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RESUMO

O aumento da longevidade tem sido evidenciado nos ultimos anos. Apesar do
crescimento da expectativa de vida, aspectos relacionados a salde do idoso ainda
necessitam da atencéo das politicas publicas. Uma destas questfes € a crescente
prevaléncia de doengas comuns no idoso, como a Doenga de Alzheimer (DA).
Alguns marcadores inflamatérios estdo presentes na doenca de Alzheimer e
parecem ter relacdo com a fisiopatologia da doencga, no entanto, pouco se sabe
sobre biomarcadores associados a essa doenca. O presente estudo teve como
objetivo avaliar marcadores imunolégicos em idosos com DA. Realizou-se coleta de
uma amostra de 45 individuos acima de 60 anos que foram divididos em 2 grupos
(Grupo Alzheimer(21)=75,9+7,4 anos e Grupo Controle(24)=75,3+7,5 anos),
atendidos pelo Programa de Assisténcia Integrada da Saude do Idoso de Duque de
Caxias e do Instituto de Psiquiatria da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
Foram coletados Escala de Deméncia Clinica, Mini Exame do Estado Mental, Teste
de Sentar e Levantar, Escala de Lawton e Brody e uma amostra de 5ml de sangue
para analise dos biomarcadores inflamatorios. As citocinas inflamatdrias foram
analisadas utilizando os kits Human Inflammatory Cytokines Kit e Human
Th1/Th2/Th1l7 Cytokine Kit através do método Cytometric Bead Assay. Os dados
foram comparados entre grupos com e sem doenca de Alzheimer e a andlise
estatistica constou de médias e desvios padrdo ou propor¢cdes quando adequado,
teste t student e de Mann-Whitney com alfa de 95%. As correlacdes de Spearman e
Pearson foram feitas para cada uma das citocinas e as variaveis sociodemograficas
e de gravidade da doenca. Encontrou-se uma maior concentracdo das citocinas IL-
12, IL-10 e IL-1B para pacientes DA. A citocina IL-10 se correlacionou positivamente
com a idade, CDR e com capacidades fisico-funcionais, e se correlacionou
negativamente com MEEM. A idade se correlacionou com as citocinas TNF-a, IL-10
e IL-4. O teste de sentar e levantar se correlacionou com IL-4. Conclui-se que 0
sistema imunoldgico se encontra alterado na DA, com elevacdes de citocinas como
IL-12, IL-10 e IL1B. Estas citocinas também indicam a capacidade cognitiva e
funcional dos pacientes de DA, por se correlacionar com estas variaveis.

Palavras-Chave: Alzheimer; Citocinas; Biomarcador; Idoso; Capacidade

Funcional



ABSTRACT

The increase in longevity has been shown in recent years. Despite the growth
in life expectancy, health-related characteristics of the elderly still need the attention
of public policies. One issue is the increasing prevalence of diseases commonly
found in the elderly, such as Alzheimer's Disease (AD). Some inflammatory markers
are present in Alzheimer's disease and seem to be related to the pathophysiology of
this disease. However, little is known about biomarkers associated with these
diseases. This study aims to evaluate immunological markers in AD patients. We
carried out an evaluation of a sample of 45 elderly divided into 2 groups (Alzheimer
Group(21)=75,9+7,4 years and Control Group(24)=75,3+7,5 years), resident in
Duque de Caxias and Rio de Janeiro, assisted by the integrated Program Assistance
for the Elderly Health and by the Institute of Psychiatry of the Federal University of
Rio de Janeiro. We evaluated Clinical Dementia Rating, Mini mental Stage Exam, 30
second Chair Stand, Lawton and Brody Scale and one sample of 5 ml of blood for
analysis of biomarkers. The cytokine was analyzed using Human Inflammatory
Cytokines Kit and Human Th1/Th2/Thl17 Cytokine Kit by Cytometric Bead Assay
methods. The data were compared between groups. Data were shown on average
and standard deviation or proportions when appropriate. The T Student and Mann-
Whitney tests with p<0,05 were used for statistical analyzed. Spearman and Pearson
correlation used for cytokines, sociodemographic variables and disease severity. The
results showed higher levels of IL-12, IL-10 and IL-1B for Alzheimer’s group. IL-10
was correlated with age, CDR and functional capacity and negative correlated with
MEEM. The age was correlated with TNF-a, IL-10, IL-4. The TSL was correlated with
IL-4. We conclude that the immune system is altered in AD, with elevations of
cytokines such as IL-12, IL-10 and IL-1B. These cytokines also indicate the cognitive
and functional capacity of AD patients because they correlate with these variables.

Key-Words: Alzheimer, Cytokine, Biomarker, Elderly, Functional capacity
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INTRODUCAO:

O numero de idosos cresce em todo o mundo, e no Brasil esse cenario ndo
é diferente. No Brasil, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
através do censo de 2010, estima que existam mais de quatro milhdes e
oitocentos mil individuos entre 65 e 69 anos e mais de nove milhdes e duzentas
mil pessoas com 70 anos ou mais (lbge, 2010). O relatério do Instituto de
Pesquisa Econdmica Aplicada (IPEA) em 2016 (Alcantara et al., 2016) relata que o
numero de pessoas muito idosas, de 80 anos ou mais, esta em constante
crescimento podendo chegar a 13,4 milhdes em 2050 (Alcantara et al., 2016).

Estes dados podem ser vistos na Figura 1.

2010

2000

1991

1980

1970

1960

8.000 6.000 4.000 2.000 0 2.000 4.000 6.000 8.000
M Homens B Mulheres

Figura 1 Populagéo de 80 anos ou mais observada e projetada, por sexo (1960-2050). Legenda:
Figura mostra a distribuicdo da populacdo com mais de 80 anos, entre homens e mulheres. Observe o
aumento expressivo com o passar dos anos. Fonte: Alcantara et al., 2016.

Com o aumento da expectativa de vida e um maior nimero de idosos com

idade avancada, sobe também o numero de pessoas com doengas cronicas e



neurodegenerativas, como a Doenca de Alzheimer (DA). Nos EUA, a DA ocupa a
sexta colocagdo como causa de morte em idosos. A DA também tem grande
impacto sobre cargas de doencas no Brasil (Schmidt et al., 2011), mostrando um
aumento expressivo de mortalidade por transtornos mentais com o passar dos
anos (Tabela 1) (Alcantara et al., 2016).

Tabela 1 Taxas de Mortalidade entre idosos segundo causas selecionadas, por 100 mil habitantes.

Capitulo CID-10? Taxa de mortalidade Variacdo (%)
Ano 1996 2000 2010

Populacdo total

Doencas do aparelho circulatorio 1.560,9 1.370,4 1.230,9 21,1
Neoplasias 529,0 530,7 573,4 8,4
Doencas do aparelho respiratorio 516,3 453,7 462,2 -10,5
Causas mal definidas 762,9 628,3 255,2 -66,5
Doencas do aparelho digestivo 158,7 152,0 159,0 0,2
Causas externas 108,0 94,3 114,7 6,2
Doencas infecciosas e parasitarias 113,6 101,0 105,9 -6,8
Transtornos mentais 85 13,0 217 2259
Doencas do sistema nervoso 29,8 34,8 83,9 181,5

Legenda: Taxas de mortalidade segundo causa em idosos. Observe que a mortalidade por

transtornos mentais aumenta com o passar dos anos. Fonte: Adaptado de (Alcantara et al., 2016).

Estima-se que, no Brasil, 1,6 milhdes de pessoas tenham deméncia. A
deméncia, sindrome que é consequéncia da DA em aproximadamente 60% dos
casos, tem prevaléncia em todo mundo em torno de 8-10%, sendo que na América
Latina é de 8,4%. Estudos brasileiros indicam prevaléncia de 7,1% e 8,12% na
populacdo acima de 65 anos (Nitrini et al., 2009; Prince et al., 2013; Prince; et al.,
2015).

Doenca de Alzheimer

A DA foi descrita inicialmente por Dr. Alois Alzheimer, em 1906, apos

analise do tecido cerebral de sua paciente com um quadro psicotico e de declinio



cognitivo rapido. Ela faleceu com uma entdo doenca mental incomum na qual a
autopsia, o Dr. Alzheimer encontrou um aglomerado anormal que se definiu mais
tarde como placas amiloides, e feixes de emaranhados neurofibrilares. Esta
paciente apresentava sintomas como problemas de memoria, de linguagem, de
compreensao, comportamento imprevisivel e desorientacdo (Rodgers, 2008).

A DA é caracterizada clinicamente por perda progressiva da memoria e
outras capacidades cognitivas (Meraz-Rios et al., 2013). Além disso, ha
acometimento na funcionalidade e atividades de vida diaria. O principal sintoma,
gue pode aparecer logo na fase inicial, € a perda de memaria recente (Dubois et
al., 2010). O curso da DA dura em média de 10 a 12 anos e passa por trés fases
(Jack et al., 2010; Jack et al.,, 2013): 1 — Fase pré-sintomatica, fase onde o
individuo n&o apresenta sintomas, porém ja ocorrem as alteracdes
fisiopatolégicas; 2 — Fase prodrbmica que, comumente, se refere ao
comprometimento cognitivo leve (CCL), inicio dos sintomas cognitivos leves, como
perda de memoria episbdica, ou recente, mas ndo se enquadra nos critérios
sindromicos de deméncia; e 3 — Fase de evolucdo da deméncia na DA, na qual o
impacto cognitivo € grande e passa a afetar a capacidade funcional do individuo
também (Jack et al., 2010).

A DA pode se desenvolver de duas formas, a primeira, em pessoas com
menos de 65 anos, caracterizada como DA precoce, a segunda, em pessoas com
mais de 65 anos, denominada como DA tardia. Por ser considerada uma doenca
multifatorial, a DA possui fatores de risco modificaveis e ndo-modificaveis. A idade
€ considerada como principal fator de risco ndo-modificavel, bem como o historico
familiar com presenca de DA e a predisposicdo genética (APOE4)(Corder et al.,
1993).

No entanto, existem varios fatores de risco modificaveis que podem
aumentar ou diminuir o risco do desenvolvimento da DA. Uma meta-analise de
2015 (Xu et al., 2015) demonstrou fatores de risco modificAveis associados com a
DA. Estado de saude e comorbidades podem influenciar e aumentar o risco de
desenvolver DA, como fragilidade, disfuncdo na velocidade da marcha,

aterosclerose com diminuicdo do fluxo carotidea, assim como a depressao. Os



hébitos alimentares e a qualidade dos alimentos e nutrientes aparecem como
outro fator de risco modificavel. O estudo demonstra que alto consumo de
vitaminas E e C reduz o risco de desenvolver DA, bem como o consumo de café e
peixes atenuando o risco. O uso de algumas medicac¢des, como anti-inflamatorios
ndo hormonais ou estatinas, podem favorecer a reducdo do risco de
desenvolvimento de DA. Mudancas no estilo de vida, como aumentar o nivel de
atividade fisica e manter uma estimulagdo cognitiva, também tém papel importante
para a reducdo do risco. Ter um bom nivel educacional, ou ter uma boa reserva
cognitiva (ter bastante estimulagcdo quando jovem), parece ter efeito positivo na
manutencdo da capacidade cognitiva reduzindo as chances de desenvolver DA.

O diagnostico da DA ainda é realizado clinicamente, isto é, ndo existe por
ora um teste Unico ou um biomarcador que diagnostique, por si s6, a DA. E
preciso usar uma variedade de ferramentas para que se consiga realizar o
diagnéstico com melhor precisdo. E preciso coletar o histérico de saude, familiar e
pessoal do individuo, possiveis mudancas de humor e comportamento que alguns
familiares tenham percebido (uma anamnese completa, enfim), conduzir testes
cognitivos e exames fisico, neurolégicos e exames de sangue e de imagem
cerebral para descartar outras causas possiveis de deméncia, como tumor ou
certas deficiéncias de vitaminas. Este processo de diagnostico deve ser realizado
com cuidado, pode demorar dias ou semanas para que se completem todos os
exames e 0 medico seja capaz de interpreta-los (Macedo Montafio e Ramos,
2005; Mckhann et al., 2011).

Atualmente o protocolo mais utilizado para o diagnostico € o do National
Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and The
Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS-
ADRDA)(Mckhann et al., 1984; Mckhann et al., 2011), que utiliza testes fisicos,
neuroldgicos, exames de sangue e neuroimagem, além do historico pessoal e
familiar para entdo chegar ao diagndéstico de Alzheimer. O diagndstico definitivo s6
¢é feito com certeza pelo exame histopatolégico post-mortem. Com o0 paciente em
vida, é possivel diagnosticar DA como provavel quando a evolugcédo tem inicio

insidioso, sintomatologia gradual, déficit inicial significativo na historia e nos



exames e neuroimagem ja revelando atrofia cortical em especial na regido
hipocampal bilateralmente. O diagndstico de DA possivel é feito em estagios muito
iniciais ou quando ha evolucdo atipica, quando ainda ndo ha neuroimagem
positiva para atrofia em regibes de interesse, ou quando o paciente apresenta
deméncia com inicio do declinio cognitivo subito, respectivamente (Mckhann et al.,
1984; Mckhann et al., 2011).

Existem alguns biomarcadores que podem ajudar no momento do
diagnéstico. O peptideo de B-amiloide (AB), pode ser detectado em liquido
cefalorraquidiano (liquor) em sua isoforma de AB-42 ou no exame de tomografia
por emissdo de pasitrons (PET), conforme mostra a figura 2. Também no liquor ha
0 aumento de proteinas TAU total ou TAU fosforilada. Um terceiro modo de se
detectar biomarcadores da DA é através da Tomografia por Emissdo de Pdsitron
(PET), na qual se pode constatar hipometabolismo ou atrofias estruturais

detectadas mais tardiamente também pela ressonancia magnética (RNM),

conforme mostra as figuras 3 e 4.

Figura 2 Imagem de PET para biomarcador Amiloide. Figura adaptada de (Jack et al., 2010).
Legenda: Figura demonstra imagens de PET para detecgdo de biomarcador de AB. A=paciente sem
declinio cognitivo e sem evidéncias de AB. B=paciente cognitivamente normal, mas com evidéncias de

AB. C=individuo com deméncia e evidéncias de AB.
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Figura 3 Imagem de RNM‘ de paciente sem e com comprometimento cognitivo. Figura
adaptada de (Jack et al., 2010). Legenda: Figura demonstra imagem obtida por RNM. A=paciente
sem comprometimento cognitivo e sem evidencias de AB na figura 2. B=paciente sem
comprometimento cognitivo e com alteracdo de AB na figura 2. C=paciente com comprometimento

cognitivo e alteracéo de AB na figura2.

Y

Alzheimer ‘
disease '

Figura 4 Imagem de metabolismo cerebral por PET. Figura adaptada de (Johnson et al.,

2012). Figura demonstra metabolismo cerebral detectado por PET em paciente sem declinio




cognitivo, que apresenta um aumento do metabolismo (cores amarelo e vermelho) e em paciente

com Alzheimer, demonstrando hipometabolismo (cor azul).

Histopatologicamente, a DA €& caracterizada por 2 tipos de lesdo, a
presenca de placas senis e emaranhados neurofibrilares (Hyman e Trojanowski,
1997; Meraz-Rios et al., 2013). Esses processos, no entanto, e em especial o
acumulo de Beta Amiloide, podem ser verificados até 25 anos antes dos primeiros
sintomas, época na qual alguns marcadores ja aparecem alterados (Jack et al.,
2010; Bateman et al., 2012; Jack et al., 2013). A figura 5 mostra a cascata de

eventos desde a fase pré-clinica até o estagio demencial mais grave.

Abnormal & —— AB

—— Tau-meditated neuronal injury and dysfunctio
Brain structure

—— Memory

—— Clinical function

Biomarker magnitude

Normal

Cognitively normal : Ml : Dementia
-

»
Clinical disease stage

Figura 5 Biomarcadores no processo da patologia de Alzheimer. Legenda: Dindmica dos
biomarcadores durante o desenvolvimento da doenca de Alzheimer, tanto na fase prodrdomica, quanto ao
avancar da deméncia. Observe que alguns biomarcadores sofrem alteracdes mesmo com o paciente

cognitivamente intacto. Fonte: Adaptado de(Jack et al., 2010).

As placas senis sdo compostas por acumulo extracelular de peptideos B-
amiloide, que sdo derivados da clivagem néo fisiolégica da proteina precursora

amiloide (APP- Amyloid Precursor Protein). A APP é uma proteina



transmembrana, que regula funcgbes fisiologicas da célula, principalmente no
sistema nervoso central, participando na sinaptogénese e plasticidade sinptica
(Chow et al., 2010). Ao sofrer a clivagem, essa proteina pode seguir dois
caminhos diferentes: 1) via ndo amiloidogénica, processo no qual a clivagem
inicial é realizada por uma enzima a-secretase, e posteriormente por outra enzima,
a y-secretase, entdo liberando um peptideo soluvel, a sAPPa, que possui funcéo
neurotrofica e neuroprotetora; 2) via amiloidogénica, no qual a APP sofre a
clivagem inicial por outra enzima, a B-secretase, para entdo posteriormente ser
clivada pela y-secretase, liberando o monémero 3-amiloide (AB) (Figura 3). Esses
mondmeros se unem formando dimeros, que por sua vez se agregam em
oligbmeros, que se agregam dando origem as fibrilas, que se aglomerando
formam entéo as placas senis(Figura 6) (Dubois et al., 2010; Karran et al., 2011;
Viegas et al., 2011; Heppner et al., 2015). Estes dados sdo mostrados na figura 6
e’.
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Figura 6 Vias N&o-Amiloidogénicas e Amiloidogénicas do APP. Legenda: Proteina precursora
amiloide seguindo as 2 vias possiveis: 1) fisioldgica ou ndo amiloidogénica; 2) ndo fisiologica ou

amiloidogénica, formando os peptideos de Bamiloide. Fonte: Adaptado de (Heppner et al., 2015)
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Figura 7 Agregacdo de monémeros de Bamiloide e formagdo da placa senil. Legenda: Figura
mostra a agregacao amiloidogénica dos mondmeros até a formacéo das placas senis. Fonte: Adaptado
de (Heppner et al., 2015)

Os emaranhados neurofibrilares sdo formados pela hiperfosforilacdo da
proteina TAU, que é uma proteina estabilizadora dos microtubulos dos neurénios
(Figura 8). Quando hiperfosforiladas, as proteinas TAU perdem a capacidade de
estabilizar os microtabulos, impedindo, assim, o aporte de nutrientes e de
neurotransmissores. Os emaranhados neurofibrilares, intraneuronais, por fim
levam a apoptose por colabamento da célula, em processo de apoptose (Dubois et
al., 2010; Karran et al., 2011; Viegas et al., 2011).
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Figura 8 Emaranhados neurofibrilares. Fonte: https://www.alzheimer-forschung.de/. Acessado em
17/07/2016 as 23:30.

A presencga de sitios de placas de Pamiloide atrai microglia e astrécitos,
responsaveis por mediar a resposta inflamatoria (Heneka et al., 2015). A micrdoglia
€ considerada a representacdo do sistema imunologico no SNC, pois sao células
gue possuem antigenos, realizam fagocitose e liberam fatores citotéxicos (Hanisch
e Kettenmann, 2007; Morales et al.,, 2014). Outras células responsaveis pela
resposta imune no SNC sdo os astrocitos, os astrocitos estdo em maior
guantidade no SNC e desempenham diversas func¢des, tais como sinaptogénese,
formacdo e manutencdo da barreira hematoencefalica, ser parte de modelo de
neurotransimissdo, regulagdo metabdlica e manutencdo do equilibrio i6nico
(Morales et al., 2014). Estudos demonstraram que as microglias desempenham
um papel de remocéao de peptideos de AB em cultura, e também sao ativadas por
protofibrilas de AR, desencadeando resposta inflamatéria (Hardy e Selkoe, 2002;
Morales et al., 2014).


https://www.alzheimer-forschung.de/

Os astrécitos sao as células mais abundantes no SNC e desempenham
inUmeras funcdes, desde a manutencao da sinapses, até a resposta na mediacao
inflamatoéria com secrecdo de citocinas (Gomes et al.,, 2013; Meraz-Rios et al.,
2013). Sao responsaveis por reagir especificamente aos eventos patolégicos,
através de reacdo complexa, como a astrogliose, visando a neuroprotecao e a
recuperacdo do tecido neural lesionado. Uma reatividade hipertréfica dos
astrocitos é observada ao redor de placas senis em estudos post-mortem de
paciente com Alzheimer (Medeiros e Laferla, 2013; Heneka et al., 2015) e
astrocitos ativados podem realizar fagocitose e degradar peptideos amiloides,
podendo contribuir para a remocéo de acumulos de AR (Meraz-Rios et al., 2013).
Esta atividade geralmente ocorre apos a ativacdo da microglia e é caracterizada
por um aumento da expressao de, por exemplo, proteina glial fibrilar acida (GFAP)
(Olabarria et al., 2011). O aumento dessas e de outras expressdes astrocitarias
causam uma disfuncao na atividade fisioldgica dos astrocitos (Meraz-Rios et al.,
2013). Em pacientes com DA é possivel encontrar astrogliose com expresséao de
GFAP e S100 que estdo relacionadas com manutencdo da barreira
hematoenceféalica (Sastre et al., 2008; Verkhratsky et al., 2010).

Recentes evidéncias indicam varios tipos de interacbes entre o sistema
imune e o sistema nervoso central na patogénese da DA (Forlenza et al., 2009;
Lee et al.,, 2009; Chen et al., 2012; Heneka et al., 2015; Heppner et al., 2015).
Tanto a microglia quanto os astrécitos secretam citocinas, como Interleucina 13
(IL-1pB), fator de necrose tumoral - a (TNF-a), 6xido nitrico e outras moléculas com
potencial citotéxico apds exposicdo de AR, para reparo dos danos estruturais dos
neurbnios (Heneka et al., 2015). Do ponto de vista fisiopatoldégico, a
neuroinflamacdo pode ser considerada parte da triade neuropatolégica que
caracteriza a DA (sendo as outras duas, as placas senis e os emaranhados
neurofibilares).

As interleucinas pré-inflamatérias mais comumente citadas especificamente
sdo a IL-6 e IL-1 e TNF-a (Tobinick et al.,, 2006; Shaftel et al., 2008). Esses
biomarcadores também estdo relacionados com a redugdo da massa muscular

(sarcopenia) e do tecido 6sseo. E provavel que isso seja uma consequéncia de um



acumulo de déficits nos diversos sistemas organicos, provocados por um evento
agudo ou como consequéncia de uma situagdo cronica no idoso (Pereira; et al.,
2011; Mendesa; et al., 2016).

Apesar de o processo de producdo de citocinas ser encarado como uma
tentativa de combate ao processo fisiopatolégico primario, algumas citocinas
favorecem ainda mais a neuroinflamacdo e a neurototoxicidade. O IL-1B, por
exemplo, desempenha um papel de aumentar a expressao da enzima [3-secretase,
gue, por sua vez, gerara um acumulo maior de peptideos de B-amiloide. Estudos
demonstram que pacientes com DA possuem seis vezes mais superexpressao de
IL-1 e que o polimorfismo desta citocina aumenta o risco de desenvolver DA (Lee
et al., 2009). A IL-6, além de aumentar a expressdo de APP-B, contribui também
para induzir a fosforizacdo da TAU (Quintanilla et al., 2004). O TNF-a induz
também a expressdo da enzima [(-secretase (Meraz-Rios et al., 2013) e produz
estresse oxidativo quanto exposto a peptideos de AB (Lee et al., 2009). A
concentragcdo de citocinas anti-inflamatérias também esta alterada em pacientes
com Alzheimer (Lee et al., 2009; Meraz-Rios et al., 2013). IL-10 pode ser induzido
por IL-6 como resposta anti-inflamatoria (Petersen e Pedersen, 2006), visto que a
IL-10 teria o papel de inibir TNF-a (Dursun et al., 2015). Estudos encontraram o
Interferon-y (IFN- y) aumentado em resposta a deposicédo de AB, o que, por sua
vez, aumenta ainda mais a producdo das placas em modelos de ratos

transgénicos para DA (Browne et al., 2013).

JUSTIFICATIVA:

Na DA ainda existem lacunas quanto a identificacdo de marcadores que
possam auxiliar no diagndstico diferenciado da doenca. Os estudos até o
momento mostram uma grande variabilidade entre eles, além de diferencas
metodoldgicas que dificultam uma concluséo sobre a relagdo entre as citocinas e a
doenca de Alzheimer.

As citocinas parecem ter um papel importante no desenvolvimento e
progressdo da doenca, tendo relagdo com os processos fisiopatoldgicos, bem

como com o carater inflamatoério presente na doenga. A detecgéo diferenciada na



pessoa com DA e a correlacdo desses biomarcadores com as caracteristicas

clinico-comportamentais podem auxiliar para o diagnostico diferenciado.

OBJETIVO GERAL:

Medir niveis dos biomarcadores imunoldgicos na doenca de Alzheimer, no

sangue periférico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Desenvolver uma meta-analise sobre a relacdo das citocinas com a
Doenca de Alzheimer
e Identificar a presenca de biomarcadores inflamatorios na doenca de
Alzheimer
e Correlacionar os biomarcadores inflamatorios com:
= A gravidade da doenca
» A capacidade cognitiva dos idosos
» A capacidade funcional dos idosos

» A capacidade fisica dos idosos

METODOLOGIA:

O presente projeto foi realizado em parceria com 0 projeto intitulado
“ANALISE DE FATORES GENETICOS ENVOLVIDOS NO DESENVOLVIMENTO DE DOENGAS
NEURODEGENERATIVAS DURANTE O PROCESSO DE ENVELHECIMENTO”, coordenado pelo
prof. Pedro Hernan Cabello do Laboratério de genética humana da Universidade
do Grande Rio.

META-ANALISE

Desenvolvemos uma meta-analise para demonstrar a relacdo das citocinas
com a DA (anexo 1). Para a metodologia desta meta-andlise utilizamos o protocolo
PRISMA.

Protocolo e Registro



O protocolo desta revisdo foi registrado no PROSPERO
(CRD42017062617) disponivel em
http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/display record.asp?ID=CRD42017062617.
Para esta revisdo, as analises seguiram o guideline PRISMA (Liberati et al., 2009).

Elegibilidade dos estudos
Foram selecionados apenas os estudos originais e controlados, publicados

em inglés ou portugués até Abril 2017. Apenas estudos originais, em humanos,
gue mensuravam niveis de citocinas em sangue periférico e/ou liquor
cefalorraquidiano de pacientes de DA foram incluidos. Estudos que estimulavam
respostas inflamatorias por intervengbes foram excluidos. Como critério de
inclusdo o diagnodstico de DA deveria ser baseado no Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders (DSM-1V) ou National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer’s Disease and Related
Disorders Association (NINCDS-ADRDA).

Busca nas bases de dados

Para as buscas dos artigos utilizamos como palavras-chave, em portugués:
Alzheimer, Citocinas, neuroinflamacdo; em inglés: Alzheimer disease, cytokines,
neuroinflammation, os seus sindnimos foram identificados utilizando o
MeSHTerms (para as palavras em inglés) e o DeCS (para as palavras em
portugués). As bases de dados para as selecbes dos artigos foram PubMed,
Scielo e Web of Science (ISI), bem como artigos identificados nas listas de
referéncias de outras revisdes e/ou de estudos originais relacionados ao tema.

Selecédo dos estudos

Os estudos foram selecionados por 2 pesquisadores independentes e
comparados posteriormente, os desacordos foram analisados por um terceiro
pesquisador independente. A selecéo respeitou 3 etapas: 1° leitura dos titulos; 2°
resumos; 3° artigos na integra. Na segunda etapa os artigos deveriam informar as
citocinas analisadas e que a amostra era de pacientes de DA. Na terceira etapa
foram observados os principais resultados e extraidos os dados numéricos das
amostras e citocinas analisadas.

Extracéo dos dados


http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/display_record.asp?ID=CRD42017062617

Os resultados para analise foram retirados como médias e desvio-padrao
de cada citocina analisada tanto no grupo DA quanto no controle. Os resultados
em mediana ou sem os dados de dispersao foram requeridos aos respectivos
autores, outros casos em que os resultados ndo estivessem em média ou desvio-
padrdo também foram requeridos aos autores.

Analise estatistica

Para efeito estatistico destes resultados foi calculada a diferenca absoluta
entre médias (WMD) com efeito randomizado considerando a heterogeneidade
entre os estudos (Sousa e Ribeiro, 2009; Rodrigues e Ziegelmann, 2011). Caso
nao fosse possivel realizar a diferenca absoluta entre meédias, era entédo calculado
o tamanho de efeito (TE) da diferenca entre média, segundo Hopkings (Hopkings,
2016), que classifica TE como Trivial (>0,0), Pequeno (>0,2), Moderado (>0,6),
Grande (>1,2), Muito Grande (>2,0) e Perfeito (>4).

DELINEAMENTO DO ESTUDO ORIGINAL

O estudo desenvolvido € do tipo observacional, transversal, mediante anélises
do tipo caso-controle. Foram selecionados idosos pertencentes ao Programa de
Atencao Integrada da saude do Idoso do Municipio de Duque de Caxias e do Centro de
Doenca de Alzheimer do Instituto de Psiquiatria da Universidade Federal do Rio de
Janeiro. A caracterizacdo fisica, médico-psicologica foi obtida a partir de dados
constantes de prontudrios e de entrevista com paciente e acompanhante ou familiar, o
estadiamento da doenca foi medido pelo Clinical Dementia Rating (CDR) (Hughes et al.,
1982), a capacidade cognitiva pelo teste de MiniExame do Estado Mental (Minimental)
(MEEM) (Folstein et al., 1975), a capacidade funcional serd analisada pela escala de
Lawton & Brody (Lawton e Brody, 1969) e a capacidade fisica pelo teste de sentar e
levantar (Jones et al., 1999) os dados serdo analisados juntamente com os resultados

laboratoriais para inferir as possiveis relacées (Anexos os testes a avaliacfes).

AMOSTRA



Foi realizado um célculo amostral considerando ndo se saber o tamanho da
populacéo, pois os estudos diferenciam em muito o tamanho da amostra de acordo com
a citocina estudada. Neste caso foi considerada populacdo desconhecida. O tamanho
da amostra ideal para o nosso estudo é de 400 idosos. Os idosos foram selecionados
do Programa de Atencdo Integrada da saude do Idoso do Municipio de Duque de
Caxias e do Centro de Doenca de Alzheimer do Instituto de Psiquiatria da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, que serao divididos em 2 grupos, Grupo Alzheimer e Grupo
Controle. Os pacientes com doenca de Alzheimer deverdo ter o diagndstico realizado
por um profissional qualificado, seguindo os critérios da National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer’'s Disease
and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) (Mckhann et al., 1984; Mckhann
et al., 2011).

Os pacientes com DA foram diagnosticados segundo os critérios NINCDS-
ADRDA (Mckhann et al., 2011), sem outra patologia ou comorbidade que influencie no
sistema imunoldgico, ndo tendo tampouco o relato de sofrer de nenhum acometimento
bucal ou de saude geral nos ultimos 6 meses. Esses dados foram captados pelos
dados presentes no prontudrio e em entrevista com o paciente e familiar realizado por
dois alunos de mestrado, que realizaram os demais testes também.

No grupo controle os idosos seguiram 0s seguintes critérios de inclusédo, para a
participacdo do projeto. Ndo possuir nenhuma doenca ou comorbidade que influencie
no sistema imunoldgico e nao ter tido acometimento da saude geral nem da saude

bucal nos ultimos 6 meses.

TESTES E ESCALAS

A gravidade da doenca foi caracterizada pelo Clinical Dementia Rating (CDR)
(Hughes et al., 1982; Maia et al., 2006) (anexo 1), realizado por um profissional treinado
no procedimento. Esta escala verifica o estagio da gravidade da deméncia. Avaliam-se
6 dominios cognitivos e no final o individuo é classificado em 4 estagios de deméncia,
do cognitivamente questionavel até deméncia severa, mais 0 cognitivamente intacto
(Tabela 4), esta escala ja foi validada para versdo em portugués. (Macedo Montafio e
Ramos, 2005).



Tabela 2 Classificagdo CDR

inspecéo

Dano Nenhum (0) Questionavel Leve (1) Moderado (2) Grave (3)
(0,5)

Memoria Sem perda de Esquecimento Perda de Perda grave de Perda de memoria
memoria ou constante, memoria mem0ria, apenas grave. Apenas
perda leve e recordacao moderada, assunto altamente fragmentos séo
inconstante. parcial de mais para aprendido é recordados.

eventos. eventos recordado.
recentes,
atrapalha as
atividades de
vida diaria
Orientagdo Completa Completamente Dificuldade Dificuldade grave com Apenas orientado
Orientacdo orientado com moderada com relacdo ao tempo, em relacéo a
dificuldade leve relacdo ao desorientado quase pessoas.
em relacdo ao tempo, sempre no espaco.
tempo. orientado em
areas
familiares.

Julgamento e Resolve Dificuldade Dificuldade Dificuldade séria Incapaz de fazer
solucéo de problemas leve para moderada em lidar com julgamento ou
problemas diarios, como solucionar em lidar com problemas, resolver problemas.

problemas problemas, problemas, similaridades e
financeiros; similaridades e similaridades diferencas,
julgamento diferencas. e diferencas, julgamento social
preservado. julgamento danificado.
social
mantido.
Relagbes Funcao Leve N&o é N&o ha independéncia Nao ha
Comunitarias independente dificuldade independente fora de casa, parece independéncia fora
no trabalho, nestas tarefas. nestas bem o bastante para de casa, parece
compras, atividades, ser levado fora de doente o bastante
grupos sociais. parece normal casa. para ser levado fora
em uma

de casa.




casual.
Lare Vida em casa, Vida em casa, Prejuizo suave Apenas tarefas Sem funcéo
Passatempos passatempos e passatempos, em tarefas em simples sdo significativa em
interesses interesses casa, tarefas preservadas, casa.
intelectuais intelectuais mais dificeis, interesses muito
mantidos. levemente passatempo e restritos e pouco
prejudicados. interesses mantidos.
abandonados.

Cuidados Completamente Completamente Necessita de Requer assisténcia ao Muita ajuda para

Pessoais capaz de capaz de ajuda. vestir-se, para cuidados pessoais,
cuidar-se cuidar-se.

higiene.

incontinéncias

Legenda: Tabela mostra as classificacdes do CDR e

Adaptado de (Macedo Montafio e Ramos, 2005)

frequentes.

os impactos funcionais que cada fase da doenca deve apresentar. Fonte:




A capacidade cognitiva foi avaliada pelo Mini Exame do Estado Mental (anexo 2).
Este exame foi criado por (Folstein et al., 1975) e € um dos mais utilizados no mundo
para avaliacio da capacidade cognitiva. E composto por 11 itens, que s&o divididos em
duas secdes: 1) respostas verbais, orientacdo, memoria e atencao; e 2) leitura e escrita.
A pontuacédo total vai de 0 a 30, quanto maior a pontuagcdo, melhor a capacidade
cognitiva. Para este projeto usamos a versao apresentada por (Bertolucci et al., 1994).

Avaliamos a capacidade fisica pelo teste de sentar e levantar (Jones et al., 1999)
(anexo 3). O participante é posicionado sentado no meio da cadeira, com os pés planos
no ch&o e as maos cruzadas na altura do torax. No sinal de "vai" o participante fica em
pé e em seguida volta a posicdo sentada. Apds um aquecimento e familiarizacao,
administra-se o teste. A pontuacdo € o numero de levantamentos concluidos em 30
segundos. Este teste possui uma alta confiabilidade (r = 0,89) e foi validado com o teste
de uma repeticio maxima (1RM) da extensdo do joelho e quadril executada no
aparelho leg press (r = 0,77) (Jones et al., 1999).

Utilizamos a escala de Lawton-Brody (Lawton e Brody, 1969) (anexo 4) para
avaliar a capacidade funcional dos idosos. Este instrumento avalia o nivel de
independéncia no que se refere a realizagcdo das atividades instrumentais (AIVD) e
atividades basicas (ABVD).

PROCEDIMENTOS

Durante a triagem foram analisados os prontuarios dos idosos para identificacao
dos itens que se enquadrem aos critérios de inclusdo. Apés a pré-selecao, foi realizada
uma entrevista com os idosos selecionados, os idosos com doenca de Alzheimer, a
entrevista foi realizada com o acompanhante do mesmo. A entrevista constou no
preenchimento de uma anamnese e em seguida a realizacdo dos testes para
determinar a gravidade da deméncia, capacidade cognitiva, fisica e funcional.

Posteriormente a verificacdo dos testes, foi realizada uma coleta de 5ml de
sangue por um profissional especializado e capacitado. A amostra foi entéo

encaminhada ao Laboratério de Genética da UNIGRANRIO (LABGEN), onde foi



processada e armazenada em uma geladeira -80° até o dia da andlise. O
processamento da amostra foi realizado no Laboratério de Imunofisiologia do Exercicio
e no Laboratério de Imunopatologia da Universidade Estadual do Rio de Janeiro
(UERJ). Os niveis séricos dos marcadores inflamatérios foram determinados através de
Citometria de Fluxo, pelo método Cytometric Bead Assay (CBA; BD Biosciences, San
Jose, Califérnia, EUA).

A concentracdo de biomarcadores inflamatorios circulantes foi determinada pelo
método Cytometric Bead Assay (CBA; BD Biosciences, San Jose, Califérnia, EUA)
utilizando dois kits, a saber: i) Human Inflammatory Cytokines Kit, para a deteccdo das
citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12p70 Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit,
para a detecgdo das citocinas IL-2, IL-4, IFN-y e IL-17, seguindo as recomendacdes do
fabricante.

Resumidamente, cinquenta microlitros das amostras de soro, bem como o
padrdo para cada uma das citocinas avaliadas foram incubados com microesferas de
captura (de tamanho e padrdes de fluorescéncia conhecidos) recobertas com
anticorpos especificos para as respectivas citocinas, e com o0s anticorpos de deteccao
conjugados com ficoeritrina (PE) por 3 horas a temperatura ambiente, protegido da luz.
Apos este periodo de incubacao, as amostras foram lavadas por centrifugacdo a 200 x
g por 5 minutos com tamp&ao fornecido pelo kit. O sobrenadante foi desprezado e as
amostras ressuspensas em 300uL de tampdo de lavagem. A curva-padrao
compreendeu as seguintes dilui¢cdes: 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 e 1:256,
apresentando concentracdes que variaram de 20 a 5.000 pg/mL, conforme orientacao
do fabricante. Foi realizada a aquisi¢cdo de 2.000 eventos/microesferas em citdmetro de
fluxo FACSCanto Il (Becton, Dickinson and Company, BD Bioscience).

Os resultados foram gerados a partir de andlises realizadas utilizando-se o
programa FCAP Array versdo 3.0 (BD Bioscience) para calcular a concentracdo de

cada citocina tendo como base a curva-padrao ja descrita.

O projeto foi aprovado pelo o comité de ética em pesquisa (CEP) da Unigranrio,
no. CAEE 57332116.7.0000.5283, no. do parecer: 1.642.928 (anexo 5). Todos os



individuos que concordarem em participar do estudo, assinardo o termo de

consentimento livre esclarecido (TCLE) (anexo 6).

ANALISE ESTATISTICA

Os dados sociodemogréficos e clinicos dos grupos foram descritos em média e
desvio-padrdo (m; dp), sempre quando possivel. Foi utilizado o teste de qui quadrado e
o teste t student quando necessario para a comparacao dos dados sociodemogréficos.
Foi realizada a andlise estatistica para a comparacdo dos niveis dos biomarcadores
inflamatorios entre o grupo Alzheimer e o grupo controle. Os testes de Mann-Whitney e
teste t student foram utilizados quando necessarios para os dados paramétricos e nao
paramétricos, respectivamente, para a comparacdo dos biomarcadores. Os
biomarcadores foram comparados utilizando (m; dp). A correlagcdo dos marcadores
inflamatorios com as variaveis cognitivas e fisicas-funcionais foi avaliada utilizando os
testes de Spearman e de Pearson, para os dados ndo paramétricos e parametricos,
respectivamente. Foi adotado p <0,05 para significancia estatistica. Foi utilizado a

classificacdo de Cohen para a intensidade das correlacbes (Hopkings, 2016).



RESULTADOS:

Foram incluidos no estudo 45 idosos participantes, entre eles 24 idosos controles
(GC) e 21 idosos com diagnéstico de DA (GA). Ocorreu uma predominancia feminina
nos dois grupos. Ambos os grupos tinham aproximadamente a mesma idade. O grupo
controle obteve, como esperado, maior pontuacdo no MEEM comparado ao grupo
Alzheimer. A maior parte do grupo Alzheimer possui mais de 8 anos de estudos,
enquanto no grupo controle grande parte possui menos que 8 anos de estudo. Quanto
aos numeros de comorbidades nos participantes, a maioria possuia apenas uma
comorbidade ou entdo nenhuma. Entre as comorbidades, a Hipertensdo Arterial
sistémica (HAS) foi a mais encontrada, conforme demonstra a tabela 3.

Nas avaliacbes fisicas ambos o0s grupos apresentaram IMC sem diferenca
estatisticamente significativa. Nao foi encontrada diferenca significativa para o teste de
sentar e levantar (TSL). No entanto, para a capacidade funcional em todos os niveis,
guando foi avaliada a capacidade funcional total, basica ou instrumental, o grupo
controle apresentou uma maior capacidade funcional conforme mostra a tabela 3.

Foram avaliadas 10 citocinas inflamatérias (IL-17, IFN-y, IL-4, IL-2, IL-12, TNF-q,
IL-10, IL-6, IL-1B e IL-8), conforme mostram as figuras 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 e
18. Apenas as citocinas IL-10 e IL-1B apresentaram normalidade em suas curvas. Trés
citocinas foram encontradas aumentadas em pacientes com DA comparados ao
controle (IL-12; IL-10 e IL-1B), conforme mostra a tabela 4. Foi encontrada também uma

tendéncia de aumento da IL-8 e de diminui¢do da IL-2 para pacientes com DA.



Tabela 3 Caracteristicas da amostra

Alzheimer Controle p
M(+DP) M(+DP)
N (M/F)* 21 (9/12) 24 (4/20) 0,06
%Feminino 57,1% 83,3% :
Idade” 75,9 (7,4) 75,3 (7,5) 0,7
MEEM?* 17,9 (5,7) 25,4 (4,0) <0,001*
CDR - - -
0 - 75% -
0,5 - 25% -
1 52,4% - -
2 42,9% - -
3 4,8% - -
Escolaridade
Analfabeto (%) 9,5% 8,3% -
<8 anos de estudos (%) 28,6% 58,3% -
>8 anos de estudos (%) 61,9% 33,3% -
N° de comorbidades
0 23,8% 33,3% -
1 57,1% 33,3% -
2 14,3% 29,2% -
3+ 4,8% 4,2% -
HAS (%) 42,9% 33,3% ;
Diabetes (%) 9,5% 16,7% -
IMC** 27,1 (4,7) 27,6 (5,3) 0,7
TSL** 10,0 (4,3) 10,1 (4,9) 0,6
Lawton Total** 37,3 (21,9) 8,8 (11,5) 0,00*
Lawton Basica** 6,0 (4,2) 0,3 (1,0) 0,00*
Lawton Instrumental** 31,2 (20,0) 8,5 (10,9) 0,00*
Visita ao Dentista 19% 41%
Tratamento Dentario 4,8% 12,5%

Legenda: M=média; DP= Desvio Padrdo; MEEM= Mini Exame do Estado Mental; IMC=indice de
Massa Corporal; TSL= Teste de Sentar e Levantar; *= Teste de Chi-quadrado; #=teste t; **=teste de
Mann-Whitney U, *=p<0,05.



Tabela 4 Nivel periférico de citocina entre 0s grupos.

Alzheimer Controle p
M(+DP) M(+DP)
IL 17+ 22,9 (16,5) 27,4 (19,7) 0,3
IFN-y*™* 1,1(0,8) 1,3 (0,9) 0,3
IL_4* 0,5(1,0) 0,7 (1,8) 0,9
IL_2* 0,3 (0,9) 0,6 (1,1) 0,06
IL_12* 2,1(1,2) 1,4 (0,8) 0,01*
TNF-a™ 2,1(1,8) 1,5(1,8) 0,1
IL_10* 5,6 (1,2) 4,3 (1,4) 0,02*
IL_6* 11,4 (14,5) 7,7 (5,0) 0,7
IL_1p* 2,3 (1,0) 1,6 (1,0) 0,03*
IL 8+ 72,3 (89,3) 48,5 (42,6) 0,07

Legenda: M=média; DP= Desvio Padrao; *=teste t (curva normal); **=teste de Mann-Whitney U;
*—
=p<0,05.
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Figura 9 Médias do grupo controle e Alzheimer para IL-17.
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Figura 10.Médias do grupo controle e Alzheimer para IFN-y.
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Figura 11 Médias do grupo controle e Alzheimer para IL-4.
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Figura 12.Médias do grupo controle e Alzheimer para IL-2.
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Figura 13.Médias do grupo controle e Alzheimer para IL-12.
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Figura 14.Médias do grupo controle e Alzheimer para TNF-a.
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Figura 15 Médias do grupo controle e Alzheimer para IL-10.
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Figura 16.Médias do grupo controle e Alzheimer para IL-6.
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Figura 17 Médias do grupo controle e Alzheimer para IL-18.
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Figura 18 Médias do grupo controle e Alzheimer para IL-8.

A IL-10 foi a citocina que obteve correlacdo positiva de intensidade moderada
com Idade, CDR, Lawton na pontuacao total e na pontuacéo para atividades basicas de
vida, demonstrando que quanto maior for o resultado destas variaveis, maior sera o
nivel sérico desta citocina. Foi encontrado uma correlacdo negativa da IL-10 com
MEEM, mostrando que quanto menor for a pontuacdo no teste, maior sera a
concentracéo desta citocina.

A idade se correlacionou moderadamente com trés citocinas (IL-12, IL-10 e IL-6),
demonstrando que maior a idade do individuo, maior a concentracdo destes
biomarcadores inflamatérios. Para o CDR foi encontrado correlacdo positiva e
moderada para IL-10. O TSL se correlacionou negativamente e moderado com TNF-q,
mostrando que quanto maior a concentracdo desta citocina menor a capacidade do

individuo de se levantar sem apoio, conforme mostra a tabela 5.



Tabela 5 Tabela de correlagdes citocinas e capacidade cognitiva e fisica

17 IFN-y L4 L2 I-12 TNF IL-10 IL-6 TR I8
rlp [ rlp [ rlplrlplrlpl[rlplrcrlplrlplr]p]lr]op
ldade | 013 | 039 | 01 | 049 |-0.18| 024 |-023 | 013 | 0.31 | 004" |-002| 09 | 037 |001*| 032 | 0,03 | 012 | 0.41 | -0.15 | 031
CDR |-015| 039 [-021] 017 | 001 | 097 | -02 | 018 | 027 | 007 | 0.2 | 018 | 0.38 | 0,01*| 0,01 | 0.97 | 0.26 | 0.09 | 0.16 | 0.28
MEEM | 006 | 068 |-001|095| 004|078 |016|028|-018|023|-02 |019|-032]|003*|-005|072|-003]| 082|003 | 085
TSL | -017|025|-025| 01 | 016|029 | 015|032 | -03 | 0.87 |-0.31 |0.04*| 013 | 04 |-008| 06 | 0.16 | 029 |-0.15 | 0.34
L?.‘;Vtt;” 0 |098|-01]05| 0 [098[-021]|017[-022|014|028|006]| 0231|0047 009|055| 01 |049|014]035
Lawton *
10,11/ 046 |-016| 03 |-009| 053 |-024| 0,11 | 024 | 0,11 | 027 [ 006 | 035 [002*| 0,03 | 086 | 0,15 | 031 | 021 | 0,16
Lawton
001|093 |-008|059 002|091 |-02|018| 02 |019|026]| 009|028 006]|008|062]|009|057]|013| 04
Instrumental

Legenda: CDR= Escala de Deméncia Clinica (Clinical Dementia Rating), MEEM= Mini Exame de Estado Mental, TSL= Teste de Sentar e
Levantar. *=p<0,05.




Foi realizado uma correlagcdo do teste cognitivo MEEM com todos os testes de
capacidade fisico-funcional utilizados neste trabalho. Conforme mostra a tabela 8, o
MEEM se correlacionou fortemente com o teste de Lawnton para as atividades
instrumentais e com intensidade muito grande com os testes de Lawnton para as
atividades basicas e na pontuacao total de Lawnton e Brody. J& com o teste de sentar e
levantar em 30segundos, o MEEM se correlacionou de forma moderada. O TSL
também se correlacionou moderadamente com a pontuacdo total de Lawton e na

avaliagéo de atividades instrumentais pelo Lawnton e Brody.



TSL

Lawnton Total

Lawnton Basico

Lawton

Instrumental
r p r p r p r p
MEEM 0.33 0,02* -0,72 0,00* -0,74 0,00* -0,70 0,00*
TSL - - -0,38 0,01* -0,19 0,2 -0,37 0,01*

Tabela 6 correlagdo dos testes MEEM e TSL com o teste de Lawnton e Brody

Legenda: TSL=Teste de Sentar e Levantar; *=p<0,05.




Discusséao:

Nossos resultados demonstraram que pacientes com DA apresentaram uma
alteracdo do sistema imunoldgico avaliados pelas citocinas inflamatdrias. Encontramos
niveis mais elevados de IL-12, IL-10 e IL-1B para DA comparado ao grupo controle.
Para IL-12 nossos resultados contrariaram os resultados de outros estudos (Rentzos et
al., 2006; Motta et al., 2007; Lee et al., 2008) que demonstraram uma diminuicdo desta
citocina para pacientes com DA. Porém, o estudo de (Motta et al., 2007) sinalizou que
esta citocina se encontra em niveis bem elevados para DA em fase inicial e que
ocorreria uma queda da IL-12, conforme a gravidade desta patologia fosse
aumentando. Nossa amostra € composta em grande parte de pacientes com Alzheimer
leve, o que poderia justificar a diferenca encontrada comparada ao grupo controle. No
entanto, nossa meta-analise desenvolvida e demonstrada anteriormente demonstrou
nao haver uma diferenca significativa para esta citocina entre DA e controle. Vale
ressaltar, no entanto, que encontramos uma heterogeneidade grande entre os estudos
selecionados, Ja em outra meta-analise desenvolvida por (Swardfager et al., 2010) os
autores demonstraram um aumento significativo para a IL-12 em DA.

Para a IL-10 identificamos um aumento desta citocina na DA, porém tanto na
nossa meta-analise quanto na meta-analise de (Swardfager et al., 2010), ndo se
identificou diferenca deste biomarcador para DA. O mesmo foi encontrado em outros
estudos (Rota et al., 2006; Bonotis et al., 2008; Llano et al., 2012) que ndo obtiveram
diferenca estatistica para este marcador. Ja (Wang et al., 2014) demonstraram uma
diferenca desta citocina em pacientes com declinio cognitivo e saudaveis, porém esta
citocina mostrou ter um baixo potencial discriminador. Naquele estudo foram avaliados
trés grupos (pacientes com DA, pacientes com declinio cognitivo leve com amnésia e
controles). O aumento desta citocina em pacientes DA demonstra o carater anti-
inflamatorio ativado nessa populacao, visto que IL-10 pode ser considerada um potente
anti-inflamatorio derivado de células T Helper 2 (TH2) com o papel de inibir a producéo
de outras citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, IL-1B e IL-12. A IL-10 no SNC é
liberada pela micréglia e astrécitos. (Kiyota et al., 2012) demonstraram que o0 aumento

da IL-10 em resposta a inflamacdo em SNC foi necessaria para a redugdo da



microgliose, da astrogliose e importante para manutencdo e ganho da capacidade
cognitiva em ratos de modelo Alzheimer.

Para IL-18 demonstramos aumento de sua concentragao periférica na DA,
corroborando outros estudos (Zuliani et al., 2007; Forlenza et al.,, 2009) que
demonstraram aumento desta citocina na DA. NO entanto, isto contraria os resultados
de outros estudos, que demonstram néo haver diferenca significativa desta citocina na
DA em sangue periférico (Yasutake et al., 2006; Llano et al., 2012) e em liquor (Richartz
et al., 2005). No estudo de (Forlenza et al., 2009) os autores identificaram o aumento
desta citocina na DA e correlagdo negativa da mesma citocina com a capacidade
cognitiva, avaliada pelo MEEM, assim como no nosso estudo. Aqui encontramos uma
correlagdo negativa muito grande da IL-1 com a capacidade cognitiva através do
MEEM. Na nossa meta-analise, ndo foi encontrada diferenca significativa para IL-1f,
porém também foi verificada uma heterogeneidade grande entre os estudos. A meta-
analise realizada por (Swardfager et al., 2010) demonstrou uma diferenca significativa,
também com grande heterogeneidade entre os estudos, mas esta diferenca se perdia
guando analisaram apenas 0s estudos que parearam 0 grupo controle pela idade.
Como os estudos que nao parearam por idade estavam em maior niumero € maior peso
na meta-analise de (Swardfager et al.,, 2010) estes podem ter influenciado para o
resultado total.

Demonstramos na nossa meta-analise um aumento significativo das citocinas IL-
6, TNF-a, IL-18 e TGF-B em sangue periférico de pessoas com doenca de Alzheimer,
porém o mesmo ndo foi encontrado no estudo original desenvolvido para esta
dissertacdo. Outras citocinas também foram identificadas nos estudos selecionados,
como IL-1a, IL-1B, IL-10, IL-12, porém ndo demonstraram diferenca significativa dos
controles, talvez pelas diferencas metodoldgicas entre os diversos manuscritos.

Nosso estudo demonstrou que o IMC néo obteve diferenca entre os grupos. Este
dado se torna importante, visto que o IMC poderia ser um dos fatores de risco para
reducdo do volume cerebral. No estudo de (Boyle et al., 2015) demonstrou uma
correlacdo entre o IMC o volume cerebral de pacientes com acometimento cognitivo. Ja
os resultados de (Momtaz et al., 2017) demonstraram correlacdo do IMC com a

capacidade cognitiva, como em nossos resultados o IMC né&o difere entre grupos,



podemos afirmar que esta nao influenciou para a diferenca da capacidade cognitiva dos
mesmos.

Na meta-analise demonstramos um aumento de IL-6, embora discreto, em
pacientes com Alzheimer. A concentracdo sanguinea de IL-6 foi correlacionada com os
niveis em liquor cefalorraquidiano em pacientes de Alzheimer (Sun et al., 2003),
demonstrando que esta citocina possivelmente estaria relacionada com a fisiopatologia
da doenca. IL-6 foi encontrada aumentada juntamente com a proteina C reativa em
Alzheimer, o que reforca mais uma vez o papel de um perfil inflamatério no
desenvolvimento desta doenca.lL-6 € uma citocina multifuncional, podendo ter funcéo
tanto anti quanto pro-inflamatoria. Ela esta presente na fase inicial da inflamacé&o, sendo
induzida por TNF-a ou IL-1B(Petersen e Pedersen, 2006; Viegas et al., 2011). Pode ter
acao anti-inflamatéria quando induz a producéo de IL-10, a qual inibird a acdo do TNF-
a(Dursun et al., 2015). No nosso estudo original encontramos um aumento da IL-10 e
da IL-1B em pacientes DA, mostrando esta resposta inflamatoria frente a fisiopatologia
de Alzheimer, mas ndo houve esse aumento para IL-6, talvez devido as comorbidades
de ambos os grupos que podem influenciar na producéo das citocinas.

Um aumento de TNF-a em pacientes com Alzheimer foi encontrado na nossa
meta-analise. TNF-a € considerada uma citocina nédo especifica, porém € um fator
consideravel para o desenvolvimento de doencas psiquiatricas, inclusive Alzheimer(Lee
et al., 2009). Esta citocina pode ser secretada pela ativacdo da microglia em resposta
aos sitios de acumulo de B-amiloide(Lee et al., 2009). No entanto (Uslu et al., 2012) nédo
encontraram diferenca nesta citocina comparada ao controle, hem nosso estudo
original, mas (Belkhelfa etal., 2014) demonstraram elevado nivel de TNF-a em pacientes com
Alzheimer e uma diferenca significativa também quando comparados os niveis de TNF-
a em pessoas com declinio cognitivo leve e Alzheimer grave(Belkhelfa et al., 2014).
Leung et al, 2013(Leung et al., 2013) mostraram uma correlagéo inversa dos niveis de
TNF-a com volume hipocampal(Leung et al., 2013). Nosso estudo original demonstrou
correlacdo do TNF-a com a capacidade funcional, tanto no teste de sentar e levantar
em 30segundos (correlagdo moderada), quanto nas escalas de Lawton e Brody

(correlagéo pequena).



Um estudo demonstrou que a hipertensdo arterial pode aumentar os niveis de
algumas citocinas, como IFN-y, TNF-q, IL-2 e IL-8 comparado aos individuos sem HAS,
0 que poderia explicar os nossos resultados, que ndo encontrou diferenga entre essas
citocinas nos grupos controle e Alzheimer, porém em ambos os grupos foi encontrado
um alto percentual de HAS entre os individuos, o que pode ter elevado essas citocinas
no grupo controle. Outra interleucina que ndo encontramos diferenca entre os grupos foi
a IL-6, porém, (Marsland et al., 2008) encontraram correlacéo desta citocina com o IMC
e 0 volume de massa cinzenta bilateral no hipocampo. O estudo demonstrou uma
correlacdo de r=0.23 entre IL-6 e o IMC e uma correlacdo negativa entre a IL-6 e 0
volume hipocampal esquerdo r=-0.42 e direito r=0.24, podemos inferenciar que nosso
grupo controle pode obter niveis desta citocinas mais altas e que como dito
anteriormente a presenca de comorbidades, entre elas a HAS, pode levar ao declinio
cognitivo destes individuos em um futuro préximo, havendo a necessidade de um
acompanhamento desta populacéo para confirmacéo desta inferéncia.

A IL-18 também foi encontrada em niveis aumentados na nossa meta-
analise. E uma citocina importante para a caracterizacdo da resposta inflamatoria.
Definida como uma citocina da familia da IL-1, possui capacidade de induzir a liberacdo
de IL-1B e IFN-y(Sutinen et al., 2012). IFN-y através da indugdo da caspase-1 faz
ativacao da enzima conversora de IL-1B (ICE), que fara a clivagem da forma madura de
IL-18 e IL-1B(Sutinen et al., 2012). A producéo e liberacdo da IL-18 pode induzir no
sistema nervoso central a microglia e os atrécitos a liberar outras citocinas importantes
na resposta imunolégica, como IL-1B, TNF-a , IL-8 e IL-6(Bossu et al., 2008). No
sistema nervoso central, a IL-18 é liberada primariamente pela microglia, mas pode
haver liberacdo também por astrécitos. Esta resposta pode ocorrer devido a um evento
estressor enddgeno ou exdgeno, tais como isquemia, hipéxia ou traumatismo craniano,
mas também em resposta aos eventos fisiopatoldgicos causados pela DA. Outra funcao
da IL-18 é a promocédo de IFN-y e células T e natural killers (NK), tdo importantes na
imunidade inata e que se encontram reativadas e em superproducdo na DA(Bossu et
al., 2010). (Bossu et al., 2008) demonstraram uma correlagdo entre IL-18 e declinio

cognitivo em pacientes DA. Esta citocina nao foi verificada em nosso estudo original.



Os niveis de TGF-B estdo aumentados na DA, segundo nossa meta-analise.
Esta citocina tem um comportamento imunossupressor, atua principalmente na relacao
entre as citocinas TH1 e TH2, pré e anti-inflamatérios(Di Rosa et al., 2006). A relagcéo
desta citocina com a DA ainda é controversa, pois alguns estudos relatam que TGF-8
estimula os astrocitos a producdo de mais peptideo de Bamiloide, enquanto outros
estudos demonstram que TGF-B pode estimular comportamento da microglia para a
remogcao dos peptideos de Bamiloide(Di Rosa et al., 2006; Lee et al., 2009). Esta
citocina nédo foi verificada em nosso estudo original.

Nosso estudo avaliou uma outra questdo importante para a saude geral de
pacientes com Alzheimer, que é a saude bucal dos mesmos. Avaliamos se o0s
individuos frequentavam dentista e se em alguns casos realizavam algum tratamento
para a saude bucal. Demonstramos um dado importante que em ambos 0S grupos um
percentual pequeno frequentava o dentista e que uma porcentagem também pequena
tinha realizado algum tratamento dentario. No entanto foi observado que 9 individuos do
grupo controle ndo possuiam dentes naturais, enquanto no grupo Alzheimer esse
numero foi de 5 individuos, porém em todos os casos este procedimento havia sido
realizado ha mais de 1 ano, e ndo conseguimos identificar a causa, porém demonstra
gue estes individuos possam ter sofrido de alguma patologia bucal.(Gaur e Agnihotri,
2015), um estudo demonstrou que periodontite cronica pode contribuir para aumentar o
nivel de citocinas inflamatdrias como IL-1, IL-6 e TNF-a e que pode contribuir para o
agravamento do Alzheimer.

Demonstramos uma menor capacidade funcional para o0s pacientes com
Alzheimer. Corroborando com (Talmelli et al., 2013), que demonstraram menor
capacidade fisica em idosos com Alzheimer, que se agravava com a intensidade da
deméncia, os autores identificaram que idosos com CDR mais altos teriam menor
capacidade funcional comparados aos idosos com menor CDR. Em nosso estudo
demonstramos que os idosos com Alzheimer, tinham menor capacidade funcional, tanto
para as atividades basicas de vida, quanto para as atividades instrumentais, comparado
aos idosos com CDR de 0 ou 0,5. (Ferreira et al.,, 2014) também identificaram que
idosos com doenca de Alzheimer possuiam menor capacidade funcional comparado

aos idosos sem a DA institucionalizados, o grupo DA tinha inclusive menor tempo de



institucionalizacdo e mesmo assim possuia menor capacidade funcional que aos
demais idosos.

Nosso estudo encontrou correlacdo de intensidade moderada a muito grande do
MEEM com todos os testes de capacidade fisico-funcional. (Sobol et al., 2016) também
encontraram correlagdo do MEEM com o TSL, bem como o TSL foi correlacionado com
outros testes de capacidade cognitiva, como STROOP teste e fluéncia verbal,
corroborando com nossos resultados que demonstraram que a baixa capacidade fisica
para pacientes com Alzheimer, pode influenciar na gravidade do impacto cognitivo que
este paciente apresenta.

Este estudo tem algumas limitacbes que devem ser apontadas. Verificou-se na
meta-analise desenvolvida com todas as citocinas uma heterogeneidade grande entre
os resultados dos estudos, o que impediu inclusive de analisar os vieses, pois nao era
indicado a realizar os graficos de funil. Ainda na meta-analise o sistema de busca e as
palavras-chave escolhida para utilizar nas bases de dados, podem ter contribuido para
a nao inclusdo de alguns estudos. O numero de bases de dados utilizados, também
contribuiu para um achado menor de estudos sobre o tema. No estudo original
encontramos algumas limitacdes, primeiro quanto ao numero de amostra em cada
grupo, que por ser pequeno pode ter influenciado para o resultado final de algumas
citocinas. Por termos realizado as coletas em dois polos de atendimento ao idoso, pode
ter influenciado para o nivel escolar e o nivel de atendimento médico entre 0s idosos.
Como o grupo controle foi coletado em Duque de Caxias e muitos idosos se
encontravam sem atendimento médico, isto pode ter influenciado para o

acompanhamento das comorbidades encontradas por eles.



Concluséao:

Concluimos que na doenca de Alzheimer podemos encontrar uma alteragdo do
sistema imunoldgico, com mudancas na concentracdo de citocinas inflamatérias, como
IL-12, IL-10 e IL-1B. A IL-10 est& correlacionada com a gravidade da doenca avaliada
pelo CDR, bem como com a idade e a capacidade cognitiva. Concluimos também que
citocinas inflamatérias podem estar correlacionadas com a capacidade funcional de
idosos, TNF-a se correlacionou com a capacidade de sentar e levantar de uma cadeira,
bem como a capacidade de realizar atividades de vida diérias. A idade pode estar
correlacionada com as citocinas IL-6, IL-10 e IL-12. No entanto mais estudos com uma
populacdo amostral maior e com analises mais robustas sdo necessarios para um

melhor entendimento das citocinas na fisiopatologia da DA.
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ANEXOS

Anexo 1 - Meta-Anéalise

Metodologia
Protocolo e Registro

O protocolo desta revisdo foi registrado no PROSPERO
(CRD42017062617) disponivel em
http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/display_record.asp?ID=CRD420170626
17. Para esta revisdo, as andlises seguiram o guideline PRISMA (Liberati et al.,
20009).

Elegibilidade dos estudos
Foram selecionados apenas o0s estudos originais e controlados,

publicados em inglés ou portugués até Abril 2017. Apenas estudos originais,
em humanos, que mensuravam niveis de citocinas em sangue periférico e/ou
liquor cefalorraquidiano de pacientes de DA foram incluidos. Estudos que
estimulavam respostas inflamatérias por intervengdes foram excluidos. Como
critério de incluséo o diagnostico de DA deveria ser baseado no Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-IV) ou National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer’s
Disease and Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA).

Busca nas bases de dados

Para as buscas dos artigos utilizamos como palavras-chave, em
portugués: Alzheimer, Citocinas, neuroinflamacédo; em inglés: Alzheimer
disease, cytokines, neuroinflammation, os seus sinénimos foram identificados
utilizando o MeSHTerms (para as palavras em inglés) e o DeCS (para as
palavras em portugués). As bases de dados para as selecfes dos artigos
foram PubMed, Scielo e Web of Science (ISI), bem como artigos identificados
nas listas de referéncias de outras revisdbes e/ou de estudos originais
relacionados ao tema.

Selecédo dos estudos

Os estudos foram selecionados por 2 pesquisadores independentes e
comparados posteriormente, os desacordos foram analisados por um terceiro

pesquisador independente. A selecdo respeitou 3 etapas: 1° leitura dos titulos;


http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/display_record.asp?ID=CRD42017062617
http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/display_record.asp?ID=CRD42017062617
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2° resumos; 3° artigos na integra. Na segunda etapa os artigos deveriam
informar as citocinas analisadas e que a amostra era de pacientes de DA. Na
terceira etapa foram observados os principais resultados e extraidos os dados
numéricos das amostras e citocinas analisadas.

Extracdo dos dados

Os resultados para andlise foram retirados como meédias e desvio-
padrdo de cada citocina analisada tanto no grupo DA quanto no controle. Os
resultados em mediana ou sem os dados de dispersdo foram requeridos aos
respectivos autores, outros casos em que 0s resultados ndo estivessem em
média ou desvio-padrdao também foram requeridos aos autores.

Analise estatistica

Para efeito estatistico destes resultados foi calculada a diferenca
absoluta entre médias (WMD) com efeito randomizado considerando a
heterogeneidade entre os estudos (Sousa e Ribeiro, 2009; Rodrigues e
Ziegelmann, 2011). Caso nao fosse possivel realizar a diferenca absoluta entre
médias, era entdo calculado o tamanho de efeito (TE) da diferenca entre
média, segundo Hopkings (Hopkings, 2016), que classifica TE como Trivial
(>0,0), Pequeno (>0,2), Moderado (>0,6), Grande (>1,2), Muito Grande (>2,0) e
Perfeito (>4).

RESULTADOS

A Figura 9 mostra o fluxograma de busca, nimero de estudos e causas
de retiradas dos excluidos. 425 estudos, 8 estudos foram excluidos por
duplicidade e 137 estudos selecionados pelo titulo, 69 estudos selecionados
pelo resumo, dos quais 41 foram selecionados. Com a falta da exposicédo dos
dados necessarios, foram selecionados 23 estudos para esta revisao, conforme
se observa na Figura 9. Apés a selecéo, foi realizado um levantamento sobre
as citocinas mais estudadas IL-1B3 (n=7), IL-6 (n=10), IL-10 (n=4), IL-12 (n=6),
IL-18 (n=5) e TNF-a (n=11). As descrigdes dos estudos selecionados sao
apresentadas na tabela 2. N&o foi possivel analisar os estudos selecionados
através dos graficos em funil, devido a grande heterogeneidade e 12 acima de
50%.
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Figura 19 Fluxograma dos estudos selecionados.
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Citocinas

Idade (n)

Meio

Técnica de

Autor/ano estudadas AD Controle analisado analise Resultados
75.25+ TNF-a maior nos pacientes
Gz e el TNF-a 8.59 SR Sangue Elisa com DA comparado ao
2007) 7 (30)
(141) controle
IL-1, IL-4, IL- IL-6 e IFN-y maior para
(Azggltzt)al., 6, TGF-B, 74%7'4 71.54£7.72 Sangue Elisa pacientes DA comparado ao
IFN-y controle
_ IL-1a. L2 IL- TNF-a maior nos pacientes
(Bonotis et al., 6. 1L-8, IL-10. 75+6 7144 (21) Sangue Elisa com DA severo compa_lrado ao
2008) TNE-a (49) controle. Nao houve diferenca
entre as demais citocinas.
(Bossu et al., 71.3+1. 68.5+1.4 . N&o houve diferenca
IL-18 Sangue Elisa
2008) 6 (30) (25) g significativa entre os grupos
EES<1
0
L DA com sonoléncia diurna
(Chen et al., IL-1B, TNF-a (20) 66.9+6.7 Sangue Elisa aoresentou TNE-a maior
2012) EES>1 (22) P
0 comparado aos outros grupos
69.5+1
1.2 (23)
IL-1a menor nos pacientes
(Dursun et al., IL-1a, IL-1B, 74.02+ 72.1+3.4 .
2015) IL-6 3.9 (53) 32) Sangue Elisa LOAD comparados ao
controle.
DA apresenta niveis maiores
(Forlenza et al., ) 76.3+6. 69.9+6.7 . i
2009) IL-18 5 (58) (31) Sangue Elisa de IL-1B comparados ao

controle

Legenda: DA= Doenca de Alzheimer, EES= Escala de sonoléncia de Epworth, LOAD= Alzheimer de inicio tardio.
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o . Técnica
Idade (n
Autor/ ano eil':l?dcgllzss (n) ang/llieslgdo de Resultados
DA Controle analise
Pacientes DA
(Galimberti et ) ) 63.3+12.0 . . apresentaram maiores
al., 2008) IL-6, IL-11 66.0+9.2 (43) (30) Liquor Elisa niveis de IL-11
comparado ao controle
DA apresentaram niveis
(CUlEErEy IL-6, TNF-a Sl e e el el Sangue Elisa elevados de IL-6 e TNF-a
al., 2013) (22) (20)
comparado ao controle
(Kassner et ) , DA apresentou maiores
al., 2008) TNF-a 75.2+3.54 (5) 71+3.16 (5) Sangue Elisa niveis de TNE-a
IL-1a, IL-3, ~ .
(Leeetal, IL-12, IL-16. 82.7+8.4 (10) 71.4+45.3 Sangue Bioplex N&o houve diferenca
2008) IL-18 (29) entre 0s grupos
IL-1B, IL-2,
IL-6, IL-8, . ~ .
(L'azngl‘;t) al, IL-10, IL-12, 70.2+7.4 (15) 65.0+5.2 (7) Si?gu“;e '\é'“g't Nao ee;‘t‘ig”;rsourg'fﬁfnga
TNF-a, IFN- a p grup
Y

Legenda: DA=Alzheimer.
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o Idade (n) . Técnica
Citocinas Meio
Autor/ ano estudadas DA Controle analisado angﬁse Resultados
(Malaguarnera IL-18, 73.2+7.08 73.5+3.24 S - IDA apreseniaam Ve,
etal., 2006) TGF-B1 (40) (30) angue isa elevados de IL-18 e TGF-B
comparado ao controle
DA leve e moderado
apresentaram niveis
IL-12. IL- elevados de todas as
(Motta et al., 16 IL’-18 72.2+6.91 72.5+2.38 Sangue Elisa citocinas, comparado ao
2007) TéF-Bli (51) (20) controle. Para o grupo de AD
severo nao houve diferenca
significativo comparado ao
controle
Pacientes DA apresentaram
(Regloelgt al., IL-18 738255 72.1+4.8 Sangue Elisa niveis elevados de IL-18
) (38) (39)
comparado ao controle
Pacientes de DA
(Rentzos et : : apresentaram niveis mais
al., 2006) 2 il (1) SOELIL (1D el Sl baixos de IL-12 comparado
ao controle
IL-1B, IL-2 IL-6 e TNF-a diminuido em
(Richartz et IL-6 ’TNF—1 72(60-88)* 68(59-82)* Sangue e Elisa sangue e liquor,
al., 2005) 10( (20) (21) Liquor respectivamente, para DA
comparado ao controle
IL-10. IL- TGF-B1 elevado no liquor de
(Rota et al., 12 T’GF_ 71+6.03 69+8.60 Sangue e Elisa DA comparado ao controle.
2006) ' B1 (30) (25) Liquor Nao houve diferenca para as
demais citocinas
(Smith et al., IL-6, TNF- 77.1+6.8 76.6+6.0 Sangue Eiisa Pacientes DA apreseniaram
2011) a (34) (34) ’

comparado ao controle

Legenda: DA= Doenca de Alzheimer, *dados apresentados em mediana (minimo-maximo)
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Idade (n Acni
Autor/ ano SIS " S Te((:jrélca Resultados
estudadas analisado -~
DA Controle analise
: IL-13 e TNF-a aumentados
(Stoeck et al., I:_L86”|_L173 69.5+2.5 62.5+2.5 Sangue e BloEIex no grupo de progressio
2014) Tf\lF-a ' (35) (12) Liquor Luminex rapida da DA comparado aos
demais grupos
(Wazndqlz; al., IL-6, IL-10 73@%9.4 7?2.172128).4 Sangue Elisa N&o hougg g:Leprgg(;a entre
(Yasutake et IL-1B, 77.93+7.04 71.0645.77 Sanaue Elisa N&o houve diferenca entre
al., 2006) TNF-a (60) (33) 9 0S grupos
o IL-1B, IL-6, DA apresentaram IL-13 e
(e EE IL-10, PELEEEE [ Sangue Elisa TNF-a elevados comparado
2007) TNF-q (60) (42)

ao controle

Legenda: DA= Doenca de Alzheimer.



67

Tabela 8 Citocinas analisadas em liquor.

Média+DP n Média+DP

Autor/Ano Citocinas n (AD) c

TEinter Classificacao

AD C

(Richartz et

al.. 2005 IL-18 20 19.6+8.94 21 23.3+9.62 0,4 D

(Galimberti
et al., 2008

(Richartz et
al., 2005

IL-6 43 2.2+41.6 30 1.8+1.6 -0,25 p

IL-6 20 4.6+2.15 21 10.6+20.35 0,41 p

(Stoeck et

al., 2014 IL-8 20 43.9+46.0 12 243.3+653.2 05 D

(Llano et

al., 2012i IL-10 15 2.45+2.31 7 2.60+3.19 0,06 T
(Galimberti ) _
et al., 2008) IL-11 43 6.5+4.6 30 3.1+3.3 0,83 M

Legenda: A= Alzheimer com répida progressao. T=Trivial, p=Pequeno, M=Moderado, G=Grande, MG=Muito Grande



Continuacao Tabela 3. Citocinas analisadas em liquor.

Autor/Ano Citocinas n (AD)

Média+DP n Média+DP

AD TEinter Classificacao

O
O

(Rentzos et

al., 2006 IL-12 19 13.9+5.9 30 23.8+9.0 1,24 G

(Llano et

al. 2012 TNF-a 15 2.43+3.38 7 3.70+4.00 0.36 D

(Llano et

al. 2012 IFN-y 15 3.81+5.64 7 5.40+6.61 0,27 D

Legenda: B=IL-12 p40. T=Trivial, p=Pequeno, M=Moderado, G=Grande, MG=Muito Grande
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Os resultados foram apresentados de acordo com as citocinas
identificadas em sangue periférico ou em liquor cefalorraquidiano. Foram
identificadas 10 citocinas em liquor cefalorraquidiano em 7 estudos
diferentes. Calculamos o tamanho de efeito para estas citocinas (tabela
3), pois a quantidade de estudos de cada citocina foi insuficiente para
realizar a diferenca absoluta entre meédias WMD. Apenas quatro
resultados apresentaram TE de moderado a grande. A IL-11 demonstrou
efeito moderado TE=-0,83, enquanto TGF-B1 com TE grande=-1,58,
ambos demonstrando que esta citocina estd aumentada na DA. No
entanto outras citocinas com TE grande=1,24 para IL-12 e TNF-a com
TE=2,91 grande, demonstraram niveis reduzidos desta citocina para DA.

Para os resultados referentes as andlises de citocinas no sangue
de pacientes com DA, 15 citocinas foram encontradas (IL-1a, IL-1(, IL-2,
IL-3, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-16, IL-18, TNF-q, IFN-y, TGF-
B1. Foi calculado o WMD de cada citocina identificada, sendo encontrada
diferenca significativa apenas para as IL-6, TNF-a, IL-18 e TGF-j,
demonstrada pelas figuras 10, 11, 12 e 13 respectivamente, as IL-1q, IL-
1B, IL-10, IL-12 ndo demonstraram diferenca, demonstrada pelas figuras
14, 15, 16 e 17. As citocinas IL-2, IL-3, IL-7, IL-8, IL-13 e IFN-y nédo

obtiveram estudos suficientes para que pudessem ser comparadas.



WMD (95% IC)

Estudo og/ml Peso% 70
(Azad et al., 680.00(645.29, 2.26 |

2014) 714.71) | -
(Bonotis et al., 1.38 (01.27,

2008) 4.03)A 9.12 '
(Bonotis et al., 3.51 (-1.88,

2008) 8.90)8 8.64 '
(Dursun et al., 1.10 (-0.77,

2015) 2.97) 9.21 £
(Gubandru et 34.17 (20.66, 6.32 4
al., 2013) 47.68)C ' ;
(Gubandru et 12.10 (2.24, 743 ,,
al., 2013) 21.96)° ' |
(Gubandru et 30.44 (10.37, 456 B
al., 2013) 50.51)E ' :
(Llano et al., 0.29 (-0.78, 996 .

2012) 1.36) ' |
(Richartz et al., -11.40 (-18.99, - 8.09 .
2005) 3.81) ' |
(Smith et al., 0.78 (-0.57, 995 .
2011) 2.13) ' |
(Stoeck et al., 4.50 (-1.72, 8.45 .
2014) 10.72) ' |
(Stoeck et al., 10.20 (2.74, 8.12 .
2014) 17.66)F ' K
(Zuliani et al., .
2007) 0.00 (0.58, 3.58) 9.29 '
Overall 2.08 (0.58, 3.58) 100.00

Heterogeneidade (12=99.2% p=0.00)

-T15

Figura 20. Forrest plot demonstrando o resultado da meta-analise de efeito aleatério da IL-6. Legenda: A- DA Leve-Moderado, B- DA Severo, C-

DA tratado com Donapezil, D- DA tratado com Rivastigmina, E- DA tratado com Donapezil+Memantina, F- DA de progresséo rapida.
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Estudo WMD (95% IC) pg/ml Peso%
(Alvarez et al., 2007) 1.06 (0.55, 1.57) 11.77
(Bonotis et al., 2008) 8.93 (1.64, 16.22)» 3.18 =
(Bonotis et al., 2008) 11.70 (1.67, 21.73)8 1.92 I
(Chen et al., 2012) -0.50 (-1.84, 0.84)C 10.91 |
(Chen et al., 2012) 27.00 (18.32, 35.68)P 2.43 |
(Gubandru et al., 2013) 23.68 (6.75, 40.61)F 0.75 ! .
(Gubandru et al., 2013) 37.65 (16.87, 58.43)F 0.51 | .
(Gubandru et al., 2013) 37.25 (25.59, 48.91)¢ 1.49 I —
(Kassner et al., 2008) 0.15 (0.09, 0.21) 11.93 .
(Llano et al., 2012) -0.21 (-1.89, 1.47) 10.41 -
(Richartz et al., 2005) -5.30 (-6.41, -4.19) 11.22 + |
(Smith et al., 2011) 3.94 (1.51, 6.37) 9.14 ~
(Stoeck et al., 2014) 4.30 (1.41, 7.19) 8.34 —-
(Stoeck et al., 2014) 15.90 (8.17, 23.63)" 2.91 || —=
(Yasutake et al., 2006) 0.10 (-1.99, 2;19) 9.73 ~
(Zuliani et al., 2007) 5.02 (-2.04, 12.08) 3.33 T
Overall 2.92 (1.40, 4.44) 100.00 ¢
Heterogeneidade (12=93.9% p=0.00) -5=|3.4 0 | 5=3|.4

Figura 21. Forrest plot demonstrando o resultado da meta-analise de efeito aleatério da TNF-a. Legenda: A- DA Leve e Moderado, B- DA Severo,
C- ESS<10, D- ESS>10, E- DA tratado com Donapezil, F- DA tratado com Rivastigmina,G- DA tratado com Donapezil+Memantina, H- DA com
progressao rapida
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Estudo WMD (95% IC) pg/m!| Peso

(Bossti et al., 2008) -5.80 (-69.70, 58.10) 4.00

(Lee et al., 2008) 0.90 (-11.77, 13.57) 15.72 -
(Malaguarnera et al., 2006) 34.95 (26.13, 43.77) 16.75

(Motta et al., 2007) 29.70 (26.07, 33.33)A 17.67

(Motta et al., 2007) 14.70 (12.56, 16.84)8 17.79

(Motta et al., 2007) -3.30 (-4.33, -2.27)¢ 17.85 {

(Reale et al., 2012) 145.20 (115.54, 174.86) 10.22 —
Overall 27.88 (13.38, 42.38) 100.00

Heterogeneidade (12=99.0% p=0.00)

T

178

Figura 22. Forrest plot demonstrando o resultado da meta-analise de efeito aleatdrio da IL-18. Legenda: A- DA Leve, B- DA Moderado, C- DA

Severo
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Estudo WMD (95% IC) pg/ml Peso%
(Azad et al., 2014) 1007.00(996.24, 1017.16) 19.99 .
(Motta et al., 2007) 55.60(45.74, 65.46)A 20.00
(Motta et al., 2007) 16.30(14.42, 18.18)8 20.03
(Motta et al., 2007) -5.90(-6.57, -5.23)¢ 20.03 5
(Rota et al., 2006) -14.60(-29.52, 0.32) 19.96 i
Overall 211.60(98.87, 324.33) 100 @

Heterogeneidade (1?=100.0% p=0.00)

,,,,,,

Figura 23. Forrest plot demonstrando o resultado da meta-analise de efeito aleatério da TGF-B. Legenda: A- DA Leve, B- DA Moderado, C- DA

Severo



WMD (95% IC)

Estudo pg/ml Peso%
(Bonotis et al., 2008) 0.30 (-0.14, 0.74)A 24.77
(Bonotis et al., 2008) 0.20 (-0.23, 0.63)" 24.97
(Dursun et al., 2015) -0.60 (-0.96, 0.24) 26.07 :
(Lee et al., 2008) 0.60 (0.13, 1.07) 24.20
Overall 0.11 (-0.42, 0.65) 100.00 —

Heterogeneidade (12=84.5% p=0.00)

74

Figura 24. Forest plot demonstrando resultado da meta-analise de efeito aleatério da IL-1a. Legenda: A- DA Leve e Moderado, B- DA Severo
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Estudo WMD (95% IC) pg/ml Peso%
(Dursun et al., 2015) 0.20 (-0.27, 0.67) 25.77
(Forlenza et al., 2009) 2.58 (2.28, 2.88) 26.19
(Llano et al., 2012) 0.31 (-0.75, 1.37) 23.21
(Yasutake et al., 2006) -290.00 (-1295.70, 715,70) 0.00
(Zuliani et al., 2007) 0.71 (-0.02, 1.44) 24.83

Overall 0.97 (-0.48, 2.43) 100.00

Heterogeneidade (12=95.4% p=0.00)

Figura 25. Forest plot demonstrando resultado da meta-analise de efeito aleatério da IL-1(.



Estudo WMD (95% IC) pg/ml Peso%

(Bonotis et al., A

2008) 2.86 (0.70, 5.02) 38.08 |.
(Bonotis et al., B e
2008) 1.55 (-0.56, 3.66) 38.24 .
(Llano et al., 2012) 6.41 (-1.84, 14.66) 16.19 i
(Rota et al., 2006) 14.30 (0.25, 28.35) 7.44 -
-299.40 (-486.22, - =

(Wang et al., 2014) 112.58) 0.05
Overall 3.63 (-0.59, 7.85) 100.00 =

Heterogeneidade (12=72.4% p=0.006)

T
-436 ]

Figura 26. Forest plot demonstrando resultado da meta-analise de efeito aleatdrio da IL-10. Legenda: A=Alzheimer leve e moderado; B=
Alzheimer severo
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Estudo WMD (95% IC) pg/ml Peso%
(Lee et al., 2008) -5.80(-163.45, 151.85) 0.18 i;
(Llano et al., 2012) 7.35(-7.10, 21.80) 10.72 )
(Motta et al., 2007) 14.50(13.04, 15.96)A 20.70
(Motta et al., 2007) 8.10(7.25, 8.95)8 20.84
(Motta et al., 2007) -1.80(-2.50, -1.10)¢ 20.86
(Rota et al., 2006) -1.50(-23.85, 20.85)° 6.39 —-—
(Rota et al., 2006) 0.70(-1.82, 3.22)E 20.32 .

Overall 5.14 (-1.64, 11.92) 100.00 r;

Heterogeneidade (12=98.9% p=0.00) g

Figura 27. Forest plot demonstrando resultado da meta-analise de efeito aleatério da IL-12. Legenda A=Alzheimer leve; B=Alzheimer moderado;
C=Alzheimer severo; D=1L12(p40), E=IL-12(p70).
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Foi realizada uma andlise de sensibilidade para as citocinas (IL-6, TNF-a, IL-18,
TGF-B, IL-1B) para verificar o impacto de estudos que se diferenciavam bastante dos
demais. Para a IL-6, quando retirado apenas o estudo de (Azad et al., 2014), ainda assim
se mantinha a diferenca estatistica, embora houvesse uma heterogeneidade alta
(12=82,4%). Realizamos esta andlise de sensibilidade para TNF-a e apds a retirada dos
resultados de (Chen et al., 2012; Gubandru et al., 2013) que se diferenciavam bastante
dos demais, ndo houve mais a diferenca estatisticamente significativa. No entanto, a alta
heterogeneidade se manteve acima dos 90%. Para IL-18, a retirada do estudo de (Reale
et al., 2012) ndo influenciou para a diferenca estatistica e nem para heterogeneidade, que
se manteve em 99%. Realizamos também para TGF-f3, no entanto a retirada do estudo de
(Azad et al., 2014) manteve a heterogeneidade muito alta (12=99,5%), sem diferenca
significativa. Para andlise da IL-13, também n&o houve diferenga estatistica, com alta
heterogeneidade (acima de 90%) ao retirar o estudo de (Yasutake et al., 2006). Ja para
analise da IL-10, ao retirar o estudo de (Wang et al., 2014) a citocina passa entdo a
apresentar diferenca significativa para DA com a heterogeneidade abaixo dos 50%,

conforme mostra a figura 18.

0,
Estudo WMD (95%  Peso

IC) pg/ml %
(Bonotis etal., 2.86 (0.70; :
2008) 5.02) 4521 R
(Bonotis et al., 1.55 (-0.56; !
2008) 3.66) 46.03 —
(Llano et al., 6.41 (-1.84; 6.43 ;
2012) 14.66) ' T
(Rota et al., 14.30 (0.25; 2133 ; )
2006) 28.35) ' i
2.75 (0.57; <>
Overall 4.93) 100.00 :
Heterogeneidade (12°=32.6% p=0.22) 1 : T

-ZB.4 o P33

Figura 28. Forrest plot da citocina IL-10 ap0ds retirada do estudo de (Wang et al., 2014). Legenda:
A=Alzheimer leve e moderado; B= Alzheimer severo

Assim, esta revisdo do tema demonstra que os dados ndo sao confirmatoérios para
todos os estudos e que ha ainda amplo campo para discussdo, como veremos ao
longo desta dissertagao.
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Anexo 2 - Clinical Dementia Rating (CDR)

1 Iniciais do Sujeito

AVALIAGAOQ CLINICA DA DEMENCIA - Registro
Clinical Dementia Rating (CDR) Worksheet

Esta & uma eniravizia semi-estruturada. Por favor, faga todas &s pergunias. Faga qualquer pangunta adicional neces=ana
para permitir determinar o COR doindividua.
Por fervar, anoie todas &= nformagdes adicdonals miadas para as quesibes.

Questies de Memdria para o Informante:

1. Elefela tem problemas de memoria ou raciocinio? Sim Mao

& Se sim, estes 550 pamsisienies (constamies, continuos|? MNao

2. E capaz de lembrar wma lista curts (de compras)? Garalmenie A5 VEZES Raraments
1. Tam notedo parda de memiria na ima ana? Sim Méo

4_E capaz de lembrar econtecdmentos recantes? Geralmenis A5 veFas [Faraments
5 A perda de memona intarfiare com as atividades dignas que o Sim Mao
doenis era capaz de raalizar ha uns anos atEs?

f. Esquece completamentie um evento mais imporianis em poucas Geralmenis A5 vezEs [Raraments
SEMAanas? (Como Wagem, eniversano, Wsia)

1. Esguaca detalhes significativos de um evenio mais impariants? Geralments A5 vEZas Rarameants
B. Esquece completaments informacéo importante do passada? (data Geralmenis A5 wezEs [Raraments
da nascmentn, CESAMENID, BMPrega...)

8. Conte-me algum econtecdimenta que tenha ocomido recentemende (EHimae més) um pouco diferents do hebiiugl (pesseio,
viagem ou festa, . | (Para s festado depois, obienha detalhas coma local do evento, momendo do dia, paricipantes, quanto
durou, quando terminow, & como o sujsiln 2 ouines partidpantas chegaram l2) (Obs.: cbienha este relato na suséncia do
paciente]

10. Data de nascimento:

11. Local de nascimenin:

12. lima escola que fragientou?

Mome:

Locat

Mivel de escolaridade

13. Cual foi & principal ocupaganiprofsséo do doante? (ou do chnjuge)
14. Cual foi o GEmo emprega? (ow do cinjuge)

15. Chuando se sposentou (o o cinjuge) e pomus?
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Iniciais do Sujeito

AVALIACAO CLINICA DA DEMENCIA - Registro
Clinical Dementia Rating Worksheet

Questdes de Orientagdo para o Informamnte:

Ciom que freqi¥ncia sabs cometamanta

1. Dia do més

Geralmante Algumas vezes Raramentz HE
2 Més

Geralmants Algumias vezes Raramerts NS
1. Ano

Geralmanta Algumas vezes Raramente NS
4. Dia da semana

Geralmante Algumas vezes Raramentz NE

5. Tem dificuldade com as relagbes temporais (em Siuer o scontsdmenios no tempo uns em relacio sos autros)?

Geralmante Algumas vezes Raramentz

E. Consegue ofientar-se am ruas familiaras?

Geralmants Algumias vezes Raramerts NS

7. Consegue orieniar-se fora da sua vizinhanga?

Geralmants Algumias vezes Raramente NE

B. Consegue orientar-se dendmo de casa?

Geralmante Algumas vezes Raramentz NE

WS — informanis ndo tem condigbes de responder (n&o sabs)
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3 ) _ ) Iniciais do Sujeito
AVALIAGCAQ CLINICA DA DEMENCIA - Registro
Clinical Dementia Rating Worksheet

Questies de Julgamento & Sclugio de Problemas para o Informarnte:

1. Como considera & capacidade gheal do doente para resolvar problemas

Como sempre

Bipa, mas ndo 8ni0 comD enteriomente

Suficients

Ma

Sem qualquer capacidads

2. E 8 capacidade para lidar com pequenas somas de dinheiro {irocos, ponetss... |7

Sam perda

Farda moderada

Parda oreve

1. E 8 capacidade para lidar com assuntos financairos mais complexos (pagar contas, usar taldp de cheques. |7

Eam perda

Parda modarada

Parda prave

4. Como lida com um acidende em casa? [peguano incéndio, cana furada...)

Tao bem guanto antas

Pior do qua andes, devida & alieragies de memdrnia @ pensamenta

Pior do qua andes, devido & oulras razdes — quais:

5. Compreende as siuacdes e o gue lhe & explicada?

Geralmenta

Alquma.s WEZES

Raramente

NS

6. Comporta-se adequadaments (Le., da maneira coma costumava ser nomealmente] nas silvaphes sooiais e na inferagdo
Com 0s oulnas ¥

Geralments

Algumas vezes

“Ramemenis

NS

NS - informands ndo tem condigies da responder (nda sabsa)
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4 Iniciais do Sujeito

AVALIAGAQ CLINICA DA DEMENCIA - Registro
Clinical Dementia Rating Worksheet

Questibes de Afividades na Comunidade® para o Informannte:

OCUPAGAD

1. Ainda trabalha? [s | [n&0 | [Wéoaplicavel | ]

2 Se ndo, 35 alteraghes de memdnia interfariram na dacis3a da e aposentar?

[GM | |NAOD | |Maoaphcavel | ]

1. Se =im, tem dificuldades devida as alterapies dz memdria ou de raciacinio?

Geramente | | Algumas vezes | [Faraments | | Néo eplicavel | |

ATIVIDADE SOCIAL

4. Alguma vez diigiu eutomiwel? {ou ouro vaiculo) Sl MAD Méo aplicaval

Se am, ainda Ange? (G | [WAD | | Maoapicve |

Se néa dinge, & devido as alteraghas de meminia cu radocinia? [ SN |NAD | |Méo epbcivel

5. Se ainda dinige, ha problemas ou isco por causa das ateracies de mamdnia ou raciocinio?

[5M | [WAD | |Maoaphcawl | |

£ E capaz de fazer suss compras sazinhoa)?

Riaramants gu nunca — precisa de sjuda em gualguer compra

Algumas veres — compra algumas coisas, mas fraz duplo ou esguece oufros

Gergdmeanta

NS

7. E capaz de realizar, de forma independente, alguma edvidade fora de casa?

Riaramants gu nunca — precisa de gjuda em gualguer atividade

| Aloumes vezes — limiteda sfou de rofing na igrejs, ida 0 cabelaiein.. |
Geralments
NS
B. E |evadola) a atividades sociais fora da casa da familia? [sm | wao | |
Se néa, porque?
% Um pbesrvador ocasional ia gue 5a irate de uma na dosnts por causa do ta?
5IM HAD NS
10. Se nstrucionalizado, participa de afividades sooisis?
[ S | ]

* Afividadas na comunidade: ir & igreja, visitar amigos ou familiares, afridades politicas, orpanizagfes profissionais,
Bs50ciaies recreativas, volunianado, programas educativos.
NS - informanis ndo tem condigbes de responder (n&a saba)

IMPORTANTE:
Ha informagio dispanivel sufidents para graduar o nivel de compromedmendo nas atividades na comunidads?
S n&o, por favor, explore mais.

*Por fawor, adicione notas se necessario para esclarecer o nivel de funcionamento nesta area.
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5 ) ] Iniciais to Sujeito
AVALIAGAO CLINICA DA DEMENCIA - Registro
Clinical Dementia Rating Worksheet

Queesties sobre Lar e Lazer (Casa e Passatempos) para o Informarte:

1.3 Tendo em mente spenas 3 perds cognifva, que mudancas ocomeram no desempenho das afividadss domestcas?

11 Qe tarefas ainda consegue realizer comstamenia?

2 a Tendo em mente apansas a perda cogniiva, que mudangas ocomeram na realizagio de seus passatempos (hobbies]?

2 e pessatempos sinda consegue realizar cometamente?

1. Se insfilvcionalizado, que atidades domeésticas e passatempos ainda consegus realizar cometamente?

ATIVIDADES D0 DlA-A-DIA

4. Capacidade para realzar tarefas domesticas?
Sem parda
Perda moderada
Pemda grave
& A que nivel & capar de raalizer tarafas domésticas simples & nodnaires:
& sam afividade significativa (axecuta atividadss simples, como fazer & cama, mas com muita supenisan)
b limita & algumas tarefas smples (com alguma superaséo lava lowga, phe a mesa ...
c. indapendents am algumas atividadas (usa eefrodomésticos comp espiradar de po, televisdo,
prepara rafeighes simplas)
d executs odas &= tarsfes, mas com algumas falhas
e executa todas &= farsfas, como sampre

Tarefas doméslicas: Carrkar, lavandens, na, compras de supsrmercade, rer lng, (ratalha de pabio, manwergio srple, & epanes bsias,
Passalampis: Costurs, pinhurs, rabalhis manusis, lefurs, enbielenimens, lolooralia, rdnagem, lsaln ou cinsma, rabala em madeinn, stponss.
IMPORTANTE:

Ha informagae dispanivel suficente para graduar o nivel de compromedmento nas atividades domésticas e passatempos?

Se n&o, por favor, explore mais.



AVALIAGCAO CLINICA DA DEMENCIA - Registro
Clinical Dementia Rating Worksheet

Questies sobre Cuidados Pessoais para o Informants:

AVESTIR

& Mamal sem ajuda

b. Pequena ajuda, ocasonaliboibes mal coliocados
c. Sagiéncia emada & com esguecimento de pagas
d. Incapaz da se vestir

B. HIGIENE E APARENCIA

& Momal sem ajuda

b. Tem que == chamar a atengio
c. Algumas wazes necessia ajuda
d. Ajuda sempre o qUESS SEMDIE

C. ALIMENTAGAD

& limpo, utiize cometamente os utensilics

b suja wdo 2 utiliza spenas a colher

C. 58 guda 50 consegue comer solidos simples
i preciza ser alimentada

0. CONTROLE ESFINCTERIAND
& normal, conbrodis fobal

b ccasionalmente, unina na cama
c. Fegientemeants, urina na cama
d. iotalmenie incontinenis

Iniciais do Sujeito
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AVALIAGAO CLINICA DA DEMENCIA - Registro

Clinical Dementia Rating Worksheet

MEMORIA - QUESTIONARIO PARA O PACIENTE

1. Tem problemas de memoria oo de recocinia?

Sl

Iniciais do Sujeito

[0 [

2. Hapouco o ssu {manda, mulher...) me conbou wm econtesmenta impotants gue ooomau recemfemanta, com o Sra)
Podania me contar o que aconteceu? (incendver que sejam raferidos detalhes coma datas, local, pessoas envolvidas,

etc. | [52 necessano idenfiigue o acomecimenio]

| Cometo | Parcialmente cometo [ Incameta

1. Vou e dizer o nome e o enderega de uma pessna - procure decorar, pois vou lhe pedir para repelir mais adiants.

Espere au lha terminar, entdo pode repetir (st o masima de 3 vezes - asanak os alemenfos repatidos comstaments)

liens 1 2 3 4 5
Maria dai Silva Flua da Praia 54 Cantro
faria da Silva Flua da Praia 54 Canir
faria da Silva Flua da Praia 54 Canirm

Obs.: sublinhe o5 elemenios repedidos cormetamants em cada fentativa

4. Qusal 8 sua dats de nascamenio?

5. Onde nasceu?

fi. Cual o nome do colégio que astudou por dHimo?

amer,

Lugar: Graw

1. Pode repetir o nome & anderego que he disse agora ha powca?

liems 1 2 3 4 ]
laria da Silva Rua da Praia 54 Cantro

assinale 05 dens comeios
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AVALIAGAO CLINICA DA DEMENCIA - Registro
Clinical Dementia Rating Worksheet

ORIENTAGAO - QUESTIONARIO PARA O PACIENTE

Que dia & hoje?
Cual & o dia da samana?
Em que més estamos?

E o ano?

Qe luger & asie agui?
Cual o nome desta adade?

Sem olhar para o reldgia, saba me dizer que hores =80 egora? [eositar £ 1 hora) Hora  Correto

verdadeire_________ Hora refierida pelo sujsito;
0 sujeito saba quam & oindormaniz (em sau julpamento) T

Iniciais do Sujeito
Cormeto Incometo
Cormeto Incometo
Caormreto Incomatn
Cormeto Incometo
Cormeto Incometo
Cometo Incomatn

Incometo
Cometo Incomato
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Iniciais do Sujeito

9
AVALIACAQ CLINICA DA DEMENCIA - Registro
Clinical Dementia Rating Worksheet

JUIZO CRITICO E SOLUGAQ DE PROBLEMAS - QUESTIONARIO PARA O PACIENTE

INSTRUGOES: Se a primeira resposta do pedients néo merecer ponfuagao maxima, insistir 2% compreender bem qual &
capacidade do doents na compreens3o do problema. Ponfue a resposta mais sproximada.

SEMELHANCAS
Sa au |he pesguntar qual a zemealhanca anire wma banana & umia laranja, uma resposia certa & dizer que as duas s&a frutes.

Diga-me agora em que 580 semahantes .. (parecidos)
1. Cadhomo e Ledo

Animais, mamiferos, camivoros, (qualguer lemenio sbstralo - categoria)
Resposta concreta [@m 4 patas, raba, péa..)

e L=l

Resposta emada ou sem senfda, ou néo sabs 2
2. Mesa e Cadeira
Mokilia, maveis ]

Resposta concreta (de madeira, com pss, Sersam para 8 cozinha, etc.)
Riesposta emada ou sem senfida, ou n&a sabe
DIFEREM

Pl | =

S au he pesguntar qual a diferenca enire vma colher & uma pa, uma resposta cana & dizer que a colher & um utensilo para
pegar alimentos & 8 pa para firer ou botar terralareia,sbhr um buraco no chao, efc. Dige-me agora em que s30 disrentes_...
1. Acglicar e vinagre

Docs & scidofazedo i
Concrato (wm para colocar no café @ oulro na salada_) i
Emado ou sem sendida, ou n&a saba

2. Rouboe engano

Intencional & néao intencianal i

50 axplica um 1

Emado ou sem senfda, ou n&o sabs 2
CALCULDS

3.  CQuantss moedas de 50 cantavos 580 necessanias para RS 2,007 COITEMD :lmn ]:l

4. (Cuantss notes de R 500 =50 nacessarias para fer uma naota RE207
5. Subdraia 3 de 20 e siga subtraindo 3 & parir de cada resuliadoc 20- 17 - 14-11-8-§-12

CRITICA

f. Sa chegasse numa cidads desconhacida e quisesse lomslizar um amigo, como fana?
Caonsulteva sta telefnica, talefonava para um conhacido em comum - 0

Telefonava pera & polica -1

Resposta sam santido ou néo sabe -2

1. 0 quea faria se visse fumaga saindo da janela de seu vizinho?
Chamava o= bombeiros, sisava as pessoas efou sudava -
['3 ap=nas uma alternativa cometa -1
Resposta sam sanfido ou ndo sabe -2

B. Autoeritica: Porque weio so médico? Qual & seu estado da salde? ... [insight)
Bom: Razpavel Pl

a
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10 Iniciais do Sujeito

AVALIAGAO CLINICA DA DEMENCIA - escala

CLINICAL DEMENTIA RATING (CDR)

Desenho do Relégio

Pedir para desanhar um reldgio redondo, colocar lodas as horas & o5 ponbainos & marcar a hora 2:45.
Portuagao:

0 - Mau desanho ndo reconhecivel ou dslongao grosseira

1 - Suficents ralogio deve conber um dos sequintes: face aproximadamante crcular, nimeres de 1a 12
2 - Bom raloged deve conber 2 dos seguintes: face crcular, numeras de 1 a 12, nimeros smeélicos

3 - Excalenta rapresentacao parfela ou quase perfeita
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Anexo 3 - Mini Exame de Estado Mental (MEEM)

MINI-EXAME DO ESTADO MENTAL (MEEM)

Nome:
ldade Data:
Pontos de Corte
Anos de estudo: __ analfabeto 13
__la7anos 18
_____8+anos 26
Pontuacao Pontjuoagao
Maxima paciente
Orientagéo temporal:
5 Dia , Més , ano , dia da semana
___ ,horas (0ab).
Orientacao espacial:
Local (especifico) , Pais, ,bairro
5 , Cidade , estado Oa
5).
Registro: repetir: cadeira ____, sapato

3 bicicleta .

Célculo: 100-7=93 __ ;93-7=86 ___,86-7=79

5 3 79-7=72 _ ;72-7=65___ (0 ab)

ou
MUNDO: O, D, N, U, M
Memoria recente: Quais foram as trés palavras
3 que te pedi para repetir? (0ag)
Linguagem:
= Nomear dois objetos: caneta e
relogio  (0a?2)
» Repetir a expressao “nem aqui, nem ali, nem 13"
(0al

» Comando de trés estagios: apanhar esta folha
de papel com a méo direita, dobrar ao meio e
coloca-la no chéo (0ag)

9 = Ler e executar (feche os olhos) (0Oal)
= Escrever uma frase completa (0al)
= Copiar o diagrama: (0al)

30 Obs:
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Anexo 4 - Teste de Sentar e Levantar (TSL)

1) Teste de sentar e levantar (Chair Stand Test)

Teste para medir a forca de Membros inferiores. O participante é posicionado
sentado no meio da cadeira, com os pés planos no chédo e as méaos cruzadas na altura do
térax. No sinal de "vai" o participante fica em pé e em seguida volta a posicao sentado.
Apds um aquecimento e familiarizacdo, administra-se o teste. A pontuacdo € o niumero
de levantamentos concluidos em 30 segundos. Este teste possui uma alta confiabilidade
(r = 0,89) e foi validado com o teste de uma repeticdo maxima (1RM) da extensao do

joelho e quadril executada no aparelho leg press (r = 0,77) (Jones et al., 1999).
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Anexo 5 Escala de Atividade de Vida Diéria (EAVD)

Escalas das Atividades da Vida Diaria

Paciente: Idade:
Cuidador: Data:
Reavaliagdo em:

1. Cuidados Pessoais

A. Alimentacgéao:
0= Normal
1= Independente, mas lento ou derrubando a comida.
2= Necessita de ajuda para cortar ou servir, derruba com frequéncia.
3= Deve ser alimentado na maioria das refeicdes

B. Vestir-se:
0= Normal
1= Independente, mas lento e desajeitado.
2= Sequéncia errada, esquece itens.
3= Necessita de ajuda para vestir-se.

C. Banho:
0= Normal
1= Banha-se sO6 mas necessita ser lembrado.
2= Banha-se s0 , com assisténcia.
3= Deve ser banhado por outros.

D. Eliminac0es fisiologicas:
0= Vai ao banheiro independentemente.
1= Vai ao banheiro quando lembrado, alguns problemas.
2= Precisa de assisténcia para a atividade
3= Nao tem controle sobre fezes e urina.

E. Medicacao:
0= Lembra sem ajuda.
1= Lembra-se quando a medicacéo é deixada em lugar especial.
2= Necessita de lembretes escritos ou falados.
3= Deve receber a medicacao de outros.

F. Interesse na aparéncia pessoal:
0= O mesmo de sempre.
1= Interessa-se quando vai sair mas ndo em casa.
2= Permite ser arrumado ou faz quando solicitado.
3= Resiste para ser limpo e trocado por terceiros.
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2. Cuidados Domeésticos

A.

Preparacdo de comidas, cozinhar:

0= Planeja e prepara a comida sem dificuldades.

1= Cozinha mas menos que o habitual ou com menos variedade.
2= Pega a comida somente se ja estiver preparada.

3= Nada faz para preparar a comida.

. Arrumagéo da mesa:

0= Normal

1= Independente mas lento ou desajeitado.

2= Esquece-se de itens ou os coloca em local errado.
3= Nao realiza mais esta atividade.

. Trabalhos domésticos

0= Mantém a casa como de costume.

1= Faz apenas metade do seu trabalho.

2= Ocasionalmente varre a casa ou faz pequenos servicos.
3= N&o mais cuida da casa.

Reparos domeésticos

0= Realiza todos os reparos habituais.

1= Realiza ao menos metade dos reparos habituais.
2= Ocasionalmente faz reparos menores.

3= Na&o faz mais nenhum reparo.

Lavar roupas:

0= Lava como de costume.

1= Lava com menor frequéncia.

2= Lava apenas se lembrado, esquece o sabéo.
3= Na&o lava mais as roupas.

Trabalho e recreacéao
A.

Trabalho

0= Trabalha normalmente.

1=Problemas leves com responsabilidades de rotina.

2= Trabalha em atividade mais facil ou meio periodo, medo de perder o
emprego.

3= Nao trabalha mais.

Recreacéo:

0= A mesma habitual

1=Atividade recreacional menos frequéncia.

2= Perdeu certas habilidades necessarias para atividades recreativas, deve ser
persuadido a participar das atividades.

3=Nao possui mais atividades recreacionais.



C. Organizagoes:

0= Comparece a encontros, mantém as atividades como sempre.

1= Comparece menos frequentemente.

2= Comparece ocasionalmente, ndo tem maiores responsabilidades.
3= N&o comparece mais aos encontros.

D. Viagens:

0= O mesmo que o habitual.

1= Viaja se alguém dirigir.

2= Viaja em cadeira de rodas.

3= Limitado a casa ou ao hospital.

4. Compras e dinheiro

A. Compra de comidas:

0= Normal.

1= Esquece de itens ou compre itens desnecessarios.

2= Necessita ser acompanhado enquanto faz as compras.
3= Na&o faz mais as compras.

B. Uso de dinheiro:

0= Normal

1= Tem dificuldade de pagar valores exatos, contar dinheiro.
2= Perde ou coloca o dinheiro em local errado.

3= N&o mais manipula o dinheiro.

C. Administracao das financas:
0= Pagamentos de contas e servicos bancarios normais.
1= Paga contas atrasado, dificuldades para preencher cheques.
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2= Esquece de pagar as contas, problemas para administrar o saldo bancario,

necessita ajuda de terceiros.
3= N&o administra mais as financas.

5. Locomocgéo

A.

Transporte publico:

0= Utiliza transporte publico normalmente.

1= Utiliza transporte publico menos frequentemente.
2= Perde-se utilizando transporte publico.

3= N&o usa mais transporte publico.

Conducéo de veiculos:

0= Dirige normalmente

1= Dirige mais cautelosamente.

2= Dirige menos cuidadosamente, perdeu-se enquanto dirigia.
3= Nao mais dirige.

Mobilidade pela vizinhancga:



0= Normal

1= Sai de casa menos frequentemente.
2=Perde-se nas proximidades da casa.
3= N&o sai mais desacompanhado.

D. Locomocéao fora de locais familiares:
0= Normal.
1= Ocasionalmente fica desorientado em locais estranhos.
2= Fica muito desorientado mas locomove-se se acompanhado.
3= Nao é mais capaz de sair.

6. Comunicacao:
A. Uso do telefone:
0= Normal.
1= Liga apenas para alguns nameros familiares.
2= Apenas atende ao telefone.
3= N&o usa mai o telefone.

B. Conversas:
0= Normal
1=Menos falante, dificuldade de lembrar-se de nhomes ou palavras.
2= Comete erros ocasionais de fala.
3= Fala quase ininteligivel.

C. Compreensao:
0= Compreende tudo que Ihe é dito.
1= Necessita que repitam.
2= Tem dificuldade em compreender conversacdes ou palavras especificas
ocasionalmente.
3= N&o compreende o que as pessoas falam na maior parte do tempo.

D. Leitura
0= Normal
1= Le com menor frequéncia.
2= Tem dificuldades em compreender ou lembrar-se do que leu.
3= Nao Ié mais.

E. Escrita:
0= Normal
1= Escreve com menos frequéncia, erros ocasionais.
2= Apenas assina o nome.
3= Nunca escreve.

7. Relacdes sociais (conjuge)
A. Relacgdes familiares:
0= Normais.
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1= Pequenos problemas matrimoniais.
2= Sérios problemas matrimoniais.
3= Divorciado, separado ou sem mais relacionamentos.

B. Relacdes familiares (criancas)
0= Normal.
1= Facilmente irritavel, puni¢cdes intempestivas.
2=Negligencia as necessidades fisicas e emocionais dos filhos.
3= Incapacitado para cuidar das criangas.

C. Amigos:
0= Encontra 0s amigos com a mesma frequéncia.
1= Encontra os amigos com menor fequencia.
2= Aceita visitas mas nao procura companhia.
3= Recusa-se a vida social, insulta os visitantes.

PONTUACAO TOTAL: /90.
CUIDADOS PESSOAIS: /18.
INSTRUMENTAIS: 1 72.
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Anexo 6 Parecer Consubstanciado do CEP

UNIVERSIDADE DO GRANDE
RIO PROFESSOR JOSE DE g%‘.‘:"‘““’w‘ orma
SOUZA HERDY - UNIGRANRIO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Biomarcadores inflamatoérios e Hormonais na Doenca de
Alzheimer

Pesquisador: Luiz Felipe da Silva Figueiredo
Area

Tematica

: Versao:

1

CAAE: 57332116.7.0000.5283

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE UNIGRANRIO

Patrocinador Principal: FUND COORD DE APERFEICOAMENTO DE PESSOAL
DE NIVEL SUP

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 1.642.928

Apresentacao do Projeto:

Proposta bem apresentada, bastante objetiva, com linguagem clara, de facil leitura,
demonstrando bom conhecimento do estado da arte do tema a ser desenvolvido como
dissertacdo de mestrado.

Objetivo da Pesquisa:

O obijetivo basico deste projeto é "Rastrear biomarcadores inflamatorios e hormonais
associados a Doencas de Alzheimer". Onde pretende-se ldentificar a presenca
marcadores inflamatorios e niveis alterados de cortisol e DHEA em DA. Analisar a
relacdo entre os biomarcadores inflamatérios e hormonais com a severidade da
doenca. Analisar a relacao entre os biomarcadores inflamatérios e hormonais com a
severidade da doenca. Analisar a relacdo entre os biomarcadores inflamatorios e
hormonais com a capacidade funcional e altera¢des fisicos-comportamentais.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
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O Unico risco que podemos observar € um pequeno desconforto, normalmente
presente na coleta do sangue ser utilizado na andalise bioquimico e molecular.
Quanto aos beneficios, acredito que os resultados a serem obtidos tem carater pois
deve contribuir para 0 uma maior compreensao do desenvolvimento da doenca.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Como mencionado antes, considero este projeto de relevante importancia para o
conhecimento cientifico da Doenca de Alzheimer.

Endereco: Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160

C

E 25.071-
Bairro: 25 de Agosto P: 202
UF:
RJ Municipio: DUQUE DE CAXIAS

Telefo (21)2672- Fax: (21)2672-
ne: 7733 7733 E-mail: cep@unigranrio.com.br
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UNIVERSIDADE DO GRANDE
RIO PROFESSOR JOSE DE g%‘awm orma
SOUZA HERDY - UNIGRANRIO

Continuacao do Parecer: 1.642.928

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Sem restrigoes.

Recomendacdes:

Devido , dificuldades que geralmente observamos quando se trata da obtencdo de
dados de doentes com doencas cronicas e respectivos controles, recomendo esforgos
para obtencdo de amostras em outros centros de atendimento de idosos e assim
conseguir um tamanho amostral necessério para fazer inferéncias estatisticas
consistentes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Recomendo a aprovacgéo desta proposta.

Consideracfes Finais a critério do CEP:

Prezado (a) Pesquisador (a),

O Comité de Etica em Pesquisa da UNIGRANRIO atendendo o previsto na Resoluc&o
466/12 do CNS/MS APROVOU o referido projeto na reunidao ocorrida em 20 de julho de
2016. Caso o (a) pesquisador (a) altere a pesquisa € necessario que o projeto retorne
ao Sistema Plataforma Brasil para uma futura avaliacdo e emissdo de novo parecer.
Lembramos que o (a) pesquisador (a) devera encaminhar o relatorio da pesquisa apés
a sua conclusao, como um compromisso junto a esta instituicdo e o Sistema Plataforma
Brasil.

O Projeto foi aprovado,mas o relator fez uma sugestéo, abaixo segue a mesma:

Devido, dificuldades que geralmente observamos quando se trata da obtencédo de
dados de doentes com doencas cronicas e respectivos controles, recomendo esforcos
para obtencdo de amostras em outros centros de atendimento de idosos e assim
conseguir um tamanho amostral necessario para fazer inferéncias estatisticas
consistentes.

Cordialmente,
CEP/Unigranrio.



Endereco: Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160

Bairro:

UF:

RJ
Telefo
ne:

C

E 25.071-
25 de Agosto P: 202
Municipio: DUQUE DE CAXIAS
(21)2672- Fax: (21)2672-

7733 7733 E-mail:

cep@unigranrio.com.br
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Devido, dificuldades que geralmente observamos quando se trata da obtencdo de dados de

doentes com doencgas cronicas e respectivos controles, recomendo esfor¢os para obtencdo de

amostras em outros centros de atendimento de idosos e assim conseguir um tamanho amostral

necessario para fazer inferéncias estatisticas consistentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Postage Situa
Documento Arquivo m Autor céo
Informacgdes PB_INFORMACOES_BASICAS _ 14/06/2 Ace
Basicas DO P 016 ito

17:44:3
do Projeto ROJETO 699728.pdf 4
14/06/2  |Luiz Felipe da Ace
Outros MINI_MENTAL.doc 016 Silva ito
17:44:1
3 Figueiredo
13/06/2  |Luiz Felipe da Ace
Outros carta_de anuencia.pdf 016 Silva ito
14:21:0
5 Figueiredo
13/06/2 |Luiz Felipe da Ace
Outros Termo_de_Confidencialidade.pdf 016 Silva ito
14:20:2
7 Figueiredo
Teste_de_Sentar_e Levantar.doc 10/06/2  |Luiz Felipe da Ace
Outros X 016 Silva ito
22:51:4
0 Figueiredo
10/06/2  |Luiz Felipe da Ace
Outros CDR.docx 016 Silva ito
22:48:3
0 Figueiredo
10/06/2  |Luiz Felipe da Ace
Cronograma cronograma.docx 016 Silva ito
22:41:5
4 Figueiredo
10/06/2  |Luiz Felipe da Ace
Outros Roteiro_de Entrevista.docx 016 Silva ito
22:40:3
7 Figueiredo
06/06/2 [Luiz Felipe da Ace
Orcamento orcamento_Pesquisa.pdf 016 Silva ito
19:38:5
2 Figueiredo
TCLE / Termos TERMO_DE_CONSENTIMENTO 01/06/2  |[Luiz Felipe da Ace
de _LIVR 016 Silva ito
12:37:2
Assentimento / E_E ESCLARECIDO.docx 0 Figueiredo
Justificativa de
Auséncia
01/06/2  [Luiz Felipe da Ace
Folha de Rosto Folha _de_ Rosto CEP.pdf 016 Silva ito
12:35:4
2 Figueiredo
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Projeto 18/05/2  |Luiz Felipe da Ace

Detalhado / Projeto_Mestrado.docx 016 Silva ito
16:29:3

Brochura 1 Figueiredo
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Parecer:

Aprovado
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Continuacao do Parecer: 1.642.928
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Assinado por:
Renato Cerqueira
Zambrotti

(Coordenador)
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Anexo 7 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(De acordo com as normas da Resolugdo n°466, do Conselho Nacional de Salde de 12/12/2012)

Vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa — Influéncia sobre
biomarcadores nas doencas neurodegenerativas em idosos. Vocé foi selecionado
por ser maior de 55 anos e sua participacdo ndo é obrigatéria. A qualquer
momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa
ndo trard nenhum prejuizo em sua relagdo com pesquisador da Unigranrio ou
UFRJ. Isto significa dizer que o seu tratamento nestes lugares esta garantido.

Os objetivos desde estudo séo: 1) estudar os fatores imunolégicos que
possam estar influenciando o desenvolvimento de doencas da populacdo idosa
como, depressdo, deméncia entre outras. 2) estudar fatores fisicos que possam
estar relacionados com os fatores imunologicos. 3) estudar os fatores cognitivos e
emocionais que possam se relacionar com os fatores imunologicos.

Sua participacdo nesta pesquisa consistira em doar uma amostra de 5ml de
sangue total que serd utilizada para posterior analise dos fatores imunolégicos e
um teste de capacidade funcional. Pode ser necessario uma segunda coleta, caso
o material biolégico ndo seja suficiente ou sofra algum tipo de alteracdo
(coagulacdo, hemdlise). Esta coleta ndo acarreta nenhum prejuizo ou risco a sua
saude, exceto aqueles relacionados com um pequeno desconforto, comum a
retirada rotineira de sangue, ou um pequeno hematoma. A coleta sera realizada
por um profissional previamente treinado. Os beneficios relacionados com a sua
participacdo sdo de grande importancia cientifica pois os resultados permitirdo
entender e adotar medidas apropriadas para a melhoria da qualidade de vida dos
pacientes. Para o teste de capacidade funcional, serd necessario realizar um teste
gue consiste em realizar atividade de sentar e levantar durante 30 segundos em
uma cadeira.

As informacg0des obtidas desta pesquisa sdo confidenciais e asseguramos 0
sigilo sobre a sua participacdo. Os dados nao serdo divulgados de forma que

possibilite a sua identificagdo. O sigilo e a confidencialidade das informacgbes
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obtidas pelo estudo serdo preservados. Nenhuma identidade dos participantes
sera revelada. As amostras de material biologico e os resultados dos testes fisicos
fardo partes de um banco de dados identificados por cddigos numéricos
especificos.

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com o
senhor(a), podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou
a qualquer momento com o0s pesquisadores responsaveis: Dr. Jerson Laks
(responséavel) no e-mail (jersonlaks@gmail.com, Tel.: 21 99986-5794), Luiz Felipe

Figueiredo (pesquisador mestrando UNIGRANRIO, lipe.figueiredo@aglobo.com.
Tel.: 21 99490-3037).

Pesquisador responsavel

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacéao
na pesquisa e concordo em participar.

O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em pesquisa em Seres Humanos da UNIGRANRIO, localizada na Rua Prof. José
de Souza Herdy, 1160 — CEP 25071-202 TELEFONE (21) 2672-7733 — endereco

eletrbnico: cep@unigranrio.com.br.

Rio de Janeiro, de de 20 )

Sujeito da pesquisa


mailto:jersonlaks@gmail.com
mailto:lipe.figueiredo@globo.com
mailto:cep@unigranrio.com.br
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