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RESUMO i

LEME, A.G.S. Estado nutricional de individuos com Comprometimento Cognitivo Leve e
Doenca de Alzheimer em relacdo ao Selénio e sua associagdo com parametros que
predispdem ao declinio cognitivo. 2020 117p. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo - Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias dos
Alimentos — Area: Nutricdo Experimental, 2020.

A Doenca de Alzheimer (DA) € a principal forma de deméncia e um dos grandes desafios
no sistema de satde do século 21. O Comprometimento Cognitvo Leve (CCL) é um estagio
que antecede a DA e que compartilha algumas vias metabolicas em comum. A fisiopatologia
da DA ¢ caracterizada pela ampla morte neuronal e pela presenca de placas neuriticas e
emaranhados neurofibrilares, respectivamente relacionadas ao acimulo de peptideo beta
amiloide (AB) em tecidos cerebrais e alteragdes no citoesqueleto que se originam da
hiperfosforilacdo da proteina tau nos neurénios. Algumas linhas de evidéncia sustentam a
hip6tese de que o estresse oxidativo, nitrosativo e a inflamacdo tenham um papel importante
na patogénese tanto do DA como do CCL. O selénio, mineral essencial ao ser humano,
encontra-se incorporado ao sitio ativo de 25 selenoproteinas, das quais pelo menos um terco
apresenta papel antioxidante, além de potencialmente modularem o sistema inflamatdrio.
Deste modo, o estado nutricional adequado dos individuos relativo ao selénio, parece exercer
efeito neuroprotetor, reduzindo o risco para 0 CCL e DA e retardando a progressdo destas
doencas. A entrega de selénio para o cérebro se da pela interacdo da selenoproteina P
(SELENOP) com o receptor de apolipoproteina E2 (ApoER2). A apolipoproteina E (ApoE)
também interage com o ApoER2 no metabolismo de lipideos. Assim, pode-se pensar que
individuos portadores do polimorfismo do gene da apolipoproteina E €4 (APOE &4), o
principal polimorfismo genético para 0 aumento no risco de desenvolvimento de DA,
possam ter essa entrega de selénio prejudicada para o cérebro uma vez que 0s receptores
ApoER2 dos portadores do polimorfismo de APOE &4 sdo sequestrados para
compartimentos intracelulares, sendo menos expressos na membrana plasmatica e portanto
diminuindo a interacdo com a SELENOP. Este trabalho teve por objetivo avaliar se a
distribuicdo do selénio no plasma e liquor de individuos portadores de CCL e DA é afetada
pelo alelo APOE &4, avaliar se o estado nutricional do individuo em relacdo ao selénio afeta
marcadores de assinatura biologica para DA (peptideo beta amildide, proteina tau e proteina
tau fosforilada) e concentracGes de citocinas inflamatdrias. Para tanto, foram selecionadas
amostras de plasma e liquor do banco de material bioldgico do Instituto de Psiquiatria da
FMUSP, sendo 14 individuos do grupo CCL, 28 individuos do grupo DA e 28 individuos



controles, de ambos os géneros, com idade acima de 60 anos e residentes na cidade de S&o
Paulo. Foram avaliados os seguintes marcadores: concentracdes de selénio no plasma e
liquor, concentragbes SELENOP no plasma e liquor, citocinas inflamatorias, fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e marcadores de assinatura bioldgica para DA.
N&o foi evidenciada diferenca entre os trés diferentes grupos em relagdo ao selénio e a
SELENOP da mesma forma que ndo houve influéncia do genotipo APOE &4 nas
concentracdes de selénio e SELENOP, porém houve uma tendéncia de menores
concentragdes de selénio plasmatico nos carreadores do alelo APOE &4. Também houve uma
tendéncia a uma menor pontuacdo nos testes MMSE e CAMCOG em individuos com
menores concentragcdes plasmaticas de selénio. N&o se evidenciou que o estado nutricional
dos individuos em relacdo ao selénio influencie as concentracfes de marcadores para
assinatura biologica para DA e de citocinas inflamatorias, com excecdo da IL-10 que
apresentou correlacdo positiva com SELENOP plasmatica. A partir desses resultados,
conclui-se que o estado nutricional dos individuos relativo ao selénio parece ndo ter
influencia significativa em aspectos do CCL e DA e que sua distribuicdo ndo é alterada pelo
genotipo APOE #4.

Palavras chave: selénio; SELENOP; Doenga de Alzheimer; Comprometimento Cognitivo

Leve, ApoE &4; inflamacdo



ABSTRACT ii

LEME, A.G.S. Nutritional status of subjects with mild cognitive impairment and
Alzheimer’s disease in relation to selenium and its association with paramenters that
predispose to cognitive decline. 2020 117 p. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo - Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias dos
Alimentos — Area: Nutrigcdo Experimental, 2020.

Alzheimer's disease (AD) is the main form of dementia and one of the major challenges in
the healthcare system of the 21st century. Mild Cognitive Impairment (MCI) is a stage that
precedes AD and shares common metabolic pathways. The pathophysiology of AD is
characterized by extensive neuronal death, presence of neuritic plaques and neurofibrillary
tangles, respectively related to the accumulation of amyloid beta peptide (AB) in brain
tissues and changes in the cytoskeleton that originate from hyperphosphorylation of the Tau
protein in neurons. Some lines of evidence support the hypothesis that oxidative, nitrosative
stress and inflammation play an important role in the pathogenesis of both AD and MCI.
Selenium, an essential mineral to humans, is incorporated into the active site of 25
selenoproteins, of which at least one third has an antioxidant role, in addition to its potential
in modulating the inflammatory system. Therefore, the appropriate nutritional status related
to selenium seems to exert a neuroprotective effect, reducing the risk for MCI and AD and
decreasing the progression of these diseases. Selenium is delivered to the brain by the
interaction of selenoprotein P (SELENOP) with the ApoE2 receptor (ApoER2).
Apolipoprotein E (ApoE) also interacts with ApoER2 in lipid metabolism. Thus, it can be
speculated that individuals that carry apolipoprotein E €4 gene (APOE &4), the main genetic
polymorphism that increases the risk of AD, may have impaired selenium delivery to the
brain since ApoER2 receptors of the APOE ¢4 carriers are sequestered to intracellular
compartments, being less expressed in the plasma membrane decreasing its interaction with
SELENOP. This study aimed to assess whether the distribution of selenium in the plasma
and CSF of subjects with MCI and AD is affected by the APOE &4 allele, evaluate whether
the nutritional status of selenium affects biological signature markers for AD (amyloid beta
peptide, tau protein and phosphorylated tau protein) and to asses the concentrations of
inflammatory cytokines. For this purpose, plasma and cerebrospinal fluid (CSF) samples
were selected from the biological material bank of the Institute of Psychiatry of FMUSP,
with 14 subjects from the MCI group, 28 from the DA group and 28 from control subjects,
both genders, aged over 60 years and Sdo Paulo residents. The following markers were

evaluated: selenium concentrations in plasma and CSF, SELENOP concentrations in plasma



and CSF, inflammatory cytokines, brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and biological
signature for AD. There was no difference between the three different groups in relation to
selenium and SELENOP; in addition, there was no influence of the APOE &4 genotype on
selenium and SELENOP concentrations, but there was a tendency towards lower plasma
selenium concentrations in the APOE &4 carriers. There was also a tendency for lower scores
on the MMSE and CAMCOG tests in subjects with lower plasma selenium concentrations.
It was not shown that selenium nutritional status influences the concentrations of biological
signature for AD and inflammatory cytokines, with the exception of 1L-10 which showed a
positive correlation with plasma SELENOP. From these results, we concluded that selenium
nutritional status does not seem to have a significant influence in aspects of MCI and DA

and that its distribution is not altered by the APOE genotype &4.

Key Words: selenium; SELENOP; Alzheimer’s Disease; Mild Cogntive Impairment,

ApoEe4; inflammation
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Introducao - 16

1. INTRODUCAO

O envelhecimento da populacédo tem tido um profundo impacto no perfil de satide com
0 aumento de doengas ndo-comunicaveis. As doencas demenciais, caracterizadas por uma
deterioracdo da capacidade cognitiva e incapacidade de independéncia, vem crescendo de
forma progressiva e consistente. De acordo com dados da A/zheimer’s Disease International
em 2015, 48 milhdes de pessoas em todo 0 mundo sofriam de deméncia, e este nimero esta
projetado para crescer, podendo chegar a 131 milhdes em 2050. A cada ano, perto de 10
milhdes de pessoas desenvolvem deméncia com uma idade média de diagndstico em torno de
80 anos (Alzheimer’s Disease International, 2016).

A Doenca de Alzheimer (DA) é a principal forma de deméncia e um dos grandes
desafios no sistema de salde do século 21. Dados da Alzheimer’s Disease International
estimam que 35,6 milhdes de pessoas eram afetadas em todo 0 mundo em 2010, e projecoes
indicam que 115 milhGes de pessoas serdo acometidas em 2050 (Alzheimer’s Disease
International, 2015) No Brasil, a estimativa é de que haja cerca de 1,1 milhdo de casos de
deméncia. Entre as pessoas de 65 anos ou mais, a prevaléncia € de 8% sendo a DA a causa mais
comum (55% dos casos), 0 que vai ao encontro de dados internacionais (NITRINI et al., 2004
e CAMOZZATO et al., 2009).

J& o estagio anterior @ Doenga de Alzheimer é o Comprometimento Cognitivo Leve
(CCL), que se refere ao declinio cognitivo em idosos mais acentuado do que no envelhecimento
normal, representando um estado intermediario entre envelhecimento normal e o patol6gico ou
mais comumente, um estado prodrémico de uma sindrome demencial (PETERSEN et al.,
1999). O Diagnostic and Statistical Manual-V (DSM-V, American Psychiatric Association,
2015) também denomina a condicdo de CCL como diagndstico de ‘transtorno neurocognitivo
menor’, em que ndo hd comprometimento da realizacdo das atividades do cotidiano, e
reconhece essa desordem como um possivel estdgio que antecede a deméncia. Embora a
presenca de CCL ndo seja determinante para a evolugdo de uma deméncia, reconhece-se que o
risco aumenta quando ha transtorno neurocognitivo menor. Neste estagio ha queixa de memdria
episodica como o comprometimento mandatorio da cognic¢do. H& estudos que apontam para
uma taxa de conversdo de CCL para deméncia entre 10 a 12 % ao ano, sendo esta incidéncia
maior quando comparada a individuos com cognicdo preservada com a mesma idade (1 a 2%)
(FORLENZA, 2013).

Evidéncias sugerem que 0 estresse oxidativo e nitrosativo, bem como 0 processo

inflamatorio tenham um papel central na patogénese do CCL e de DA. E na DA, esses dois
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fendmenos contribuem para a formacdo de placas senis e emaranhados neurofibrilares,
caracteristicas fisiopatologicas da doenca (CHAUHAN e CHAUHAN, 2006; HEPPNER,
RANSOHOFF e BECHER, 2015).

Sendo o cérebro um érgdo com metabolismo extremamente elevado, que consome em
torno de 20% do oxigénio de todo o corpo, possui altas quantidades de acidos graxos poli-
insaturados e concentra¢es diminuidas de enzimas antioxidantes, € um dos 6rgdos mais
vulneraveis aos danos provocados pelas espécies reativas de oxigénio (EROs), o que pode
explicar o envolvimento do estresse oxidativo em diversas doencas neuroldgicas e psiquiatricas
como doenca de Parkinson, esclerose lateral amiotrofica, deméncia, depressdo, entre outras
(MAES b et al., 2011, DRINGEN, 2000 e PALTA et al., 2014, ISLAM, 2017). O aumento do
estresse oxidativo gera alteracdes morfoldgicas e funcionais, que afetam arvores de dendritos e
sinapses, a neurotransmissao, a circulacdo e o metabolismo, que séo refletidos em alteracGes
motoras e sensoriais, sono, memaria e aprendizado; 0 aumento do estresse oxidativo precede a
perda de varias proteinas sinapticas e isso pode contribuir para a degeneracao sinaptica levando
a alteracGes nas fungdes cognitivas (BOURDEL-MARCHASSON et al. 2001; MARIANI et
al., 2005; ANSARI e SCHEFF, 2010).

Desta forma, a busca por elementos com ac¢do antioxidante em nivel cerebral, se torna
de grande valia. Recentemente, 0 elemento-traco selénio tem se tornado objeto de estudo em
funcdo de um ndmero crescente de evidéncias mostrando sua importancia no funcionamento
normal do cérebro e também um possivel efeito neuroprotetor que poderia beneficiar um quadro
de deméncia. Em condicGes de baixo suprimento de selénio, o cérebro tende a manter suas
concentragdes constantes, mostrando assim haver uma hierarquia entre os 6rgaos, estando o
cérebro no topo dela em termos de prioridade, isto por qué sua deficiéncia causa danos
irreversiveis aos tecidos neuronais (HAWKES e HORNBOSTEL, 1996, ZACHARA et al.,
2001, CHEN e BERRY, 2003, HARATAKE, KOGA e INOUE, 2011). Em humanos, as baixas
concentragdes sanguineas de selénio estdo significativamente associadas com declinio
cognitivo (CARDOSO, 2014, HAWKES e HORNBOSTEL, 1996 e BERR et al., 2000).

Adicionalmente, o selénio faz parte da selenoproteina P (SELENOP), que é uma
proteina responsavel por transportar selénio no organismo de mamiferos além de possuir
propriedades antioxidantes (SOLOVYEV et al., 2018). Um experimento conduzido em
camundongos transgénicos mostrou que a delecdo do gene da SELENOP ou de seu receptor, o
receptor de apolipoproteina E R2 (APOE R2), causou prejuizo neuroldgico esponténeo e
degeneracdo (BURK et al., 2007). A SELENOP é a selenoproteina mais abundante no liquor e
ha uma alta concentracdo no cérebro (STEINBRENNER e SIES, 2013). Em se tratando de uma
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selenoproteina com potencial antioxidante e ainda capaz de fornecer selénio para o cérebro, €
de grande importancia o entendimento do papel desta na fisiopatologia do CCL e DA.

Na ultima década, alguns estudos apontam para a ac¢ao de substancias antioxidantes e
anti-inflamatorias para diminuir o risco para doenca de Alzheimer e até mesmo atenuar o
declinio cognitivo (DYSKEN etal., 2014 e Lietal., 2012, BASAMBOMBO et al., 2017, DAS,
DASGUPTA e RAY, 2019). Neste sentido, tem-se dado grande atencdo a minerais que

desempenham func¢édo antioxidante e moduladora da inflamacéo, sendo o selénio um deles.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Selénio e selenoproteinas

O selénio (Se) é considerado um elemento traco essencial para manutencgdo da salde
no ser humano uma vez que desempenha diversas funcbes fisiologicas. Ele existe
naturalmente na forma orgéanica (selenometionina, selenocisteina) e na forma inorgénica
(selenite, selenato e selenide). No entanto, os compostos de selénio precisam ser
catabolizados ao precursor inorganico antes de serem inseridos em proteinas como o
aminoacido selenocisteina (Sec) que é essencial para a funcdo catalitica de selenoenzimas.
A selenocisteina é considerada como 21° aminoé&cido, tendo um radical selenol ao invés do
tiol encontrado na cisteina (SCHWEIZER et al., 2004).

O Se esta presente em 25 selenoproteinas ja identificadas no proteoma humano com
acOes bioldgicas essenciais e que possuem a selenocisteina em seu centro ativo; a maior parte
das selenoproteinas possui atividade antioxidante, mas outros processos especificos também
tém sido relacionados as selenoproteinas, incluindo biossintese de deoxiribonucleoside
trifosfato (ANTPs) para DNA, reducdo de proteinas oxidadas, regulacdo redox de fatores de
transcricdo, regulacéo de apoptose, modulagdo imune, regulacdo de horménios tireoideanos
e transporte e armazenamento de Se. (ARTHUR et al., 2003; MOGHADASZADEH e
BEGGS, 2006; PAPP et al., 2007; WEEKS et al., 2012, NAVARRO e CAVRERA, 2008,
ROMAN, JITARU e BARBANTE, 2014).

O Se exerce suas fungdes fisioldgicas por meio da agdo das selenoproteinas, sendo
que algumas tém importantes funcbes enzimaticas. Dentre as funcgdes atribuidas as
selenoproteinas, destacam-se: a) enzimas antioxidantes essenciais, b) reguladoras dos
horménios e funcdo tireoideana, c) proteinas estruturais do esperma necessarias para
fertilidade, e d) redugdo da viruléncia associada com infe¢Ges virais. Dentre as
selenoproteinas com acdo antioxidante, destacam-se as classes das glutationas peroxidases
(GPx), tirorredoxinas redutases (TrxR), iodotironinas deiodinases (D10O) e selenoproteina P
(SELENOP) (Figura 1) (WEEKS, HANNA e COOPERSTEIN, 2012).
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Figura 1: Selenoproteinas e suas funcfes. Adaptado de Benstoem et al. 2015

Para que as selenoproteinas tenham um funcionamento 6timo, ha que se ter um
suprimento adequado de selénio; a entrada deste no organismo humano se da pela dieta. O
total de Se na dieta varia de forma bastante significativa de acordo com o tipo de comida,
sua composicdo e o solo de cultivo. Assim, a quantificacdo da ingestdo de Se pela dieta se
torna um desafio em fungdo dessas variacbes geograficas (ROMAN, JITARU e
BARBANTE, 2014). Estudo de Martens e Cozzolino (2002) mostrou que até mesmo dentro
de um mesmo pais, as concentracbes de Se podem variar de forma bastante significativa.
Eles observaram que feij6es cultivados no estado de Sdo Paulo apresentaram concentracfes
menores que os feijdes cultivados no estado do Ceara, onde o solo é rico em Se. Um outro
aspecto a se considerar em relacdo ao Se, € a forma quimica em que ele se encontra nos
alimentos, formas essas que terdo diferentes biodiponibilidades. Portanto, é dificil a
obtencdo de estimativas precisas da ingestdo habitual de Se. Ferramentas para avaliacdo de
ingestdo como recordatdrios alimentares, diarios alimentares e questionarios tornam-se de
valor limitado em funcdo desta alta variabilidade e de tabelas pouco precisas
(FAIRWEATHER-TAIT et al., 2011).

A selenometionina (SeMet) é a principal forma quimica do Se na maior parte das
dietas humanas e animais; esta presente nos alimentos tanto de origem vegetal como animal,
e junto com outras formas quimicas, atua como precursor da sintese de Sec em animais
(PAPP et al., 2007, BURK e HILL, 2015). As fontes alimentares com maior teor de selénio

sdo alimentos de origem animal e gréos integrais. A castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa
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H.B.K.) é considerada a melhor fonte de selénio, devido ao alto teor e 6étima
biodisponibilidade do mineral. Em vista disto, tem sido utilizada como uma alternativa de
suplementacdo alimentar desse elemento (RAYMAN, 2008; YANG et al., 2009,
COMINETTI et al., 2011b, CARDOSO et al., 2016).

O selénio normalmente é bem absorvido pelo organismo, no entanto, a depender de
sua forma quimica, a taxa de absorcao pode variar. As formas inorganicas sdo absorvidas de
forma mais eficiente mas parecem ter uma menor taxa de retencdo no organismo em
comparacdo as formas orgéanicas (BURK et al., 2006). A absorcao de selenito depende de
um gradiente Na*/K* e ATPase, ja 0 selenato é absorvido em especial no duodeno por
difusdo simples. A SeMet é absorvida no intestino delgado por um transportador, por meio
de um transporte duplo ativo de Na* e aminoacidos neutros. Um dos seus destinos uma vez
absorvido é a inser¢do aleatoria em proteinas na posi¢do da metionina na proporcao de sua
concentracdo relativa a metionina. Ja em relacéo a Sec, pouco se sabe sobre sua absorcao,
apenas que € absorvida de acordo com sua incorporacéo as selenoproteinas (SUZUKI et al.,
2005).

A sintese de selenoproteinas se da por meio do Se advindo da dieta, que pode ser
tanto o organico (SeMet e Sec) como o inorganico [selenato (SeOs%) e selenito (SeO3%)]
(Figura 2). Estas formas séo convertidas a selenide (Se%), a qual é usada para sintetizar
selenofosfato (SePOs%) para a incorporacéo nas proteinas através de um caminho Unico de
tRNA. A Sec é sintetizada por um tRNA (RNAt[Ser]Sec) que apresenta um residuo de serina
que é substituido por uma Sec. Assim, a RNAt[Ser]Sec codifica um cddon UGA, que é
normalmente identificado como um stop codon, mas passa a ser lido como um cddon sense
para incorporar 0 Se em uma sequéncia de aminoacidos de selenoproteinas. A Sec €
incorporada a cadeia nascente de polipeptideos na qual existe uma estrutura conhecida como
elementos de sequéncia de insercao de Sec (SECIS), localizada na regido 3’ ndo codificada
(UTRs). Este elemento SECIS recruta uma proteina ligadora de substrato (SBP2), que
captura uma elongacéo especifica do fator Sec (EFSec) e seu cognato RNAt[Ser]Sec tRNA
(LABUNSKYY et al.,, 2014). A maioria dos RNAm das selenoproteinas, exceto a
SELENOP, contém um Unico residuo de Sec por cadeia peptidica (REEVES e
HOFFMANN, 2009; KOSSINOVA et al, 2013).
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Figura 2: Metabolismo de selénio. EFSec = fator de elongacdo de Sec; SBP2 = proteina
ligadora 2 de sequéncia de insercdo de Sec (SECIS); Se: selénio; Sec: selenocisteina; Ser:
seril. Adaptado de Cardoso et al. 2015.

O Se ¢ considerado um elemento essencial que apresenta uma janela curta entre a
deficiéncia, a essencialidade e a toxicidade; a avaliacdo das necessidades nutricionais é um
tema de constante debate (DUMONT, VANHAECKE e CORNELIS, 2006). H& alguns anos
a avaliagdo do estado nutricional dos individuos relativo ao Se se dava pelo total do elemento
em tecidos ou fluidos corporais. As concentragfes no plasma e soro eram consideradas
biomarcadores do estado nutricional e também de sua ingestdo a curto prazo, ao passo que
as concentracGes nos eritrocitos seriam reflexo de exposicéo a longo prazo (THOMSON,
2004). Posteriormente, comecgou-se a considerar também a atividade e concentracdo de
selenoproteinas como biomarcadores do estado nutricional deste mineral. Neste sentindo, o
parametro mais utilizado foi a atividade plasmatica da selenoproteina glutationa peroxidase
(GPx3) (BURK e HILL, 2005).
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Em vista disto, o estabelecimento de recomendacdes de ingestdo para este elemento
traco foi baseado na maximizacéo da atividade da GPx, que corresponde a concentragdes de
84-100 mcg/L de selénio no plasma sendo este um platd que néo se altera pelo acréscimo de
Se (THOMSON, 2004). Com base em dois estudos de intervencéo realizados na China e na
Nova Zelandia, estabeleceu-se o valor da necessidade média estimada (Estimated Average
Requirement — EAR) de 45 pg/dia para homens e mulheres com idades entre 19 e 70 anos
(10M, 2000). No entanto, ha estudos mais recentes sugerindo que a SELENOP é um melhor
biomarcador do status de Se e que a determinacdo da recomendac&o de ingestdo deveria ser
a partir do valor em que se atinge o platd desta, que corresponde a uma concentracao de Se
plasmatico de 100 a 120 pg/L (HURTS et al., 2013; KIPP et al., 2015; COMBS, 2015 e
BRODIN et al., 2020). Segundo a European Food Safety Authority (EFSA), a ingestéo de
Se para se atingir o platb da SELENOP seria de 60 pg/dia para mulheres e 70 pg/d para
homens (EFSA, 2014).

A SELENOP, diferentemente das outras selenoproteinas, contém dez residuos de
selenocisteina. Por ter essa grande quantidade de selenocisteinas, € considerada uma proteina
transportadora de selénio (ZHANG et al., 2010 e SOLOVYEV et al., 2018). Ela é uma
proteina glicosilada produzida principalmente no figado e posteriormente secretada no
plasma onde incorpora a maior parte do Se; ela € também expressa e secretada por outros
tecidos incluindo o cérebro e o coracdo (ROMAN, JITARU e BARBANTE, 2014). Altas
concentragcdes de SELENOP s&o encontradas no cérebro, exercendo assim um importante
papel na homeostase do Se central (SOLOYVYEV et al., 2018). Em condigdes de
deficiéncia, a SELENOP parece ser responsavel por manter preferencialmente a entrega de
Se para o cérebro e testiculos por um mecanismo distinto dos de outros 6rgdos (HILL et al.,
2003 e SCHOMBURG et al., 2003); alguns estudos ainda mostram que a SELENOP esta
associada com a resposta e progressdo da doenca de Alzheimer (DA) (BELLINGER et al.,
2008 e RUELI et al., 2015).

A atividade bioquimica da SELENOP néo foi totalmente elucidada mas existem
indicacbes sobre um possivel papel antioxidante. As concentracdes de SELENOP
plasmaéticas se correlacionam com a reducdo da peroxidacdo de lipideos e de lipoproteinas
de baixa densidade (BURK e HILL, 2005 e TRAULSEN et al., 2004). No cérebro, a
SELENOP pode atuar tanto como uma carreadora de Se para células da glia e neur6nios
como uma enzima antioxidante per se. Adicionalmente, o Se entregue ao cerebro mantém

concentracdes adequadas de outras selenoproteinas essenciais como as GPx1, a GPx4, a
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selenoproteina K dentre outras (SOLOVYEV, 2020). Por fim, as altas quantidades de
residuos ricos em histidina e cisteina a tornam uma proteina com alta capacidade de ligacao
a metais de transicdo como o cobre e o ferro, 0s quais estdo envolvidos em processo de
neurodegeneracao na DA (SUTHERLAND et al., 2013).

Diversos estudos vém apontando que a deficiéncia de Se estad associada com o risco
de desenvolvimento de algumas patologias ou mesmo aumento de progressao das mesmas
(Tabela 1) (BROWN e ARTHUR, 2001; PETERS et al., 2007; RAYMAN, 2008,
CARDOSO, 2014, ROMAN, JITARU e BARBANTE, 2014). No Brasil, ha estudos que
associam a deficiéncia de selénio com algumas doencas como insuficiéncia renal crénica
com hemodialise, doenca de Alzheimer, obesidade, diabetes mellitus tipo 1 e choque séptico
(STOCKLER-PINTO et al., 2010; COMINETTI et al., 2012; PIRES, 2012; COSTA et al.,
2014). Cardoso et al. (2014) também mostraram reducdo nas concentracdes de selénio

eritrocitario a medida em que ha declinio cognitivo em idosos.
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Tabela 1. Papel das selenoproteinas em relacdo as doencas humanas. Um efeito inibitério implica em uma acdo direta no

desenvolvimento da doenca enquanto a mitigacéo refere a uma reducéo posterior ao dano. Efeitos contrarios surgem quando a atividade

da proteina est& sub ou supranormal.

Doenca Selenoproteina Papel Mecanismo
Doencas musculares SelN, Selw Prevencéo Homeostase da sinalizacdo de Ca?*
Doencas cardiovasculares GPxs, TrxRx, SelR Prevencdo/Reducdo Defesa antioxidante
DIO1 Prevencdo/Reducéo Aumento de T3 para metabolismo lipidico
SelS Prevencdo Né&o conhecido
Hepatopatias GPxs Reducéo Defesa antioxidante
Insuficiéncia renal GPxs Prevencdo/Reducéo Defesa antioxidante
Epilepsia, desordens de humor GPxs Prevencéo Defesa antioxidante
Desordens neuroldgicas SelP, GPxs, TrxRs Reducéo Defesa antioxidante
Selw, SelH, SelM
Resposta Inflamatéria TrxRs Promog&o Regulagdo precoce da sinaliza¢do imune celular
GPxs Inibicdo Regulacdo avangada da sinalizagdo imune celular
SelS Inibicdo Defesa antioxidante, regulacdo de citocinas
HIV GPxs, outras Reducéo Defesa antioxidante
Diabetes tipo 2 GPxs Promocdo/Reducéo Inibicdo da sinalizacdo de insulina/defesa antioxidante
SelP Promocéo Inibicdo da sintese de insulina
TrxRs Prevencédo/Reducéo Estimulo da sinalizagdo de insulina/defesa antioxidante
Desordens enddcrinas DIOs Prevencéo Regulagdo do metabolismo dos hormdnios tireoideanos
Infertilidade masculina GPx4 Prevencéo Defesa antioxidante, suporte estrutural

Cancer GPxs, SelP, TrxRs

Prevencao

Defesa antioxidante
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Considerando o estado nutricional da populacéo brasileira com relagéo ao Se, pode-
se observar deficiéncia em algumas regides (DONADIO, 2011; COLPO et al., 2013;
ROCHA et al., 2014). No entanto, estudo realizado em Fortaleza (CE) (SANTOS, 2013)
onde o solo é mais rico em Se, as médias do mineral encontradas no plasma e eritrécitos dos
individuos foram acima dos observados em outras regiées, como por exemplo Sdo Paulo.
Estudo conduzido por Donadio et al., (2011) em individuos residentes na regido de S&o
Paulo, observou concentracBes de Se plasmaético e eritrocitario abaixo dos valores de
referéncia, o que pode ser explicado pelo consumo de alimentos provenientes de com baixas
concentragdes do mineral. Também em Sdo Paulo, Cardoso et al. (2014) mostrou baixas
concentragdes de Se plasmaticos e eritrocitarios em pacientes com Comprometimento

Cognitivo Leve e Doenca de Alzheimer.

2.2. Comprometimento Cognitivo Leve e Doenga de Alzheimer

Comprometimento Cognitivo Leve (CCL) € o termo usado para individuos que estéo
entre aqueles que apresentam as mudangas cognitivas advindas da idade e aqueles com
deméncia precoce. O comprometimento cognitivo marcadamente representa um aumento no
risco de agravamento do quadro no decorrer dos anos podendo evoluir para deméncia. A
taxa de progressao para deméncia entre as pessoas com CCL €é de 10 a 12% ao ano, enquanto
que pessoas com cognicdo preservada, a taxa de conversdo é de 1 a 2% ao ano (FORLENZA
2013).

A prevaléncia de CCL em individuos com 65 anos ou mais é em torno de 3 a 22%,
dependendo da demografia da populacdo estudada (PETERSON et al., 2010). A prevaléncia
real pode ser de dificil determinag¢do uma vez que as pontuacdes de diversos testes ndo foram
ainda padronizados e pode haver variagdes de defini¢cdes entre os estudos (PANDYA et al.,
2016). Existem diversos fatores de risco para aumentar as chances de desenvolver CCL,
entre eles a idade sendo o mais forte, mas também género, presencga do gene apolipoproteina
g4 (APOE &4), histérico familiar de CCL, e a presenca de riscos vasculares como
hipertensdo, hiperlipidemia, doenca coronariana e acidente vascular (NG et al., 2016)

A funcdo cognitiva é tipicamente caracterizada por seis dominios: 1) aprendizado e
memodria, 2) linguagem, 3) funcdo visual-espacial, 4) fungéo executiva, 5) funcdo motora e
6) funcionamento social (Figura 3). Para o diagndstico de CCL, apenas um destes dominios
deve estar alterado (KNOPMAN e PETERSON, 2014 e SACHDEV et al., 2014) mas

normalmente o termo CCL refere-se ao declinio nas habilidades de aprendizado de novas
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informacdes ou lembranca de informagdes armazenadas. A maior parte das pessoas passa
por um processo de declinio cognitivo ao envelhecer, mas o CCL excede esse declinio do

envelhecimento sem ainda atender ao critério de deméncia (SANFORD, 2017).

Linguagem
Nomeagdo de objetos

Fungdo Motora
Percepgdo visual

Construgdo visual

Achar palavras
Fluéncia
Gramitica e sintaxe

Coordenagdo motora

Funio.mcuﬁﬂ Lembranga espontinea
Planejamento DOMINIOS Lembranga guiada
Tomada de decisGes NEUROCOGNITIVOS ; Meméria de reconhecimento

Meméria de trabalho Meméria de longo prazo

Inibigdo / . \ Aprendizado implicito

Funcio visual-espacial Funcionamento social
Atengdo sustentada Reconhecimento de emogGes

Atencdo dividida Teoria da mente

Avaliagdo do préprio

Atencdo seletiva
comportamento

Processamento de velocidade

Figura 3: Dominios neurocognitivos. Seis dominios definidos pelo DSM-5 da funcéo

cognitiva e seus subdominios. Adaptado de Sachdev et al. 2014

Para se distinguir CCL de deméncia, é necessario avaliar se a independéncia de
habilidades funcionais do dia a dia estd preservada e se ndo ha prejuizo significativo em
funcdes sociais e ocupacionais. Se estes critérios forem atendidos, podemos dizer que é um
quadro de CCL e ndo de deméncia (ALBERT et al., 2011). O CCL por fim é definido
baseando-se na presenga ou auséncia de dificuldades de memdria (amnésico vs ndo-
amnésico) além dos dominios citados acima. O CCL do tipo amnésico caracteriza-se pela
evidente perda de memoria e apresenta biomarcadores similares & Doenca de Alzheimer; ja
0 CCL ndo amnésico, ndo ha perda de memoria aparente e normalmente esté correlacionado
com patologias como degeneracgdo do lobo fronto temporal e com deméncia com corpos de
Lewis (PETERSON, 2011).

Em relacdo as deméncias, o principal fator de risco para seu desenvolvimento é a
idade, sendo a incidéncia de DA entre 65 e 70 anos de idade por volta de 0,5%, dobrando a
cada cinco anos a partir dessa faixa etaria. A doenca com inicio pré-senil € pouco comum; a
prevaléncia do quadro de deméncia antes dos 50 anos é de menos de 1 a cada 4000 mil,
sendo 30% dos casos de DA (LAMBERT et al., 2014). Alteragdes em alguns genes
predispdem a doenca com inicio pré-senil, sendo os mais conhecidos o peptideo precursor
de amiloide (APP), presenilina 1 (PSEN1) e presenilina 2 (PSEN2) (CHOURAKI e
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SESHADRI, 2014).

Um numero crescente de evidéncias sugere que ha outros fatores de risco para o
desenvolvimento de DA além da idade, entre eles diabetes, obesidade, inatividade fisica e
mental, depresséo, tabagismo, baixo grau de escolaridade e dieta. Desta maneira, o potencial
na prevencdo primaria destes fatores modificaveis € muito grande e pode ser bastante
explorado (NORTON et al., 2014). Com base nos estudos de Rotterdam, tem-se preconizado
que a eliminacdo dos sete mais importantes fatores modificaveis levaria a uma reducéo de
30% na incidéncia de deméncia. Esses achados mostram tanto o potencial com a reducéo de
fatores de risco como a necessidade de outras estratégias terapéuticas para 0s 70% dos casos
restantes (DE BRUIJN, 2015).

Dois grandes marcadores da fisiopatologia da Doenga de Alzheimer s&o a presenca
de placas neuriticas e de emaranhados neurofibrilares; eles séo respectivamente relacionados
ao acumulo de peptideo beta amiloide (AP) em tecidos cerebrais e alteracdes no
citoesqueleto originados da hiperfosforilacao da proteina tau nos neurénios. De acordo com
a hipdtese amiloide, o acimulo de placas AR atua como um gatilho patoldgico para uma
cascata de dano neuritico, formacéo de emaranhados neurofibrilares via proteina tau levando
a disfuncao neuronal e morte celular (BARAGE e SONAWANE, 2015).

A producdo aumentada de placas AP é uma consequéncia da ruptura do processo que
regula a clivagem proteolitica do Precursor de Proteina Amildide (PPA), uma glicoproteina
encontrada em grandes quantidades no sistema nervoso central (SNC). As PPAs sdo
metabolizadas por dois caminhos distintos e mutuamente exclusivos: o caminho secretorio
(ou ndo amiloidogénico) e o caminho amiloidogénico (Figura 4). Os peptideos AR sdo
gerados por clivagens sucessivas de PPA por alfa (o), beta (B) e gama (y)-secretases. No
caminho secretdrio, a PPA é clivada pela a-secretase, liberando o fragmento N-terminal
solivel (sPPAa) e o fragmento C-terminal (C83), o qual é ainda clivado por uma gama-
secretase para originar o fragmento menor C-terminal. J4 no caminho amiloidogénico, a PPA
é alternativamente clivada pela [3-secretase, liberando um peptideo menor sPPAR e um
fragmento C-terminal maior (C99) que contém uma sequéncia amiloidogénica de
aminoacidos. Uma clivagem adicional de PPA pela y-secretase origina o peptideo
neurotdxico AR, o qual se polimeriza em oligdmeros que se agregam em fibrilas amildides
formando as placas senis e neuriticas (CRUMP, JOHNSON e YM, 2013). Dentre as diversas
isoformas de AR possiveis de se formarem, o peptideo AR1-42 possui um papel crucial na

patogénese da DA pois € o que tem o maior potencial em se agregar, sendo o mais
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neurotoxico dos peptideos. Esse processo, junto com a diminui¢do na remocdo de AR, leva
ao acumulo extracelular de AR e subsequente ativacdo de cascata neurotdxica levando a

alteracdes no citoesqueleto, disfuncdo neuronal e morte celular (DE PAULA, 2012).

A sPPAa B sPPAB

a oCTF J—
AICD AICD
Placas senis
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Figura 4: Processamento da proteina B-amiloide (PPA). A) Via ndo-amiloidogéncia; B)
Via amiloidogénica. Adaptada de CRUMP, JOHNSON e YM, 2013

Os oligbmeros AR interagem com neurdnios e células da glia levando a ativagdo da
cascata pro-inflamatoria, disfuncdo mitocondrial e aumento de estresse oxidativo (SANZ-
BLACO et al., 2008), prejuizo da sinalizacéo intracelular de plasticidade sindptica, aumento
da fosforilacdo de tau, aumento na atividade da glicogénio sintase quinase-38 (GSK-3R),
regulacdo do metabolismo de célcio, inducdo de apoptose neuronal e morte celular
(ROBERTS et al., 1994)

J& as proteinas tau, sdo encontradas principalmente em neurdnios e pertencem a
familia de proteinas associadas a microtubulos; elas exercem um papel importante na
organizacdo de microtubulos e na estabilizacdo da rede de microttbulos neuronais, sendo
essenciais para manutencdo da estrutura neuronal, transporte axonal e plasticidade neuronal
(BARAGE e SONAWANE, 2015). Dentro do axdnio, existe um gradiente de fosforilagéo e
alteracdes no padrdo de fosforilagdo de tau ocorrem no processo de remodelamento do
citoesqueleto, sendo um processo critico para promocdo de plasticidade sindptica. Um
padrdo anormal de fosforilacdo de tau afeta negativamente sua habilidade em se ligar a
tubulina, desestabilizando a estrutura de microtdbulos; a proteina se dissocia dos
microtubulos e se agrega sob a forma de filamentos helicoidais insoliveis e estes formam os
emaranhados neurofibrilares (BALLARD et al., 2011). Embora mais de um século tenha se
passado desde as primeiras descri¢des fisiopatolégicas da DA, os mecanismos que levam a

formagéo de placas AP e emaranhados neurofibrilares permanecem elusivas; nenhuma das
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duas hipdteses esgotam o amplo espectro das alteracGes patolégicas da DA (ROTTKAMP,
2000, DE PAULA, 2012). Desta forma, algumas hipoteses alternativas e complementares

tém sido propostas.
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Figura 5: Formagdo dos emaranhados neurofibrilares. A proteina tau em sua forma soltvel
da sustentacdo ao microtibulo e ao transporte axonal. Quando ocorre a hiperfosforilacéo
desta proteina, hd formacdo de agregados soluveis e insoliveis que ddo origem a

emaranhados neurofibrilares. Adaptado de Yoshiyama, Lee e Trojanowski, 2013.

Algumas linhas de evidéncia sustentam a hipGtese de que o estresse oxidativo,
nitrosativo e a inflamacao tenham um papel importante na patogénese tanto da DA como do
CCL, causando danos a elementos celulares vitais como acidos nucléicos, lipideos e
proteinas (SMITH et al., 2010, SULTANA, PERLUIGI e BUTTERFIELD, 2009, CENINI
et al, 2009, GUGLIELMOTTO, 2010, GLASS et al., 2010). Muitos mediadores
inflamatdrios ja foram detectados em concentracdes elevadas em varias regides do cérebro
de pacientes com DA em funcdo da ativacéo de astrécitos e da microglia, que desempenham
um papel chave na patogénese inflamatoria (VASTO et al., 2007 e VASTO et al., 2008).
Esta ativacdo faz com que haja um aumento na producéo de mediadores inflamatérios como
citocinas, fatores de crescimento e de coagulacdo, moléculas de adesao, prostaglandinas,
leucotrienos, tromboxanos, éxido nitrico e proteina C-reativa (PCR). Estas substancias, por
sua vez, potencializam a producdo da PPA e de emaranhados neurofibrilares, cujo
processamento leva a maior deposicao de AR, criando um ciclo vicioso (GLASS et al., 2010,
LATTA, 2015, LEE et al., 2010).

As citocinas influenciam a atividade, diferenciacdo, proliferacdo e sobrevivéncia de
células imunes e estdo envolvidas na regeneracdo neuronal e também na regulacdo da

producdo e atividade de outras citocinas, mantendo o estado de homeostase (STOL,
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JANDER e SCHROETER, 2000). Assim, até certo valor, as citocinas exercem funcgdes
importantes e necessarias ao organismo humano (DAS e BASU, 2008). No entanto, um
desequilibrio nesta homeostase pode trazer danos para a estrutura cerebral no
envelhecimento; neste contexto, individuos carreadores de genotipos inflamatorios teriam
maior risco de desenvolver doencas associadas & idade como DA (GIUNTA et al., 2008).
Estudo de Magalhées et al. (2018) mostrou que a inflamacao periférica esta associada a
biomarcadores da DA, eles observaram que pacientes com CCL amnésico e DA que
possuiam maiores concentracGes de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1R) tinham
maiores concentraces de proteina tau liquérica e menores concentracdes de peptideo AR1-
a2 liquérico. Assim, especula-se que a inflamag&o periférica possa servir como um indicador
de declinio cognitivo (MAROTTOLI et al., 2017) contudo, vale ressaltar, que ndo foi
estabelecido se a inflamagéo é causa ou consequéncia do quadro de CCL e DA (WYSS-
CORAY e ROGERS, 2012)

Em relacdo ao estresse oxidativo, é sabido que os emaranhados neurofibrilares
aumentam a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de espécies reativas de
nitrogénio (ERNs), desencadeiam desomeostase mitocondrial, seguida de morte neuronal,
sendo esta uma caracteristica marcante da doenca. Adicionalmente, o peptideo AB pode
induzir a ativacdo do fator de transcricdo do fator nuclear kappa B (NFkB), aumentando
desta forma a via inflamatéria (REDDY, 2011, YE, TAl e ZHANG, 2012, YOSHIYAMA,
LEE e TROJANOWSKI, 2013).

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre as EROs e ERNSs, e 0s
mecanismos fisiologicos de defesas antioxidantes, representado por enzimas antioxidantes
(superdxido dismutase, glutationa peroxidase, catalase, etc) e por outros componentes com
acdo antioxidante ndo enzimaticos (alfa-tocoferol, beta-caroteno, acido ascérbico, etc). O
aumento do estresse oxidativo ou a baixa defesa antioxidante podem levar a progressao de
diversas patologias como diabetes, aterosclerose, doencas cardiovasculares, DA, doenca de
Parkinson, desordens psiquiatricas como déficit de atencdo e hiperatividade e esquizofrenia,
cancer entre outras (UTTARA et al., 2009, THANAN et al., 2015). Inflamacdo e processo
oxidativo geram radicais livres, que sdo espécies quimicas altamente reativas, com um ou
mais elétrons ndo pareados tais como radicais superéxido (Oze-), hidroxila (OHe), tiol (RSe),
triclorometil (CClse) e Oxido nitrico (NOe). Quando a formagéo dessas espécies se excede,
ou guando o sistema antioxidante se consome, as EROs e as ERNs podem reagir com

macromoléculas da célula como acidos graxos, DNA, proteinas, etc causando danos a essas
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estruturas. Intracelularmente, as EROs sdo principalmente geradas pela cadeia de transporte
de elétrons mitocondrial e por enzimas redox como a éxido nitrico sintase desacoplada,
isoformas da citocromo P-450, e subtipos da NADPH oxidase (NOXs) na forma de
superdxido (COMINETTI et al., 2011a).

Existem também fatores de risco genéticos em relacdo ao inicio tardio sendo o
principal polimorfismo genético o gene da apolipoproteina E ¢4 (APOE &4). A apo E é uma
glicoproteina e componente das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e alta
densidade (HDL) estando portanto envolvida no metabolismo de colesterol e triglicerideos;
assim, a descoberta da variante 4 do gene ApoE que aumenta o risco de desenvolvimento
de DA, indica que o colesterol possa ter um papel direto na patogénese da doenca (OJOPI,
BERTONCINI e DIAS NETO, 2004). Ainda ndo se sabe ao certo por quais mecanismos a
ApoE &4 se associa com DA. Esta isoforma purificada parece ter maior afinidade pela Al
do que as isoformas ApoE €3 e €2, sugerindo que ela possa atuar como um estabilizador das
estruturas de fibrilas AR e como um impeditivo da depuracdo de AR (IMBIMBO, 2005).
Experimentos realizados em camundongos “knockout” para o gene APOE e modelos de
camundongos transgénicos mostraram que a presenca do alelo APOE &4 aumentou as
concentragdes de depdsitos fibrilares AR no cérebro dos animais quando comparado ao alelo
APOE &3 (HOLTZMAN et al., 2000).

Individuos portadores de um alelo tem um risco trés vezes maior de desenvolvimento
da doenca enquanto que portadores dos dois alelos tem um risco oito a doze vezes maior
(HEFFERNAN et al., 2016). No entanto, estudos de associagcdo gendmica ampla (GWAS)
identificaram mais de 20 fatores de risco genético, 0s quais atuam por vias inflamatdrias,
metabolismo de colesterol e reciclagem de vesiculas endossomais. Cada um desses genes
confere um risco baixo para DA, no entanto, quando combinados em poligenes, o risco pode
até dobrar (KARCH e GOATE, 2015 e ESCOTT-PRICE et al., 2015)



Revisao de Literatura — 33

Causes AD I APP [ ee metaboiism
PSEN1

PSENZ R E - Tau metabolism
cauing D Cholesterol metabolism
o Mendelian D Immune response
) inheritance I crcooytosis
ngh D Cytoskeleton development
N [ eveenets
()] g D Unknown
g variants with
9 intermediate
N .
= Medium R
Y 10
5 Co
~ UNCSC mmon
.:_:’ variants
conferring
Low
Rare Low frequency Common

Allele frequency

Figura 6: genes que tem sido relacionados & Doenca de Alzheimer; as cores correspondem
as suas funcBes; onde ha duas cores internas, o gene tem mais de uma funcdo; genes
circulados em amarelo parecem influenciar o metabolismo da PPA; genes circulados em
vermelho parecem influenciar o metabolismo de tau. (LANE, HARDY e SCHOTT, 2018).

O diagnostico precoce de deméncia e DA é de grande importancia em face do
potencial de se modificar o tratamento. Até o presente momento, as melhores tentativas para
se identificar individuos em risco de desenvolver deméncia recaem sobre o diagnostico de
CCL. A eficacia de qualquer tratamento é maximizada se a decisdo de tratar ¢é feita quando
as alteracdes da doenca sdo ainda incipientes. Assim, o liquor torna-se um alvo na procura
por biomarcadores uma vez que os marcadores de DA s&o restritos ao parénquima cerebral;
os candidatos mais promissores sdo as concentracdes de peptideo B amiloide 42 (AR 42) e
também o total de proteina tau e proteina tau fosforilada (T-tau e P-tau), também
denominados assinatura biologica para DA (FORLENZA et al.,, 2010 a). Estudo de
metanalise de Diniz et al., (2008) evidenciou que a anlise destes biomarcadores liquoricos
adicionam informag0es relevantes para se identificar individuos com CCL em maior risco
de desenvolveram DA. O estudo mostrou que pacientes que passaram de CCL para DA
tinham menores concentracbes de AR 42 liqudrica em relacdo aos pacientes que se
mantiveram estaveis em CCL. J& as concentracdes de T-tau e P-tau liquéricas foram maiores

nos individuos CCL com caracteristica amnésica (CCL mais avancado) e DA. Assim,
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pacientes que preencham o critério para CCL amnésico e possuem altos valores liquoricos
de T-tau e P-tau junto com uma AR 42 liqudrica baixa podem ser considerados pacientes
pré-clinicos para DA (DINIZ, PINTO JR, FORLENZA, 2008). Da mesma forma, estudo
multicéntrico de Mattsson et al. (2009) também concluiu que os valores liquoricos de AR42,
T-tau e P-tau s&o pertinentes para se identificar casos de DA incipiente.

Em relacdo a genotipagem, pacientes com alelo APOE &4 tém menores concentracdes
de AR 42 e maiores concentracdes de T-tau liquéricas em relacdo a pacientes que ndo sdo
portadores do alelo (MATTSSON, 2009). Herukka et al, (2007) mostraram que o status
ApOE &4 interage com as concentragdes no liquor de AR42, T-tau e P-tau em individuos CCL
amnésicos, e que esta interacdo aumenta o risco de conversdao para DA e é maior do que
qualquer parametro isoladamente.

Por fim, recentemente um grande esforco tem sido direcionado para se entender a
relacdo do fator neurotréfico associado ao cérebro (BDNF) e caracteristicas fisiopatoldgicas
da DA, esta neurotrofina de maior distribuicdo no sistema nervoso central (SNC) (TAPIA-
ARANCIBIA et al, 2008) tem um papel crucial na regulacdo axonal e no crescimento da
arvore de dendritos, além de ter uma acdo na plasticidade sinaptica, diferenciacdo e
sobrevivéncia neuronal, neuroprotecao, resiliéncia neuronal e capacidade de reparar diversos
insultos celulares (HU e RUSSEK, 2008). Trabalho de Forlenza et al, (2010 b) mostrou
menores concentracdes de BDNF sérico em pacientes com CCL e DA em comparacao a
controles saudaveis; no entanto, analises de “follow up”, revelaram que as concentragdes de
BDNF ndo séo preditivas da progressdo para DA ou deterioragdo cognitiva em CCL. Porém,
ainda séo necessarios estudos adicionais visto que ha achados na dire¢do oposta, mostrando
maiores concentracdes de BDNF em pacientes com prejuizo cognitivo e DA (Laske et al.,
2007). De toda forma, a avaliacdo das concentracdes de BDNF sérico pode adicionar valor
para predizer o risco de desenvolver DA, porém, de forma isolada, ndo tem forca suficiente
para se tornar um biomarcador. Adicionalmente, existe uma limitacdo técnica uma vez que
os testes de Elisa ndo diferenciam entre o pro-BDNF e o BDNF maduro, 0 que pode levar a

direcGes opostas no desfecho da doenca (Lim et al., 2015).

2.3. Cognicéo e Selénio

Alguns autores mostram que uma alimentagao saudavel, rica em vitaminas, minerais
e compostos bioativos, contribui para o retardo do declinio cognitivo durante o
envelhecimento e em pacientes com DA (LEE et al., 2009; SPACCAVENTO et al., 2009;
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WU e SUN, 2017). A importancia do selénio (Se) em doengas neuroldgicas e sua a¢do no
cérebro vem sendo demonstrada na literatura. A atividade antioxidante de selenoproteinas
no sistema nervoso central é bem estabelecida e baixas concentraces de selénio tém sido
associadas as lesfes isquémicas cerebrais (FANG et al., 2013). Estudos apontam que o Se e
as selenoproteinas tém uma acdo cerebral que vai além da agdo antioxidante, entre elas, a
regulacdo de influxo de célcio (UGUZ e NAZIROGLU, 2012), biogénese mitocondrial
(MENDELEV et al., 2012), destoxificagdo de metais pesados (DENG et al., 2015), e
quelacédo de metais de transi¢ao (DU et al., 2013).

Recentemente, o uso de modelos animais “knokckout” trouxe um maior
entendimento do papel de selenoproteinas no sistema nervoso como descrito no quadro

abaixo.
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Tabela 2. Resumo de selenoproteinas envolvidas no desenvolvimento cerebral (DIO2, DIO3, GPx4, SELENOP, Txnrd1) e/ou altamente
expressas no cérebro (GPx4, Sepl5, SelK, SelM, SELENOP, SelW)

Gene Localizacdo subcelular Principais locais de expresséo Resposta ao Modelos de camundongos “knockout”
no cérebro Se dietético
DIO2 Membrana reticulo Cdclea, hipotdlamo Moderada Déficit auditivo; prejuizo na termogénese
endoplasmaético
DIO3 Membrana plasmatica Coclea e cerebelo Moderada Déficit auditivo; alteracdo na morfologia cerebelar e prejuizo
na funcdo locomotora
GPx4 Citosol, mitocondria e nicelo  Cerebelo, hipocampo, Resistente Letalidade embrionaria; convulses e ataxia
hipotalamo
Sepl5 Ldmen reticulo Cerebelo, hipocampo Moderada Catarata precoce; sem relato de prejuizo neurolégico
endoplasmatico
SelK Reticulo endoplasmatico e Cerebelo, hipocampo, Moderada Prejuizo na resposta imune; sem relato de prejuizo neurolégico
membrana plasmaética hipotadlamo
SelM Ldmen do reticulo Bulbo  olfatério,  cerebelo, Moderada Obesidade sem déficit cognitivo ou motor
endoplasmatico hipotalamo, céclea
SELENOP Secretada Cerebelo, plexo coroide, bulbo Responsiva Déficit cognitivo e motor; convulsfes, ataxia e
olfatdrio, hipocampo neurodegeneracdo com dieta deficiente em Se
Selw Citosol Hipocampo, cortex, cerebelo, Responsiva Sem publicacéo
bulbo olfatério
Txnrdl Citosol, nucleo Cerebelo, hipocampo Resistente Letalidade embrionaria; hipoplasia cerebelar e déficit motor

Adaptado de Pitts et al, (2014).

Legenda: Se: selénio
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Apesar da concentracdo de Se ser baixa no cérebro, em periodos de deplecdo do
mineral, o cérebro recebe um suprimento prioritario de Se e seus valores sdo mantidos
estaveis em periodos de deficiéncia, mostrando sua importancia para o metabolismo deste
6rgdo (HAWKES e HORNBOSTEL, 1996, ZACHARA et al., 2001, HARATAKE, KOGA
e INOUE, 2011). Ratos deficientes em Se apresentaram concentragdes cerebrais 29% abaixo
quando comparados a animais que tiveram suficiéncia do mineral, enquanto que no figado e
nos rins, esta queda foi de 99% e 92% respectivamente (KUHBACHER et al., 2009). Em
humanos, as baixas concentracdes sanguineas estdo significativamente associadas com
declinio cognitivo (CARDOSO, 2014, HAWKES e HORNBOSTEL, 1996 e BERR et al.,
2000). Cardoso et al. (2010) e Vural et al. (2010) mostraram uma menor atividade de
enzimas antioxidantes dependentes de Se, em especial a GPx1 em pacientes com DA.
Parudariu et al. (2010) observaram menor atividade da GPx1 tanto em pacientes
demenciados como em pacientes com CCL.

Estudos in vitro e em animais mostram uma possivel associacdo entre Se e DA. A
deficiéncia do mineral foi associada a um aumento na formacao de placas Ap em cérebros
de camundongos transgénicos Tg2576 (modelos animais de DA onde ocorre aumento na
producdo de placas amiloides) (HARATAKE et al., 2013). H& também estudos mostrando
que o tratamento de cultura de células de neuroblastoma de animais com selenato de sddio
reduziu a fosforilacdo da proteina tau (VAN EERSEL et al., 2010 e CORCORAN et al.,
2010). Outro estudo em camundongos triplamente transgénicos, expressando formas
mutantes correspondentes ao fen6tipo de DA, quando suplementados com selenometionina,
houve reducdo da fosforilacdo de proteina tau, menores concentracbes de marcadores
inflamatorios e melhora da cognigdo (SONG et al., 2014). Por fim, Martini et al. (2019),
avaliaram a administracdo de ebselen (composto organico rico em Se) em modelo de
camundungos induzidos a DA por meio de injecdo intracerebrovascular de estreptozotocina
e verificaram a melhora de memoria e diminuicdo do estresse oxidativo no hipocampo por
meio do aumento de enzimas antioxidantes.

Ja em humanos, Cardoso et al. (2016) mostraram que o consumo de uma castanha-
do-brasil ao dia, a qual provia aproximadamente 288ug de Se, por um periodo de 6 meses,
foi associado com melhora em performance cognitiva em pacientes diagnosticados com
comprometimento cognitivo leve. Além disso, pacientes com DA apresentaram baixas
concentracdes de Se no plasma, eritrocitos e unhas quando comparados ao grupo controle
(CARDOSO et al., 2010). Da mesma forma, Smorgon et al. (2004) descreveram uma
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correlacdo direta entre concentragdes reduzidas de Se plasméatico e comprometimento
cognitivo em pacientes com DA quando comparado a individuos saudaveis. Rikkert el al.
(2014) mostraram ainda que mesmo pacientes com DA bem nutridos tinham concentragoes
plasmaticas de selénio inferiores quando comparadas a individuos saudaveis, sugerindo
assim que haja diferencas no status nutricional de pacientes com DA mesmo quando nao ha
desnutricdo. Adicionalmente, outros dois estudos mostraram uma possivel acdo benéfica da
suplementacéo de Se na melhora do desempenho cognitivo apesar deste ndo ter sido o Unico
nutriente suplementado em ambos estudos (SHELTENS et al., 2010 e KESSE-GUYOT,
2011).

Contudo, estudo recente (PREADVISE) avaliou a associac¢ao do uso de suplementos,
vitamina E e Se, com deméncia. O estudo foi realizado por um periodo médio de 5 anos,
em individuos com 60 anos ou mais, ndo demenciados, em que foram suplementados com
alfa-tocoferol (400 Ul/dia) ou selenometionina (200ug/dia) ou ambos; ndo foi encontrada
qualquer associacao do uso destes antioxidantes com a prevencéo da incidéncia de deméncia
(KRYSCIO et al, 2017). No entanto, vale ressaltar que neste estudo, os individuos nao
apresentavam deficiéncia em Se, o que pode ter afetado a resposta ao tratamento, indicando
possivelmente que a suplementacdo de Se pode nédo ter impacto na cogni¢cdo em individuos
que ja tenham suficiéncia do mineral.

A acdo benéfica do Se aparentemente se da por meio de diversas selonoproteinas,
entre elas a enzima glutationa peroxidase (GPx) e a SELENOP e pela acdo do Se na
modulacdo inflamatoria. Recentemente, alguns estudos vém mostrando evidéncias do papel
do selénio na resposta inflamatoria, no entanto, a maior parte desses resultados foram
demonstrados em estudos in vitro (DUNTAS, 2009). J& em humanos, estudo de Maehira et
al. (2002) mostrou baixas concentraces de selénio em individuos com quadro inflamatério
em que a proteina C-reativa estava elevada. J& um outro estudo multicéntrico
(ANGSTWURM et al., 2007) a administracdo de Se reduziu a mortalidade de pacientes com
sepsis e em choque séptico. O papel do Se como um elemento anti-inflamatério parece estar
ligado a sua acdo em células imunes, especialmente nas vias de transdu¢do da sinalizacdo de
macrofagos e também inibindo a via do NF-kB por meio da acdo da GPx (DUNTAS, 2009).

Quanto aos biomarcadores de inflamagdo periféricos em pacientes com DA, 0s
estudos sdo inconclusivos e divergentes. Estudo recente de metanalise (SU et al., 2019)
mostrou aumento de inflamag&o periférica em pacientes com DA quando comparados ao

grupo controle saudavel e ao grupo CCL; o grupo CCL teve concentracdes de citocinas



Revisao de Literatura — 39

inflamatorias semelhantes ao grupo controle. Os autores especulam que a inflamacéo
sistémica seja um evento tardio durante a progressdo da DA. No entanto, estudo de King et
al, (2018) mostrou resultados opostos, onde pacientes do grupo CCL tinham maiores
concentracdes de marcadores inflamatorios em relagdo a pacientes do grupo DA, dando
énfase ao papel da inflamag&o no inicio do declinio cognitivo. J& Forlenza et al. (2009),
observaram aumento das concentragdes séricas II-18 tanto no grupo DA como no grupo
CCL, ambos em comparacdo ao grupo controle. Os achados sdo inconsistentes e
inconclusivos, porém, a patogénese da DA é complexa e 0 uso de apenas um biomarcador
pode n&o ser adequado para delinear completamente a patofisiologia da doenga.

Neste contexto, ha estudos relatando o possivel papel do Se em reduzir a inflamacéo
sistémica em quadros de deméncia. Estudo recente Demirci et al. (2017), mostrou que o Se
diminuiu as concentragdes de citocinas inflamatérias em ratos que foram induzidos a
deméncia pelo uso de escopolamina; o grupo tratado com a droga e Se teve reducdo nas
concentracdes de IL-1a, IL-4 e TNF-a quando comparado ao grupo induzido a deméncia
mas sem tratamento com Se. Também nesta mesma linha, estudo de Dominiak et al. (2017),
usou um composto semi-sintético de selénio (Selol) para administrar a ratos que foram
induzidos a inflamacdo cerebral e sistémica atraves da administragdo periférica de
lipopolissacarideos (LPS); os resultados mostraram aumento de TNF-a sérico nos animais
tratados com LPS mas ndo no grupo tratado com LPS e Selol, e também houve um menor
aumento da expressdo génica de citocinas inflamatorias no cortex cerebral deste grupo em
relacdo ao grupo LPS. Além disso, eles observaram que o grupo tratado com Selol reverteu
a queda observada no RNAm de BDNF induzida por LPS.

Adicionalmente, existe também uma associacdo entre selenoproteinas e
caracteristicas patoldgicas da doenca. Constatou-se por exemplo a presenca de SELENOP
junto as placas senis e aos emaranhados neurofibrilares no cérebro postmortem de individuos
com DA (BELLINGER et al., 2008). As concentraces também estavam elevadas no plexo
cordide e no fluido cerebrospinal (RUELLI et al., 2015). Os autores especulam que tal fato se
dé pela acdo antioxidante da SELENOP e pelo seu transporte de Se para sintese de outras
selenoproteinas antioxidantes, como por exemplo as GPxs que sdo expressas tanto em
neurénios como em células da glia (GARCIA et al., 2010 e ZHANG, ROCOURT e CHENG,
2010) e sdo reconhecidas como um dos mais importantes mecanismos protetores contra
danos oxidativos (MITOZO et al., 2011).
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No entanto, dados da avaliacdo das concentracBes de Se no cérebro de portadores de
Alzheimer sdo escassos e controversos. Ramos et al, (2014), reportaram um decréscimo nas
concentracdes de Se em portadores da doencga no hipocampo e aumento no giro temporal
superior, no coértex frontal, no meio do cérebro e no putdmen, apesar de uma pequena
amostra. Morris et al. (2015) conduziram um estudo mais extenso no qual examinaram a
relacdo entre o consumo de alimentos de origem marinha, teores de mercurio, de Se e ApoE
€4 no cérebro posmortem de 286 idosos. O aumento de Se foi associado com um aumento
na gravidade dos emaranhados neurofibrilares, de acordo com a escala patoldgica de Braak.
J4, Cardoso et al. (2017) recentemente avaliaram e compararam a distribuicdo celular e as
concentracdes de Se no cortex temporal no postmortem de individuos com doenca de
Alzheimer controles e também avaliaram a relevancia do genotipo de risco APOE &4 na
distribuicdo de Se. Foi observada uma associacdo entre DA com baixas concentracgdes de
selénio tanto nas fragdes sollveis (citosolica) como insoltveis (placas e emaranhados). Além
do mais, a presenga do alelo APOE &4 correlacionou-se com baixas concentragdes de Se
total no cortex temporal e altas concentracfes de Se sollvel. Esses achados sugerem uma
interacdo relevante entre APOE &4 e a entrega de selénio para o cérebro, podendo esta estar
prejudicada em individuos portadores do alelo e ainda uma distribuicdo alterada de Se no
cérebro.

Assim, parece que carreadores do alelo APOE &4 tém o metabolismo do selénio
alterado no cérebro. A entrega de selénio neste 6rgao se da pela interacdo da SELENOP com
o receptor 2 de ApoE (ApoERZ2); esta interacdo ocorre tanto na barreira hemato-encefalica
como dentro do cérebro com o fornecimento de selénio para os neurdnios e para células da
glia (Burk et al., 2014). Podemos pensar que carreadores do alelo APOE &4 podem ter a
expressao de ApoER2 modificada ou reduzida, levando a menor interacdo com SELENOP

e consequentemente a menores quantidades de selénio entregues ao cérebro (Figura 7).
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Gendtipo ApoE €2 e €3 Gendtipo ApoE €4

SELENOP
SELENOP
SELENOP
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Figura 7: Interacdo de SELENOP com o receptor ApoER2. Adaptada de Cardoso
etal. 2017

Desta forma, diferentes linhas de evidéncia indicam que a alteracdo do estado
nutricional dos individuos em relagdo ao Se é concomitante com a patogénese da DA e que
carreadores do alelo APOE &4 tém metabolismo alterado de selénio no cérebro; portanto,
faz-se necesséria a avaliacdo de como o Se e selenoproteinas se encontram nos diferentes
compartimentos (plasma e liquor) em individuos com Comprometimento Cognitivo Leve e

em portadores da Doenca de Alzheimer com diferentes genotipos.
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3. HIPOTESES EXPERIMENTAIS

e O Comprometimento Cognitivo Leve e a Doenca de Alzheimer estdo associados com

o estado nutricional dos individuos em relagdo ao selénio.

e O estado nutricional dos individuos em relacdo ao selénio sofre influéncia do

gendtipo APOE &4
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral

e Avaliar se 0 Comprometimento Cognitivo Leve e a Doenca de Alzheimer podem

estar relacionados ao estado nutricional dos individuos em relagéo ao selénio.

e Auvaliar se os individuos carreadores ou ndo do alelo APOE &4 com maior ou menor
susceptibilidade a DA apresentam diferencas quanto aos parametros da avaliacao do

status de selénio.

e Avaliar se os biomarcadores normalmente utilizados para CCL e DA podem estar

relacionados ao selénio.
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5. CASUISTICA

5.1. Amostragem e Selecao dos Participantes

O recrutamento de participantes foi realizado no Instituto de Psiquiatria do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, no ambulatério de
Psicogeriatria do Laboratdrio de Neurociéncias-LIM 27. Os participantes foram voluntarios,
de ambos os sexos, eutroficos, com idade acima de 60 anos e residentes no estado de S&o
Paulo. O presente trabalho foi constituinte de uma subamostra do projeto maior “Instituto
Nacional de Biomarcadores em Neuropsiquiatria (In-Bion)” do Instituo de Psiquiatria do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo. A amostra
deste estudo foi de conveniéncia.

Todos os participantes e seus cuidadores foram informados sobre os procedimentos
a que foram submetidos e o destino do material biolégico coletado. Foram esclarecidos
quanto ao direito de desisténcia no decorrer da pesquisa, sem constrangimentos. Ao
concordarem em disponibilizar material biolégico para pesquisa, 0s responsaveis pelos
participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 1), que
descreve as informagGes sobre o projeto, de acordo com a Resolugdo CNS n° 196/96, itens
I, 1V e V, que tratam da prote¢do dos participantes e orientam sobre os procedimentos
referentes as pesquisas que necessitam experiéncias com humanos. O projeto foi submetido
ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo uma vez que o estudo faz parte de um projeto maior do LIM-27.

5.2. Critérios de Inclusao

Os critérios de inclusdo foram estabelecidos para a pesquisa que estava sendo
realizada no laboratorio de Neurociéncias (LIM-27) do Instituto de Psiquiatria do Hospital
das Clinicas da Universidade de Séo Paulo. O presente projeto adotou 0s mesmos criterios
de inclusdo.

O grupo controle, composto por individuos sem historico pessoal de doencas
neuropsiquiatricas, foi recrutado na comunidade, atendendo pareamento das variaveis socio
demograficas com o grupo de pacientes.

Os critérios gerais de inclusdo adotados foram: auséncia de historia atual ou nos

altimos 6 meses de dependéncia de alcool e/ou drogas psicoativas; auséncia de histéria
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prévia ou atual de hidrocefalia, epilepsia, traumatismo cranio-encefalico, doencas
neuroldgicas degenerativas e comorbidades psiquiatricas. Pacientes clinicamente instaveis
ou com saude fragil no momento da avaliagdo foram excluidos. Todos os participantes dessa
pesquisa assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Para o diagndstico de DA inicial foi utilizado o método de rastreio Mini Exame do
Estado Mental (MEEM) e o teste cognitivo de Cambridge (CAMCOG) segundo os critérios
diagnosticos do NINCDS-ADRDA (McKhann et al., 1984). Os sujeitos apresentavam DA
leve a moderada. O diagnéstico de CCL obedeceu aos critérios estabelecidos pela
Classificacdo Internacional das Doencas (CID-10) para Comprometimento Cognitivo Leve
(F.06.7), corroborado, sempre que possivel, pelos critérios de Petersen para a condicao
descrita como Mild Cognitive Impairment (MCI) (Petersen et al., 1999), isto é: (1) queixa
de perda de memoria feita pelo paciente e/ou corroborada pelo acompanhante; (2) déficit de
memoria comprovado por meio de exame neuropsicoldgico (adiante), capaz de caracterizar
desempenho de memdria inferior a normalidade (< 1,5 DP), levando-se em conta as normas
estabelecidas para a respectiva faixa etaria e nivel de instrucdo; (3) auséncia de
comprometimento de outras fungdes cognitivas; (4) capacidade de desempenhar atividades
da vida diaria preservada; (5) auséncia de deméncia. Para o grupo controle, foram
selecionados idosos com queixas de memoria subjetivas que procuraram atendimento no
ambulatorio, porém ndo preencheram os critérios para CCL ou DA.

O diagnostico diferencial da sindrome demencial foi estabelecido com o auxilio de
exames laboratoriais e de imagem cerebral, realizados no Complexo HC por meio da rotina
de atendimento ambulatorial. Foram realizadas reunides de consenso envolvendo os
diferentes profissionais da equipe, com o objetivo de se estabelecer a hipdtese-diagndstica
mais pertinente para cada caso. Os casos de deméncia vascular (DV) foram diagnosticados
segundo os critérios NINCDS-AIREN (Roman, 1993). Casos compativeis com sindromes
demenciais de outras etiologias, que ndo a DA, DV ou formas mistas (DA+DV), foram
encaminhados para outros servicos especializados dentro do Hospital das Clinicas.

Foi realizada avaliagcdo neuropsicoldgica onde os participantes foram submetidos aos

seguintes testes:

o WASI - Wechsler Abbreviated Scale of Intelligence;
e  WMS III - Wechsler Memory Scale - Third Edition;

e TDE - Teste de Desempenho Escolar;
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e« RBMT - Teste Comportamental de Memdria de Rivermead;

e FOME - Fuld Object-Memory Evaluation;

5.3. Protocolo Experimental

Este estudo é de natureza transversal. Os dados foram coletados de trés diferentes
grupos: grupo controle (CONT), grupo com comprometimento cognitivo leve (CCL) e grupo
com doenca de Alzheimer (DA).

O material bioldgico coletado foi analisado para caracterizar os individuos quanto ao
estado nutricional relativo ao selénio; para avaliar pardmetros de inflamacdo e para
determinar genotipagem (APOE &£4); quantificacdo proteica de SELENOP; quantificacédo de
BDNF e assinatura bioldgica para DA. Para caracterizagdo dos participantes, foi coletado
um questionario sobre informacdes socioecondmicas, antecedentes familiares para doencas

crbnicas ndo transmissiveis, uso de medicamentos e presenca de doencas.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1. Coleta de Material Bioldgico

Amostras de 20 mL de sangue foram coletadas com seringas estéreis e descartaveis,
no periodo da manha e com os participantes em jejum de 12 horas. As amostras de sangue
foram destinadas as andlises de concentracdo de selénio nos diferentes compartimentos,
concentracdo de SELENOP nos diferentes compartimentos, concentragdo de marcadores de
assinatura bioldgica para DA, concentracbes de BDNF e genotipagem, e marcadores de
inflamacéo.

a) Obtencéo do plasma

A separacdo do plasma foi realizada por meio de centrifugagéo por 15 minutos a 3000
rpm. As amostras de plasma foram devidamente identificadas e armazenadas em freezer -

80°C até o momento das analises.

b) Obtencéo do liquor
As amostras de liquor foram obtidas por meio de puncdo lombar nos espacos
intervertebrais L3/L4 ou L4/L5, com uma agulha de calibre 23. As coletas foram realizadas
por médico neurologista, no periodo matutino, em tubos de polipropileno com capacidade
para 12-15mL. Em seguida, as mesmas foram centrifugadas a 3200 rpm por 10 minutos a
4°C, separadas em aliquotas (0,5mL cada) e armazenadas em freezer (-80°C) para posterior

analise.

6.2. Andlises Bioquimicas

6.2.1. Determinacdo da concentracdo de selénio no plasma e no liquor

A concentracao de selénio foi determinada por espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS, Perkin Elmer DRC II) conforme metodologia
previamente padronizada pelo Laboratério de Toxicologia e Essencialidade de Metais,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brasil (BATISTA et al., 2009).
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6.2.2. Determinacao do perfil lipidico e glicemia de jejum

Esses dados foram obtidos pelos prontuéarios de cada paciente no Hospital das

Clinicas da Faculdade de Medicina de Sao Paulo

6.2.3. Determinacéo da insulina
Esses dados foram obtidos pelos prontuarios de cada paciente no Hospital das

Clinicas da Faculdade de Medicina de Sao Paulo

6.2.4. Determinacao de marcadores inflamatorios
As concentracBes das citocinas foram determinadas no plasma por imunoensaio

fluorimétrico baseado na tecnologia Luminex® xMAP® (MAP: Multiple Analyte Profiling)
utilizando pares de anticorpos monoclonais disponiveis comercialmente. Foram dosadas as
seguintes citocinas: interleucina 1 beta (IL-1R), interleucina 10 (IL-10), interleucina 6 (IL-
6), interleucina 5 (IL-5), interleucina 2 (IL-2), interleucina 4 (IL-4), interleucina 8 (IL-8),
interferon gama (IFN vy), e fator de necrose tumoral alfa (TNF o).

6.2.5. Determinacdo da concentracao da Selenoproteina P

A concentracdo plasmatica da SELENOP foi determinada por ELISA por meio de
kit disponivel comercialmente (Abexxa, Ltd.) em um leitor de microplaca (Biotech Synergy

H1, Biotek). A proteina foi quantificada no plasma e no liquor.

6.2.6. Determinacdo das concentragdes liquoricas de T-Tau, P-Tau e AR1-42

As analises dos biomarcadores liquéricos de T-Tau, P-Tau e AR1-42 foram feitas em
duplicata com ensaio INNo-Bia AlzBio3 (Innogenetics, Ghent, Belgium), uma plataforma
multiplex Luminex XMAP. Depois de umedecer o filtro da placa com um tampdo de
lavagem, uma suspensdo de microesferas com os anticorpos correspondentes foi adicionada
a placa e esta foi incubada durante uma noite no escuro. Posteriormente, a placa foi lavada
e um conjugado de deteccao foi adicionado e incubado por 1h em temperatura ambiente. A
placa foi lavada e posteriormente adicionada a uma solugdo de leitura; o ensaio foi analisado

em uma plataforma Luminex IS (Luminex, Austin, Texas, EUA).

6.2.7. Determinacdo do genétipo APOE

O DNA gendmico foi isolado do sangue total e a genotipagem APOE foi realizada
usando ensaio de discriminagdo alélica TagMan® 5’-exonuclease obtido da Applied

Biosystems (Foster City, CA, EUA). Essa metodologia utiliza dois ensaios de PCR para
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identificar polimorfismo de nucleotideo Unico (rs429358, rs7412) dentro do exon 4 do gene
APOE. Os resultados dos ensaios individuais foram usados para determinar o gendtipo
APOE.

6.2.8. Determinacdo das concentracdes de BDNF

O fator neurotrofico cerebral foi medido usando um anti-BDNF em um kit sanduiche
ELISA de acordo com a metodologia fornecida pelo fabricante (Chemikine ™; EMD
Millipore Corporation, MA, EUA).

6.3. Andlise estatistica

Apo6s a obtencdo e tabulacdo dos dados, foi realizada a analise estatistica com o
software Statistical Package for the Social Sciences, versdo 23.0 (SPSS, Chicago, IL, USA)
e 0 ambiente R, versdo 4.0.3. Inicialmente foram feitos testes de normalidade através do teste
de Kolmogorov-Smirnov, e de homogeneidade de variancia com o teste de Levene. Para a
andlise de comparacdo de médias dos parametros estudados entre os grupos, utilizou-se o
teste t de Student e o teste de variancia (ANOVA) para as variaveis paramatricas e o teste de
Mann-Whitney e Kruskal-Wallis para variaveis ndo paramétricas. Considerou-se p-valor
menor que 5% para discriminacdo de médias estatisticamente diferentes e valor entre 5 e
10% como tendéncia. Testes de correlacdes lineares de Pearson ou Spearman foram feitos
de acordo com a normalidade e homogeneidade de variancia dos dados, considerando
valores significativos abaixo de 5%. Foi feita regressdo linear entre parametros de selénio
como variavel resposta e diagnostico, genotipo APOE &4, idade e género como preditores e
regressao logistica entre parametros de digandstico como variavel resposta e idade, género,

deficiéncia ou ndo de selénio, e carreadores ou ndo do gendtipo APOE &4 como preditores.
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7. RESULTADOS

7.1. Caracterizacdo da populacao de estudo

Participaram da pesquisa 70 idosos, com idade acima de 60 anos, todos residentes na
cidade de S&o Paulo. Dos 70 pacientes, 28 eram do grupo Controle (CONT), 14 do grupo
Comprometimento Cognitivo Leve (CCL) e 28 do grupo Alzheimer (DA). As caracteristicas
sociodemogréaficas bem como escala de cognicdo e parametros metabolicos e inflamatorios

da populacéo estudada estéo representadas na tabela abaixo.

Tabela 3. Caracteristicas sociodemogréaficas e metabdlicas dos participantes do estudo.

Valores de
referéncia*

Mediana (intervalo

N Média(DP) interquartil Q1-Q3)

CARACTERIZACAO

Idade (anos) 67 76,1+ 6,8 76 (71,5-80) )
Escolaridade (anos) 68 11,9+ 10,7 11 (5-16) )
MMSE 53 25,3+5,1 27 (24-29) )
CAMCOG 53 83,5+ 20,4 93 (75-98) )
MARiCADORES DE

SELENIO

Selénio Plasma (pg/L) 58 116,9+ 49,6 104,7 (86,8-122,5) >84-100*
Selénio Liquor (ppb) 42 4,4+ 0,98 4,2 (3,7-4,9) -
SEPP Plasma (ng/mL) 57  9415,3+6602,5 6495 (5047-10150) -
SEPP Liquor (ng/mL) 45 7,245,8 5,4 (3,9-7,2) -
METABOLICOS

AST (U/L) 47 21,9+59 21,0 (18-25) <328
ALT (U/L) 48 18,345,8 18,0 (14-21) <328
GGT (U/L) 36 24,4+ 16,2 20,0 (14,7-27) 8-413
Glicemia (mg/dL) 50 89,4+ 21,0 84,5 (79-96,7) 75-993
Insulina (MU/L) 40 7,9+3,7 7,4 (5,1-10,2) 2-19°
LDL (mg/dL) 47 107,9+ 34,8 109 (83-126) <110°
HDL (mg/dL) 48 62,8+ 26,1 60 (52-67) >353
CT (mg/dL) 47 188,9+ 40,7 187,0 (160,0-213,5) <1703
TG (mg/dL) 46 123,4476,2 91,0 (76-148,8) <130°
Protefna (g/dL) 23 7,0+0,4 7,1 (6,9-7,3) 6,5-8,1°
Albumina (g/dL) 24 4,3+0,7 4,5 (4,3-4,6) 3,5-5,23
AR-42 (pg/mL) 42 423,3+148,4 420,1(337,03-494,1) <416*
T-Tau (pg/mL) 42 111,6+80,4 79,6 (50,8-152,2) <76*
P-Tau (pg/mL) 42 59,3+ 45,6 43,9 (48,4-76,9) <76,74
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AR42/pTau 42 10,5+6,8 9,5 (4,9-14,6) >9,534
AR42/Tau 42 5,8+3,8 5,6 (2,9-8,7) >4,13
BNDF (pg/mL) 63 1955+ 174,6 147,7 (168,9-255,1) i
INFLAMATORIOS

PCR (mg/dL) 36 2,121 1,8 (1,6-3,0) <1,0
IFNy (pg/mL) 48 2,1+ 2,0 1,41 (0,82-2,4) -
IL10 (pg/mL) 49 9,0+ 13,6 45 (2,5-7,7) -
IL1B (pg/mL) 48 0,9+0,9 0,8 (0,6-1,0) -
IL2 (pg/mL) 49 2,5+7,2 0,9 (0,7-1,1) -
IL4 (pg/mL) 41 8,0+ 20,5 1,0 (0,02-6,4) -
IL5 (pg/mL) 48 2,3+55 1,2 (1,1-1,7) -
IL6 (pg/mL) 48 6,1+ 22,8 1,6 (1,1-2,9) -
IL8 (pg/mL) 49 12,8+ 24,8 5,9 (3,9-8,3) -
TNFo. (pg/mL) 49 10,1+ 6,7 8,6 (5,6-13,3) -

* Valores de referéncia:

! Thomson et al., 2004

2 Gerhardsson et al., 2008

3 Hospital das Clinicas FM-USP

4 Referéncia do kit disponivel comercialmente (INNo-Bia AlzBio3)

Participaram do estudo 70 individuos, dos quais 50 eram do sexo feminino e 20 do
sexo masculino; dentre os trés grupos analisados, 28 individuos eram do grupo Controle,
14 do grupo CCL e 28 do grupo DA (Figura 9). Por um teste de regresséo logistica, ndo

evidenciamos diferenca entre 0s géneros nos 3 grupos.

M feminino @ masculino

p=0,085

84.6%

100.0%

78.6%

80.0%

58.6%

60.0%

40.0%

20.0%

0.0%

controle comprometimento doencga de Alzheimer

cognitivo leve

Figura 8. Frequéncia de género nos grupos avaliados no estudo.
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Alguns parametros sociodemograficos, escala de cognicdo (MMSE e CAMCOG),
marcadores precoces liquéricos de assinatura biolégica para DA (AR 42, T-Tau, P-Tau) e
BDNF foram comparados entre os trés grupos (Tabela 4). N&o houve diferenca entre os
grupos em relacdo a idade e género. Porém, houve diferenca entre os grupos em relacdo a
anos de escolaridade, sendo que tanto o grupo CCL e DA diferiram do grupo CONT, tendo
estes menos anos de escolaridade. JA em relacdo a presenca do alelo APOE e4, ndo se
observou diferencga entre os grupos. Quanto aos testes cognitivos MMSE e CAMCOG,
houve diferencga entre os grupos, sendo que os pacientes com DA obtiveram a menor
pontuacdo. Os biomarcadores liquéricos (AR 42, T-tau e P-tau) e a neurotrofina BDNF, ndo
diferiram entre os grupos. Porém, apesar da falta de significancia estatistica, verificou-se
uma tendéncia dos individuos DA terem maiores quantidades de P-tau em relagdo ao grupo

controle; também ha uma tendéncia do grupo DA ter menores concentracfes de AR42.
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Tabela 4. Comparacdo entre os trés grupos estudados em relacéo a caracteristicas sociais e

marcadores relacionados a cognicdo

CONT CCL DA p-valor
Idade® 75,8+6,5 76,1+7,6 76,4+7,1 0,95
Escolaridade ® 13,945,22 7,6+4,0° 9,315,3 <0,001
Geénero (Masc%)¢ 42,9 14,3 21,4 0,37
Carreador APOE &4 (%) 29,6 18,2 32,1 0,37
MMSE (med/DP) © 28,7+1,4¢ 25,4+2,8" 20,4+6,0°¢ <0,001
CAMCOG (med/DP) ¢ 97,2445 84,7+9,7° 64,3+24,6¢ <0,001
AR 42(med/DP) € 459,8+154  462,8499,7 362,0+157,8 0,10
T-Tau (med/DP) ¢ 110,5+69,6 84,1658  131,5+96,2 0,22
P-Tau (med/DP) € 41,1+13,42  56,7£52,9 78,1454,1 0,07
BDNF(med/DP) © 186,5 151,8 225,3 0,46

aDA vs CONT; PCCL x CONT; DA x CCL

dTeste Kruskal-Wallis para amostras independentes

€ Teste Anova para amostras independentes

Legenda: CONT= grupo controle; CCL= grupo comprometimento cognitivo leve; DA=

grupo doenga de Alzheimer

7.2. Parametros Relacionados ao genotipo APOE &4

Em relacdo a genotipagem, encontrou-se uma frequéncia alélica de 13,6% alelo €2,

70,4% alelo €3 e 16% do alelo €4, o que € bem semelhante a frequéncia populacional (alelo
€2 3-8%, alelo €3 71-85% e alelo €4 9-23%) (BERTRAM et al., 2007) (Tabela 5).
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Tabela 5. Frequéncia do genotipo APOE, alelos, e carreadores APOE &4 versus ndo

carreadores na populagéo estudada

Genotipo/Alelos N=66 (100%0)
Genotipo APOE
€2/e2 3(4,5)
€2/€3 12 (18,2)
€3/e3 32 (48,5)
e3/ed 17 (25,8)
edled 2 (3,0
Alelo
€2 9 (13,6)
€3 46 (70,4)
el 11 (16%)
Carreadores* APOE
gd- 47 (71,2)
g4+ 19 (28,8)

*g4- = ndo carreadores (e2/e2, €2/€3, €3/€3); €4+ = carreadores (e3/e4, e4/ed)

Também avaliou-se por meio de um teste de regressdo logistica, a frequéncia dos
carreadores e nao carreadores do alelo APOE &4 e observou-se que ndo houve diferenca nos

grupos controle, CCL e DA (Figura 10).

[l N3o carreador do alelo APOE4 e4 [ Carreador do alelo APOEe4

100.0% p=0,663
U7 81.8%
20.0% 70,49 67.9%
60.0%
32.1%
20.0% 29.6%
18.2%
20.0%
0.0%
controle comprometimento doenga de Alzheimer

cognitivo leve

Figura 9. Frequéncia dos carreadores e ndo carreadores do alelo APOE &4 nos trés

grupos
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Quando se comparou as concentracdes de Se plasmatico e liquérico e SELENOP
plasmética e liqudrica, ndo observamos diferencas entre os grupos ndo carreadores e
carreadores do alelo APOE &4. No entanto, observamos uma maior tendéncia de menores
concentragdes de Se plasmatico no grupo de carreadores do alelo APOE &4 (Tabela 6 e Figura
11).

Tabela 6. Concentrac6es de Selénio (plasmatico e liqudrico) e SELENOP (plasmatico e

liquorico) em carreadores e nédo carreadores do alelo APOE&4

Né&o Carreadores Carreadores P-valor
Alelo APOE &4 Alelo APOE #4
Se Plasma (ug/L)? 121,3+£51,9 110,2+47,7 0,159
108,5 (95,3-123,6) 90,2 (81,8-129,2)
Se liquor (ug/L)® 45+1,0 4,240,8 0,305
4.4 (3,8-5,2) 4,0 (3,7-4,6)
SELENOP plasma (ng/mL)? 9597,0+ 6719,0 9818,7+6862,8 0,932
6682 (5066-10450) 7513,7(5138-10857)
SELENOP liquor (ng/mL)? 7,0+£4,7 8,1+8,5 0,974
5,64 (4,1-7,3) 5,47 (3,9-7,7)

Resultados apresentados em média (desvio padrdo) e mediana (intervalos interquartil Q1-
Q3). @ Teste Mann-Whitney de amostras independentes. ° Teste Student’s T para amostras
independentes

Legenda:

Se: selénio
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Figura 10. Distribuicdo de Selénio (plasma e liquor) e SELENOP (plasma e liquor) em

carreadores (g4+) e ndo carreadores (¢4-) do alelo APOE &

7.3. Biomarcadores de deméncia

Foram realizados testes de correlacdo entre biomarcadores liquoricos de deméncia
(AR 42, T-Tau, P-Tau) e marcadores de selénio e marcadores inflamatorios. Nao foi
observada correlacdo entre assinatura biolégica e Se plasmatico e liquérico e SELENOP
plasmatica e liquorica.

Em relacdo aos marcadores inflamatorios, observamos correlacédo positiva entre as
concentragdes de proteina tau e 1L-10 (r=0,38; p=0,041).

Foram realizadas correlacdes entre Se (plasma e liquor), SELENOP (plasma e liquor)
e testes de cognicdo MMSE e CAMCOG (Tabela 7).
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Tabela 7. Correlacéo de (plasma e liquor), SELENOP (plasma e liquor)
e metais com os testes de cognicdo MMSE e CAMCOG

MMSE/MMSE aj CAMCOG/CAMCOG gj
Selénio Plasma 0,436**/0,206 0,448**/0,211
Selénio Liquor 0,123/0,134 0,225/0,253
SELENOP Plasma -0,096/-0,092 -0,139/-0,119
SELENO Liquor -0,321/-0,267* -0,134/-0,182*
Teste de Correlacdo de Spearman. Correlacdo ajustada para anos de escolarida (aj).
*p<0,05
**p<0,01

7.4. Marcadores de selénio

Para avaliacdo do selénio e da selenoproteina P, diversos testes foram realizados para
avaliar como este elemento-traco se comporta no plasma e no liquor de pacientes saudaveis
e pacientes com CCL e DA.

Dos 58 pacientes em que a analise de Se plasmatico foi realizada, 12 apresentaram
deficiéncia de Se plasmatico conforme referéncia mais aceita (Se < 84 pg/L) (THOMSON,
2004), sendo que 3 eram do grupo CONT, 2 do grupo CCL e 7 do grupo DA. A regressao
logistica foi realizada para avaliar se havia diferenca entre o grupo DA e CCL em relacdo ao

grupo controle, mas néo houve diferenga (Figura 12).
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M selénio no plasma suficiente (>84ug/L) [ selénio no plasma deficiente (<84 pg/L)
88.5% P=0,247
100.0%
75.0% 70.8%

80.0%

60.0%

40.0%

20.0%

0.0%
controle comprometimento doenga de Alzheimer
cognitivo leve

Figura 11. Frequéncia de individuos deficientes em selénio e ndo deficientes

entre os trés diferentes grupos.

A regressdo linear foi utilizada para verificar se os valores de Se plasmatico e
liquoricos poderiam estar relacionados ao diagndstico (CCL e DA), presenga do alelo
APOE&4 e idade nas concentracdes de Se plasmatico e liquoricos (Tabela 8), mas ndo ficou

evidenciada qualquer associacao.

Tabela 8. Associacdo entre os parametros de selénio e os diagnosticos de CCL e DA,

presenca do alelo APOE¢ e idade em modelo de regresséo linear

Variaveis Variaveis Coeficiente 3 p-valor
dependentes independentes padronizados

Selénio plasma Diagndstico CCL -8,3 0,745
Diagndstico DA -25,8 0,118
alelo APOE¢ -8,93 0,583
idade -0,05 0,961
Selénio liquor Diagnostico CCL 0,74 0,177
Diagnostico DA 0,19 0,622
alelo APOE¢ -0,25 0,480
idade 0,03 0,216

O parametro de regressdo estima o coeficiente B padronizado, e os valores de p sdo para as
variaveis independentes.
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Para avaliar se o diagndstico de CCL e DA estariam relacionados ao género, idade,
anos de escolaridade, deficiéncia de selénio e carreador do alelo APOE¢ (Tabela 9) foi

realizada uma regressao logistica, mas evidenciou-se apenas relacdo com a escolaridade.

Tabela 9. Distribuicdo do género, idade, anos de escolaridade, adequacéo/deficiéncia

de selénio e carreadores ou ndo do alelo APOEce 4 dos pacientes, segundo 0s grupos

Variaveis Variaveis dependentes Total p-valor*
independentes CONT CCL DA

Género (n/%o) 0,085
Feminino 16 (57,1) 12 (85,7) 22 (78,6) 33 (80,5)

Masculino 12 (42,9 2 (14,3) 6 (21,4) 8 (19,5)

Total 13 (100) 0,74 41 (100)

Idade (anos) (med/DP) 75,8 (6,5) 76,1(7,6) 76,4 (7,1) 76,1 (6,9) 0,956
Escolaridade (anos) 139(5,2) 7,6(4,0 9,3 (5,3) 10,8 (5,6) <0,001
(med/DP)

Selénio Plasmético 0,319
(n/%)

Adequado 22(88) 7(77,8) 17 (70,8) 46 (79,3)

Deficiente 3(12) 2 (18,2) 7(29,2) 12 (20,7)

Total 25 (100) 9 (100) 24 (100) 58 (100)

APOEc¢ 4 (n/%) 0,663
Carreador 19 (70,4) 9 (81,8) 19 (67,9) 47 (71,2)

Néo Carreador 8 (29,6) 2 (18,2) 9(32,1) 19 (28,8)

Total 27 (100) 11 (100) 28 (100) 66 (100)

* Regressao Logisitca Univariada com varaivel depende grupo (CONT, CCL, DA)
Legenda: CONT= grupo controle; CCL= grupo comprometimento cognitivo leve; DA=
grupo doenga de Alzheimer

Alguns parametros relacionados a deméncia foram comparados entre os que estavam
com deficiéncia e os que ndo estavam (Tabela 10) e ndo foi observada diferenca entre os
dois grupos. Porém, apesar de ndo significativa, pode-se verificar que o grupo deficiente em

Se teve uma tendéncia a ter uma menor pontuacdo de MMSE e CAMCOG.
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Tabela 10. Concentra¢des de marcadores de cogni¢do e pontuacédo de testes cognitivos no

grupo deficiente em selénio e ndo deficiente.

Deficiente em Se Nao Deficiente em Se p-valor
BDNF (pg/mL)? 143,9+ 86,0 205,9+ 190,3 0,205
MMSE? 22,2+ 6,4 26,1+ 5,1 0,059
CAMCOG? 71,9+ 26,6 87,0+ 19,2 0,063
AR 42 (pg/mL)? 476,61 2419 422,3+ 99,9 0,531
T-Tau (pg/mL)° 111,3+ 78,6 101,9+ 68,1 0,929
P-Tau (pg/mL)? 46,7+ 21,0 62,6+ 49,4 0,364
AR42/Tau 6,4+4,4 6,1+3,9 0,840
AR42/pTau 12,748,1 10,046,5 0,350

Resultados em média e desvio padrao.

aTeste T para amostras independentes

b Teste de Mann-Whitney para amostras independentes
Legenda:

Se: selénio

BDNF: fator neurotréfico derivado do cérebro

AR-42: peptideo AR-42

T-Tau: proteina tau total

P-Tau: proteina tau fosforilada

Foram realizados testes de correlacdo entre Se (plasmética e liqudrica) e SELENOP
(plasmética e liquorica) com os biomarcadores AR 42, T-Tau, P-Tau, AR42/Tau e
AR42/PTau, porém ndo se observou correlagdo entre esses parametros.

Também se avaliou o Se (plasmatico e liquorico) e SELENOP (plasmaética e

liqudrica) nos trés grupos, e ndo se observou diferenca entre os grupos (Tabela 11).
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Tabela 11. Concentracdes de metais (plasma e liquor) SELENOP (plasma e liquor) nos grupos controle, Comprometimento Cognitivo Leve e
no grupo Doenca de Alzheimer

CONT CCL DA p-valor
MARCADORES DE SELENIO
Selénio Plasma (ug/L) ¢ 126,3+55,5 120,68+47,58 106,79+44,22 0,22
108,5 (94,2-130,3) 108,7 (93,7-120,35) 99,5 (81,8-115,8)
Selénio Liquor (ug/L)® 4,20+0,62 4,94+1,10 4,40+1,11 0,28
4,0(3,7-4,65) 4,9 (4,1-5,6) 4,3 (3,7-4,9)
SELENOP Plasma (ng/mL) ¢ 10257+6685 5899+2015 9710 +7287 0,24
8064(5180-16626) 5623 (4297-5971) 6918 (5000-10251)
SELENORP Liquor (ng/mL)¢ 6,76+5,75 7,9244,71 7,3516,69 0,29
4,39 (3,69-6,06) 6,37 (5,45-9,63) 5,85 (4,42-7,34)

DA vs CONT; PCCL x CONT; °DA x CCL

d Teste Kruskal-Wallis para amostras independentes

¢ Teste One-Way ANOVA

Resultados em média (desvio padrao) e mediana (intervalo interquartil Q1-Q3)

Legenda: CONT= grupo controle; CCL= grupo comprometimento cognitivo leve; DA= grupo doenca de Alzheimer
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Figura 12. Distribuic&o de selénio e SELENOP no plasma e liquor nos diferentes

grupos

Testes de correlacdo também foram realizados entre Se (plasma e liquor) e

SELENOP (plasma e liquor). Observou-se uma associacdo entre Se plasmatico e Se

liqudrico conforme figura abaixo.

Selénio no plasma (ug/L)

300,0

250,0

200,0

150,0

100,0

50,0

0,0

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0

r=0,408; p=0,023

5,0 6,0 7,0 8,0

Selénio no liquor (pg/L)

Figura 13. Correlagéo entre selénio plasmatico e selénio liqudrico

Também observou-se associacao entre Se plasmatico e a pontuagao nos testes MMSE
(r=0,436; p=0,004) e CAMCOG (r=0,448; p=0,003), porém estas ndo se mantiveram ap0s
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ajuste para anos de escolaridade como visto na tabela 7; observou-se associa¢ao entre Se
plasmatico e anos de escolaridade (r=0,350; p=0,008) bem como associacdo entre Se
plasmatico e IFN-y (r=0,328; 0,039). J4 em relagdo a SELENOP observou-se associa¢do
entre SELENOP liquorica e IFN-y (r=0,401; p=0,017) e associagdo entre SELENOP
plasmatica e 1L-10 (r=0,326; p=0,043).

Parametros de deméncia foram comparados entre valores de SELENOP abaixo de
6000 ng/mL ou acima deste valor (Tabela 12). De acordo com estudo de Brodin et al. (2020),
a SELENOP atinge um plat6é nos valores entre 6000 a 7000 ng/mL quando ha suprimento
adequado de selénio. No entanto, s6 houve diferencga significativa entre os grupos abaixo e
acima do platé em relag&o as concentragdes de P-Tau; no grupo “acima” as concentragdes

de P-Tau foram inferiores aos do grupo “abaixo” (p=0,04).

Tabela 12. Concentragcdes de BDNF e marcadores de deméncia entre individuos com

valores de SELENOP abaixo ou acima do platd.

ABAIXO PLATO ACIMA PLATO p-valor
BDNF (pg/mL)? 187,9+156,0 210,6+188,9 0,63
MMSE* 25,5+ 5,4 25,045,8 0,76
CAMCOG* 85,9+19,9 81,5+23,1 0,52
AR 42 (pg/mL)® 442,9+1223 441,3+199,0 0,98
T-Tau (pg/mL)° 103,6+66,2 110,9+79,4 0,95
P-Tau (pg/mL)2 71,2451,8 41,9+17,9 0,04
AR42/Tau 6,1+3,4 6,245,0 0,99
AR42/pTau 9,046,0 12,848,1 0,16

Resultados em média e desvio padrao

aTeste T para amostras independentes

bTeste Mann-Whitney para amostras independentes
Legenda:

BDNF: fator neurotrofico derivado do cérebro
AR-42: peptideo AR-42

T-Tau: proteina tau total

P-Tau: proteina tau fosforilada

7.5. Marcadores inflamatérios

Foi realizado teste de correlacdo entre Se plasmatico e liquérico, SELENOP

plasmatica e liquorica e metais com diversas citocinas conforme tabela abaixo (Tabela 13).
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Tabela 13 - teste de correlacdo entre Se plasmatico e liquérico

PCR IFN_GAMA IL10 IL1B IL2 IL4 ILS IL6 IL8 TNFALFA

MARCADORES DE

SELENIO

Selénio Plasma -0,137 ,328* -0,124 0,112 0,095 0,324 0234 0,26 0,022  -0,049
Selénio Liquor 0,321 0,225 -0,163 -0,01 -0,053 -0,061 0,037 0,014 -0,182 -0121
SEPP Plasma 391* 0,254 326* 0,059 0,031 -0234 0,139 0,129 0,121 0,057
SEPP Liquor 577** - 401* -0,055 -0,308 -0,272 0,067 -0,278 -0,076 -0,006 0,064

Teste de correlacdo Spearman. * p < 0,05; **p < 0,01
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Também foi avaliada as diferencas entre as citocinas nos trés grupos conforme tabela

14. Houve apenas diferenca entre os grupos em relacdo a interleucina 10, tendo essa maiores

valores no grupo controle.

Tabela 14. Concentracdo de marcadores inflamatorios nos grupos controle, CCL e DA

CONT CCL DA p-valor
PCR (mg/dL) 2,49+ 2,70 2,38+ 1,54 1,44+ 0,86 0,498
1,8 (0,75-3,3) 3,0 (1,1-3,4) 1,5 (0,6-2,0)
IFNy (pg/mL) 2,35+2,41 2,99+ 3,11 1,66+ 1,10 0,845
1,6 (1,0-3,3) 1,4 (0,7-4,9) 1,4 (0,8-2,2)
IL-10 (pg/mL) 14,22+19,67 1,65+ 1,360 6,82+ 6,30° 0,004
5,2 (2,4-14,3) 1,5(0,34-2,9) 5,5 (3,4-7,5)
IL-1B (pg/mL) 1,00+1,16 0,71+ 1,20 0,91+ 0,48 0,291
0,82 (0,61-0,96) 0,13 (0,01-0,77) 0,77 (0,67-1,07)
IL-2 (pg/mL) 1,86+2,28 8,06+ 18,48 1,33+ 1,65 0,272
1,06 (0,80) 0,94 (0,28-2,46) 0,87 (0,69-0,25)
IL-4 (pg/mL) 11,42428,84 10,81+18,91 3,52+7,06 0,386
0,59 (0,02-7,91)  1,93(1,12-9,39) 0,59 (0,01-5,2)
IL-5 (pg/mL) 3,63+8,74 0,73+0,74 1,53+0,57 0,070
1,21 (1,06-1,36) 0,67 (0,06-1,3) 1,43 (1,21-1,76)
IL-6 (pg/mL) 11,03+35,61 5,28411,33 2,261+1,76 0,147
1,95 (1,23-3,9) 0,95 (0,17-1,33) 1,5 (1,2-2,9)
IL-8 (pg/mL) 18,50+37,09 12,77+15,82 8,10+10,07 0,262
6,85 (5,20-13,30) 2,21 (0,93-24,2) 5,79 (4,0-6,76)
TNF-a (pg/mL) 10,60+7,98 7,2848,95 10,08+6,66 0,173

8,39 (5,6-11,24)

3,5 (1,54-10,22)

10,3 (7,92-13,6)

aDA vs CONT; PCCL x CONT; °DA x CCL

Teste Kruskal-Wallis para amostras independentes
Resultados em média (desvio padrdo) e mediana (intervalo interquartil Q1-Q3)
Legenda: CONT= grupo controle; CCL= grupo comprometimento cognitivo leve; DA: grupo

doenca de Alzheimer
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8. DISCUSSAO

Deméncias neurodegenerativas sdo reconhecidamente, condi¢cbes meédicas prevalentes
em todo 0 mundo e estima-se que havera um aumento em paises ocidentais nos proximos anos
(PRINCE et al, 2013). Sabidamente, o estado nutricional de um individuo pode determinar a
evolucdo de diversas condi¢cGes 0 que também vale para o declinio cognitivo e doenca de
Alzheimer (BENGMARK, 2006). O envelhecimento torna os individuos mais vulneraveis a
déficits nutricionais pois estes tendem a fazer piores escolhas alimentares, possuem
necessidades nutricionais aumentadas e apresentam alteracbes metabdlicas inerentes ao
envelhecimento, como por exemplo menor taxa de absorcdo de nutrientes (LETSIOU et al.,
2009). Assim, tornam-se mais suscetiveis aos danos causados pelo estresse oxidativo e
processos inflamatdrios no sistema nervoso central (BAYER-CARTER et al., 2011 e FRITH
etal., 2018). Hoje temos evidéncia que algumas dietas estdo associadas com a menor incidéncia
de deméncia (VALLS-PEDRET et al., 2015 e SOLFRIZZI et al., 2017).

Neste contexto, o elemento-traco selénio (Se) vem ganhando interesse, tanto do ponto
de vista nutricional como também toxicoldgico (VICENTI et al., 2017). Entretanto, dados na
literatura sdo escassos e divergentes quanto ao metabolismo do Se no cérebro. Este estudo fez
uma avalia¢do do estado nutricional de individuos saudaveis, com CCL e com DA em relagdo
ao Se, utilizando amostras de plasma e liquor. Também avaliou as interacdes do Se e SELENOP
com o genotipo APOE &4 e biomarcadores precoces de DA no liquor (AR42, P-Tau e T-Tau)

bem como a agdo do Se como elemento anti-inflamatario.

8.1. Selénio, selenoproteina P e cognicao

O selénio é um elemento-traco de fundamental importancia para saide humana. As
propriedades exercidas por ele se ddo por sua incorporacdo em proteinas, as chamadas
selenoproteinas. Dados recentes tém dado uma nova énfase a acdo do Se na fisiologia cerebral,
podendo este exercer fungBes protetoras mas também tdxicas, a depender da forma quimica e
da quantidade (DOMINIAK et al., 2016 e VICENTI et al., 2017). Embora o contetddo de Se no
cerebro seja de apenas 2,3% do total de Se corporal, o cérebro € protegido da deplecdo deste
elemento, em funcéo de uma estrutura hierarquica do metabolismo de Se (SOLOVYEV et al.,
2018, e KUHBACHER et al., 2009). Sob condic¢Bes de baixo suprimento, o cérebro tende a
manter concentracfes constantes do mineral (BURK e HILL, 2009) e acredita-se que a

SELENOP tenha um papel central na manutencdo desta hierarquia (KUHBACHER et al.,
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2009). De fato, o prejuizo na homeostase do Se cerebral ou deficiéncia grave de Se causam
danos neuroldgicos e podem ser fatais em casos extremos (RAYMAN, 2012 e OZDEMIR,
2011).

O Se tem importancia no CCL e na DA em funcdo de suas multiplas acées. Como um
elemento antioxidante, ele protege as células dos danos causados pelo estresse oxidativo por
meio da acdo de selenoproteinas como a glutationa peroxidase e a SELENOP (LOEF,
SCHRAUZER e WALACH, 2011). Os resultados na literatura sdo bastante divergentes quanto
as concentragdes de Se na DA. Alguns apontam para menores concentracdes de Se (CARDOSO
etal, 2014, CEBELLOS-PICOT et al, 1996, RIKKERT et al, 2014) enquanto outros (PAGLIA
et al, 2016 e KRISHNAN e RANI, 2014), ndo mostraram alteracbes quando comparado a
individuos saudaveis. Estudo de Cardoso et al. (2014) reportou uma correlacdo negativa entre
as concentracdes de Se eritrocitario e declinio cognitivo, porém sem diferencas no Se
plasmatico entre os grupos CCL e controle saudavel. Ja estudo de Rikkert et al. (2014) e Vural
et al. (2010) mostraram baixas concentracdes de Se plasmatico em pacientes com DA. Tais
diferencas entre os estudos podem se dar pela heterogeneidade das metodologias, populagdes
distantes com diferentes faixas etérias, pontuacées de MMSE diferentes e falta de dados como
estado nutricional dos individuos.

O presente estudo ndo evidenciou diferencas entre o Se plasmatico e o Se liquorico entre
os 3 grupos. No entanto, dentre os 58 pacientes em que se fez a avaliacdo do Se plasmatico, 12
apresentaram deficiéncia de Se. Entretanto, dado o pequeno nimero amostral dos individuos
com deficiéncia de Se, ndo foi possivel encontrar uma diferenca significativa que indicasse a
relacdo da deficiéncia com os biomarcadores indicativos do CCL e da DA.

No liquor, ndo ha muitos relatos na literatura a respeito do Se em individuos com CCL
ou DA, os estudos que avaliaram Se em pacientes com DA ndo observaram diferencas nas
concentracgdes de Se liquorico quando comparadas as de individuos saudaveis (MESEGUER et
al, 1999, GERHARDSSON et al, 2008 e CARDOSO et al, 2017). Neste estudo, ndo houve
diferenca entre os grupos, o que vai de encontro aos dados da literatura.

Na regressao linear para estimar os valores de Se plasmatico e liqudrico com base no
diagndstico (CCL e DA), e na presenca do alelo APOE &4 e género simultaneamente, ndo foram
encontradas evidéncias de que esses fatores possam estar associados as concentracdes deste
micronutriente.

Em relacdo aos marcadores da assinatura bioldgica para DA, também ndo se observou
diferenca entre os individuos que estavam deficientes em Se dos que ndo estavam. Também

ndo se observou associacdo entre Se plasmatico e liquorico com a assinatura biologica para DA.
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Porém, observou-se uma correlacdo positiva (r=0,339 e p=0,054), entre a AR42 e Se liqudrico,
apesar do valor p ndo ser < 0,05. Assim, poderiamos pensar que maiores concentracdes de Se
no liquor, poderiam contribuir para o aumento de AR 42. Isto sugere um possivel efeito protetor
do Se, pois quanto maior o valor de AR 42 no liquor, menor a chance da assinatura bioldgica
ser positiva para DA. Apds amplo levantamento da literatura, vimos que este foi o primeiro
estudo a avaliar a associagdo do Se plasmatico e liquorico com marcadores de DA liquéricos
(AR42, p-Tau e T-Tau) em humanos. Vicenti et al. (2017) também fizeram uma avaliacdo em
humanos porém entre diferentes espécies de Se liqudrico e assinatura bioldgica para DA, para
verificar se o risco de conversdo para DA poderia ser influenciado pela exposicéo ao Se. Eles
observaram que a forma inorganica (Se(V1)), espécie esta que ndo é incorporada a proteinas,
caracterizada por um metabolismo peculiar e por toxicidade, poderia ser usada para predizer a
conversdo de CCL para DA e possivelmente causar DA. Este efeito contrasta com muitos
estudos que mostram o potencial efeito benéfico do Se e das selenoproteinas na progresséo de
CCL e da DA, tanto em animais (JIN et al., 2017, RUELI et al., 2017, ZHANG et al., 2017)
como em humanos (CARDOSO et al., 2016, SMORGAN et al., 2004, RIKKERT et al, 2014).
Tal fato poderia ter ocorrido em funcdo do Se(VI) causar estresse oxidativo (GRANT et al,
2011), genotoxicidade e apoptose (BISWAS, TALUKDER e SHARMA, 1997 e CEMELI,
MARCOS e ANDERSON, 2006).

Uma correlagdo importante encontrada neste estudo foi entre Se plasmatico e Se
liquérico (r=0,408; p=0,023). Da mesma forma, Cardoso et al, (2017) observaram associa¢do
entre concentragdes de Se sérico e liqudrico, no entanto tal correlacdo foi apenas observada em
um grupo de individuos com DA que receberam uma suplementacdo com altas quantidades de
selénio (supranutricional), ao passo que 0 grupo que recebeu uma suplementacdo com valores
de referéncia de ingestdo, tal correlacdo ndo foi observada. Ja estudo de Meseguer et al. (1999)
observou uma tendéncia contréria, correlagdo negativa entre selénio plasmético e liqudrico.
Também estudo de Michalke, Grill e Berthele (2009) ndo encontrou associagdo entre Se sérico
e Se no liquor de 35 pacientes com queixas neuroldgicas. Tais divergéncias podem ser em
funcédo da idade, patologia dos participantes, tamanho da amostra, dentre outros. A literatura é
bastante escassa quanto a possiveis correlagfes entre metais no soro e no liquor. Apos ampla
revisao da literatura sobre este tema, verificamos que o presente estudo e 0s acima mencionados
foram os Unicos que avaliaram a correlagdo entre Se plasmatico e liquorico. Se mais estudos
confirmarem esta correlacdo, a dosagem do Se plasmatico poderia inferir sobre o status de Se
no sistema nervoso central, ndo necessitando portanto, a dosagem liqudrica. Entretanto, vale

ressaltar, que até o presente momento, ndo existe um biomarcador padrdo ouro para a avaliagcdo
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do estado nutricional do individuo em relacdo ao Se, bem como a distribuicdo do mesmo nos
diferentes compartimentos corporais (COMBS, 2015 e LONGNECKER et al., 1996).

Uma ferramenta de diagndstico para CCL e DA utilizada no presente estudo foi a escala
MMSE e a escala CAMCOG, além de testes neuropsicoldgicos e avaliacdo funcional. Em
ambas as escalas, quanto menor a pontuacao, menor a cognicao. Na correlacdo desta pontuacéao
com as concentragfes plasmaticas de Se, foi observada uma correla¢do positiva de Se com
MMSE (r=0,448; p=0,003) e CAMCOG (r=0,436; p=0,004). No entanto, quando realizada a
correcdo para anos de escolaridade, a correlagdo tornou-se fraca e néo siginificativa. Alguns
outros estudos apontam para associacdo entre MMSE e Se plasmatico; Shahar et al. (2010)
mostraram que menores concentracdes de Se plasmatico estavam associados com menor
pontuacdo no MMSE em pacientes com 65 anos de idade ou mais, no entanto nédo foi feito
nenhum tipo de ajuste para a analise. Cardoso et al. (2018), observaram que ao suplementarem
doses nutricionais e supranutricionais de Se para pacientes com DA, houve uma correlacédo
positiva entre as concentragdes de Se liqudrico e a pontuagdo MMSE, com melhora de
performance cognitiva. Akbaraly et al. (2007) avaliaram a associagédo das alteracGes de Se em
curto prazo (2 anos) e em longo prazo (9 anos) de uma populagédo de idosos na Franca. Eles
observaram uma maior queda na pontuacdo de MMSE conforme o declinio nas concentragdes
de Se, mas s0 na avaliacao apds 9 anos. Diferentemente dos estudos mencionados, Chmatalova
et al. (2017) ndo encontraram associacdo entre Se plasmatico e pontuacdo MMSE em
individuos com CCL e DA. O presente estudo, bem como estudo de Chamatalova et al. (2017)
sdo de natureza transversal, assim, ndo foi possivel analisar a evolugdo da pontuagdo de MMSE
em funcdo das concentracfes de Se ao longo do tempo, o que os difere dos demais estudos, e 0
que pode ter levado a diferentes resultados.

Em relacdo a SELENOP, ndo foi encontrada associacdo entre as concentracdes
plasmaéticas e liquoricas com Se plasmatico e Se liquorico. Tal resultado diverge dos achados
reportados na literatura. Estudo recente de Brodin et al. (2020) mostrou uma correlacéo positiva
entre Se e SELENOP no plasma na etapa inicial do estudo, porém tal correlacdo ndo se manteve
apos infusdo endovenosa de selenito. Vale ressaltar que no estudo de Brodin et al. (2020)
questionou-se o platd de SELENOP, visto que a infuséo de selenito em altas concentragdes
provocou aumento de SELENOP além do valores propostos de platd mencionado em estudos
anteriores (HURST et al., 2010, XIA et al., 2010, HILL et al., 1996 e BURK et al., 2006).
Também estudo de Hill et al. (1996), mostrou uma correlacdo positiva entre Se plasmatico e
SELENOP plasméatica de jovens de trés cidades chinesas com deficiéncia de Se ou
suplementados com Se. Da mesma forma, estudo de Solovyev et al. (2013) encontrou
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associacdo entre Se plasmatico e SELENOP plasmatica, apenas quando os valores séricos de
Se eram maiores que 65ug/L; abaixo deste valor eles ndo observaram qualquer associacao. Ja
o0 estudo de Burk et al. (2006) vai de encontro aos achados do presente estudo por ndo terem
encontrado associacdo entre o Se plasmatico e a SELENOP no plasma, no entanto, diferente do
nosso trabalho, todos os participantes do estudo tinham estado nutricional adequado em relacéo
ao Se.

Também foi avaliada a associacdo da SELENOP plasmatica e liquérica com a assinatura
bioldgica para DA. Nao foi observado qualquer tipo de associacdo. Da mesma forma, quando
distribuimos os pacientes naqueles que tiveram valores de SELENOP abaixo do plat6 e acima
do platd, também ndo observamos qualquer associagdo. Porém, foi observada uma diferenca
entre pTau liqudrica entre os grupos, sendo que o grupo com valores acima do plat teve
menores concentracdes de pTau. Até onde conhecemos, este € o primeiro estudo a ter este tipo
de resultado e tal diferenca entre os grupos indica que altas concentracbes de SELENOP
plasmatica possam contribuir para diminuir os valores liqudricos de proteina tau fosforilada.
Ndo ha outros estudos até o presente momento mostrando a associacdo de SELENOP
plasmética com pTau, mas ha estudos em modelos animais que mostram a a¢do do Se em
diminuir a proteina tau bem como sua fosforilagdo. O selenato de sddio reduziu a
hiperfosforilacdo da tau em diferentes modelos de camundongos e em células de neuroblastoma
através da ativacao da fosfatase 2A (PP2A) (CORCORAN et al., 2010, VAN EERSEL et al.,
2010). Da mesma forma, estudo de Xie et al. (2018) em que se utilizou um composto de selénio
(selénio metil-selenocisteina) em um modelo de camundongos triplamente transgénico para
DA; houve reducdo de estresse oxidativo, neuroinflamacao, formacéo de AR e também reducdo
da hiperfosforilacdo da tau, com melhora de aprendizado espacial e do déficit de memoria. Em
humanos ndo ha estudos que tenham mostrado a associacdo de Se ou mesmo SELENOP e
reducéo da pTau, no entanto, estudos in vitro e in vivo vem indicando esta importante a¢éo do
Se em inibir a PP2A e assim reduzir a fosforilacao da tau.

Este estudo também se propds a quantificar a neurotrofina BDNF nos trés grupos e
analisar uma possivel associacdo com selénio. Esta neurotrofina regula a sobrevivéncia de
neurdnios e € a neurotrofina mais presente no SNC (DINIZ e TEIXEIRA, 2011). Nos ultimos
anos um grande esfor¢o tem sido direcionado para compreender a relagdo entre BDNF e a
fisiopatologia da DA. Alguns estudos apontam para uma menor concentracdo desta em
pacientes com CLL e DA (FORLENZA, 2010a). No presente estudo, ndo encontramos
diferenca entre os trés grupos. Também avaliamos a associagdo de BDNF e Se visto que estudo
de Dominiak et al, (2017) realizado em ratos, mostrou que a administracao de Selol (um doador
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de Se organico) fez com que ndo houvesse diminuicdao da expressao de BDNF induzidas por
tratamento de LPS. Da mesma forma, Michell et al. (1998) mostraram que a deficiéncia de Se
reduziu a expressdo de BDNF em ratos filhotes. Abedelhaffez e Hassan (2013), investigaram a
acdo do Se em ratos filhotes com hipotireoidismo; eles observaram que os ratos que foram
tratados com Se tiveram maiores concentracdes de BDNF no cerebelo e no hipocampo. O
presente estudo ndo encontrou associagdo entre BDNF e concentracdes plasmaticas e liqudricas
de Se. Cardoso et al. (2018) e um estudo com idosos australianos sem comprometimento
cognitivo e com concentragdes adequadas de Se, também ndo encontraram associacao entre as
concentracdes de BDNF e Se plasmatico. Até onde conhecemos, o0 presente estudo e o estudo
de Cardoso et al. (2018) foram os Unicos a avaliar a associa¢do desta neurotrofina com Se em
humanos e com resultados divergentes dos encontrados em modelos animais. Desta forma,
parece que os achados em animais ndo se replicam em humanos, no entanto, ainda séo poucos

os estudos para se estabelecer qualquer tipo de associacéo.

8.2. Selénio, selenoproteina P e genotipo APOE &4

A SELENOP é o principal transportador de Se em mamiferos. Esta selenoproteina
apresenta dez atomos de Se, um dos quais esta situada na regido N-terminal, a qual atua como
enzima, e 0s outros nove estao situados no dominio C-terminal rico em selenocisteina (Sec), o
qual proporciona um mecanismo de transporte do Se altamente eficiente (FERGUNSON et al.,
2012). A estrutura da SELENOP plasmatica permanece desconhecida e também néo se sabe ao
certo quantas isoformas circulantes existem. Um estudo recente (BALLIHASUT et al., 2012)
reportou trés diferentes isoformas no plasma de humanos, duas com Se incorporado, e uma
terceira como uma variante truncada.

No cérebro, 0 Se tem sua entrada pela SELENOP e esta é incorporada por endocitose
apos se ligar ao receptor 2 de apolipoproteina E (apoER2) na barreira hemato-encefalica (BHE)
em celulas endoteliais de capilares cerebrais e em células epiteliais do plexo coroide (BURK et
al., 2014). O ApoER2 também possibilita a entrada de Se nos neurdnios uma vez que esta
presente nessas células. No cérebro, a SELENOP ¢ principalmente expressa em astrécitos,
muito embora seja também encontrada em neurénios em todas as areas do cérebro, em especial
no putamen e na substancia negra (STEINBRENNER et al., 2006 e SCHARPF et al, 2007).
Estudos em animais ja& mostraram que a delecdo do gene SELENOP ou APOER2 prejudica a
entrada de Se no cérebro e o0s animais acabam tendo disfuncdo neuroldgica grave
(SCHWEIZER et al., 2004, RAYMAN et al., 2012 e BURK et al., 2007). A entrada de Se no
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cérebro foi prejudicada em camundongos que sofreram “knockout” de ApoER2 e estes animais
desenvolveram disfuncéo neuroldgica. Portanto, h& indicagdo de que o cérebro é dependente de
SELENOP para obter Se. Ha poucos estudos que reportaram a relacdo do Se com a ApoE e o
receptor de lipoproteina (ApoER?2). Tanto a SELENOP como a ApoE usam o receptor ApoER?2
para entrega de Se e lipidios respectivamente, apesar de se ligarem em locais diferentes no
receptor (TRDIN et al., 2020). Neste contexto, avaliamos as concentragdes de Se (plasma e
liquor) e SELENOP (plasma e liquor) em carreadores do alelo €4 e ndo carreadores. Nao foi
observada diferenca entre as concentracfes de Se e SELENOP nos carreadores e néo
carreadores. Na literatura hd estudos que mostraram uma possivel interacdo entre Se e o
gendtipo APOE &£4. Gao et al. (2009) observaram menores concentracdes de Se na unha de
idosos chineses nos carreadores do genotipo APOE &4. Cardoso et al. (2017) mostraram uma
interacdo relevante entre APOE &4 e entrega de Se para o cérebro em pacientes com DA. Eles
observaram que os carreadores do alelo APOE &4 tinham menores concentracdes de Se total no
cerebro e menores concentracfes na fracdo da membrana em relacdo aos ndo carreadores. Ja
em um outro estudo (MORRIS et al., 2016) em que foi examinada a associag¢ao entre 0 consumo
de peixes, concentraces de mercurio, concentragdes de Se e ApoE &4 no cérebro de 286 idosos,
foi observada uma associacdo de Se com maior gravidade de emaranhados neurofibrilares.
Assim, podemos perceber que os estudos sao divergentes e que ainda ndo € possivel estabelecer
associacdo entre o gendtipo e concentracdo de Se no cérebro. No presente estudo,
especulavamos que carreadores do alelo APOE &4 teriam uma menor interacdo da SELENOP
com o receptor ApoER2 uma vez que este genotipo pode levar a menor expressao de APOER2,
e que desta forma a SELENOP seria encontrada em maiores quantidades no liquor. No entanto,

ndo observamos qualquer diferenca.

8.3. Marcadores inflamatorios, selénio e deméncia

Existem evidéncias consideraveis que uma resposta inflamatoria possa estar envolvida
na cascata neurodegenerativa da DA. Por exemplo, estudo patoldgico tem mostrado que
citocinas pro-inflamatdrias sdo expressas em maiores quantidades no cérebro de pacientes com
DA quando comparado a individuos saudaveis. Em cérebros de camundongos transgénicos, as
citocinas sao encontradas ao redor de placas B amiloides (JOHNSTON, BOUTIN e ALLAN,
2011). Citocinas também foram detectadas no liquor e no sangue periférico de pacientes com
CCL e DA, e tém sido reconhecidas como fator de risco da conversdo de CCL para DA
(TARKOWSKI et al., 2003). Estudo de metanalise (SWARDFAGER et al., 2010) mostrou
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maiores concentracOes periféricas de IL-6, TNF-a, IL-1R, TGF- e IL-12 em individuos com
DA em relacéo aos controles saudaveis.

As citocinas podem ativar a micréglia e astrécitos que se tornam grande geradores de
neuroinflamacao, o que pode contribuir para disfuncdo neuronal e deterioracdo cognitiva. Uma
das hipoteses para o envolvimento da inflamacdo na patofisiologia da DA é a de que placas
neuriticas e emaranhados neurofibrilares atuem como agentes pré-inflamatérios; estes
elementos estimulam a secrecdo de citocinas pré e anti-inflamatdrias, em uma tentativa de
reduzir a formag&o de placas e emaranhados neurofibrilares (JOHNSTON, BOUTIN e ALLAN,
2011). Como consequéncia, ha aumento de estresse oxidativo, que leva a disfuncdo e morte
neuronal. Entretanto, ndo esta completamente claro se a neuroinflamacgéo precede ou contribui
para o desenvolvimento de placas neuriticas e dos emaranhados (MAGALHAES et al., 2018).

Desta forma, como o Se tem capacidade anti-inflamatoria, poderia ser mais uma forma
dele contribuir para a prevencao e tratamento de CCL e DA. Um mecanismo molecular pelo
qual o Se exerce acdo anti-inflamatdria foi identificado em um polimorfismo do gene que
codifica a selenoproteina S (SELS); a presenca do polimorfismo foi correlacionado com
maiores concentragdes de citocinas como IL-6, IL-1R e TNF-a (CURRAN et al., 2005). Além
disso, € sabido que concentracbes adequadas de Se no organismo podem contribuir de forma
positiva na evolucdo de doencas inflamatérias como cancer (BANNING et al., 2008), doencas
cardiovasculares (FLORES-MATEO et al., 2006), osteoporose (CHENG et al., 2011) dentre
outras. Estudo de Alehagen et al. (2015) mostrou que a suplementacdo com Se e Coenzima
Q10 diminuiu as concentracdes de proteina C reativa (PCR) em pacientes com aterosclerose.
Também estudo de Jamilian et al. (2018), onde mulheres com sindrome do ovério policistico
foram suplementadas com Se e probidtico, tiveram uma melhora significativa em varios
aspectos da doenca e também nas concentracdes de PCR. H& evidéncias que o Se diminua a
inflamacédo em pacientes com DA pois Tamtaji et al. (2019) ao suplementarem Se e probioético,
observaram reducéo das concentrac6es de PCR tanto no grupo que recebeu apenas Se como no
grupo que recebeu Se e probiotico.

Assim, este estudo se propds a avaliar se o estado nutricional dos individuos em relagdo
ao Se e se as concentracdes de Se poderiam estar associadas com as concentraces de
marcadores inflamatérios. Em relacdo a associacdo de Se plasmatico e liquérico com
marcadores inflamatorios, ndo observamos qualquer correlagdo. Silva (2018) observou
correlacdo negativa entre Se plasmatico e IL-6 e IFN-y, no entanto esta correlacdo apenas foi
observada apds suplementacdo dos participantes do estudo com castanha-do-brasil, fonte

alimentar rica em Se.
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Também avaliamos a associa¢do da SELENOP plasmatica e liquorica com marcadores
inflamatorios, observamos correlacdo positiva das concentracfes plasmaticas de PCR, tanto
com a SELENOP plasmaética (r=551; p=0,003) como a liquérica (r=0,687; p<0,001). Tais
resultados foram inesperados e divergem dos estudos acima mencionados em relacdo ao Se e
marcadores inflamatorios; no entanto € importante ressaltar, que o presente estudo é de natureza
transversal e ndo houve suplementacdo como nos estudos citados. Houve correlagdo positiva
entre SELENOP plasmatica e I1L-10 (r=0,482; p=0,002). A IL-10 tem caracteristica de citocina
anti-iflamatdria, o que nos diz a favor do Se atuando como um agente anti-inflamatorio. Assim,
embora a maioria dos parametros avaliados no presente trabalho ndo tenham levado a resultados
que pudessem comprovar a hipétese da influéncia do estado nutricional dos individuos quanto
ao Se e um possivel papel desse micronutriente tanto para reducdo do risco de doencas
neuroldgicas como para uma eventual melhora dessas condi¢Ges por meio da suplementagéo
com Se como observado em alguns estudos, este trabalho traz alguns resultados inéditos da
concentracdo de Se e SELENOP no liquor de pacientes com CCL e DA. Podemos também
especular sobre algumas tendéncias que eventualmente poderiam ter significancia estatistica

com o0 aumento da amostra, abrindo novas perspectivas para estudos futuros.
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9. CONCLUSAO

O estado nutricional de individuos saudaveis e de pacientes com CCL e DA em relacao
ao selénio, ndo teve influencia nos parametros associados a essas patologias, incluindo a
presenca do gendtipo APOE &4, assinatura bioldgica para DA, BDNF e marcadores de
inflamacéo.

Como esperado, a SELENOP apresentou correlagdo positiva com a Interleucina 10,

demonstrando o efeito antinflamatdrio do Se.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Instituto Nacional de Biomarcadores em MNeuropsiquiatria (INBIOM)
Pesquisador: Wagner Farid Gattaz

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP:):

Versdo: 14
CAAE: 66092117.0.1001.0068
Instituigdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAD
FUNDACAD DE AMPARD A PESQUISA DO ESTADO DE SAQ PAULO

DADOS DO PARECER
Nimero do Parecer: 3 438 275

Apresentacdo do Projelo:

O projeto é apresentado como um protocolo que redne varios projetos de natureza multidisciplinar @
multiingtitucional com a co-participacio da UNICAMP, que prevé a colela de material bicldgico dos
participantes para o desenvolvimento de projetos especificos, gue interagem por meio da comparacao dos
diferantes resultados, na busca de substratos biolbgicos das doancas neuropsiquiatricas como pré-requisito
para o desenvolvimento de terapias mais eficazes e, sobretudo, de estratégias preventivas através do
diagndstico precoce.

Grupos de pacientes das diferentes categorias diagnésticas (Esquizofrenia, o Transtormo Bipolar, Doenca de
Alzheimer, individues com Comprometimento Cognitivo Leve, idosos com queixas de memdbria) serdo
estudados simultaneamente em & dimensdes: neurogquimica, neuroimagem, neuromodulagio,
neurocogniciopsicopatologia, genémica e protledmica. Os achados nestes grupos serdo comparados com
um grupo controle de individuos sadios. Adicionalmente, serdo também investigados nestas 6 dimensdes
individuos com transtornos subclinicos, que apresentam sintomas peiquidtricos esporadicos (por exemplo
alucinaches ou ideias parandides) sam todavia desenvolver a doenga psiquidtrica completa. Este grupo
intermediario permitird investigar estadios de transicéo para esclarecer o continuum entre salde & doenca
nas dimensées clinicas e neurodiagndsticas.
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Objetivo da Pesquisa:

O projeto conformea apresentado redne diferentes projetos voltados para o estudo de aspectos etioldgicos
comuns & marcadores diferanciais entre a Esquizofrenia, o Transtorno Bipolar e a Doenca de Alzheimer.
Esses pacientes sardo esludados simultaneamente em & dimensbes, a saber: 1_Neuroguimica; 2.
MNeuroimagem; 3. Neuromodulacdo, 4. neurocognicio e psicopatologia; 5. gendmica; 6. Protedmica, sendo
gque cada uma delas apresenta objetives especificos.

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:

Os desconforios e riscos esperados sdo especificos para cada médulo de atuacfo. De maneira geral:

- para os processos da coleta de sangue o risco & o de aprasentar dor, dasconforto ou hematoma.

= Com relacio & coleta de liguor, o risco envolve apresentacio de dor de cabeca ao levantar, sensagbes
cutineas subjetivas (ex., frio, calor, formigamento, pressio etc.), dor local, infeccéio, meningite, sangramento
e excepcionalmenta dbilo.

- Para o procedimento da Estimulagdo magnética transcraniana, a colocagdo de touca de tecido na cabeca
para mapeaamanio magnético, que ndo raz dor, mas pode trazer algum desconforto. Dor de cabeca é
possivel acontacer, mas & de leve intensidade e incomum. Pode ocorrer sensagio de contragdo muscular
nos mambros durante o exame.

- Durante o exame de ressondncia magnética, o desconforto & o do tempo em que & preciso ficar no
aparelho e o barulho forte que o aparelho faz.

- Mos exames de PET ou SPECT, ha o desconforto de uma picada de injecfio, para que seja injetado o
material do exame e a necessidade de ficar imével.

Em relacio aos beneficios, ndo ha beneficio direto para o participante; trata-se de estudo experimental. E
possivel, mas ndo garantido, que os pacientes com estas doencas possam sar beneficiados pelos
resullados deste estudo no fulure, bem como seus familiares. O esludo visa maior esclarecimanto dos
mecanismos biolégicos responsaveis pelo aparecimento de transtorno psiquiatricos. De posse destes
conhecimentos, espera-se conseguir, no futuro, malhores estratégias para o tratamento do referido
transtarno.

Comentirios @ Consideracbes sobre a Pesquisa:

O projeto conforme apresentado redne iniciativas de projetos mialtiplos @ fard a coleta de material bioldgico e
outros dados dos pacientes com diferantes doengas psiquiatricas. E um projeta de & anos que fara
acompanhamento desses pacientes para estudo da evolugdo dos respeclivos
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quadros clinicos.

Consideraches sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

Eszsza emenda tem por objetivo solicitar a inclusdo da aluna Adriana Gisele Hertzog da Silva Leme no projeto
em questio. A aluna serd responsavel por determinar os niveis periféricos de marcadores inflamatdrios e
fator neuroirdfico cerebral em pacientes com Doenca de Alzheimer, comprometimento cognitivo leve e
idosos saudaveis. Serd responsavel também por monitor os pardmetros nutricionais inferidos a partir do
exames de rotina.

Recomendacoes:

Mao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Inclusdo da aluna Adriana Gisele Harnzog da Silva Leme.

Mo ha pendéncias.

Conslderaches Finals a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonados:

Tipa Documento Arguivo Postagem Autor Situacao
Informagtes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS 138580{ 25/06/2019 Acaito
da Projalo 5 _E4 pdf 12:12:13
Outroz Cara_smenda_equipe. pdf 25/06/2019 |Wagner Farid Gattaz | Aceito
12:08:14

Outros Carta_smenda_PB_WFG.pdf 17/01/2019 |Wagner Fand Gattaz | Aceito
14:57:22

Outros Projeto_DoutoradoACC_PB.docx 17/01/2019 |Wagner Farid Gattaz | Aceito
14:55:57

Outros Carta_pendencia doc 08M0/2018 |Wagner Farid Gattaz | Aceito
16:01:01

Outros justificativa_emenda_2 pdf 091072018 |Wagner Farid Gattaz | Aceito
15:56:39

Outros Projeto_CA_emendaZ2 docx 19/09/2018 |Wagner Farid Gattaz | Aceito
11:36:33

DOutros Cara_riscos.doc 24/07/2018 |Wagner Farid Gattaz | Aceito
14:34:27

Outros Carta_icle.doc 03/07/2018 |Wagner Farid Gattaz | Aceito
11:01:49

TCLE / Termos de | TCLEInBion_aprovado INBION.docx 03/07/2018 |Wagner Farid Galtaz | Aceito

Assantimento / 10:49:36

Justificativa de

Auséncia
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Outrog Carta2_gmendai.doc 25/06/2018 [Wagner Farid Gattaz | Aceito
16:39:21

Projeto Detalhado /| INBioN.doc 08/06/2018 [Wagner Fard Gattaz | Aceito

Brochura 14:56:38

| Investigador

QOutros projetoechecklist. pdf 08/06/2018 |Wagner Farid Gattaz | Aceito
14:51:46

Outros 2249 _0001anexol pdf 08/06/2018 [Wagner Fard Gattaz | Aceito
14:51:32

Outros ProjetoHPGJ_Emenda_1.docx 08/06/2018 [Wagner Fard Gattaz | Aceito
14:28:03

Outros Declaracao_PlataformaBrasil. pdi 27/04/2018 [Wagner Fard Gattaz | Aceito
11:11:36

Declaragio de RegulamentoFuncional _Biorrepositeriop| 15M12/2017 |Wagner Fard Gattaz | Aceito

Manuseio Material | df 16:18:45

Bioldgico 7

Biorepasitério /

Biobanco

Folha de Rosto 2248 _0001folhaderosto.pdi 22/03/2017 |Wagner Fand Gattaz | Aceito
14:02:54

Shuacio do Parecer:
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SAOQ PAULO, 04 da Julho de 2019

Assinado por:
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(Coordenador(a))
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ANEXO 2- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA “INSTITUTO NACIONAL DE
BIOMARCADORES EM NEUROPSIQUIATRIA (IN-BION)”
PESQUISADOR PRINCIPAL: Wagner Farid Gattaz

CARGO/FUNCAO: Professor Titular do Departamento de Psiquiatria/Psiquiatra

DEPARTAMENTO/INSTITUTO: Departamento e Instituto de Psiquiatria — Ipg HCFMUSP

1 — Essas informacdes estdo sendo fornecidas para sua participagdo voluntaria neste estudo, que
visa ao estudo de biomarcadores e suas alteracdes em individuos portadores de (i) doenca de
Alzheimer (DA), (ii) Comprometimento Cognitivo Leve (CCL), (iii) individuos idosos com
gueixas ou sintomas leves de memoria insuficientes para caracterizar as condi¢cdes acima, mas
que representam uma condicdo de risco para declinio cognitivo, (iv) Transtorno bipolar (TB),
(v) Esquizofrenia, (vi) Transtornos subclinicos e (vii) individuos jovens saudaveis (grupo
controle), estabelecendo-se possiveis correlagdes entre as doengas em estudo. Pelo fato dos
transtornos psiquiatricos nao serem totalmente esclarecidos, faz-se necessario desenvolver
exames especificos que possam efetivamente diferencid-los permitindo um tratamento mais

especifico.

2 — Procedimentos que serdo utilizados e propdsitos, incluindo a identificacdo dos
procedimentos que sdo experimentais: Se vocé decidir participar, devera ser preenchida uma
ficha de historico e avaliacdo clinica (psiquiatrica e cognitiva) e serdo realizados os seguintes

procedimentos:
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e Coleta de 10-40 mL (equivalente a 3 colheres de sopa) de sangue por puncao periférica
da veia do antebraco;

e Coletade 12-15mL (equivalente a 1 colher de sopa) de liquido cefalorraquidiano (LCR)
ou liquor, no periodo matutino, por puncdo na coluna lombar no nivel do espaco entre
a terceira e a quarta Vvértebras lombares com uma agulha fing;
Nota: apenas serdo submetido a puncdo lombar para coleta de LCR os participantes
com transtornos neurocognitivo e/ou comportamentais; individuos do grupo controle
serdo excluidos deste procedimento;

e Ressonancia Magnética Cerebral;

e Tomografia por emissdo de pésitron e

e Estimulacdo Magnética Transcraniana

e Auvaliacdo Neuropsicologica
As amostras de sangue e liquor serdo utilizadas para as determinacGes bioquimicas e

genéticas. Todo material sera codificado de modo que a identidade dos participantes ndo seja

revelada.

3 — Relacéo dos procedimentos rotineiros e como sao realizados: Se vocé concordar em
participar deste estudo serdo coletadas amostras de seu sangue por puncao periférica da veia do
antebraco. VVocé podera fazer também uma coleta de liquor, se desejar e preencher os critérios
para realizacdo deste procedimento. Para realizar este exame, vocé devera ficar sentado imovel
e sera feita uma puncao (‘picada’) nas suas costas com uma agulha fina e estéril, que sera jogada
fora depois do uso. Este procedimento é seguro e sera feito por um profissional qualificado e
experiente (neurologista ou anestesista). Sera retirada uma amostra do liquido que banha a
medula, chamado ‘liquor’, na qual serdo feitas analises laboratoriais. Vocé fard também um
exame que avalia o cérebro chamado ressonancia magnética. Nesse exame vocé deitara numa
espécie de cama que se move lentamente dentro de um tubo largo, que faz parte do
equipamento. Apos iniciado o exame para registrar as imagens do cerebro, vocé devera manter
a cabeca imovel dentro do tubo. Durante o exame vocé ouvira em alguns momentos barulhos
fortes que indicam que o equipamento esta funcionando. Enquanto vocé estiver deitada dentro
da maquina, podera se comunicar conosco e, se for necessario, interromperemos o exame para
que vocé possa sair do equipamento. Este é um exame bastante comum e é muito usado. N&o

serdao usados remédios ou drogas durante 0 exame.
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Pode ser que vocé também seja convidado a fazer um segundo exame que vé o funcionamento
do cérebro chamado PET (Tomografia por Emissao de Positrons). Para realizar esses exames
sera preciso injetar na sua veia uma medicacio que é radioativa. E também preciso que vocé
esteja de jejum de 8 horas. VVocé recebera a injecdo da medicacgéo na veia e permanecera deitado
em repouso numa sala sem muita luz ou barulho até a hora do exame, ficando também deitado
num equipamento parecido com a ressonancia. E preciso sua colaboracdo para nio mexer a
cabeca durante o exame. Apesar da medicacdo ser radioativa, ela é segura e ndo causa
maleficios para a sua saude. A quantidade de radiacdo que vocé recebera é pequena, e menor
que a radiacdo de um exame de Radiografia com contraste. A ocorréncia de qualquer alergia ou
reacdo pela medicacéo é muito rara. Para a realizacéo da Estimulagdo Magnética Transcraniana,
vocé devera sentar-se em uma cadeira especializada e recebera estimulos magnéticos no couro
cabeludo com um aparelho apropriado. Isso estimulard sua mao, na qual serdo colocados
eletrodos com gel sobre a pele (sem uso de agulhas) que medirdo como sua méo se comporta
com esta estimulacdo. Isso dura por volta de 30 minutos. Ndo hé uso de agulhas, o exame é
indolor e realizado por um médico especialista.

Para a realizacdo de todos esses exames, sera necessario que vocé comparecga por pelo menos
4 dias ao Hospital. Dia 1: vocé passara em consulta com um médico da equipe que farad a
avaliacdo inicial, isso levard em media 2 horas; dia 2: vocé fara a coleta de sangue em jejum e
fard os exames de imagem do cérebro, nesse dia vocé ficara no hospital por 4 horas; dia 3: Neste
dia vocé realizara um exame neuropsicolégico com profissionais especializados. Nesse exame
VOCé participara de varios testes, que podem durar até duas horas; dia 4: neste dia vocé realizara
a coleta de liquor, para esse exame vocé precisard ficar no hospital por 2 horas.

Vocé passara por consulta médica e realizara os exames de sangue a cada 12 meses.

4 — Desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3: Para 0s processos da
coleta de sangue vocé podera apresentar dor, desconforto ou hematoma quando o sangue for
retirado. Com relagédo a coleta de liquor, vocé podera apresentar dor de cabeca ao levantar,
sensacOes na pele (ex., frio, calor, formigamento, pressdo etc.), dor local. Raramente pode
ocorrer infeccdo da pele no local da picada, o que normalmente ndo traz consequéncias
importantes e pode ser tratada com medicamento de uso local. Muito raramente, podem ocorrer
infeccGes mais profundas causando meningite, com risco de morte. Mas asseguramos que, até
hoje, em nosso servico, estas complicagdes mais graves nunca ocorreram e tomaremos todos

0s cuidados para que continue assim. Para o procedimento da Estimulagdo Magnética
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Transcraniana, a colocacgdo de touca de tecido na cabeca para mapeamento magnético, que nao
traz dor, mas pode trazer algum desconforto. Dor de cabeca € possivel acontecer, mas é de leve
intensidade e incomum. Pode ocorrer sensacdo de contracdo muscular nos membros durante o
exame, mas isto é parte do procedimento e ndo é desconfortavel. Outros efeitos colaterais néo
foram observados durante este exame, que € utilizado ha mais de 25 anos por dezenas de centros
de pesquisa. Durante o0 exame de ressonancia magnética, o desconforto € o do tempo em que é
preciso ficar no aparelho. Algumas pessoas podem se sentir incomodadas com o barulho forte
que o aparelho faz. Geralmente, as pessoas conseguem relaxar e completar 0 exame sem
grandes dificuldades. N&o ha outros riscos esperados neste tipo de exame. Caso vocé se sinta
desconfortavel, o exame sera interrompido imediatamente e reiniciado um pouco mais tarde, se
voceé assim desejar. Nos casos em que for também realizado o exame de avaliacdo de imagem
do cerebro (PET), vocé sentird o desconforto de uma picada de injecéo, para que seja injetado
0 material do exame. Durante estes exames, vocé devera se esforcar para ndo mexer a cabeca.
As imagens do cérebro obtidas ndo serdo utilizadas para outro fim, sendo o de estudar o
tamanho, a forma e o funcionamento de varias regides do seu cérebro, pelos pesquisadores

responsaveis pelo estudo.

5 — Beneficios para o participante: N&o ha beneficio direto para o participante; trata-se de
estudo experimental. E possivel, mas ndo garantido, que os pacientes com estas doengas possam
ser beneficiados pelos resultados deste estudo no futuro, bem como seus familiares. O estudo
visa maior esclarecimento dos mecanismos bioldgicos responsaveis pelo aparecimento de
transtorno psiquiatricos. De posse destes conhecimentos, espera-se conseguir, no futuro,
melhores estratégias para o tratamento do referido transtorno. Os dados obtidos nos exames de
ressonancia magnética e de PET poderdo mostrar com mais precisao quais as areas no cérebro

com algum tipo de funcionamento diferente nas pessoas acometidas de algum transtorno.

6 — Duracao da pesquisa: 72 meses

7 — Garantia de acesso: Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. O principal investigador
é o Dr. Wagner Farid Gattaz que pode ser encontrado no endere¢o Rua Ovidio Pires de Campos,

785, S&o Paulo — SP. Telefone 2661-8010. Se vocé tiver alguma consideracdo ou ddvida sobre
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a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio
Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549 — E-
mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de

participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicéo.

9 — E garantido o direito de confidencialidade — As informac@es obtidas serdo analisadas em

conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum paciente.

10 — E garantido o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas,

quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.

11 — Despesas e compensacOes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase
do estudo, incluindo exames e consultas. As despesas de alimentacdo e transporte serdo
ressarcidas. Se existir qualquer despesa adicional, ela serd absorvida pelo orcamento da
pesquisa. Ndo ha compensacao financeira relacionada a sua participacao, porém em caso de
qualquer intercorréncia médica causada direta ou indiretamente pelos procedimentos da
pesquisa vocé recebera todo o atendimento médico necessario, por nossa equipe no Instituto de
Psiquiatria e/ou Hospital das Clinicas. Em caso de dano decorrente dessas intercorréncias, vocé

sera indenizado conforme legislacao vigente.”

12 — E compromisso do pesquisador utilizar os dados e o material coletado somente para esta

pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacg6es que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo “INSTITUTO NACIONAL DE BIOMARCADORES
EM NEUROPSIQUIATRIA (IN-BION)”

Eu discuti com o Dr. Wagner Farid Gattaz sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sdo 0s propoésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participagdo é isenta de despesas e que tenho

garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
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participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter

adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Data / /

Assinatura do paciente/representante legal

Data / /

Assinatura da testemunha
Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual.

(SOMENTE PARA O RESPONSAVEL DO PROJETO)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente ou representante legal para a participacao neste estudo.

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo
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DADOS DE IDENTIFICACAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE IDENTIFICACAO)
DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME:
DOCUMENTO DE IDENTIDADE Ne:

SEXo:M O FO DATA NASCIMENTO: / /
ENDERECO: Ne: APTO:
BAIRRO: CIDADE:

CEP: TELEFONE: (__ )

2.RESPONSAVEL LEGAL:
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.):
DOCUMENTO DE IDENTIDADE:

SEXO: MO FOI DATA NASCIMENTO: / /
ENDERECO: Ne: APTO:
BAIRRO: CIDADE:

CEP: TELEFONE: (__ )
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ANEXO 3- Ficha do Aluno

(TSP Universidade de Sao Paulo FICHA DO ALUNO Fanus

9132 - 2220910 / 2 - Adriana Gisele Hertzog da Silva Leme
Email: giseleleme@usp.br

Data de Nascimento: 28/12/1975

Cédula de ldentidade: RG - 14.685.663-6 - SP

Local de Nascimento:  Estado de S3o Paulo
Nacionalidade: Brasileira

Graduagao: Farmacéutico - Biogquimico - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade de Sdo Paulo -
Sao Paulo - Brasil - 2000

Curso: Doutorado Direto

Programa: Ciéncia dos Alimentos

Area: Nutrigio Experimental

Data de Matricula: 010022017

Inicio da Contagem de 01/02/2017

Prazo:

Data Limite para o 01/02/2021

Depésito:

Orientador: Prof(a). Dr{a). Silvia Maria Franciscato Cozzolino - 01/02/2017 até o presente Email:
smfcozzo@usp.br

Proficiéncia em Linguas:

Inglés, Aprovado em 01/02/2017

Data de Aprovacgao no

Exame de Qualificagao: Aprovado em 05/04/2019

Data do Depésito do

Trabalho:

Titulo do Trabalho:

Data Maxima para

Aprovacao da Banca:

Data de Aprovacdo da

Banca:

Data Maxima para

Defesa:

Data da Defesa:
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([P Universidade de S3o Paulo FICHA DO ALUNO Janus
Resultado da Defesa:

Historico de Primeira Matricula em 01/02/2017

Ocorréncias: Nova Matricula em 17/07/2017

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagdo USP (Resolugdo n® 6542 em vigor de 20/04/2013 até 28/03/2018).

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 27/07/2020

Sigla Nome da Disciplina Inicio Término Carga Cred. Freq. Conc. Exc. Situagao

Horaria
FBAS899- Biodisponibilidade de 01/03/2017 11/04/2017 20 6 100 A N Concluida
n Nutrientes e de Substancias,
Bioativas em Alimenlos @

Dietas
FBAS712-  Fisiologia da Nufricdo |~ 02/03/2017 12/04/2017 90 6 “100 A N Concluida
6/3
QBQ5893-  Processos Redox em 01/08/2017 13/11/2017 60 4 100 B N Concluida
2n Bioguimica (Instituto de
Quimica - Universidade de
S3o Paulo)
FBC5780- Andlise de Dados Aplicados 07/08/2017 17/09/2017 20 6 a5 A N Concluida
2/4 as Pesquisas Biolbgicas
QBQS5710- Biologia Molecular do Gene 16/08/2017 07/11/2017 180 0 - - N Matricula
111 (Instituto de Quimica - cancelada
Universidade de Sao Paulo)
HNT5759- Gendmica Nutricional no  26/09/2017 31/10/2017 60 4 a3 A N Concluida
an Contexto das Doengas
Cronicas ndo Transmissiveis
(Faculdade de Saude
Publica - Universidade de
S3o Paulo)
FBC5722-  Controle Hormonal da 02/04/2018 22i04/2018 60 4 100 A N Concluida
52 Resposta Inflamatéria
FBC5954- Redacdo de Trabalhos 12/04/2018 18/04/2018 15 0 - - N Matricula
1 Cientificos cancelada
MPS5810- Roadmap Basico para 07/08/2018 17/09/2018 60 0 - - N Pré-
mn Escrita Cientifica (Faculdade matricula
de Medicina - Universidade indeferida
de Sdo Paulo)
1ICB5752- Como Comunicar Sua 27/08/2018 10/09/2018 30 2 100 A N Concluida
15 Ciéncia: Melhorando a

Oratoria e a Empatia com o
Pdablico (Instituto de Ciéncias
Biomeédicas - Universidade
de S3o Paulo)

HNT5737-  Ciéncia de Alimentos 02/04/2019 21/05/2019 60 4 87 A N Concluida
51 (Faculdade de Saude
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(TSP Universidade de Sio Paulo FICHA DO ALUNO S

Sigla Nome da Disciplina Inicio Término Carga Cred. Freq. Conc. Exc. Situagao

Horaria

Publica - Universidade de

S3o Paulo)
HNT5710- Micronutrientes em Estudos 16/05/2019 27/06/2019 30 0 - - N Matricula
6/2 Populacionais (Faculdade de cancelada
Salde Pablica -
Universidade de Sao Paulo)
HNT5709- Dietas e Doengas Cronicas 20/05/2019 14/06/2019 30 0 - - N Matricula
6/2 ndo Transmissiveis cancelada
(Faculdade de Saude
Publica - Universidade de
Sao Paulo)
FBAS753- Nutrigendmica e 30/09/2019 06/10/2019 30 2 100 A N Concluida
22 Programacao das Doengas
Crbnicas Nao—
Transmissiveis
FBAS5752- Probidticos em Alimentos e  15/10/2019  25/11/2019 60 4 91 A N Concluida
21 suas Implicagbes na Sadde
Humana
FBAS905- Planejamento Experimental 18/02/2020 14/06/2020 60 4 100 A S Concluida
213 @ Analise Multivariada
HNT5709- Dietas e Doencas Cronicas, 27/04/2020 01/06/2020 60 4 100 A ) Concluida
m nao Transmissiveis
(Faculdade de Saude
Publica - Universidade de
S3o Paulo)
Creditos minimos exigidos Creditos obtidos
Para exame de qualificacdo Para depdésito de tese
Disciplinas: 0 20 42
Estagios:
Total: 0 20 42
Creéditos Atribuidos a Tese: 172
Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente. com direito a crédito: B - Bom. com direito a crédito: C - Regular. com direito a crédito: R - Reprovado: T -
Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.
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(TSP Universidade de So Paulo FICHA DO ALUNO e

Este documento eletrénico dispensa carimbo e assinatura. Sua autenticidade pode ser
comprovada fornecendo-se o cédigo de controle na seguinte pagina da Universidade de Sao
Paulo: https://luspdigital.usp.br/iddigital

Documento emitido as 11:24:01 horas do dia 19/11/2020 (hora e data de Brasilia)
Cadigo de controle: WD7V-AJKV-YS3L-Z3YH
Cadigo de controle valido até: 19/12/2020
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ANEXO 4- Questionarios CAMCOG e MMSE

Questionario CAMCOG aplicado aos pacientes

Orientacdo
Tempo
120. Em que dia da semana nds estamos? Incorreto 0
Correto 1 9
Qual é data de hoje?
121. Dia Incorreto 0
Correto 1 9
122. Més Incorreto 0
Correto 1 9
123. Ano Incorreto 0
Correto 1 9
124. Em que semestre do ano nds estamos? Incorreto 0
Correto 1 9
Local
127. Diga o nome de duas ruas importantes perto daqui (ou perto de  Incorreto 0
sug casa) Correto 1 9
128. Em gue andar deste prédio nds estamos? Incorreto 0
Correto 1 9
Linguagem

Compreenséo: Resposta motora

A instrugdo deve ser repetida integralmente, se o sujeito nio completar toda a seqiiéncia de tarefas, sem
alteragdo no tom de voz ou velocidade, para assegurar que seja ouvida e compreendida. Ndo é permitido
sugerir e instruir o sujeito tarefa por tarefa.

Eu irei pedir que vocé execute algumas tarefas. Por favor, ouga com aten¢o.

132. Antes de olhar para o teto, olhe para o chéo Incorreto 0
Correto 1 9
133. Bata de leve duas vezes, em cada ombro, com dois dedos, Incorreto 0

mantendo seus olhos fechados Correto 1 9
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Questionario CAMCOG aplicado aos pacientes

Expressdo: Nomeagdo

138. Vou lhe mostrar alguns objetos. Por favor, diga-me o nome

de cada um deles
Mostre ‘Figuras para nomear’ no livreto

139. Diga-me o nome de quantos animais vocé puder lembrar. Vocé
tem um minuto de tempo.

Apenas se o paciente pedir esclarecimento, explique que entre os
animais estdo incluidos pdssaros, insetos, humanos, etc. Se este
estiver hesitante, tente encoraja-lo com ‘Vocé poderia pensar em
mais algum?’.

Registre o nimero correto em um minuto (repeticdes ndo sdo
consideradas).

Liste todos os itens no espago abaixo

Expressdo: Definigdes

Sapato,
sandalia

Maquina de
escrever

Balanca
Mala, valise

Reldgio de
parede
Abajur,

lampada de

mesa

Total

Ndamero correto
Nota:
Recodificagdo

1-4=
59=
10-14 =
15-19 =
20-24 =
25+ =

AN AW NRE O

Na quest3o 143 uma defini¢do concreta recebe 1 e uma definigdo abstrata, 2. Exemplos sdo dados ao lado

de cada pontuagdo.

143. O que é uma opinido? Incorreto
Uma boa opinio sobre alguém
Uma ideia pessoal sobre algo
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Meméria
Evocagdo

146. Vocé pode me dizer quais eram os objetos nas figuras
coloridas que eu lhe mostrei pouco tempo atrds?

A descrigdo ou os nomes sdo aceitdveis.

Assinale cada item corretamente evocado e registre o niimero
de itens corretos no campo ‘total’

Reconhecimento

147. Quais destas figuras eu lhe mostrei antes?

Mostre ‘Figuras para reconhecimento’ no livreto.

Assinale cada item corretamente relembrado e registre o
nimero de itens corretos no campo ‘total’

Recuperagdo de informagdo remota

Sapato, sanddlia
Méquina de
escrever

Balanga
Mala, valise
Relégio de parede

Abajur, lampada de
mesa

Total

Sapato, sanddlia
M4dquina de
escrever
Balanga
Mala, valise
Reldgio de parede

Abajur, I3mpada de
mesa

Total

Agora eu vou fazer algumas perguntas sobre o passado.

150. Quem foi o Presidente da Republica que construiu Brasilia?

Incorreto
Correto
(Juscelino
Kubitschek)
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151. Quem foi o Presidente da Replblica que renunciou 7 meses Incorreto 0
depois de assumir o cargo? Correto
(Janio Quadros)

=
w

153. Qual era 0 nome do Presidente da Republica que se suicidou Incorreto 0
no cargo? Correto
(Getldlio Vargas)

=
w

Recuperagiio de informagdo recente

154. Qual é o nome do atual Presidente da Republica? Incorreto 0
Correto 1 9
155. Quem o antecedeu? Incorreto 0
Correto 1 9
156. Qual é o nome do atual Governador do Estado? Incorreto 0
Correto 1 9
157. Vocé poderia me dizer alguma coisa que foi noticia nas Incorreto 0
ultimas duas semanas? Correto 1 9
Se uma resposta geral for dada, i.e. ‘guerra’, pergunte por
detalhes
Registro
Atencdo/concentragdo

159. Agora eu gostaria que vocé fizesse uma contagem regressiva  Dois ou maiserros 0

de 20 até 1 Um erro 1
Correto 2 9
160. Agora eu gostaria que vocé subtraisse 7 de 100. 93 _
Em seguida, subtraia 7 do numero gue vocé obteve. 86 _
Continue subtraindo 7 até eu lhe dizer para parar. 79 _
Registre as respostas. D& 1 ponto cada vez que a diferenga for 7, 72 _
mesmo que a resposta anterior seja incorreta. Escore maximo=5 65 _
pontos Total __ 9
Escrita: Ditado
171. Escreva este nome e enderego no envelope: Incorreto 0
Jodo da Silva Pobre, mas aceitavel 1
Rua José Camargo, 42 Correto 2
Perdizes

A ortografia e caligrafia ndo sdo importantes.

O critério é se a carta chegara ou ndo ao destinatario:

i.e. “Jdo da Siva’ é aceitavel; ‘24’ e ‘Perdidos’ sdo incorretos.
Em seguida diga:

Por favor, tente se lembrar deste nome e endereco, pois eu
pedirei que vocé os repita mais tarde.
Se o sujeito é incapaz de escrever, diga o enderego devagar,
duas vezes, e peca para que ele o memorize
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Praxia

Cdpia e desenho
0 individuo deve desenhar e escrever numa folha de papel em branco

164. Copie este desenho (pentdgono) Incorreto 0
Cada pentdgono deve possuir 5 lados e 5 cantos claramente Correto 1 9
definidos e as intersec¢des devem formar um diamante

166. Copie este desenho (casa em 3D) Incorreto 0
Requer janelas, porta e chaminé na posi¢do correta e desenhados Correto 1 9
em 3D

167. Desenhe um relégio grande e coloque todos os niimeros nele Circulo _
Quando o sujeito tiver feito isso, diga: (quadrado é

‘Agora coloque os ponteiros, indicando dez para as onze.’ aceitavel)

Todos os nimeros
em posigdes corretas
Hora correta

Total 9

Praxia: Ideomotora

Nas questdes 173 a mimica correta é necessaria. Se o sujeito usa os dedos para representar tesoura ou
escova diga, por exemplo, ‘Faga de conta que vocé estd segurando uma escova de dentes’. D& 1 ponto se o
sujeito fizer movimentos de escovagdo, mas ndo se estiver apenas segurando uma escova de dentes.

173. Mostre-me como vocé cortaria com uma tesoura Incorreto 0
Resposta concreta 1
Mimica correta 2 9

Meméria: Fixagdo

178. Qual era 0 nome e o enderego que vocé escreveu no envelope Jodo _
pouco tempo atrds? da Silva .
Assinale cada item correto e registre o nimero de respostas certas Rua José Camargo _
no ‘total’ 42 _
Perdizes _
Total _ 9
Pensamento Abstrato

Estas questdes investigam a capacidade de pensar de forma abstrata. Respostas abstratas recebem 2,
respostas concretas, 1. Exemplos sdo dados ao lado de cada pontuagdo. Se o sujeito disser: ‘Eles ndo sdo
semelhantes’, diga: ‘Eles sdo semelhantes de alguma maneira. Vocé poderia me dizer de que maneira eles
sdo semelhantes?’
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Eu vou lhe dizer o nome de duas coisas e gostaria que vocé me dissesse de que maneira elas sdo semelhantes.

Por exemplo, um cachorro e um macaco sdo semelhantes porque ambos sdo animais.

179. De que maneira uma mag¢d e uma banana se
assemelham?

Registre a resposta.

Somente nesta questdo, se a pontuagdo dor menor que
2 diga:

‘Elas também s3o semelhantes porque ambas sdo
frutas’

180. De que maneira uma camisa e um vestido se
assemelham?
Registre a resposta

181. De gque maneira uma mesa e uma cadeira se
assemelham?
Registre a resposta

Redondo, tem calorias
Alimento, germina, tem casca
Fruta

Tem botdes

Para vestir, feito de pano, mantém
vocé aquecido

Roupa, vestimenta

De madeira, tem 4 pés, objeto
doméstico
Usado para refeicdes

Modveis

Percepgdo: Visual

Constdncia de objeto
184. Estas sdo fotografias de objetos tiradas de dngulos néo usuais. Oculos
Vocé pode me dizer o que sdo estes objetos? Sapato
O critério é se os objetos sdo reconhecidos, ndo importando se sdo Mala, bolsa
nomeados corretamente. Assim, descricbes de fungdo sdo Xicara e pires
aceitaveis. Telefone
Assinale cada item respondido corretamente e registre o nlimero Cachimbo
de acertos no ‘total’

Total

Pontuagdo Final

LS
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Questionario MMSE aplicado aos pacientes

MINI EXAME DO ESTADO MENTAL

1) Como o Sr(a) avalia sua memoria atualmente?
(1) muito boa (2) boa (3) regular (4) ruim (5) péssima
(6) ndo sabe

Total de pontos: I:I
2) Comparando com um ano atras, o Sr (a) diria que sua memoéria esta:

(1) melhor (2) igual (3) pior (4) ndo sabe
Total de pontos: |:|
ORIENTACAO TEMPORAL:

Anote um ponto para cada resposta certa:
3) Por favor, diga-me:

Dia da semana ( ) Diadomés ( ) Més ( ) Ano () Hora
aprox. ()

Total de pontos: I:'
RIENTACAO ESPACIAL:

Anote um r ar ta
4) Responda:

Onde estamos: consultério, hospital, residéncia ()

Em que lugar estamos: andar, sala, cozinha ( )
Em que bairro estamos: ( )
Em que cidade estamos ( )
Em que estado estamos ( )
Total de pontos: El
REGISTRO DA MEMORIA IMEDIATA:

5) Vou lhe dizer o nome de trés objetos e quando terminar, pedirei para repeti-los,
em qualquer ordem. Guarde-os que mais tarde voltarei a perguntar: Arvore, Mesa,
Cachorro.
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A() M() C()

Obs: Leia os nomes dos objetos devagar e de forma clara, somente um a vez e anote. Se o
total for diferente de trés: - repita todos os objetos até no maximo trés repetigbes; - anote o
namero de repetigdes que fez

i = hunca corrija a primeira parte; anote um ponto para
cada objeto lembrado e zero para os que néo foram lembrados.

Total de pontos: D

ATENGAO E CALCULO:

6) Vou Ihe dizer alguns nimeros e gostaria que realizasse os seguintes calculos:
100-7; 93-7; 86-7; 79-7; 72-7;

(93; 86; 79; 72; 65) Total de pontos: D

MEMORIA RECENTE:

7) Ha alguns minutos, o Sr (a) repetiu uma série de trés palavras. Por favor, diga-me
agora quais ainda se lembra: A() M() C()
Obs: anote um ponto para cada resposta correta: Arvore, Mesa, Cachorro.

Total de pontos: I:]

LINGUAGEM:
Anote um ponto para cada resposta correta:

8) Aponte a caneta e o relégio e pega pranomea-los: C( ) R( )

(permita dez segundos para cada objeto) D
Total de pontos:

9) Repita a frase que eu vou lhe dizer (pronunciar em voz alta, bem articulada e
lentamente)

“NEM AQUI, NEM ALI, NEM LA"

Total de pontos: D
10) Dé ao entrevistado uma folha de papel, na qual esteja escrito em letras grandes:
“FECHE OS OLHOS”. Diga-lhe : leia este Papel e faca o que est4 escrito (permita dez
segundos).

Total de pontos:
11) Vou Ihe dar um papel e quando eu o entregar, pegue com sua mio direita, dobre-o na
metade com as duas méos e coloque no chéo.
P() D() C()

Total de pontos: D
12) Pedir ao entrevistado que escreva uma frase em um papel em branco.
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O Sr (a) poderia escrever uma frase completa de sua escolha? (contar um ponto se a frase
tem sujeito, verbo, predicado, sem levar em conta erros de ortografia ou de sintaxe). Se o
entrevistado ndo fizer corretamente, perguntar-lhe: “Isto é uma frase/ E permitir-lhe
corrigir se tiver consciéncia de seu erro. (méaximo de trinta segundos).

Total de pontos: D

13) Por favor, copie este desenho. (entregue ao entrevistado o desenho e pega-o para
copiar). A agdo esta correta se o desenho tiver dois pentdgonos com interseccdo de um
angulo. Anote um ponto se o desenho esp~corr

Total de pontos: D

Obs: Somente as respostas corretas anotadas nas perguntas de 03 a 13 e anote o total.
A pontuagdo maxima é de trinta pontos.
TOTAL

[l
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