforma mais longa da BA
(Demarin, 2011). Estes peptideos, especialmente BA-42, sdo neurotdxicos, e
seu acumulo resulta na formacdo de fibras amiloides e posterior acumulo,
formando as placas senis (Geula et al., 1998; Parihar & Hemnani, 2004).

As placas neuriticas sdo estruturas extracelulares corticais, formadas de
um nucleo de peptideo BA, circundado por areas de gliose, contendo sinapses
em degeneracdo. Sua densidade € maior no coOrtex hipocampal e no cortex
témporo-parietal posterior. Também sdo abundantes no cértex frontal, no
cortex entorrinal e em outras areas do sistema limbico, como a amigdala, e no
nucleo basal de Meynert. O peptideo BA também se deposita has meninges e
nos vasos cerebrais, sendo isso causa importante de hemorragias cerebrais
(Verbeek et al., 2003).

A BA-42 é o principal peptideo envolvido na formacdo das placas
neuriticas, processo que ocorre em duas etapas: (i) formacado de um nucleo de

agregados de fibrilas de BA-42; (ii) deposi¢céo, a longo prazo, de novas fibrilas
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de BA sobre este nucleo, causando uma reacéo astrocitaria e microglial ao seu
redor. Esse processo € iniciado provavelmente pelo aumento da producéo de
BA-42 no cortex cerebral (Andreasen et al., 1999). Ele pode formar placas
difusas, também encontradas na DA, e que, ao contrario das anteriores, sdo
compostas por BA em forma nao filamentosa e nédo possuem é&reas de gliose e
sinapses em degeneracdo ao seu redor. Este acumulo € especialmente do
fragmento com 42 aminoacidos, que se deposita no espaco extracelular,
inicialmente sobre a forma de oligbmeros soluveis de amiloide e,
posteriormente, de placas difusas que contem formas insollveis do peptideo.
Os oligbmeros tém efeito neurotdéxico e promovem uma cascata de eventos
(inclusive com a participacdo de mediadores inflamatérios) que culminam na
formacéo das placas neuriticas. Estas representam les6es maduras, em que
densos depdsitos do peptideo BA acumulam-se na regido central da placa
circundada por terminacfes nervosas (axbnios e dendritos) degeneradas
(Caramelli e Carvalho, 2011).

A atividade da B-secretase tem origem a partir da proteina integral de
membrana, a aspartil, codificada pela p-secretase 1 (BACE1). Em contraste, a
y-secretase é um complexo de membrana integral composto de pelo menos
quatro subunidades essenciais com presenilina (PS1 e PS2). Estudos em
amostras obtidas post-mortem mostram que existe relacdo inversa entre a
concentracdo de proteina BA-42 no LCR e o numero de placas amiloides
(Andreasen et al., 1999; Blennow et al., 1995; Vigo-Pelfrey et al., 1995; Motter
et al., 1995; Galasko et al., 1998) . Paralelamente, o exame de tomografia por
emissdo de prétons (PET) com marcador de amiloide (por exemplo, o
composto Pittsburg B) apresenta concordancia de quase 100% dos resultados
quando comparado aos resultados obtidos no LCR (Demarin et al., 2011).
Estudos clinicos com 20.000 pacientes com deméncia e controles mostraram
uma reducdo de 50% de BA-42 presente no LCR de pacientes com DA,
comparados com controles saudaveis, sendo que a sensibilidade diagnostica e
especificidade variaram entre 80% e 90% (Sjogren et al., 2001; Fagan et al.,
2006). Comparado com outros tipos de deméncia, no entanto, a especificidade
é de apenas 60% (Demarin et al., 2011). B- e y-secretases sdo os alvos
principais para o desenvolvimento de terapéuticas para a DA, tendo o foco na

inibicdo da producéo e agregacao de BA, assim como o aumento de clearence
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da BA no cérebro (BA40 é a isoforma mais abundante e BA-42 a mais propicia
a agregacdao). Varias drogas candidatas ao tratamento da doenca, incluindo
inibidores de B- e y-secretases, bem como imunoterapia BA estdo sendo

avaliados em ensaios clinicos (Bateman et al., 2007).

E provavel que estes fatores atuem todos sinergicamente, levando a
degeneracdo neuronal e diminuicdo da concentracdo de sinapses nas areas
em que este peptideo se deposita. A densidade das placas neuriticas e a
concentragcao de BA (dos dois tipos) no cortex cerebral ndo eram reconhecidos
como fatores importantes na correlagdo entre a gravidade clinica da DA e os
achados neuropatolégicos desta doenca. Porém, foi demonstrado que o
aumento destes dois fatores esta fortemente relacionado a gravidade dos
sintomas da doenca: mesmo naqueles individuos com DA ainda questionavel,
0s niveis de BA-40 e BA-42 ja se encontram aumentados em relacdo a idosos
ndo dementes e estes niveis continuavam a se elevar, significativamente, com
0 avancar da doenga (Andreasen et al, 1999; Andreasen et al., 2003). Estes
achados indicam que a presenca do BA no cortex cerebral constitui fator
fundamental na etiopatogenia da doenca. No entanto, € importante salientar
que as placas neuriticas nao sao especificas da DA, sendo encontradas
também no cérebro de idosos sadios, embora em menor densidade (Katzman,
et al., 1988; Harman, 1996).

Além do depésito da proteina BA no cérebro, ela também € encontrada
em regibes periféricas, incluindo pele (Gasparini et al. 1998), mucosa nasal
(Attems et al. 2005), glandulas lacrimais (Frederiksen et al., 1996) e salivares
(Fukuchi et al., 2000). O uso de biépsia de glandulas salivares humanas tem
sido descrito como ferramenta na pesquisa de DA (Oh & Turner, 2006), pois
tanto APP quanto proteina BA sdo expressas nas células epiteliais salivares
humanas. A saliva é produzida pelas glandulas salivares e membranas
mucosas e por ser um fluido biolégico, € simples de ser obtida. Ainda, niveis
salivares podem refletir em alteragbes no LCR (Scheber et al., 1980; Bermejo-
Pareja et al.,, 2010). Estudo recente demonstrou uma associagcao entre
atividade e niveis de acetilcolinesterase (AChE) salivar e o diagnéstico de DA
(Sayer et al., 2004). Esses achados podem indicar que a saliva seja um
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marcador Gtil da atividade colinérgica central, elemento chave da bioquimica da
DA (Bermejo-Pareja et al., 2010).

Com relacdo a presenga de proteina BA na mucosa oral, ndo foi
verificado nenhum estudo que pudesse comprovar a presenca desta proteina

neste material.

1.6.2 EMARANHADOS NEUROFIBRILARES

Os ENFs sao estruturas intraneuronais compostas de filamentos
helicoidais pareados (PHFs), formados pelas proteinas P-Tau e ubiquitina. A
Tau € uma proteina associada a microtubulos (MAP) e esta envolvida na
associacao e na estabilizacao destes no interior de neurénios (Lindwall & Cole,
1984; Goedert et al., 1991), sendo que a estabilidade depende do estado de
fosforilacdo da proteina (Kapaki et al., 2003). Sua fosforilacdo anormal € um
dos eventos que geram as lesGes neurofibrilares, com alteracbes no
metabolismo neuronal e, consequentemente, sua degeneragdo. Os ENFs séo
encontrados principalmente no cértex entorrinal e no hipocampo, desde o inicio
da DA. Nao se sabe se sua formacéao precede ou decorre da deposicao de BA.
Estudos sugerem que ENFs se desenvolvem em resposta a deposicao de BA
no cortex frontal de individuos com deméncia, secundariamente aos efeitos
toxicos deste peptideo (Andreasen et al., 1999). Devido ao aumento de BA
solivel mesmo sem a formacéo de placas neuriticas nas fases iniciais da DA e
aos seus efeitos neurotéxicos em sua forma soluvel, é possivel que a formacéao
de ENF seja secundaria ao aumento de BA na DA, mesmo em outras regides

do cortex frontal (Kuperstein et al., 2010).

Os ENFs nédo sao especificos da DA, sendo encontrados também na
panencefalite subaguda esclerosante, na deméncia pugilistica, na intoxicacao
pelo aluminio, na degeneracgéo corticobasal e no préprio processo fisiologico de

envelhecimento cerebral (Diniz & Tavares, 2001).

A Tau é uma fosfoproteina primariamente neuronal encontrada no
sistema nervoso central (SNC) e periférico (Kosik, 1993). O gene humano que
codifica a proteina Tau € unico e localiza-se no brago longo do cromossomo

17, na banda 17921, e contendo 16 exons. Mutac¢cbes do gene codificador da
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Tau estdo associadas a certas formas de DFT (Goedert et al.,, 1998), em
especial a deméncia frontotemporal com parkinsonismo relacionada ao
cromossomo 17 (DLFT-17) (Hutton et al., 1998; Spillantini et al., 1998), e
estudos in vitro relacionaram-nas a menor capacidade de promover a
polimerizacao da tubulina (Goedert et al., 1999). Defeitos no splicing alternativo
do gene codificador causam dano e morte celular, apesar de nao haver
evidéncias de que pacientes com DA possuam alguma mutacdo no gene da
proteina Tau (Kwon et al., 2000; Vogel, 1998).

Na tentativa de se buscar novos métodos de diagndstico para a doenca,
demonstrou-se elevada expressdo da proteina P-Tau no LCR de pacientes
com DA (Kapaki et al., 2003; Hartmann et al., 2004; Galvin, 2010; Demarin et
al., 2011; Mattsson, 2011; ), sendo que este exame apresenta sensibilidade e
especificidade elevadas para diagndstico da doenca, além de ser empregado
em alguns casos de deméncia como parte da propedéutica (por exemplo, nas

deméncias de inicio pré-senil).

1.6.2.1 PROTEINA TAU

A proteina P-Tau tem demonstrado ser mais especifica e menos
influenciada pela idade ou pelo grau de declinio cognitivo quando comparada a
proteina Tau-T total e BA-42 (Hampel et al., 2004a). Além disso, embora com
menor especificidade, a proteina P-Tau pode ser utilizada para diferenciar a DA
da DCL (sensibilidade 85% e especificidade 68%) e da DFT (sensibilidade 85%
e especificidade 79%) (Hampel et al., 2004a).

Em células nervosas sadias, a proteina Tau €é normalmente
encontrada nos ax6nios, ao contrario dos achados descritos nas taupatias, em
que a proteina encontra-se distribuida no corpo celular e nos dendritos. A
proteina Tau pode ser encontrada na forma sollvel ou insolavel. Esta ultima é
identificada nos PHF, que €é o principal componente dos emaranhados
neurofibrilares. Os PHFs apresentam de seis a oito grupos fosfato por molécula
de proteina Tau, 0 que, em comparacao com o grau de fosforilacdo usual da
proteina Tau em cérebros sadios (em torno de dois grupos fosfato por

molécula), permite afirmar que a proteina Tau identificada nos PHFs encontra-
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se em estado hiperfosforilado (Arai et al., 1995). A proteina Tau controla a
dindmica dos microtubulos durante a maturacdo e o crescimento dos neuritos.
Sendo a maior proteina do citoesqueleto, a hiperfosforilacdo da Tau afeta

fungBes bioldgicas e morfoldgicas nos neurdnios (Brandt et al., 2005).

A fosforilacdo da Tau in vitro se d& pela acdo de mais de dez quinases
dirigidas aos seus sitios de serina e/ou treonina. Essas quinases sao divididas
em dois grandes grupos de proteina: proteina-quinase dirigida por prolina
(proline-directed kinase) e proteina-quinase nao dirigida por prolina. Nos
tecidos cerebrais, o estado de fosforilacdo da Tau resulta da acdo conjunta de
varias quinases e fosfatases, muitas das quais operam coordenadamente para

regular sua fosforilagdo (Wang et al., 2012)

A proteina Tau também promove a interacdo entre a actina e 0s
neurofilamentos, o que sugere uma interrelacdo dos microtibulos com outros
componentes do citoesqueleto. A proteina Tau interage com outras organelas
citoplasmaticas, permitindo a ligacdo entre microtibulos e mitocondrias. Os
dominios de projecdo N-terminal da proteina Tau permitem uma interacdo com

a membrana plasmatica neuronal (Arendt et al., 1998).

A hiperfosforilacdo anormal da proteina Tau pode ser o resultado do
aumento da atividade das tauquinases, da subsensibilizacdo das suas
fosfatases ou de ambos os mecanismos. O estado de fosforilagdo da proteina
Tau é modificado dinamicamente ao longo do desenvolvimento. A Tau fetal
mantém-se usualmente hiperfosforilada, sendo essa caracteristica atenuada a
medida que ocorre a maturacdo do SNC, com a progressiva ativacdo das

fosfatases (Brion et al.,1993).

Véarios estudos demonstraram que a hiperfosforilacdo reduz a
capacidade da Tau estabilizar os microtibulos. Isso compromete a dinamica
microtubular, afetando o transporte intraneuronal e resultando em efeitos
deletérios sobre diversos processos celulares. Todos os defeitos na proteina
Tau alteram o transporte axonal, fatores vitais e necessarios para a
manutencdo da homeostase neuronal. A regulagcdo da dinédmica dos
microtubulos (estabilizacdo e desestabilizacdo) é essencial para a preservacao

da morfologia e da funcdo da célula nervosa, da qual depende a manutencao
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da viabilidade celular. A hiperfosforilagdo da Tau favorece a formacao de
agregados, blogueando o trafego intracelular de proteinas neurotroficas e
outras proteinas funcionais, e resultando em perda ou declinio no transporte

axonal ou dendritico nos neurdnios (Buee et al., 2000).

O aumento da expressdo da Tau também causa mudancas na
morfologia celular, retarda o crescimento e provoca alteracfes importantes na
distribuicdo de organelas transportadas por proteinas motoras dependentes de
microtUbulos. A hiperfosforilacdo da Tau, presente no citosol durante estagios
iniciais de degeneracdo neurofibrilar, induz mudancas conformacionais que
precedem sua agregacdo. Existem algumas controvérsias sobre a
polimerizacdo da Tau e sua toxicidade. Estudos mostram que essa agregacao
da Tau é tbxica para as células, e sua polimerizacéo estd associada a perda da
atividade biolégica essencial para promover a estabilidade e coesdo dos
microtubulos (Paula et al., 2009). No entanto, a desfosforilacdo da Tau
hiperfosforilada e dos PHFs faz com que a proteina recupere suas atividades
biol6gicas normais (Arai et al., 1997).

1.6.2.2 TAUNO LCR

Uma vez que a proteina Tau é intracelular, a quantidade encontrada no
LCR é baixa. Entretanto, na DA um lento processo neurodegenerativo leva a
crescente perda neuronal, 0 que pode determinar niveis aumentados de
proteina Tau no LCR. A presenca de proteina Tau no LCR néo € especifica
para a DA, mas apresenta correlacdo com a gravidade da doenca no exame
clinico (Demarin et al., 2011). O desenvolvimento de anticorpos monoclonais
com alta afinidade e altamente especificos para Tau levou ao desenvolvimento
de testes simples para a deteccdo da proteina no LCR. A andlise de um
namero de pacientes com DA e controles mostrou que a expressao elevada da
proteina Tau em neur6nios afetados deveria se refletir no LCR (Vandermeeren
et al., 1993; Hock et al., 1995; Jensen et al., 1995; Hasegawa, 2006; Buerger et
al., 2006).

Em 1993, Vandermeeren et al. relataram a presenca da proteina Tau no

LCR de pacientes com deméncia e ndo-dementes e descreveram um ensaio
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imunoenzimético capaz de quantifica-la através do desenvolvimento do
anticorpo monoclonal AT120. Trabalhos subsequentes concluiram que os
niveis da proteina eram significativamente maiores em pacientes com DA se
comparados a pacientes com outras doencas neurolégicas e também a
controles normais (Arai et al., 1995; Tato et al., 1995; Vigo-Pelfrey et al., 1995;
Arai et al., 1998; Kimura et al., 1999).

Devido ao fato de a P-Tau ser o maior constituinte dos PHFs e a
correlacéo entre gravidade da deméncia e a quantidade de ENFs no cérebro de
pacientes com DA (Samuel et al., 1994), foi sugerida a hip6tese de que a
elevacdo de proteina Tau no LCR de pacientes com DA refletiria o processo

patolégico que ocorre no cérebro desses pacientes (Galasko et al., 1995).

Em 1995, Arai et al. observaram niveis significativamente elevados de
proteina Tau no LCR de 70 pacientes com DA, em comparacao a 96 pacientes
com outras doencas neurologicas e 19 controles, independentemente da
gravidade da doenca, da idade de inicio ou do genétipo da apolipoproteina E.
Utilizando como valor de corte a concentracdo de 22,6 pg/ml, os autores
obtiveram sensibilidade de 98,6% e especificidade de 100% para a deteccdo
de DA. Em 1995, Vigo-Pelfrey et al. avaliaram 181 pacientes, dos quais 71
tinham DA provavel e os outros 110 eram controles (25 com deméncia do tipo
nao Alzheimer, 59 com outras doencas neurolégicas e 26 com outros
diagnésticos), onde se notou que o titulo médio de proteina Tau no LCR de
pacientes com DA era 50% maior que em pacientes sem DA e que essa
diferenca era estatisticamente significativa.

Durante o seguimento dos pacientes no estudo de Arai et al., iniciado em
1995, dois dos pacientes que possuiam altos niveis de proteina no LCR e
apresentavam déficit de memaria muito leve, subsequentemente preencheram
critérios diagndésticos para DA, sugerindo que a dosagem da proteina no LCR

possa ser Util clinicamente para a detec¢ao precoce da doenca.

No mesmo ano, Galasko et al. desenvolveram estudo mostrando que os
niveis de proteina Tau sao elevados no LCR de individuos ja na fase inicial da
DA. Foram analisados 36 individuos com DA provavel leve, através do Mini
Exame de Estado Mental (MEEM > 20), 14 controles normais, 10 individuos

com outras doencas neurologicas e nove individuos com outros tipos de
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deméncia. Houve diferenca estatisticamente significativa entre os niveis de
proteina no LCR, que se mostraram elevados nos pacientes com DA. Notou-se,
ainda que, nove de 12 individuos com MEEM > 25 apresentavam niveis
elevados de proteina no LCR guando comparados com 0s controles desse
estudo. Posteriormente, outros estudos dedicaram-se a questdo do uso da
quantificacdo da proteina Tau no LCR de pacientes com DA em estagio inicial
(Kurs et al., 1998, Maruyama et al., 2001) obtendo resultados animadores. O
estudo realizado por Maruyama et al. (2001) demonstrou, inclusive, elevacéo

significativa da proteina Tau no LCR de pacientes com CCL.

Em 1998, Arai et al. avaliaram 97 pacientes com DA, 12 com doenca de
Parkinson, 10 com acidente vascular cerebral ndo agudo, 39 com outras
doencas neuroldgicas e 15 controles e obtiveram sensibilidade de 93,8% e
especificidade de 75,0% para o diagnostico de DA. Ao fazer a combinacédo de
ensaios Tau e PA, obtiveram sensibilidade de 94,8% e especificidade de
86,8%, sugerindo, com estes valores, o refinamento da técnica de ELISA mais
especifica para DA, a utilizacdo da Tau associada a PA para diagnéstico
precoce e o valor das medidas para o seguimento longitudinal dos pacientes

para avaliar a progresséo da doenca.

Em 1999, Andreasen et al., realizaram seguimento longitudinal com
grande amostra de pacientes com DA, controles normais e pacientes com
depressao. Foram avaliados inicialmente 407 pacientes com DA, dos quais 192
participaram do seguimento com uma nova amostra de LCR, 65 controles
normais e 28 pacientes com depressdo. Através da analise ROC (Receiver
Operating Characteristics) foi obtido o valor de corte de 302 pg/ml, com
sensibilidade de 93% e especificidade de 86% e uma area sob a curva de 0,95.
Como em outros trabalhos (Kurz et al.,, 1998; Sunderland et al., 1999), ndo
houve diferenca significante entre os niveis de Tau, conforme a duracéo, idade
de inicio (Arai et al.,, 1995; Molina et al., 1999), progressdo e gravidade
(Arriagada et al., 1992; Arai et al., 1995; Blennow et al., 1995; Vigo-Pelfrey et
al., 1995; Mecocci et al., 1998; Kahle et al., 2000) da doenca. Deve-se ter o
cuidado de observar que nesse, como em alguns dos outros estudos, nao
foram incluidos pacientes com outras doencas neurologicas, 0 que

superestimaria os valores de sensibilidade e especificidade do método. Além
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disso, nenhum caso teve confirmagdo anatomopatoldgica. Quanto aos valores
de Tau obtidos durante o seguimento, ndo houve alteracdo em relacdo aos
obtidos no inicio do estudo, semelhante a outro trabalho (Sunderland et al.,
1999), o que indica que a dosagem de proteina Tau no LCR é um bom
marcador para a avaliacao de tratamentos que inibam a degeneracéo neuronal
ou que alterem a expressdo do gene que a codifica, de maneira mais eficaz

gue a avaliacéo clinica, que é extensa.

A quantidade de Tau no LCR é baixa por ser uma proteina intracelular.
Entretanto, na DA, um lento processo neurodegenerativo leva a crescente
perda neuronal, o que pode determinar niveis aumentados de proteina Tau no
LCR. O desenvolvimento de anticorpos monoclonais com alta afinidade e
altamente especificos para Tau levou ao recente desenvolvimento de testes
simples para a deteccdo da proteina no LCR. A analise de um numero de
pacientes com DA e controles mostrou que a expressao elevada da proteina
Tau em neurdnios afetados deveria se refletir no LCR (Hock et al., 1995;

Jensen et al., 1995; Vandermeeren, 1993).

Nos estudos clinicos, o nivel de Tau no LCR de pacientes com DA é
significantemente mais elevado que o encontrado em outros grupos. Sabe-se
que a proteina Tau também se encontra elevada em outras condicdes
neurolégicas agudas como meningoencefalite, isquemia por hipdxia, deficiéncia
de vitamina Bj,, aids e doenca de Creutzfeldt-Jakob (Vandermeeren et al.,
1993; Arai et al., 1995; Ohrui et al., 1997; Otto et al., 1997). Além disso, alguns
pacientes com DA mostram niveis de Tau baixos, enquanto pacientes com
outras formas de deméncia, em particular as secundarias a outras doencas
neurodegenerativas, apresentam niveis elevados de Tau, o que determina a
nao-especificidade desta proteina (Tato et al., 1995; Galasko et al., 1996;
Molina et al., 1996; Andreasen et al., 1997; Arai et al., 1997; Green et al.,,
1999). Isto pode ser explicado pelo fato de existirem diferencas individuais
entre 0s pacientes quanto ao nivel original de Tau, a histéria e a progressao da
doenca. Além disso, a maioria dos ensaios utiliza métodos que detectam a Tau,

isto &, as formas normal e hiperfosforilada da proteina.

Outro dado que se observa em alguns estudos é o fato de que a

quantidade de Tau no LCR de pacientes com depressao e controles, mas nao
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em pacientes com DA, aumenta com a idade. Isso mostra que 0 processo
neurodegenerativo da DA domina o potencial efeito da idade, além de suscitar
a questdo se nao estariam sendo incluidos nos estudos individuos nas fases
pré-clinicas da DA, ja que o maior fator de risco para a ocorréncia da doenga €
a idade (Burgernee et al., 1999).

Buscando contornar o problema da sobreposicdo que existe nos
ensaios que se utilizam da dosagem da Tau-T, um grupo de pesquisadores
(Ishiguro et al., 1999) desenvolveu um método capaz de detectar a P-Tau
separadamente da Tau normal no LCR e o testou em 36 pacientes com DA e
20 controles. Obtiveram valores de P-Tau aumentados nos pacientes, mas
ainda assim a quantidade de P-Tau era menor que a Tau-T, indicando que a
fosforilacdo era parcial. Ainda houve sobreposicdo entre os resultados de
pacientes com DA e ndo-DA, mas foi menor que se utilizando os ensaios de
Tau-T. Portanto, a dosagem de P-Tau no LCR é um marcador mais especifico
da DA que a Tau-T. Outros estudos reproduzem o mesmo resultado mostrando
que a P-Tau é mais especifica e que o grau de fosforilacdo da Tau varia nas

diferentes condicdes clinicas (Kurs et al., 1998; Vanmechelen et al., 2000).

Nos primeiros anos de 2000, varios trabalhos continuaram mostrando a
relevancia da proteina Tau no LCR para o diagnéstico da DA. Sjogren et al.,
em 2001, observaram em um estudo com 127 pacientes, dos quais 60
diagnosticados com DA provavel e possivel, que a expressdo de Tau-T e P-
Tau foi significativamente aumentada nestes pacientes quando comparados
com os de outras deméncias e os controles. A maioria de mais de 50 estudos
realizados com pacientes com DA e controles, demonstraram haver aumento
da proteina P-Tau de aproximadamente 300%, com sensibilidade e
especificidade de 80-90% (Blennow and Hampel, 2003; Hampel et al., 2008;
Blennow and Zetterberg, 2009; Shaw et al., 2009, Hampel et al., 2010). Usando
os dois marcadores juntos, Tau e BA, o grupo DA foi diferenciado dos
controles, de mesma idade, com uma sensibilidade de 85% e especificidade de
86%. O diagnostico diferencial entre a DA e outras doencas

neurodegenerativas foi insatisfatério (Hasegawa, 2006; Buerger et al., 2006).

Vanmechelen et al. (2000) desenvolveram um ensaio ELISA

especifico para o fosfo-sitio prolina-direcionado, Thr-181 e mostraram sua
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aplicacdo no LCR de pacientes com duas diferentes taupatias: DA e deméncia
frontotemporal (DFT). Os resultados obtidos mostraram  niveis
significativamente mais elevados da P-Tau no LCR de pacientes com DA, e
niveis significantemente diminuidos em pacientes com DFT, comparados com
controles. Neste mesmo trabalho, os autores evidenciaram intima correlagcédo
entre 0s niveis liquoricos de Tau-T e P-Tau, sugerindo que o grau de
fosforilacdo difere entre as doencas, como observado anteriormente. A selecéo
deste sitio em particular tem as seguintes justificativas: 1) é um sitio de
fosforilacdo relativamente isolado na regido rica em prolina; 2) € fosforilado
preferencialmente por quinases prolina-direcionadas; e 3) o peptideo sintético
usado para a padronizacao é de pequeno tamanho. O desenho deste peptideo
foi baseado no mapeamento detalhado da P-Tau e dos anticorpos Tau,
reconhecendo todas as isoformas Tau. O mesmo padréo foi observado em
estudo (Buerger et al., 2002a) com P-Tau-Thr-231 obtendo sensibilidade 90,2%
e especificidade de 92,3% em diferenciar DA de DFT.

No ano seguinte, outro grupo (Sjogren et al., 2001) avaliou a P-Tau,
fosforilada em Thr-181 e a Tau-T no LCR de pacientes com DA provavel e
possivel, com DV, com DFT, com DDP e controles normais. Os resultados
obtidos foram os seguintes: Tau-T e P-Tau encontravam-se aumentadas em
2/3 dos pacientes com DA provavel, em metade dos pacientes com DA
possivel, mas normais em pacientes com DV, DFT, doenca de Parkinson e em

controles normais.

Outros grupos realizaram trabalhos utilizando imunoensaios para
proteina P-Tau em outros sitios de fosforilacdo, como a P-Tau-Thr-231.
Buerger et al. (2002) avaliaram longitudinalmente 77 pacientes com CCL
quanto aos niveis liquéricos de P-Tau-Thr-231 e Tau-T, além de 55 pacientes
com DA provavel e 30 controles normais. Dos 77 pacientes com CCL, 39
apresentaram declinio nos escores de MEEM e 26 converteram para DA
provavel. A andlise dos resultados obtidos mostrou que os niveis de P-Tau 231
foram elevados nos pacientes com CCL quando comparados aos controles.
Niveis elevados de P-Tau, mas ndo de Tau-T, no inicio do estudo,
correlacionaram-se com a perda anual de pontos no MEEM dos pacientes com
CCL, bem como com a converséo para DA. Esta conclusdo corrobora recentes

trabalhos que evidenciaram que lesdes DA-relacionadas afetam a estrutura e
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funcdo cerebral antes mesmo do inicio da deméncia. Entretanto, a confirmagéo
desses achados é necessaria antes de se determinar niveis de corte validos

para o diagnostico da DA em fase de CCL.

Em um estudo comparando Tau-T e P-Tau (Thr 181) como
marcadores bioldgicos para o diagnostico de doenca de Creutzfeldt-Jakob (Van
Everbroeck et al., 2002) observou-se que niveis elevados de Tau-T possuem
sensibilidade diagndstica de 92% e especificidade de 97%. Os niveis de P-Tau
também se encontram elevados, quando comparados com DA, DV, DFT, CCL
e outras doencas neurolégicas, mas distingue-se um subgrupo onde niveis
mais elevados de P-Tau correlacionam-se clinicamente com importante
aumento na velocidade de progressdo da doenca, inicio precoce de mutismo

acinético e maior taxa de eletroencefalogramas tipicos.

E muito importante que o diagndstico da DA seja estabelecido da
maneira mais precisa possivel. Para isso deve-se excluir outras causas de
deméncia como é o caso da DV, a segunda maior causa de deméncia em
paises ocidentais (Qiu et al., 2007; 2009). Tal fato implica em maior dificuldade
no diagnéstico da DA, pois a prevaléncia de ambas as causas de deméncia
aumenta com a idade e estas podem ser co-existentes. Ndo € suficiente um
exame de imagem que mostre alteracdes isquémicas antigas no cérebro do
paciente demente para inclui-lo no grupo de pacientes com DV, pois se sabe
gue isquemias silenciosas ou isquemias na profundidade da substancia branca
também podem ser encontradas nos exames de imagem de pacientes com DA
tipica. Com o objetivo de melhorar a acuracia diagnoéstica desses dois tipos de
deméncia, alguns trabalhos concentram-se em estudar as possiveis diferencas
entre a proteina Tau no LCR de pacientes com DA e DV e, apesar dos
resultados controversos obtidos pelos mesmos, a maioria reconhece nao haver
aumento da proteina Tau no LCR de pacientes com DV (Andreasen et al.,
1996; Arai et al., 1998; Sjogren et al., 2001; Wallin et al., 1999; Alafuzoff et al.,
2000; Andreasen et al., 2001).

Ja foram desenvolvidos diferentes imunoensaios capazes de detectar a
P-Tau em diferentes sitios de fosforilagcdo no LCR. Niveis de P-Tau ao nivel da
treonina 181 (fosfotau-Thr 181) sdo elevados em pacientes com DA guando

comparados a pacientes com outras deméncias e controles normais (Parnetti et
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al., 2001; Sjogren et al., 2001). Itoh et al. (2001) demonstraram no LCR que a
P-Tau ao nivel da serina 199 (fosfotau-Ser 199) discrimina entre individuos
com DA e outras deméncias com sensibilidade e especificidade de 85%. Outro
grupo, utilizando um bioensaio para P-Tau na Thr-231 obteve sensibilidade de
87% e especificidade de 97% em distinguir DA de outras doencas neuroldgicas
(Kohnken et al., 2000), o que foi confirmado por outro estudo (Buerger et al.,
2002b) obtendo sensibilidade de 90,2% e especificidade de 80% na
diferenciacdo de pacientes com DA de individuos com outras doencas

neurolégicas.

Em 2002 outro trabalho publicado (Hu et al., 2002) desenvolveu um
ensaio capaz de detectar a P-Tau fosforilada ao nivel da Ser396/Ser404 e
mensurou seus niveis no LCR de pacientes e controles obtendo, através da
razdo P-Tau Ser 396/ Ser 404 e Tau-T, sensibilidade de 96% e especificidade
de 95%, 86%, 100% e 94%, comparando-se 0s niveis na DA com controles
normais, outras doencas neurologicas, DV e com o0s trés grupos controle
combinados, respectivamente. Neste estudo, foram avaliados pacientes com
diversos graus de deméncia e as fracbes Tau encontravam-se aumentadas
inclusive nos estagios iniciais, o que ja havia sido observado em outros
trabalhos (Hulstaert et al., 1999; Hampel et al., 2001).

Elevacdo dos niveis das proteinas Tau-T e P-Tau no LCR e a reducao
dos niveis de proteina BA-42 séo caracteristicos de DA. Estudos evidenciaram
gue a reducgdo na taxa entre BA-42/P-Tau pode ajudar a distinguir os pacientes
com DA inicial daqueles com DFT (Schoonenboom et al., 2004) e identificar
agueles pacientes com CCL que mais tarde desenvolverdo DA (Hansson et al.,
2006; Ewers et al., 2007). No entanto, qualquer diagndstico por biomarcador
precisa ser biologicamente plausivel. Na auséncia de um Unico diagndstico
adequado, a combinacdo de biomarcadores pode vir a aumentar a precisao do
teste diagndstico.

Em 2003, Sunderland et al. em um estudo com 208 participantes, dos
quais 136 com diagnostico de DA e 72 controles cognitivamente saudaveis,
realizaram a analise do LCR quanto a dosagem de proteinas Tau-T e P-Tau e
observaram um aumento na expressao destas proteinas e paralelamente a

diminuicao da proteina BA no grupo DA em comparagdo com o grupo controle.
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Hampel et al., (2004b) realizaram um estudo com 161 pacientes, entre
eles pacientes com diagnostico de DA e outras deméncias, além de controles
cognitivamente saudaveis. Ao realizar a quantificacdo da proteina P-Tau
observaram elevacdo na expressdo desta proteina no grupo DA quando
comparado aos demais grupos de outras deméncias (outras desordens
neuroldgicas, DFT, CCL). Essa diferenca foi observada nos trés epitopos de P-
Tau (P-Tau-181, P-Tau-199 e P-Tau-231) usados no estudo. O mesmo
resultado foi observado, quando comparou o grupo DA com o controles.
Portanto, eles concluiram que a presenca da proteina P-Tau no LCR, se
aproxima aos critérios requeridos para o0 uso desta proteina como um
importante e diferencial biomarcador para DA, principalmente para distingui-la

de outras deméncias.

Em 2006, Ibach et al., realizaram um estudo prospectivo para avaliar a
acuracia das proteinas P-Tau, Tau-T e BA no LCR através do método de
ELISA. Foram incluidos neste estudo, individuos com DA, controles saudaveis,
e com OD (deméncias ndo-DA e psiquiatricas). No total foram avaliados 219
individuos. Ao comparar pacientes com DA e controles saudaveis, verificou
sensibilidade e especificidade da ordem de 88% e 80%, respectivamente, para
P-Tau e Tau-T. Com este estudo eles verificaram que apesar de uma
sobreposicdo residual significativa entre 0s grupos estudados, o0s
biomarcadores presentes no LCR sao adequados para o diagnostico da DA na

clinica.

Em 2007, Fargan et al., com o objetivo de determinar a utilizacao da P-
Tau, Tau-T e BA como biomarcadores diferenciais para DA, quando comparada
a outras deméncias, realizaram um estudo longitudinal, composto de 139
individuos com diagnéstico de DA, DFT, DCL, DV e controle sem deméncia.
Foram analisados tanto o LCR quanto o plasma destes individuos durante um
periodo de um a oito anos. Depois das analises, eles concluiram que ha um
perfil semelhante na expressdo destes biomarcadores tanto no estagio inicial
da doenca quando em estagios mais avancgados. Ainda, neste mesmo trabalho,
foi sugerido que as razdes entre Tau-T /BA-42 e P-Tau/BA sdo medidas
promissoras para predizer deméncia em idosos cognitivamente normais (> 60

anos de idade).
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Andreasen et al (2008) a partir de um estudo com 241 pacientes, sendo
105 com DA provavel, 58 DA possivel, 23 com DV, 20 com CCL, 9 com DCL, 3
com outras disordens neurologicas, 5 com disordens psiquiatricas e 18
individuos ndo dementes, verificaram um aumento nos niveis de proteina Tau e
decréscimo de proteina BA no LCR na DA possivel e provavel quando

comparados ao grupo ndo demente.

Em 2009, Tapiola et. al., em estudo de confirmacdo neuropatoldgica,
obtiveram, a partir da razdo entre a proteina P-Tau e BA, sensibilidade de
91,6% e especificidade de 85,7%, com uma acurécia de 90,2%, em relagéo a
presenca de placas neuriticas no cérebro, concluindo que essa combinacéo

entre os dois biomarcadores pode ser util no diagndstico de DA.

Forlenza et al. em 2010 realizaram revisdo sistematica de varios
estudos, observando aumento consistente da concentracdo de proteina Tau-T

e P-Tau nos pacientes com DA nos diferentes trabalhos publicados.

A quantificacdo da Tau-T no LCR foi extensamente demonstrada
como sendo um marcador sensivel em diferenciar pacientes com DA de
controles normais (Hampel et al., 2010). Entretanto, ela é menos especifica no
contexto de outras doencas neuroldgicas e outras deméncias, provavelmente
por refletir a liberacdo da Tau apOds a morte neuronal que ocorre nestas

doencas bem como na DA (Arai et al., 1997; Hampel et al., 2010).
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1.6.2.3 PROTEINA TAU NA MUCOSA ORAL

Com o avanco dos estudos sobre as alteracbes patoldgicas
no tecido ndo neuronal da DA, a aplicabilidade de outros marcadores
diagndsticos, com diversidade bioldgica, foi expandida.

Em contraste com a biépsia da pele para o estudo de fibroblastos, o
epitélio oral € composto de um unico tipo de epitélio escamoso estratificado.
Usando este epitélio, Hattori et al. (2002) estabeleceram um método para a
determinacdo de proteinas epiteliais e testaram a sua aplicabilidade para o
diagnoéstico da DA. O epitélio oral foi esfoliado de 34 pacientes com DA e 29
pacientes com DV e 33 jovens e 34 controles emparelhados por idade. A
técnica de Western blot foi utilizada para determinar o peso molecular da
proteina Tau oral. O nivel de proteina foi determinado por ensaio
imunoenzimético (ELISA) no LCR, sendo posteriormente feita a comparacéo
com os dados obtidos pelo Western blot. Como resultado, foram observadas
duas bandas, uma de 65 Kd outra de 110 Kd. O nivel de proteina no epitélio
oral mostrou correlacéo positiva significativa com os do LCR. Os pacientes com
DA tinham niveis significativamente mais elevados de proteina Tau-T do que 0s
pacientes com DV e controles. Pacientes com DA com idade mais baixa ao
inicio do estudo apresentaram niveis mais elevados de proteina Tau-T que o0s

pacientes com idade mais avancada no inicio da doenca.



JUSTIFICATIVA 28

2 JUSTIFICATIVA

Com o aumento na expectativa de vida da populacdo mundial, as
doencas que causam deméncia sdo importante foco em saude publica.
Considerando a elevada prevaléncia e incidéncia da DA, é necessario que se
desenvolvam técnicas diagnosticas especificas e de aplicacdo precoce no
curso da doenca, possibilitando o surgimento de novas formas de tratamento,
ou mesmo de prevencdo da doenca para que se possa combater a epidemia

gue se anuncia para as proximas décadas.

Nesse sentido, o biomarcador ideal para a DA é aquele que permite
detectar caracteristicas fundamentais da neuropatologia e que seja validado
em casos com diagndstico confirmado por exame anatopatologico. Deve ter
sensibilidade diagnéstica superior a 80% na deteccdo da DA e especificidade
maior que 80%, a fim de distinguir os casos da doenca de outras deméncias.
Deve ser confiavel, reproduzivel, ndo-invasivo, simples de ser trabalhado e de

custo baixo (Aging Working Group, 1998).

A maioria dos estudos publicados se refere aos continentes da América
do Norte, Europa e Asia, especificamente o Japdo. S&o poucos os estudos
realizados publicados na América do Sul, em especial no Brasil. Sendo assim,
se faz necesséaria uma investigacao sistematica em nosso territério, onde a
populacdo brasileira estd envelhecendo e doencas relacionadas ao
envelhecimento estdo se tornando cada vez mais frequentes. Além disto, a
investigacdo de biomarcadores em novos materiais biolégicos, como saliva e
mucosa pode representar grande contribuicdo, uma vez que nao existem

trabalhos publicados com estes materiais.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

e Investigar os niveis de proteinas Tau-T, P-Tau e BA no LCR, saliva e
mucosa oral de pacientes com DA, pacientes com deméncia ndo-DA e
individuos controles cognitivamente saudaveis, com o intuito de

identificar biomarcadores adicionais para o diagnoéstico da DA.

3.2 ESPECIFICOS

e Comparar os niveis de proteina Tau-T, P-Tau e BA no LCR de pacientes
com DA, pacientes com deméncia ndo-DA e controles cognitivamente

saudaveis;

e Comparar os niveis de proteina Tau-T, P-Tau e BA na saliva de
pacientes com DA, pacientes com deméncia ndo-DA e controles

cognitivamente saudaveis;

e Correlacionar os niveis da proteina Tau-T, P-Tau e BA no LCR e na
saliva de pacientes com DA, pacientes com deméncia nao-DA e

controles cognitivamente saudaveis;

e Avaliar a expressao da proteina Tau no epitélio bucal de pacientes com
DA, com outras deméncias ndo-DA e controles cognitivamente

saudaveis.
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4 POPULACAO E METODOS

4.1 POPULACAO

Foram incluidos no estudo 84 individuos divididos entre trés grupos

amostrais:
- Grupo 1: 33 pacientes com diagnostico de DA provavel.
- Grupo 2: 22 pacientes com diagndéstico de deméncia nao Alzheimer;
- Grupo 3: 29 individuos cognitivamente saudaveis (controles);

Todos os participantes eram oriundos do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG).
Os pacientes dos Grupos 1 e 2 foram recrutados no Ambulatério de Neurologia
Cognitiva do HC-UFMG. J& os controles (Grupo 3) foram recrutados no bloco
cirdrgico do HC-UFMG.

O recrutamento e a coleta do material para analise foram realizados no
periodo de Marco de 2007 a Setembro de 2011.

Os critérios de incluséo foram:

- No Grupo 1 - foram incluidos pacientes com diagnéstico de DA provavel
de acordo com os critérios do NINCDS-ADRDA (McKhann et al., 2011),
submetidos ao MEEM (Folstein et al., 1975; Brucki et al., 2003) (anexo 1) e a
escala FAST (Functional Assessment Staging) (Reisberg, 1988),

independentemente de idade e género.

- No Grupo 2 - foram incluidos pacientes com outras deméncias
degenerativas, como DFT (Neary et al., 1998), degeneracéo corticobasal (Gibb
et al., 1992), afasia progressiva primaria (Gorno-Tempini, 2011), CCL (Winblad
et al., 2004), DDP (Emre et al., 2007), atrofia cortical posterior (Kirshner e
Lavin, 2006), ou DV (Roman et al., 1993). Todos os pacientes deste grupo
foram submetidos ao exame do MEEM.

- O grupo 3 - foi constituido por individuos sem queixas de
comprometimento cognitivo e com desempenho considerado normal no MEEM

para a sua faixa de escolaridade, submetidos a cirurgias com raquianestesia,
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com diferentes diagndsticos ndao neuroldgicos: nefrolitiase, cancer de prostata,

hiperplasia de préstata e osteoatrose de joelho.

Pacientes e controles ndo podiam apresentar lesées da mucosa bucal, de
modo a permitir adequada coleta de esfregagcos da mucosa e amostras de

saliva.

Como critérios de elegibilidade para inclusdo de casos no estudo foram
selecionados pacientes tanto do sexo masculino quanto feminino, sem
distincdo de grupo social, raca e nivel de alfabetizacdo. Pacientes do quais
tinhamos tanto o LCR, quanto o raspado da mucosa oral. A falta de obtencdo
do material saliva, ndo foi objeto de exclusdo em nosso trabalho. Nove
pacientes do grupo DA, 10 do grupo OD e 08 do grupo CT, foram incluidos no
estudo, mas a saliva nao foi analisada, por ndo ter sido obtida no dia dos

exames.

Os critérios de exclusao, para os trés grupos, foram: tabagismo, etilismo,
hipertensdo arterial, diabetes mellitus ou tireoidopatias sem o devido
tratamento, e tratamentos quimioterpicos e radioterdpicos prévios. Foram

excluidos também, aqueles individuos que néo foi possivel a coleta do LCR.

Com relacéo aos dados epidemioldgicos temos:

- SEXO: Dos 84 participantes, 50 eram mulheres e 34, homens. Entre as
mulheres, 25 pertenciam ao grupo DA, 8 ao grupo OD e 17 ao grupo CT.
Quanto aos homens, 8 estavam no grupo DA, 14 no grupo OD e 12 no grupo
CT.

- IDADE: A idade média dos participantes do estudo foi de 65,5 + 14,7

anos, com idade minima de 46 anos e maxima de 91 anos.

- ESCOLARIDADE: A escolaridade média de nosso grupo foi de 5,6 *
3,8 anos, variando de 0 a 16 anos.

Os dados citados aqui, estéo listados no anexo

Todos os participantes foram submetidos a punc¢éo lombar com coleta
de LCR, além de coleta de amostra de saliva e de células da mucosa oral do

assoalho bucal, dorso de lingua e mucosa jugal.
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4.2 COLETA E PROCESSAMENTO DE MATERIAL
4.2.1 CELULAS DA MUCOSA

42.1.1 COLETA

Para coleta das células da mucosa bucal foram usadas escovas
cervicais descartaveis, uma para cada sitio de coleta. As células coletadas
foram preparadas para a técnica de Western blot. A coleta consistia em passar
a escova na mucosa, fazendo movimentos rotacionais com forga moderada.
Para o Western blot a escova cervical era introduzida num frasco tipo
Eppendorf® contendo meio de cultura Dulbecco’s Eagle Medium contendo
suspensao antifungica e antimicética. Para armazenamento das células, a
escova era girada até que células contidas na escova fossem transferidas para
o frasco. Essas manobras foram realizadas para cada um dos trés sitios de

coleta.

4.2.1.2 PROCESSAMENTO

O processamento das células da mucosa consistia em, apos a coleta,
centrifugar o material a 1500rpm por 10 minutos, descartar o sobrenadante e
depois lavar com 1 ml de iodo povidona a 2%, colocar no vortex até
homogeneizar. Logo apés, centrifugar a 1500rpm por 5 minutos, descartar o
sobrenadante e lavar com 1 ml de PBS estéril (10 mmol/l, pH 7,4). Este
procedimento foi realizado mais uma vez, com o congelamento do pellet, para

posterior uso no Western blot.

4.2.1.3 ANALISE DA EXPRESSAO DA PROTEINA TAU EM CELULAS
EPITELIAIS DA MUCOSA BUCAL PELA TECNICA DE WESTERN
BLOT
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4.2.1.4 EXTRATOS PROTEICOS CELULARES

Os extratos de proteinas totais das células epiteliais foram preparados
de acordo com o método previamente descrito por Sousa e colaboradores
(2005). Apos a lavagem das células com PBS 1x o sobrenadante foi
completamente descartado. Em seguida as células foram lisadas pela adicédo
de 1mL da solucédo de lise (SDS 1% , 1% Triton X-100, 100 mM Tris/HCI, pH
8.0, 10% glicerol, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 25mM
NaF, 2.5 pg/ml leupeptina, 5 pg/ml aprotinina, and 1 mM sédio ortovanato de
s6dio), vortexadas e deixado em banho de gelo por 15 minutos. Posteriormente
o lisado foi transferido para tubos de 1,6 mL e centrifugado a 13.000 rpm em
microcentrifuga Eppendorf® modelo 5417R por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado, aliquotado em tubos Eppendorf® de 0,6 mL e
guardados a —20°C até o momento de uso. A concentracao das proteinas totais
foi determinada utilizando o reagente de Bradford, e depois espectrofotometria
a 595nm, através do “Kit Bio-Rad Assay” (Bio-Rad Hercules, CA).

4.2.1.5 FRACIONAMENTO ELETROFORETICO E TRANSFERENCIA DAS
PROTEINAS TOTAIS

Foram misturadas 40-50ug das proteinas totais com tampé&o de amostra
5 vezes concentrado [Tris-HCI 150 mM (pH 6,8), B-mercaptoetanol 15%,
dodecil sulfato de sédio (SDS) 6%, azul de bromofenol 0,3%, glicerol 25%,
fervidas por 5 min e separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS
(PAGE) 10% a 100 V por 1,5 h e transferidos para membrana de nitrocelulose
(Hybond™ ECL™, GE, Healthcare) conforme protocolo do “Kit Bio-Rad
Transferency” (Bio-Rad Laboratories, USA). A transferéncia foi efetuada
durante 1h e 30 minutos a 350 mA em tampao Tris-base 48 mM (pH 8,4),
glicina 39 mM, SDS 0,037% e metanol 20%. ApOs transferéncia, as
membranas foram coradas com “ponceau” para visualizacdo da eficiéncia da
mesma, além da informacdo prévia sobre a equivaléncia das quantidades de
proteinas aplicadas nas diferentes canaletas. As membranas foram bloqueadas

por 1 hora a temperatura ambiente utilizando-se 0,1% de Tween-20 contendo
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4% de leite em po desnatado (Sousa et al., 2005). Apos este tempo, foi lavada
trés vezes com PBS contendo 0.1% Tween-20, e entdo incubada com os

anticorpos especificos (1:1000).

4.2.1.5.1 REACAO COM ANTICORPOS E REVELACAO

Foram utilizados os anticorpos monoclonais (Pierce Biotechnology, USA)
Tau anti-humano (clone BT2) e/ou anti-humano PHF-Tau (clone AT8), os quais
reconhecem a forma total e fosforilada da proteina Tau, respectivamente. As
membranas foram incubadas com os anticorpos a 4°C por 18 — 20 horas em
solucdo de PBS/Tween contendo 5% de BSA (albumina bovina sérica) na
diluicdo de 1:1000 e foram lavadas novamente em PBS/Tween por trés vezes e
incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente com o anticorpo secundario
ligado a peroxidase na diluicdo de 1:3000 (anti-camundongo - Santa Cruz
Biotechnology) em solucdo PBS/Tween contendo 5% de leite em po
desnatado. ApGs nova sessao de lavagens por trés vezes em PBS/Tween as
membranas foram incubadas em solugdo reveladora “ECL-Plus” (GE,
Healthcare), expostas contra filme de raio X em intervalos de 30 seg. a 20 min.
(Hyperfilm ECL, GE, Healthcare) e reveladas utilizando-se revelador e fixador
(Kodak), segundo recomendacBes do fabricante. Os niveis de expressédo da
Tau-T e P-Tau foram quantificados através de analise de densitometria
utiizando o programa ImageJ (Image Processing and Analysis in Java).

Alteracdes nos niveis de expressao foram expressos como unidade arbitraria.
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4.3 SALIVA

4.3.1.1 COLETA

A saliva foi coletada com a utilizacao de frascos do tipo Salivette®, que
consistem de tubo plastico contendo um rolo de algodao e um filtro plastico. O
rolo de algodéo era introduzido na boca do individuo, apds o que se aguardava
de dois a trés minutos. Caso o participante fosse capaz, podia-se pedir para
gue movimentasse gentilmente o algodao na boca a fim de estimular o fluxo

salivar. Apos a coleta 0 algodao era devolvido ao frasco.

4.3.1.2 PROCESSAMENTO

No laboratério a saliva, era submetida a centrifugacdo, durante cinco
minutos a 1500 rotacdes por minuto (rpm). Apds a centrifugacdo o algoddo do
Salivette® era descartado, o material era diluido de 1:1 em solucdo tampao de
citocinas e a saliva separada em aliquotas de 200 pL e armazenada em tubos
do tipo Eppendorf® para serem quantificadas as proteinas BA, Tau-T e P-Tau
através do método de ELISA, mesmo método utilizado na quantificacdo destas

proteinas no LCR .
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4.4 LCR
441 COLETA

A puncdo lombar para coleta do LCR foi realizada por um médico
previamente treinado, em ambiente hospitalar. Para a coleta o paciente era
posicionado em decubito lateral, com anteflexdo forcada da cabeca e dos
membros inferiores. Ap0s o paciente posicionado, 0 médico determinava o
ponto de introducdo da agulha, que consiste no espaco vertebral existente
entre a terceira e a quarta vértebras lombares. Apos a determinacao do local
da puncdo o médico calgcava luvas estéreis e realizava antissepsia com solucéo
iodada degermante, seguida de solucdo alcodlica iodada. Logo depois da
antissepsia era feito um botdo anestésico com lidocaina 1% no local de
introducdo da agulha. Quando o espaco subaracndideo era alcancado o
mandril era retirado e podia-se observar o fluxo de LCR. Neste momento o
liguor era coletado em dois tubos estéreis do tipo Eppendorf®, num volume
total de 1,5mL que seriam posteriormente identificados. O volume de LCR é
inferior ao proposto na literatura — 10ml, porém devido as dificuldades no ato da
coleta, padronizou-se este volume. O local da antissepsia era limpo com gaze
Uumida para remocao de residuos da solucdo iodada e um curativo adesivo era

colocado no local.

4.4.1.1 PROCESSAMENTO DO MATERIAL

As amostras de LCR foram armazenadas em tubos do tipo
Eppendorf® e entdo congeladas em freezer -20°C, até serem processadas

para a quantificacdo das trés proteinas em questdo pelo método de ELISA.

4.4.1.2 ANALISE DO LCR

Todas as amostras foram obtidas através de puncéao lombar. Foram
colhidos 1,5 ml em tubos de polipropileno e submetidos a analise de rotina
(citologia, bioquimica e eletroforese de proteinas, além de reacdes
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imunoldgicas para sifilis), em um periodo sempre menor do que seis horas do
momento da coleta. Foram excluidas as amostras com mais de 500 hemacias
/campo, para ndo comprometer as amostras. ApOs analise de rotina e
centrifugacdo do material a 1500 rpm por 10 minutos, as aliquotas destinadas a
dosagem da P-Tau, Tau-T e BA foram identificadas e armazenadas a —20°C
em freezer especifico no Laboratorio de Imunofarmacologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas - ICB, UFMG.

As concentragbes de P-Tau, Tau-T e BA (1-42) foram determinadas
através de reacdo de ELISA padronizada nos kits INNOTEST® PHOSPHO-TAU
asip) INNOTEST® h-TAU Ag, e INNOTEST® B-amiloide (142 (Innogenetics,

Ghent, Belgium), respectivamente.

O INNOTEST® PHOSPHO-TAU (181p) € Um imunoensaio enzimatico em
fase solida para a determinacao quantitativa de Tau fosforilada no LCR, no qual
a proteina P-Tau ou fragmentos sédo capturados por um primeiro anticorpo
monoclonal, HT7. As amostras de LCR séo adicionadas e incubadas com um
anticorpo marcado com biotina, AT270bio. Este complexo antigeno-anticorpo é
entdo detectado por peroxidase marcada com estreptavidina.

Apos a adicao do substrato, as amostras positivas desenvolveram cor e
foram lidas na absorbancia de 450 nm e 690 nm. As absorbancias meédias
foram, entdo, calculadas para as solucdes-padrdo e para as amostras
desconhecidas. Nenhum valor individual diferiu em mais de 20% de seu par
feito em duplicata, ndo sendo necessaria, assim, a repeticdo de nenhum teste.

O valor de corte foi de 550pg/ml.

O INNOTEST® hTAUAg é um imunoensaio enzimatico em fase sélida,
no qual a proteina Tau humana é capturada pelo primeiro anticorpo monoclonal
(AT120) ligado na fase sdlida. As amostras de LCR s&o adicionadas em
volumes de 25ul e incubadas subsequentemente com dois anticorpos
monoclonais especificos da Tau marcados com biotina (HT7 e BT2). Os trés
anticorpos monoclonais reconhecem diferentes determinantes antigénicos na
proteina Tau. Estes anticorpos sao detectados por uma peroxidase marcada
com estreptavidina. Depois de adicionar este substrato, as amostras positivas

desenvolvem uma coloracdo azul. A reagdo € interrompida pela adicdo de
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acido sulfurico que produz uma cor amarela. A absorbancia é medida a 450nm.

O valor de corte foi de 375pg/ml.

O INNOTEST® B-amiloide .42 também é um imunoensaio enzimatico em
fase solida para a determinagéo quantitativa da proteina BA(-42) no LCR. A BA
€ capturada primeiro por um anticorpo monoclonal (21F12) ligado na fase
sélida. As amostras de LCR séo adicionadas em volumes de 25pul e incubadas
subsequentemente com um anticorpo marcado com biotina (3D6). Este
anticorpo € detectado por uma peroxidase marcada com estreptavidina. Depois
de adicionar o substrato, as amostras positivas desenvolvem uma coloracdo
azul. A reacado é interrompida pela adicdo de acido sulfarico que produz uma

cor amarela. A absorbéancia é medida a 450nm e o valor de corte de 52pg/ml.

Uma curva-padréo foi construida colocando os valores médios de
absorbéancia obtidos para cada solugcdo padrao no eixo vertical (y) e as
correspondentes concentracdes no eixo horizontal em pg/ml (x). Obteve-se,
assim, uma curva sigmoidal em concordancia com a curva-padrdo sugerida

pelo kit.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas dos resultados obtidos no LCR e saliva foram
efetuadas pelos testes de Kruskal-Wallis e Mann Whitney, adequadas ao
protocolo experimental. Foram utilizados os testes ndo paramétricos, pois 0s
valores de todas as variaveis, com excecdo da variavel idade, ndo tiveram
distribuicdo normal de acordo com Shapiro-Wilk.

Para a variavel idade, foi utilizado o teste One Way Anova e teste post-
hoc o teste de comparagdo mdultipla — LDS (Least Significant Difference).
Valores de p menores do que 0,05 (p < 0,05) foram considerados como
indicativos de significancia.

Posteriormente, os grupos foram comparados entre si empregando-se o
teste post-hoc corre¢édo de Bonferroni. Valores de p menores do que 0,05 (p <
0,017) foram considerados como indicativos de significancia.

Correlagfes entre as variaveis foram calculadas utilizando os testes de
correlagdo de Spearman, uma vez que também nado foi observada uma
distribuicao normal entre os resultados. Os resultados das analises foram
considerados significativos quando p < 0,05.

Para a afericdo da sensibilidade e especificidade de nossos resultados,
foi utilizada a curva ROC.

Para verificar a significAncia entre os achados na mucosa utilizou-se o
teste One Way Anova com post-hoc correcdo de Bonferroni. Valores p menores
que 0,05 (p<0,017) foram considerados indicativos de significancia.

Todas as comparacdes estatisticas foram efetuadas utilizando-se o
pacote estatistico SPSS for Windows, release 11.5.1; SPSS Inc, Chicago,

lllinois.

4.6 ASPECTOS LEGAIS DE BIOETICA
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O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG)
(Protocolo CAAE — 0221.0.203.000-06 em 05/07/2006), obedecendo ao exigido
pela legislagéo brasileira, conforme as resolu¢des CNS n°® 196/96 e 304/00 do
Conselho Nacional de Saude, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisas Envolvendo Seres Humanos (Anexo 2). ApoOs aprovacao do
COEP/UFMG e antes do inicio da realizacdo do projeto, o mesmo foi ainda
submetido a aprovagdo da DEPE-Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensdo do
HC/UFMG, conforme a Norma 01/98.

O participante e/ou seu responsavel foram esclarecidos sobre os
objetivos da pesquisa e foi solicitada a assinatura de um termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 3) pelo paciente — bem como de um
familiar nos casos de deméncia — para a participacdo no estudo. A participacéo
sé ocorreu apos leitura e assinatura, de livre e espontanea vontade, desse
documento. Os individuos ndo foram identificados pelo nome e sim por cédigos
para identificacdo das amostras, de forma a manter o sigilo em relacdo aos

dados pessoais.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DOS GRUPOS DE ACORDO COM OS DADOS
SOCIODEMOGRAFICOS E CLINICOS.

5.1.1 GENERO

Com relacdo ao género, observa-se predominancia de mulheres no
grupo DA e de homens no grupo OD, como mostrado na Tabela 2. Na analise
de residuos que foi feita observou entdo que no grupo DA a maioria do grupo &
de mulheres, que estdo em numero menor no grupo OD, enquanto que para o
sexo masculino, a maioria dos homens estd agrupada no grupo OD e a
minoria, no grupo DA.

Tabela 2 - Determinagcédo e comparacao do género entre os pacientes dos grupos DA, OD e
CT. Teste utilizado: Qui-Quadrado.

Diagnostico Feminino Masculino Valor p
DA 25** (50%) 8* (23,5%)
oD 8* (16,0%) 14** (41,2%) p =0,014
CT 17 (34,0%) 12 (35,3%)

* o residuo ajustado foi menor que -1,96.
** o residuo ajustado foi maior que +1,96.
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5.1.2 IDADE

A Unica variavel que tem distribuicdo normal de acordo com Shapiro-Wilk
em nosso estudo é a variavel idade. Ao compararmos as médias das idades
entre os grupos utilizamos o método ANOVA, sendo observada diferenca

significativa entre os grupos diagnaosticos (Grafico 1).
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Gréfico 1 - Gréafico demonstrativo da distribuicao de idade entre os trés grupos:
DA, ODeCT

Tabela 3 - Médias e desvios-padréo obtidos a partir da variavel idade entre os grupos

DAODeCT
Diagndéstico Média (anos) Desvio Padréao Valor de p
DA 74,30 10,22
oD 60,50 9,99 p< 0,0001
CT 59,28 13,68
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Quando comparamos o0s trés grupos para verificarmos em quais deles
havia diferenca significativa, utilizamos o teste de comparacao mdltipla, LSD e
obtivemos os seguintes resultados (Tabela 3).

Tabela 4 - Teste de comparagdo multipla para a variavel idade entre os grupos DA, OD e CT

Comparacdao entre os Valor de p
grupos

DA x OD p < 0,0001

DAXCT p < 0,0001

OD x CT p=0,707

De acordo com a Tabela 4, observamos que a diferencga significativa

referente a variavel idade é encontrada entre os grupos DA versus OD e DA

versus CT (p<0,0001).
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5.1.3 ESCOLARIDADE
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Ao analisarmos a escolaridade dos trés grupos de nosso estudo nao foi

observada diferenca significativa entre eles, como observado na Tabela 5. A

mediana tem valores muito semelhantes entre os trés grupos estudados

(Gréfico 2).

Tabela 5 - Quadro com os valores de mediana, intervalo interquartil e valor p determinados
entre os grupos DA, OD e CT com relacéo a variavel escolaridade.

Intervalo
Diagnostico Mediana (anos) Intergquartil (anos) Valor de p
DA 4 4
oD 6,5 7 p=0,159
CT 4 3
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Graéfico 2 - Grafico demonstrativo da distribuicdo da escolaridade entre os grupos:
DA, OD e CT.
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5.1.4 MEEM

Realizamos a andlise comparativa entre os trés grupos de acordo com

os valores obtidos no MEEM (Gréfico 3).
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Grafico 3 - Gréafico demonstrando valores do MEEM existente entre os grupos:
DA, OD e CT.

Ao realizarmos o teste de Kruskal-Wallis observamos que existe uma
diferenca significativa entre os grupos quanto a variavel MEEM (Tabela 6).
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Tabela 6- Valores da mediana, intervalo interquartil e valor p determinados entre os grupos DA,

OD e CT com relacado a variavel MEEM..
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Intervalo
Diagnostico Mediana (pontos) Interguartil Valor de p
(pontos)
DA 17 8
oD 18 13 p<0,0001
CT 25 4

Ao compararmos os resultados entre 0s grupos, observamos que esta
diferenca esta presente nos grupos DA versus CT e OD versus CT (Tabela 7).

Tabela 7 - Comparacédo entre 0s grupos estudados para determinar o valor p
Comparacéo entre os Valor de p
grupos
DA x OD p=0,845
DAXxCT p < 0,0001*
ODxCT p =0,001*

* Valor significativo usado na correcdo de Bonferroni p<0,017

Ao correlacionarmos o tempo de evolucdo da doenca e o MEEM,
observamos que existe uma correlacdo entre estas varidveis no grupo DA,
sendo que r=-0,507 e p=0,003 sendo um indicativo de que quanto maior o
tempo de evolucao da doenca menor o valor obtido no MEEM. Ja no grupo OD,

nao foi observada significAncia na correlacao destas duas variaveis.
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5.2 ANALISE DOS BIOMARCADORES PRESENTES NO LCR

Analisamos e quantificamos a presenga das proteinas BA, Tau-T e P-
Tau no LCR dos pacientes dos trés grupos pesquisados: grupo de pacientes

com DA, pacientes OD e pacientes cognitivamente saudaveis (CT).

5.2.1 BAnoLCR

No Gréfico 4, verifica-se a concentracao da proteina BA no LCR nos trés
grupos estudados. Observa-se que os niveis de BA estdo significativamente
diminuidos nos pacientes DA quando comparados com os individuos do grupo
CT e no grupo OD quando comparado com 0s pacientes do grupo controle
observa-se também uma diminuicdo significativa, (Tabela 8). Nao se observa
diferenca significativa para esta proteina entre os grupos DA versus OD
(Tabela 9).
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Gréfico 4 - Concentragédo de BA no LCR em pg/ul entre os grupos DA, OD e CT.
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Tabela 8 - Valores da mediana, intervalo interquartil e valor p determinados entre os grupos
DA, OD e CT com relacdo a variavel A no LCR

Intervalo
Diagnostico Mediana Interguartil Valor de p
DA 215,48 201,02
oD 291,48 346,68 p=0,010*
CT 126,27 64,47

Tabela 9 - Comparacéo entre os gru

pos estudados para determinar o valor p

Comparacéo entre os Valor de p
grupos
DA x OD p=0,460
DAXCT p=0,007*
ODXxCT p=0,015*

* Valor significativo usado na corre¢céo de Bonferroni p<0,017
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5.2.2 TAU-T NO LCR
Foi realizada a dosagem da proteina Tau-T no LCR dos pacientes dos

trés grupos, através do teste diagnostico de ELISA obtendo o perfil
demonstrado no Grafico 5.
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Graéfico 5 - Grafico comparativo da expressao de Tau-T no LCR em pg/ul entre os grupos
DA, OD e CT.

Ao compararmos 0s trés grupos observamos que ndo ha diferenca
significativa entre eles com relacdo aos valores das medianas referentes a

concentracéo de Tau-T (Tabela 10).
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Tabela 10 - Valores de mediana, intervalo interquartil e valor p determinados entre os grupos

DA, OD e CT com relacao a variavel Tau-T no LCR.

Intervalo

Diagnostico Mediana Interguartil
DA 144,16 135,42
OD 109,75 133,77
CT 145,33 208,85

Valor de p

p=0,322
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5.2.3 P-TAUNO LCR
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Os niveis de P-Tau no LCR foram significativamente diferentes entre

0s trés grupos estudados, como pode ser observado no Gréfico 6 e na Tabela

11.
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Gréfico 6 - Gréafico comparativo da expresséo de P-Tau no LCR em pg/ul entre os grupos
DA, OD e CT.

Tabela 11- Valores da mediana e intervalo interquartil obtidos a partir da analise da variavel P-

Tau, entre os grupos DA, OD e CT.
Intervalo
Mediana Interquartil Valor de p
Diagnéstico
DA 37,70 27,22
oD 29,44 10,46 p=0,015*
CT 30,74 21,07
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Como foi verificada diferenca significativa, foi feita comparacao 2x2
entre os grupos. Para isto foi utilizado o teste de Mann-Whitney com correcéo
de Bonferroni para determinarmos em qual ou quais grupos verificamos essa
diferenca significativa. Como mostrado na Tabela 12, verificamos uma
diferenca significativa entre o grupo DA versus OD.

Tabela 12 - Comparacédo entre os grupos para determinar o valor p Mann-
Whitney com correcéo de Bonferroni com relacéo a variavel P-Tau

no LCR.
Comparacdao entre os Valor de p
grupos
DA x OD p=0,005*
DAXCT p=0,43
ODxCT p=0,447

* Valor significativo usado na corre¢céo de Bonferroni p<0,017



RESULTADOS 53

5.3 ANALISE DOS BIOMARCADORES PRESENTES NA SALIVA

5.3.1 BA NA SALIVA

Foi realizada a dosagem da proteina BA na saliva dos pacientes dos trés
grupos. Os resultados obtidos para esta proteina podem ser observados no

Grafico 7.
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Gréfico 7 - Concentracao de BA na saliva em pg/ul entre os grupos DA, OD e CT.

Ao analisarmos as medianas obtidas entre os grupos, observamos

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (Tabela 13).
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Tabela 13 - Valores da mediana, intervalo interquartil e valor p com relagdo a variavel BA na
saliva n os grupos DA, OD e CT.

Intervalo
Diagndstico Mediana Interguartil
DA 35,92 240,71
oD 146,55 319,41
CT 0 0

Valor de p

p = 0,031*

Ao realizarmos o teste de Mann-Whitney com corre¢do de Bonferroni,

observamos que a diferenca significativa se encontra entre o grupo DA versus

CT (Tabela 14).

Tabela 14 - Comparacgédo entre os grupos com relagao a variavel BA.

Comparacao entre os Valor de p
grupos

DA x OD p =0,031

DAXCT p=0,009*

ODXxCT p=0,040

* Valor significativo usado na correcdo de Bonferroni p<0,017
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5.3.2 TAU-T NA SALIVA
No Gréfico 8, observamos a expressao da proteina Tau-T na saliva dos

pacientes dos trés grupos. Ao compararmos os resultados obtidos na saliva

com relacdo a varidvel Tau-T ndo observamos nenhuma diferenca significativa

entre os grupos (Tabela 15).
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Graéfico 8 - Grafico comparativo da expresséo de Tau-T na saliva em pg/ul entre os grupos

DA, OD e CT.

Tabela 15 - Valores de mediana, intervalo interquartil e valor p com relagao a variavel Tau-T
nos grupos DA, OD e CT.

Intervalo
Diagnéstico Mediana Interquartil Valor de p
DA 68,26 191,63
oD 55,06 110,20 p=0,097
CT 0 298,43
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5.3.3 P-TAU NA SALIVA
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Foi feita a dosagem da proteina P-Tau na saliva dos pacientes dos trés

grupos ndo sendo observados niveis de significAncia na expressdo desta

proteina como pode ser visualizado na Tabela 16.

Tabela 16 — Quadro com os valores de mediana, intervalo interquartil e valor p com relacédo a

variavel P-Tau nos grupos DA, OD e CT.

Intervalo
Diagnostico Mediana Interguartil
DA 64,38 124,38
oD 116,88 106,87
CT 78,75 67,5

Valor de p

p=0,4572
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5.4 CORRELACAO ENTRE RESULTADOS OBTIDOS NO LCRE
SALIVA

Para verificarmos se existe correlacdo entre a expressao das proteinas

analisadas no estudo, foi realizado o teste de correlacédo de Spearman.

Para BA observou-se que uma relacao direta e significativa, de forma
que se a quantidade de BA aumenta no LCR o mesmo sera observado na
saliva, significancia essa encontrada na saliva dos grupos DA e CT (Tabela
17).

Tabela 17 - Quadro com os valores do coeficiente de relagéo (r) e valor p em relacdo a proteina
BA presente no LCR e saliva ente os trés grupos estudados.

Diagndstico Coeficiente de Valor de p

correlagéo (r)

DA 0,650 p=0,003*
oD 0,323 p=0,435
CT 0,701 p=0,024*

Com relacao as proteinas Tau-T e P-Tau ndo houve correlagdo entre a

concentracdo das proteinas no LCR e na saliva (Tabelas 18 e 19).

Tabela 18 - Quadro com os valores do coeficiente de relagéo (r) e valor p em relagdo a proteina
Tau-T presente no LCR e saliva ente os trés grupos estudados.
Diagnéstico Coeficiente de Valor de p

correlacgéo (r)

DA -0,314 p=0,166
oD 0,458 p=0,215
CT 0,143 p=0,693

Tabela 19 — Quadro com os valores do coeficiente de relacéo (r) e valor p em relacdo a
proteina P-Tau presente no LCR e saliva ente os trés grupos estudados.

Diagnéstico Coeficiente de Valor de p
correlagéo (r)
DA 0,003 p=0,166
OD 0,483 p=0,215
CT 0,396 p=0,693
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5.5 RAZAO ENTRE OS TRES BIOMARCADORES NO LCR

Ao analisarmos a razdo entre os trés biomarcadores observamos o0s
seguintes resultados (Tabela 20).

Tabela 20 - Razao entre os trés biomarcadores presentes no LCR nos grupos DA; OD e CT

Caracteristicas Tau-T/BA PTau/BA Tau-T+PTau/BA
DA X CT P=0,194 P=0,595 P=0,05
DA x OD P= 0,060 P=0,048 P=0,175

ODx CT P=0,005** P=0,013** P=0,004**
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5.6 ANALISE DA SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

Ao analisarmos os resultados obtidos no LCR para as trés proteinasTau-
T, P-Tau e BA, através da curva ROC, observamos as seguintes curvas para o

grupo DA versus CT (Gréfico 9)
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Gréfico 9- Determinacéo da sensibilidade e especificidade dos trés biomarcadores estudados
no LCR (Tau-T, PTau e BA) nos grupos DA versus CT.

Na Tabela 21, verificamos os valores obtidos, onde P-Tau e BA
obtiveram resultados significativos. Para P-Tau o0 ponto de corte de
28,9910pg/ul apresenta sensibilidade de 76% e especificidade de 60%. Ja para
a BA o ponto de corte de 153,723pg/ul apresenta sensibilidade de 76% e

especificidade de 70%.
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Tabela 21 - Pardmetros utilizados para a determinacdo da curva ROC para o grupo
DA versus CT no LCR.

Intervalo de confianga 95%

Caracteristicas Area Valor p (a) e - —
Limite maximo
Tau-T 0,445 0,516 0,280 0,610
P-Tau 0,682 0,031* 0,526 0,838
BA 0,737 0,005** 0,585 0,890

a Hipétese nula = 0.05

Ao analisarmos o grupo DA versus OD, obtivemos a curva ROC como

mostrada no Grafico 10 e resultados na Tabela 22.
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Gréfico 10 - Determinagéo da sensibilidade e especificidade dos trés biomarcadores estudados
(Tau-T, P-Tau e BA) nos grupos DA versus OD.
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Tabela 22 - Pardmetros utilizados para a determinacdo da curva ROC para o grupo
DA versus OD, no LCR.

Intervalo de confianga 95%

Caracteristicas Area Valorp (a) Limite minimo Limite maximo
Tau-T 0,544 0,516 0,280 0,610
P-Tau 0,747 0,031* 0,526 0,838

BA 0,408 0,335 0,585 0,890

a Hipétese nula = 0.05

No ponto de corte de 31,3015pg/uL de P-Tau, observamos uma
sensibilidade de 72% e especificidade de 67%. Para os outros biomarcadores,
Tau-T e BA, nao foi encontrado nenhum ponto de corte onde o marcador

pudesse ser utilizado para diferenciar DA de OD.

Ao realizarmos a curva ROC na saliva, entre o grupo DA versus CT,

obtivemos o seguinte perfil observado no Graficoll e os resultados como

listados na Tabela 23.
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Gréfico 11 - Determinagéo da sensibilidade e especificidade dos trés biomarcadores estudados
(Tau-T, P-Tau e BA) nos grupos DA versus CT.
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Na Tabela 23, observamos que houve diferenca significativa para a

proteina BA, cujo ponto de corte de 11,9056 apresenta sensibilidade de 70% e

especificidade de 80%.

Tabela 23 - Parametros utilizados para a determinacao da curva ROC para 0 grupo
DA versus CT na saliva.

Intervalo de confianca 95%

Caracteristicas Area Valor p (a)
Limite minimo  Limite maximo
Tau-T 0,692 0,076 0,462 0,922
P-Tau 0,401 0,359 0,189 0,612
BA 0,752 0,020** 0,566 0,938

a Hipotese nula = 0.05

Quando analisamos a saliva entre o grupo DA versus OD, verificamos o

perfil da curva ROC demonstrado no Grafico 12.
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Gréfico 12 - Determinagdo da sensibilidade e especificidade dos trés biomarcadores estudados
(Tau-T, P-Tau e BA) nos grupos DA versus OD.
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Quando analisamos a curva ROC para o grupo DA versus OD, néo
observamos nenhuma diferenca estatisticamente significativa para o0s

biomarcadores presentes na saliva (Tabela 24).

Tabela 24 - Par@metros utilizados para a determinacdo da curva ROC para o grupo
DA versus OD na saliva.

Intervalo de confianca 95%

Caracteristicas Area Valor p (a) Limite minimo
Limite maximo
Tau-T 0,679 0,122 0,477 0,882
FUET 0,313 0,107 0,096 0,531
BA 0,318 0,117 0,077 0,560

a Hipotese nula = 0.05
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5.7 ANALISE DOS RESULTADOS OBTIDOS NO WESTERN
BLOT.

A partir do raspado da mucosa oral, obtivemos a quantificacdo dos
niveis de expressao das proteinas Tau-T através da andlise por densitometria
Na Figura 4A, observa-se a expressdo da proteina Tau-T nos trés grupos

estudados e, na Figura 4B, a expresséo da proteina P-Tau.
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Figura 4 - Andlise da Expressao da proteina Tau-T em amostras de células da mucosa
oral. As células foram obtidas da mucosa oral dos trés grupos estudados e submetidos a
analise dos niveis de Tau-T por Western blot como descrito em Material e Métodos. (A)
Autorradiografia representativa e (B) analise densitométrica da expressao de proteina Tau-T
nos trés grupos estudados: DA=doenca de Alzheimer, OD = outras deméncias, CT = controles.
Peso molecular da proteina — 65kDa.
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Por meio de andlise de densitometria da membrana com o software
Image J, nota-se que os pacientes com DA apresentam niveis de expressao da
proteina Tau-T inalterados quando comparados aos pacientes do grupo OD.
Entretanto, o grupo DA quando comparado ao grupo CT, apresentaram
aumento da expressao de Tau-T, que foi significativo (p<0,01). O mesmo foi
observado quando comparamos o0 grupo OD com o grupo CT (p<0,05). Os
resultados foram expressos como mediana e submetidos a analise One-Way

Anova com pos-teste de correcdo de Bonferroni.

Foi realizada também a analise da proteina P-Tau na mucosa dos trés
grupos diagnésticos (DA, OD e CT). Na Figura 5A, verifica-se a expressao
desta proteina nos trés grupos. Na Figura 5B foi feita a analise densitométrica

desta proteina nos trés grupos.

Na andlise de densitometria de membrana com o software Image J,
nota-se que os pacientes DA apresentam niveis de expressdo da proteina P-
Tau inalterados quando comparados aos pacientes do grupo OD. Entretanto, o
grupo DA quando comparado ao grupo CT), apresenta aumento da expresséo
de P-Tau, que foi significativo (p<0,001). O mesmo foi observado quando
comparamos o grupo OD com o grupo CT (p<0,05). O nivel de significancia foi
maior entre os grupos DA x CTOs resultados foram expressos como mediana e
submetidos a andlise One-Way Anova com pOs-teste de comparacdo de

Bonferroni.
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Figura 5 - Analise da Expressao da proteina P-Tau em amostras de células da mucosa oral. As
células foram obtidas da mucosa oral dos trés grupos estudados e submetidos a andlise dos
niveis de P-Tau por Western blot como descrito em Material e Métodos. (A) Autorradiografia
representativa e (B) analise densitométrica da expressdo de proteina P-Tau nos trés grupos
estudados: DA=doenca de Alzheimer, OD = outras deméncias, CT = controles. Peso molecular
da proteina — 65kDa.



DISCUSSAO 67

6 DISCUSSAO

O diagndstico da DA permanece como um grande desafio para a saude
publica mundial. A pesquisa de um biomarcador ideal tanto no LCR, quanto em
sangue, saliva e mucosa, assim como em métodos de neuroimagem,

permanecem sendo alvo de muitos estudos.

De acordo com Borroni e colaboradores (2006), o biomarcador ideal
deve apresentar caracteristicas que possam distinguir a DA de outras
deméncias, ser capaz de detectar alteracdes fisiologicas da doenca

precocemente, ter baixo custo, ndo ser invasivo.

A utilizacdo da saliva (Bermejo-Pareja et al., 2010) e de células da
mucosa oral (Hattori et al., 2002) € justificada pela facil obtencdo destes
materiais. Assim a coleta deste material deve ser feita com cuidado,
principalmente no seu manuseio e processamento, afim de evitarmos
contaminac¢do dos mesmos. Os biomarcadores no LCR tém sido amplamente
estudados (Clark et al., 2008; Hampel et al., 2009; Mattson et al., 2009;
Zetterberg et al., 2009; van Harten et al., 2010; Demarin et al., 2011).

Portanto, o objetivo de nosso trabalho foi correlacionar os resultados da
expressao das proteinas BA, Tau-T e P-Tau, obtidos no LCR e j& descritos na
literatura, com os achados na saliva e na mucosa oral dos pacientes com DA e

controles cognitivamente saudaveis.

Em nossos estudos verificamos diferenca significativa ao analisarmos a
proteina BA no LCR entre os grupos DA x CT e OD x CT (Graficol). A
avaliacdo das medianas nos mostra que a expressao da proteina BA-42 no
LCR de controles esta reduzida quando comparada ao grupo DA e CT. Os
resultados obtidos diferem da literatura, pois ndo foi observada reducédo na
expressao deste peptideo no grupo DA quando comparada aos outros grupos.
Algumas hipoteses podem ser levantadas no intuito de explicar nossos
resultados. O tamanho amostral reduzido e ainda o tipo de armazenamento do
LCR, em freezer -20° C ao invés de -80° C, como sugere a literatura (Hu, et al.,
2010), que pode ter levado a instabilidade do material. O tempo de

armazenamento esta condizente com 0s autores, uma média de 8,7 anos e
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desvio-padrao de 3,6 anos. Nosso material ficou armazenado por um periodo

inferior a dois anos.

Ao fazermos a correlacdo entre os resultados obtidos no LCR e na
saliva, observamos que para BA-42 esta foi significativa entre os grupos DA x
CT, o que significa que a medida que a proteina BA-42 aumenta no LCR, o
mesmo é observado na saliva. Esses dados s@o condizentes com a literatura,
como ja descrito anteriormente, pois se sugere que a BA-42 diminui no LCR de
pacientes com DA em funcdo da redugcdo do clearence para fora do SNC.

(Mawuenyega et al., 2011).

Com relacéo a expressao da BA-42 na saliva dos pacientes analisados,
observamos que existe uma diferenca significativa quando comparamos 0
grupo DA com o grupo CT. Este dado é interessante, pois de acordo com
Bermeja-Pareja e colaboradores em um estudo realizado em 2010, h4 aumento
da expressao da proteina BA-42 na saliva dos pacientes com DA, sugerindo
que este possa ser um marcador potencial da DA, uma vez que quando
comparada a saliva de pacientes DA com OD nao houve diferenca.

Outra proteina utilizada como biomarcador para a DA, além da proteina
BA-42, é a proteina Tau-T e sua forma fosforilada, P-Tau. Concentracdes de
Tau-T sdo consideradas como sendo um marcador geral da neurodegeneracéo
(Blennow et al., 2003) enquanto as concentragdes de P-Tau estdo relacionadas
com a presenca de emaranhados neurofibrilares (van Harten, et al., 2011).
Juntas, essas proteinas apresentam sensibilidade e especificidade de 80% a
90% entre o grupo DA e controles. Aproximadamente 80% dos pacientes
diagnosticados clinicamente como DA, tem niveis aumentados de proteina Tau
no LCR (Andreasen et al., 1999; Blennow et al., 2001; Clark et al., 2008).
Estudos com autdpsia confirmam essa associacdo e validam a relacao

existente entre altos niveis de Tau no LCR e o diagndstico patologico da DA.

Ao analisarmos os resultados obtidos de Tau-T no LCR observamos que
nao houve nenhuma diferenga significativa entre os grupos, como pode ser
observado no Grafico 5. O mesmo foi observado na saliva. As hipéteses para

explicar esta discrepancia com relacdo a literatura sdo as mesmas utilizadas
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para interpretar os resultados obtidos com a proteina BA. Nao foi observada

correlacéo entre as concentracdes de Tau-T no LCR e na saliva.

A proteina P-Tau apresenta aproximadamente 30 epitopos na DA
(Buerger et al.,, 2006), sendo as mais comuns treonina 181, serina 199 e
treonina 231. Enquanto niveis aumentados de P-Tau 181 podem ser uUteis ha
distincdo da DA de outras deméncias, a quantificacdo de Tau-T parece ser
melhor para distinguir pacientes com DA de individuos cognitivamente
saudaveis (Clark et al., 2008). De acordo com o Gréfico 6 e Tabela 12, pode-se
verificar que h& uma diferenca significativa entre o grupo DA x OD, sendo que
essa diferenca ndo é observada no grupo controle. Mais uma vez, 0s
resultados obtidos em nosso estudo, ndo condizem com os resultados
observados na literatura. Sustentamos a hipotese do numero de nossas
amostras ter sido baixo e a estocagem do LCR, que podem ter influenciado
negativamente nossos resultados. Ao analisarmos a expressao de proteina P-
Tau na saliva, os resultados ndo conferem com os resultados encontrados no
LCR, onde nao houve diferenca significativa. Ao fazermos a correlacéo entre os
resultados obtidos no LCR e na saliva, ndo observamos nenhum resultado
significativo, o que indica que ndo ha correlacéo entre LCR e saliva nos grupos
estudados, pois de acordo com os resultados obtidos, a relacdo é inversa:

enquanto a P-Tau aumenta no LCR, diminui na saliva e/ou vice-versa.

Nas analises de sensibilidade e especificidade de nossos
biomarcadores, verificamos que no LCR ndo encontramos valores 6timos para
nenhum deles. Sabe-se que a sensibilidade e especificidade encontrados na
razao entre Tau-T/BA é de 85% (Andreasen et al., 2001) e em nosso estudo
nao conseguimos encontrar resultados similares devido ao tamanho de nossa
amostra. Para a saliva, ndo fizemos esta relacdo, pois existem muitos faltantes
em nossa amostra. Isto provavelmente foi consequéncia de efeitos colaterais
de medicacdes em uso ou ainda de dificuldades de colaboracdo de alguns
pacientes. Mesmo em relagdo a dados que tinhamos, varias dosagens se

aproximavam de zero, e por isso a analise da correlacdo ndo seria possivel.

A proteina Tau, apresenta perfis de banda que sdo dependentes do
anticorpo anti-Tau fosfo-especifico (Santpere et al., 2006). A Tau é expressa

em seis diferentes isoformas que variam de 43 a 65kd (Ingelson et al., 1996).
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Foi demonstrado que a proteina Tau ndo € expressa apenas nos neurdnios,
mas também em astrécitos, oligodendrécitos e em varios tecidos periféricos de

diferentes espécies (Ingelson et al., 1996).

Hattori e colaboradores em 2002 realizaram um estudo que analisaram a
mucosa oral de pacientes com DA e CT e observaram que o peso molecular da
proteina Tau encontrado era de 65kd e 110kd, que foram chamados de
pequena Tau e grande Tau, respectivamente (Oyama et al., 1996). Essas

proteinas séo detectadas na maioria de tecidos ndo neurais.

De acordo com os resultados obtidos em nosso estudo, verificamos que
houve diferenca significativa na expressao tanto da proteina Tau-T quanto da
proteina P-Tau na mucosa, quando comparamos o0s grupos DA x CT. Estes
resultados nos levam a acreditar que estes biomarcadores podem ser
detectados a partir do raspado oral, sem que haja necessidade de um
procedimento mais invasivo, como a puncéo lombar. Desse modo, trata-se de
material facil de ser obtido, processado e armazenado. A mucosa oral é
constituida de epitélio estratificado cuja origem é o0 ectoderma, que também

origina o tubo neural primitivo.

Quando analisamos os resultados obtidos no LCR, saliva e mucosa,
verificamos que, em relacdo aos resultados da proteina Tau-T, esta apresentou
niveis de significancia apenas na mucosa, enquanto que no LCR e saliva os
resultados obtidos ndo foram significativos. O mesmo € observado quando
analisamos os resultados da expresséo da proteina P-Tau. Ao compararmos 0s
resultados obtidos no LCR e saliva observamos que a expressao desta
proteina ndo é significativa ao compararmos o grupo DA x CT. Sendo assim,
ndo obtivemos correlacdo entre os materiais biolégicos utilizados para servir

como método diagndstico para a DA.

Verificamos diferencas entre os grupos em relacdo a idade e sexo, mas
acreditamos néo terem influenciado nos resultados, portanto, ndo podendo ser
imputados como responsaveis pela falta de resultados positivos e em acordo
com a literatura. Para a variavel MEEM, houve diferencas entre os grupos DA x
CT e OD x CT, como esperado em funcéo da natureza diagndstica dos grupos.

Ao correlacionarmos o MEEM com o tempo de doencga, foi possivel verificar
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que existe correlacdo inversa entre o grupo DA x CT, ou seja, a medida que a
doenca vai progredindo, o escore do MEEM vai diminuindo, uma vez que a DA
esta relacionada com o declinio das funcdes cognitivas (Arcoverde et al.,
2008).

Algumas limitacdes foram observadas ao longo da realizagdo do nosso
estudo. Para que o paciente fizesse parte da pesquisa ele e seu responsavel
assinavam um termo de consentimento, consentindo a puncdo lombar.
Infelizmente, varias pessoas e/ou seus responsaveis se negavam a realizar
este procedimento. Este foi o principal problema ao qual enfrentamos. Alguns
pacientes com DA ou com OD, mesmo tendo aceitado, tiveram que ser
excluidos devido a dificuldades técnicas ou a falta de colaboracdo no momento
da puncdo. Quanto ao numero baixo de amostras de saliva, observamos que
muitos dos pacientes ndo salivavam no momento do exame e, outros casos,
em estagio avancado da doenca, ndo conseguiam ficar com o algoddo dentro
da boca. O Unico material que conseguimos em 100% dos casos foi o raspado
da mucosa oral. Para que realizassemos nosso trabalho, incluimos aqueles

participantes que apresentavam, pelo menos, LCR e raspado da mucosa oral.

Mesmo sujeito as limitacdes apresentadas, os resultados que obtivemos
na mucosa sdo animadores. O LCR € obtido por processo invasivo, doloroso,
com certo grau de incbmodo para o individuo e, as vezes, dificil de conseguir,
devido a idade ou estagio da deméncia. JA a mucosa oral é obtida por um
método simples e é facil de ser armazenada. Ainda, a técnica de Western blot é
mais especifica do que a de ELISA para a identificacdo das proteinas Tau-T e
P-Tau. Esses dados indicam que o epitélio oral reflete alteracdes patoldgicas,

assim como observado no LCR.

A presenca de proteina BA na saliva também se mostrou potencialmente
atil para diferir DA de CT. A maior parte dos estudos realizados utiliza o LCR
para a deteccdo dos biomarcadores especificos da DA. Sendo assim, nosso
estudo sugere que ha niveis significantemente aumentados de proteina BA na

saliva de pacientes DA gquando comparados aos controles.
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Os resultados obtidos neste estudo nos remetem a pesquisas futuras
onde esses marcadores serdo avaliados longitudinalmente quanto a propdésitos

preditivos diagndsticos e de avaliacdo de tratamento.



CONCLUSOES 73

7 CONCLUSOES

Os biomarcadores presentes no LCR apresentaram resultados
divergentes ao que é difundido na literatura. Os niveis da proteina BA foram
significativamente diferentes no grupo DA, porém com expressao aumentada
nestes pacientes. Ja a concentracao da proteina Tau-T n&o foi diferente entre
0S grupos e a P-Tau teve expressdo aumentada nos individuos com DA em

comparagao com o grupo CT.

Na saliva, a proteina BA apresentou niveis significativamente mais
elevados no grupo DA em comparacdo com o grupo CT, enquanto que a
concentracdo das proteinas Tau-T e P-Tau ndo apresentaram diferencas entre

0s grupos diagnosticos.

Na comparacdo entre os resultados obtidos no LCR e na saliva,
verificamos que somente o biomarcador BA apresenta correlagcdo entre estes
dois materiais. Esta correlacdo esta presente entre o grupo DA e CT, sugerindo

ser este um biomarcador para a DA neste material.

A expressdo das proteinas Tau-T e P-Tau na mucosa foi
significativamente diferente entre os grupos DA e CT e também entre o grupo
OD e CT, sugerindo que a andlise deste material possa constituir um método
diagndstico auxiliar na DA.
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9 ANEXOS

9.1 ANEXO 1

------------------- Mini-mental -------------—---—-
(Folstein, Folstein & McHugh, 1975)

Paciente:

Data de avaliacao: Avaliador:

Orientacéao

1) Dia da Semana (1 ponto)

2) Dia do Més (1 ponto)

3) Meés (1 ponto)

4) Ano (1 ponto)

5) Hora aproximada (1 ponto)

6) Local especifico (andar ou setor) (1 ponto)

7) Instituicdo (residéncia, hospital, clinica) (1 ponto)
8) Bairro ou rua proxima (1 ponto)

9) Cidade (1 ponto)

10) Estado (1 ponto)

AN AN AN AN AN AN AN AN N
N e N e N N N N N N

Memoria Imediata

Fale trés palavras nao relacionadas (canela, tijolo, tapete). Posteriormente pergunte ao
paciente pelas 3 palavras. Dé 1 ponto para cada resposta correta.( )

Depois repita as palavras e certifique-se de que o paciente as aprendeu, pois mais
adiante vocé ira pergunta-las novamente.

Atencéao e Calculo

(100-7) sucessivos, 5 vezes sucessivamente (93,86,79,72,65)

(1 ponto para cada célculo correto) ( )
Evocacao

Pergunte pelas trés palavras ditas anteriormente 1 ponto por palavra) ( )

' INTERPRETACAO DO MINI EXAME DO ESTADO MENTAL (MMSE)

Pontuacéo Escolaridade Diagnéstico
<24 Altamente escolarizado Possivel deméncia
<18 Ginasio Possivel deméncia

<14 Analfabeto Possivel deméncia



ANEXOS 91

Linguagem
1) Nomear um rel6gio e uma caneta (2 pontos) ( )
2) Repetir “nem aqui, nem ali, nem 1&8” (1 ponto) ( )

3) Comando:”pegue este papel com a méao direita, dobre ao meio e coloque no

chéo (3 pontos) ( )
4) Ler e obedecer:"feche os olhos” (1 ponto) ( )
5) Escrever uma frase (1 ponto) ( )
6) Copiar um desenho (1 ponto) ( )

Escore: (/ 30)

Paciente: ’Idade:

Data de Avaliacao:

ESCREVA UMA FRASE

COPIE O DESENHO

2 CONTINUAGAO MINI-MENTAL
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9.2 ANEXO 2

l’niversldade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n®. ETIC 221/06

Interessada: Profa. Tarcilia Aparecida da Silva
Depto. de Odontologia Social e Preventiva
Faculdade de Odontologia-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP, aprovou,
ad referendum, no dia 29 de novembro de 2006, depois de atendidas
as solicitages de diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado
«Analise citomorfolégica e bioquimica da mucosa bucal em
pacientes com doenca de Alzheimer: potencial aplicacdo no
diagnéstico” bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido do referido projeto.

O relatério final ou parcial deveréa ser encaminhado ao COEP um
ano apds o inicio do projeto.

P! fhnotrims €] 1(4@%

Profa. Dra. Maria Elena de Lima Perez Garcia
Presidente do COEP/UFMG

Av. Presidente Anténio Carlos, 6627, Unidade Administrativa I - 2°andar - sala: 2005 - 3.270-901- BH - MG
(31) 34994592 - FAX: (31) 3499-4516 - coep(@prpg.ufing.br
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9.3 ANEXO 3

Universidade Federal de Minas Gerais / Faculdade de Odontologia
TERMO DE ESCLARECIMENTO
TERMO DE CONSENTIMENTO ESCLARECIDO

Esse documento tem como finalidade propor a sua participacdo no projeto de
pesquisa “ANALISE CITOMORFOLOGICA E BIOQUIMICA DA MUCOSA BUCAL EM
PACIENTES COM DOENCA DE ALZHEIMER: POTENCIAL APLICACAO NO
DIAGNOSTICO’. Esta pesquisa tem como objetivo a estudar algumas substancias que
podem estar presentes no liquido da espinha e em células da boca de pacientes com
doenca de Alzheimer. Estas substancias podem vir a ser no futuro importantes para
diagnosticar precocemente a doenca de Alzheimer e outras sindromes demenciais
(alteracdes no sistema nervoso).

Em pacientes com doenga de Alzheimer ou com sindromes demenciais o
exame do liquor (liquido da espinha) é um método auxiliar de diagndstico, porque
algumas substancias que se acumulam no cérebro podem ser vistas no liquido da
espinha. Assim, ndo é obrigatdrio que este exame seja feito, mas a sua realizacéo
pode ser importante para a confirmacdo do diagndstico. Caso vocé concorde com a
realizacdo desse exame, precisamos de sua autorizagdo para que um pequeno
volume (1 ml) do liquor que sera colhido como parte da investigagdo do diagndéstico
neuroldgico seja destinado a este estudo. O liquido da espinha sera coletado por um
médico especializado em uma sala individual do ambulatério de Neurologia do
Hospital das Clinicas da UFMG. O procedimento ndo requer anestesia ou o uso de
gualquer medicamento antes ou apds. Vocé ficara consciente e sentira um desconforto
semelhante a uma “picada de agulha”. Vocé devera ficar deitado durante o
procedimento e durante o periodo de observacédo que sera de uma hora porque apés a
coleta vocé podera sentir tonteiras e dor de cabega. Se estes sintomas persistirem ou
se agravarem apoOs o periodo de observacdo serd garantido pronto atendimento no
ambulatério de Neurologia do Hospital das Clinicas da UFMG por um dos
pesquisadores responsaveis ou médico neurologista de plantéo.

Em outro estudo realizado em pacientes com doenca de Alzheimer foi
observado o acumulo das mesmas substancias presentes no liquido da espinha, este
exame (da boca) ndo tem ainda nenhuma comprovacdo que seja Util para o
diagnostico da doencga. Entretanto este estudo pode ajudar na descoberta de outro
exame para diagnostico da doenca de Alzheimer. Por isto também precisamos colher
células da sua boca para analisar junto com o liquido da espinha. Para a coleta destas
células sera utilizada uma escova esterilizada e macia. Esta escova sera passada
suavemente na parte de dentro da sua bochecha e lingua. Este procedimento é indolor
e ndo causara nenhum desconforto.

Os pesquisadores responsaveis assumem a responsabilidade de assisténcia
integral as complicagbes e danos decorrentes dos riscos previstos, bem como de
informar aos pacientes caso esta pesquisa demonstre algum avanco que seja
importante para o tratamento da doencga. A sua recusa em participar ndo implicard em
nenhuma restricdo ao seu tratamento.
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TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Li e entendi as informacdes fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas
e todas as minhas davidas foram respondidas a contento. Autorizo a realizacdo do
raspado da mucosa bucal e que parte do liquido da espinha que foi coletado seja
destinado para este projeto de pesquisa. Permito também a utilizacdo dos dados para
divulgacéo e ensino, respeitando sempre meu direito de ndo ser identificado.

Este formulario estd sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer
momento da pesquisa, posso retirar esse consentimento e pedir esclarecimentos
sobre este estudo, havendo a continua¢do normal do tratamento. Receberei uma cépia
deste documento.

Local: Data: / /
Nome do paciente Nome do responsével
Assinatura do paciente Assinatura do responsavel
Documento apresentado: Ne.:

Pesquisadores responsaveis:

Tarcilia Aparecida da Silva. Tel: (31) 34992476. E-mail: tarcilia@ufmg.br

Daniela Siqueira Veloso Starling. Tel: (31) 84228898.
E-mail:daniela@starlingtur.com.br

Paulo Caramelli. Tel (31) 32489540. E-mail: caramelp@usp.br

Antbnio Lacio Teixeira Junior. Tel (31)34992651 E-mail: altexr@gmail.com

Faculdade de Medicina da UFMG, Departamento de Clinica Médica. Av. Alfredo
Balena, 110, Santa Efigénia, Belo Horizonte, MG

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP)
(Processo: ETIC-0021.0.203.000-06). Av. Antdnio Carlos, 6627, Unidade
Administrativa Il — 2° andar, Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG, CEP 31270901

Em caso de duvida vocé pode ligar para o COEP através do numero (31) 3409-4592

E-mail: coep@prpg.ufmg.br
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