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1. SNC: Sistema Nervoso Central

2. AD: Alzheimer’s Disease

3. EN-e: Enolase Neurbnio-especifico

4. NSE: neuron-specific enolase

5. MMSE: Mini Mental State Examination

6. CDR: Escala de Avaliagcdo da Deméncia
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3. INTRODUCAO

O envelhecimento populacional é um fenbmeno global. Estima-se que,
considerando a populacdo mundial, o nimero de pessoas com 60 anos ou mais namero
de pessoas com 60 anos ou mais ira crescer mais de 300% nos préximos 50 anos, de
606 milhdes em 2000 para quase dois bilhdes em 2050. Este crescimento sera maior
nos paises me nos desenvolvidos, onde esta populacdo ird aumentar mais do que 4
vezes, de 374 milhdes em 2000 para 1,6 bilhdes em 2050.

O Brasil € um dos paises em desenvolvimento nos quais o envelhecimento da
populacdo esta ocorrendo com maior velocidade. Nos ultimos 50 anos houve um
aumento expressivo da populagdo com 60 anos ou mais. Em 1950 essa populagéo era
de aproximadamente 2 milhdes, e correspondia a 4,1% da populacédo total. No ano 2000
esta populagdo aumentou para 13 milhdes, mais que sextuplicando, e passou a
corresponder a 7,8% da populagdo total. Nos proximos 50 anos estima-se que a
populacao idosa sera de 58 milhdes, o que correspondera a 23,6% da populacéo total.
Atualmente, a maioria de pessoas idosas, em numeros absolutos, ja vive em paises em
desenvolvimento. Apesar disso, existe pouca informacdo sobre a situacdo de saude
dessa parcela da populagdo. Entre  0s problemas de sadde que ocorrem com mais
freqUéncia nesta fase da vida e para os quais existe pouca informacdo epidemiolégica
estd a deméncia, caracterizada pela presenca do declinio da fungdo cognitiva,
incluindo a memoria, e interferéncia no funcionamento ocupacional ou social.
(Scazufca et al., 2002)

No Brasil e em outros paises em desenvolvimento, os estudos populacionais
sobre deméncia sdo escassos, e ainda ndo existem estimativas precisas da sua
incidéncia e prevaléncia. Num estudo de Nitrini e colaboradores, 2004 em Catanduva,
cidade do interior de Sdo Paulo, Brasil, no ano de 1997, em amostra de 1656 idosos

acima dos 65 anos, relatou a incidéncia de deméncia como sendo de 13,8 por 1000, e a



deméncia de Alzheimer como 7,7 por 1000. A taxa de incidéncia praticamente dobra a
cada 5 anos de idade. Nao ha diferenca no sexo, mas mulheres tem maior incidéncia de
deméncia, principalmente DA acima de 85 anos de idade (Nitrini et al., 2004).
Atualmente, estima-se a prevaléncia de pessoas com deméncia nos paises em
desenvolvimento a partir dos parametros obtidos nos paises desenvolvidos.

Assim, considerando-se uma prevaléncia uniforme de 3%, obtida a partir das
prevaléncias para faixas etarias especificas observadas nos paises desenvolvidos
ponderadas pela distribuicdo etaria da populacao idosa dos paises em desenvolvimento,
0 numero de pessoas com 60 anos ou mais com deméncia nos paises em
desenvolvimento espera-se, para o ano de 2020 que a populagéo idosa seja em torno de
15 milhdes de brasileiros, sendo que o valor absoluto de individuos portadores de
deméncia, mantendo-se a mesma proporcao, serd de 450 mil pessoas . Este aumento
devera ser mais significativo nos estados que compdem a regido sul do pais por
apresentar expectativa de vida mais elevada, e concentrar grande parte desta populacao

idosa (IBGE, 2000).
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Tabela 1- nimero de individuos com mais de 60 anos no Brasil

No mundo todo, para o ano 2010, espera-se encontrar 18 milhdes de pessoas

portadoras de deméncia, sendo dois tercos, i.e. 12 milhdes, com a doenca de Alzheimer.



Poucos estudos de prevaléncia de deméncia foram realizados nos paises em
desenvolvimento, mas as evidéncias sugerem gue a taxa de prevaléncia € a mesma dos
paises desenvolvidos (3% da populagédo acima dos 60 anos) (Van Dujin et al., 1996). No
entanto, a maioria da populacdo com deméncia em todo mundo esta ainda para ser
encontrada e vive em paises de baixa e média renda.

Nos proximos 20 anos devera ocorrer aumento do valor absoluto de deméncia,
principalmente na China, india e América Latina (Prince, 1997).

Devido a heterogeneidade do curso da doenca de Alzheimer, das dificuldades
de deteccdo precoce, de confirmacdo diagnostica, de determinacdo da evolucdo e do
grau de severidade por testes neuropsicométricos por valores clinicos insatisfatorios (alta
sensibilidade com baixa especificidade, ou vice-versa), bem como dos exames de
imagem (por tomografia computadorizada ou ressonancia magnética) também por
parametros diagnosticos insuficientes (sensibilidade e especificidade baixas), os
imunocontetudos sérico de S1008 e EN-e podem ser instrumentos complementares
validos. Podem possivelmente contribuir no acompanhamento do comprometimento
cognitivo correlacionando-o ao grau de severidade da deméncia e da perda tecidual
cerebral (atrofia), e de sua evolucéo ao longo da doenca (como um marcador de declinio
cognitivo), podendo auxiliar na determinacéo de cuidados especiais e sobrevida.

Estes resultados poderdo auxiliar estudos clinicos e epidemiolégicos,
contribuindo tanto na fase diagndstica quanto na progndstica, que posteriormente
incorporados a rotina clinica prética, podera colaborar para a melhora da qualidade de
vida dos pacientes e seus familiares, bem como do manejo dos pacientes por parte dos

servigos de atendimento a saude.
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4. REVISAO DA LITERATURA

De forma geral os quadros demenciais ocorrem numa freqiiéncia semelhante em
todo o mundo, que é em torno de 5% dos individuos acima dos 65 anos. Acima dos 80
anos, esta frequéncia pode chegar a 20-25% (Heyman et al., 1984; Van Duijin et al.,
1991). De todas as causas, a doenca de Alzheimer costuma corresponder a 50% ou mais
de todos os casos de deméncia, seguida pela deméncia vascular e pela combinagéo das
duas. Nos paises de economia em desenvolvimento, onde os sistemas de saude e
educacdo sdo precérios, a deméncia vascular ocupa o primeiro lugar em frequéncia,
seguida pela doenca de Alzheimer e a combinac&o das duas (Chaves, 1995).

Embora o diagnéstico definitivo da doenca de Alzheimer requeira autépsia e
amostras de tecido cerebral, ndo é necessario esperar até a morte para saber, com um
certo grau de certeza, 0 que provoca 0s sintomas e comportamentos observados. O
diagnostico clinico inclui a histéria completa do paciente e de sua familia, o exame fisico,
revisdo do uso de farmacos, exame neuroldgico e testagem neuropsicoldgica, avaliacado
psiquiatrica, e testes laboratoriais.

A acuracia e a disponibilidade de diagnéstico clinico tém melhorado
significativamente nos ultimos anos, sendo que diversos estudos tém mostrado que estes
apresentam acuracia em torno de 81-88% em relacdo as autopsias (Geldmacher, 1999).

O diagnostico clinico oferece um grande numero de beneficios. Podera
identificar deméncia provocada por condi¢cdes reversiveis (reacdes a drogas, tumores,
infeccbes, problemas da tiredide ou deficiéncias nutricionais) o que em alguns casos,
quando tratadas, a deméncia pode desaparecer. E importante lembrar que mesmo as
condi¢cdes reversiveis se ndo identificadas, e consegientemente ndo tratadas, podem
causar lesdo permanente. Nas deméncias irreversiveis podera ser Util para identificar a

presenca de outros problemas clinicos, que podem estar complicando a doenca que



produz a deméncia, como no caso de Alzheimer, e que podem ser tratados. A qualidade
de vida do paciente pode ser melhorada se condigbes trataveis forem controladas
(Alzheimer’s Association, 1999). Mas mesmo assim, falha para detectar o déficit cognitivo
decorrente da deméncia, especialmente da doenga de Alzheimer, ocorre em 21% a 72%
dos pacientes, e mais freqlentemente no inicio do curso da doenca, porque as
alteracBes cognitivas podem nao ser identificadas pela avaliagdo. Ou, entdo, o déficit
cognitivo é identificado mas acaba sendo classificado como aquele que pode ser
observado no envelhecimento normal. Para diminuir esta falha, muitos marcadores
bioquimicos foram pesquisados no liquor, soro sanguineo e tecidos humanos, como
neurotransmissores e proteinas que sado encontradas nas les6es do sistema nervoso
central caracteristicas da doenca de Alzheimer. Muitos marcadores se mostraram
insatisfatorios ou insuficientes, ou ainda inviaveis para o uso clinico (Corey-Bloom et al,
1993), ndo havendo ainda nenhum marcador biolégico de uso clinico comprovado.

O diagnéstico precoce € importante porque permite tratamento na fase inicial de uma
deméncia reversivel, mas principaimente e de forma mais frequente auxilia o alivio do
sofrimento desnecessario para o paciente portador de doencga nao reversivel (Alzheimer)
e sua familia. O planejamento precoce, iniciado quando os sintomas de deméncia sao
leves, também pode ser mais efetivo e pode mesmo auxiliar a limitar o peso financeiro e
psicologico sobre o paciente e cuidador por prepara-los para lidar com a doenca. Pode
permitir ao proprio doente participar no planejamento dos cuidados e das decisdes a
serem tomadas. Uma vez que o diagnostico tenha sido feito, planejar o manejo da
doenca, tratar problemas médicos concomitantes e identificar fontes e recursos que

poderéo ser necessarias, podem ser iniciados.

4.1. Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer é uma doenca cerebral degenerativa com deméncia
progressiva. Aspectos clinicos incluem perda gradual de memoria, alteracbes de
linguagem e da habilidade para executar tarefas rotineiras, desorientacado, dificuldade de

aprendizado e mudancgas na personalidade (Corey-Bloom et al, 1993).



As dificuldades discretas da memoria costumam ser o primeiro sintoma.
AlteracOes de personalidade, como perda de interesse e apatia, freqientemente ocorrem
a seguir. O prejuizo de memoria piora gradualmente e aparecem déficits em outras areas
cognitivas, como julgamento, raciocinio abstrato, calculo, e habilidades viso-espaciais. As
vezes ja no inicio, mas mais frequientemente nos estagios intermediarios da doenca, uma
afasia de fluéncia comeca como uma dificuldade para nomear objetos ou escolher a
palavra certa para expressar uma idéia (anomia). Esta afasia é progressiva em muitos
pacientes, especialmente naqueles com doenca de inicio precoce, levando a uma perda
total da sequiéncia logica da fala. Apraxia também ocorre e pode caracterizar um grande
problema para os cuidadores. Nos estagios finais da doenca, os pacientes apresentam
grande alteracdo do ciclo sonol/vigilia, e tendem a perambular, tornarem-se
episodicamente agitados e irritAveis e perdem a capacidade de atender suas
necessidades pessoais como se vestir, alimentar-se e executar higiene pessoal. A
deméncia da doenca de Alzheimer, apresenta-se com um inicio insidioso e curso com
deterioracdo progressiva. Caracteriza-se por um diagnostico clinico e patolégico
combinado, que s6 pode ser atingido de forma definitiva quando um paciente satisfaz os
critérios clinicos e apresenta na biopsia cerebral ou exame pdés-mortem as alteracoes
histolégicas da doenca (inUmeras placas neuriticas e emaranhados neurofibrilares no
hipocampo e neocortex).

A causa da doenca de Alzheimer é ainda desconhecida. O que se sabe a partir de
pesquisas recentes e em andamento € que uma variedade de fatores, genéticos e
ambientais, levam as alteracdes neuropatolégicas no cérebro do que chamamos de
doenca de Alzheimer. Mdltiplos fatores ambientais e genéticos auxiliam ou estimulam a
cascata de alteracdes patoldgicas no cérebro. Enquanto a "primeira causa" (ou "primeiras
causas") da doengca de Alzheimer ndo tenha sido determinado com certeza, o
conhecimento acumulado até agora sobre estas alteracfes sdo objeto da compreensao
do processo da doenca, concepcao de terapias para combater ou reduzir a progressao
da doenca, e oferecer esperanca de interferir com o0 surgimento da doenca em

populacdes de idosos vulneraveis (DeKosky, 1999).



As alteragdes neuropatolégicas e bioquimicas da doenca de Alzheimer podem
ser divididas em duas éareas gerais: modificagdes estruturais e alteragbes nos
neurotransmissores/ sistemas neurotransmissores. As modificagfes estruturais incluem
os enovelados neurofibrilares, placas neuriticas e alteragdes do metabolismo amil6ide,
bem como as perdas sinapticas e morte neuronal. O declinio cognitivo € acompanhado
do surgimento destas lesbes caracterizadas pela deposicdo fibrilar extracelular de
polipeptidios derivados de glicoproteinas denominadas B-APP (“B-amyloid precursor
protein”) e por emaranhados filamentosos intraneuronais formados por proteinas tau em
um arranjo denominado PHF (“paired helical filaments”), ou seja filamentos helicoidais
pareados. Tais depédsitos amildides sdo distribuidos principalmente nas paredes dos
vasos cerebrais, placas neuriticas e lesdes difusas nos ganglios da base e no cerebelo.
Nas placas neuriticas tipicas encontramos processos neuronais (com PHF), processos
astrociticos e microglia. As B-APP tém origem em um gene do cromossomo 21 (Small,
1998). O envolvimento de outros cromossomos, além do 21, tem sido investigado. Nos
cromossomos 1 e 14 estdo genes de proteinas envolvidas no processamento das f-
APP e no 19 estao genes da apolipoproteinas E que interagem com as proteinas tau na

génese dos PHF (Cummings et al ,1998; Levy-Lahad et al., 1995; Oliveira e Zatz, 1999).

4.2. Proteina S100p8
4.2.1. Historico da proteina S1008:

A proteina S100p foi descrita primeiramente por Moore em 1965, durante um
experimento de mapeamento protéico de extratos sollveis de cérebro e figado bovino,no
gual ele buscava encontrar proteinas exclusivas ou Unicas do sistema nervoso
(Kapzinski, Quevedo & lzquierdo, 2003). O mapeamento foi feito por eletroforese em gel
de amido, e uma banda de proteina em especial chamou a atencdo por se mover mais
rapidamente sem sobreposi¢ao de outras proteinas e por estar presente nos extratos de
cérebro, mas ausente nos de figado.Devido a solubilidade parcial dessa proteina em
solugéo de sulfato de aménio 100% saturado e pH neutro,ela foi denominada “S100”.Na

época, Moore sugeriu que esta seria uma proteina de origem neuronal. Posteriormente,



foi demonstrado que a fragdo S100 isolada de tecido cerebral continha
predominantemente uma mistura de dois poliptideos, o e B, constituindo as duas
isoformas da S100: al(dimero o -o) e B (dimero B-B). Atualmente, sabe-se que a
proteina S100p faz parte da familia de proteinas ligante de célcio denominada S100 e
estd presente em altas concentragdes no citosol dos astrocitos, mas também ja foi
imunodetectada em células de Schawann, melandcitos, adipdcitos, condrdcitos e células
epidermais de Langerhans. Desde o isolamento e caracterizagdo da S1003 e da
S100a.1,19 proteinas ja foram descritas como sendo componentes da familia S100.

4.2.2 Propriedades funcionais:

Apesar de a proteina S100 ter sido descrita ha mais de 30 anos , suas funcdes
biologicas ainda ndo foram totalmente identificadas e compreendidas;entretanto,tem sido
relatado que essa familia apresenta atividades tanto intra como extracelulares. Embora
detectada extracelularmente, a concentracdo intracelular € muito maior, 0 que sugere
gue, nesse compartimento,as proteinas S100 funcionam como proteinas receptoras de
célcio.Dentro das células, elas tém sido relacionadas a fun¢des biolégicas, tais como: (a)
regular a fosforilacdo de proteinas constituintes do citoesqueleto, como proteina glial
fibrilar acida (GFAP) e proteinas associadas a microtubulos; (b) modular a atividade de
enzimas como ATPase,adenilato ciclase e aldolase; (c) modular o ciclo celular. A S1008
pode ser secretada fisiologicamente e estimular extracelularmente a diferenciacdo
neuronal e a proliferacdo glial.

Azmitia e colaboradores mostraram que a secre¢cédo da proteina S100p poderia
ser estimulada pelo neurotransmissor serotonina, por meio dos receptores 5-HT1A
presentes nos astrécitos. Em contrapartida, a proteina liberada pelos astrocitos
provocaria a liberagcdo de mais serotonina pelos neurdnios. Ja foi demonstrado que o
tratamento crénico com antidepressivos promove o aumento da expressédo da S1008 no
hipocampo.Dessa forma, a S1008 pode ser um dos fatores que medeiam as acdes
neurotroficas de antidepressivos serotonérgicos. Os mecanismos que envolvem a

secrecdo da S100p e a ativagdo desses processos ainda séo objetos de investigagoes.



4.2.3 Os astrocitos e a proteina S1008

Pode-se dizer que aproximadamente 95% da S100p3 corporal esté localizada no
cérebro e principalmente nos astrocitos. Entre as células gliais, os astrécitos sdo as mais
abundantes e desempenham um papel importante, que esta relacionado a homeostasia e
a integracdo dos processos neuroquimicos, e ndo unicamente ao suporte estrutural. Os
astrocitos também liberam fatores neurotréficos e citocinas, orientam o desenvolvimento
neuronal, direcionam o crescimento dos axbnios, regulam o metabolismo dos
neurotransmissores e 0s niveis dos ions extracelulares. Outro importante papel atribuido
aos astrocitos é a sua participagdo tanto na formacdo quanto na manutencdo da
integridade da barreira hematoencefalica. Portanto, alteracdes funcionais ou estruturais
nos astrocitos podem afetar a atividade neuronal e das préprias células gliais, resultando
em comprometimento do sistema nervoso central (SNC). Nesse contexto que envolve
aspectos estruturais e funcionais dos astrécitos , a proteina S100p tem recebido muita
atencdo da comunidade cientifica, tanto em relagcdo nas patologias quanto em relacdo as
funcbes fisiolégicas. No desenvolvimento do sistema nervoso, ocorre uma série de
eventos coordenados que inclui a regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo celular,
sendo que a proteina S100B tem sido implicada nesses processos. Recentemente,
Portela e colaboradores, 2002 demonstraram que, em individuos higidos desde neonatos
até os 70 anos , os niveis da proteina S100B apresentam uma correlagdo negativa com a
idade, isto é, quanto mais jovem o individuo, maiores 0s niveis sanguineos dessa

proteina. Tal resultado estd de acordo com a idéia do envolvimento da S1008 nos

processos de desenvolvimento e maturagdo do SNC.



4.2.4 A proteina S100p como marcadora de dano ao sistema nervoso
central

Embora o papel fisiologico da proteina S100p ainda ndo seja completamente
conhecido, esta bem descrito que seus niveis no sangue e no liquor estdo aumentados
em varios disturbios agudos: traumatismo craniano (Herrmann e cols 1999; Pleines et al.,
2001; de Kruijk, 2001) hipotenséo induzida, mania aguda (Machado-Vieira et al., 2002)
bypass arteriocoronariano (Basile e cols, 2001; Rasmussen e cols 2002), de cronicos, no
liquor de pacientes com DA envolvendo o SNC. (Peskind e cols. 2001) Tem sido
demonstrado que a quantificacdo dos niveis da proteina S1008 em LCR (Liquido
céfalorraquidiano) e sangue correlaciona-se com a intensidade e as extensbes das
lesdes do SNC,0 que permite a sua utilizacdo em estudos como marcador bioguimico de
dano funcional ou estrutural ao SNC. O aumento dos niveis da proteina S1008 no liquor
e no sangue pode refletir gliose reativa,leséo estrutural ao astrécito,bem como alteragdes
na barreira hematencefélica.
4.2.5 Proteina S100 e Doencas Neurodegenerativas

Estudos com o objetivo de esclarecer o envolvimento potencial da S1008 em
processos neurodegenerativos e 0s mecanismos pelos quais ela exerce seus efeitos tém
sido tratados com grande interesse nos ultimos anos

A S100B é uma citoquina derivada de astrocitos, de uma familia de proteinas
acidas, muito soluveis, de baixo peso molecular (Boyes et al, 1986; Van Eldik and
Zimmer, 1987; Donato, 1999),que promove sobrevivéncia e desenvolvimento neuronal,
crescimento neuritico e sintese de precursores da proteina B amildide (B-APP) em
neurdnios e neuritos (Donato, 1999).

A S1008 é um homodimero de 21 kDa com dois sitios de calcio do tipo “EF
hand”/mondémero envolvida na modulacdo da atividade de outras proteinas. Muitos alvos
intracelulares da proteina S1008 tém sido descritos, tais como a proteina tau (1)
associada a microtubulos, a GFAP e a vimentina, proteinas de filamentos intermediarios

em astrécitos, a B-50 e a MARCKS associadas ao desenvolvimento celular e a p53, uma



proteina pro-apoptotica (Fano et al, 1996). A fosforilagdo de todas estas proteinas €
modulada pela S100B. Em nosso laboratério demonstramos que a fosforilagdo da GFAP
pode ser inibida pela S100p (Ziegler et al, 1998). Embora sem evidéncias definitivas
acredita-se que esta proteina tenha muitos papéis intracelulares modulando o
crescimento e diferenciacdo celular, através de seus alvos protéicos no nudcleo, no
citoesqueleto e na membrana.

A presenca extracelular da proteina S100p8 tem um efeito mitogénico sobre
células astrogliais, bem como neurotréfico sobre neurdnios (Kligman e Marshak, 1985;
Selinfreund et al, 1991). Os efeitos tréficos de S100B sdo observados in vitro em
concentragbes de pM a nM (Donato, 1999). Entretanto, niveis micromolares, como 0s
observados em doencas neurodegenerativas, poderiam ser deletérios ao tecido nervoso.
De fato, niveis micromolares de S1008 podem levar & morte por apoptose de neurdnios e
astrocitos in vitro, por uma via dependente de 6xido nitrico (Hu et al, 1997).

Muitos estudos tém sugerido que a S100p pode ser um marcador clinico de
valor para a avaliagdo de lesdo cerebral numa variedade de situagdes clinicas (dano ou
doenca), como pos cirurgia cardiaca (Kumar et al., 1997; Van Dongen et al., 1998;
Rasmussen et.al.,2002), parada cardiaca (Basile et.al., 2001), AVE isquémico (Mokuno
et al.,, 1983; Persson et al.,, 1987), trauma craniano (Herrmann et.al.,2001; Kruijk
et.al.,2001), doenca de Creutzfeldt-Jakob; (Green et al., 1997ab),) e no envelhecimento
normal (Portela et.al., 2002). Na doenca de Alzheimer, cujas lesGes histologicas sdo
bastante similares as encontradas na sindrome de Down, a proteina S1003 pode ter um
papel ativo na etiopatogenia da doenca (W hitaker-Azmitia et al, 1997). Os astrécitos nas
placas neuriticas, de tecido cerebral de necrépsia de pacientes portadores de doenca de
Alzheimer, contém elevados niveis da proteina S1008 (Griffin et al,1989). Varias
observacdes sugerem o envolvimento da proteina S100p na doenga de Alzheimer, como
o elevado imunocontetdo no tecido cerebral, no liquor e no sangue (Griffin et al, 1989;
Singh et al, 1994; Green et al, 1997a), a interacdo com proteinas tau, as quais sao
anormalmente fosforiladas nos PHF, e a localizagdo génica no cromossomo 21, mais

especificamente na regido 21g22.2-22.3 referida como DSCR1 (“Down Syndrome



Chromosome Region 1”), que estéa relacionada ao fenotipo da sindrome de Down como o
retardo mental (Mito et al, 1993).

Os estudos com tecido cerebral humano post-mortem (Griffin et al., 1989;
Marshak et al., 1990; Sheng et al., 1994; Van Eldik and Griffin, 1994; Mrak et al., 1996;
Sheng et al., 1997; Griffin et al., 1998; ), animais (Sheng et al., 2000) e cultura de células
(Hu et al., 1997; Hu and Van Eldik, 1999), implicam a S100p na patogénese das placas
neuriticas da doenca de Alzheimer. J& foi demonstrado que os niveis da S1008
biologicamente ativa estdo elevados no tecido cerebral de necrépsia de pacientes com
DA (Marshak et al., 1991), e que esta elevacado é diretamente relacionada a patologia
neuritica t-positiva (Sheng et al., 1994, 1997), e a difusdo da patologia da placa neuritica
através das regides cerebrais (Van Eldik and Griffin, 1994). Além disso, o numero de
astrocitos associados as placas neuriticas, super-expressando S1008, correlaciona-se
com a densidade de neuritos distroficos exageradamente crescidos, super-expressando
B-APP, nas placas neuriticas individuais bem como nos campos ricos em placas de
cérebros com Alzheimer (Mrak et al., 1996). Estes achados em conjunto com as fun¢des
bioldgicas estabelecidas para a S100p s&o consistentes com um papel para a S1008 na
producdo dos neuritos distroficos na DA, um passo necessario na transformacdo dos
depdsitos amildides benignos (do envelhecimento normal) nas placas neuriticas

diagnésticas de DA.

4.3 Proteina EN-e

Muitas substancias sdo langcadas no liquido cérebro raquidiano e no sangue
durante a lesdo no cérebro mas o marcador ideal de dano cerebral tem que satisfazer
certos requisitos: estar localizado intracelularmente,estar presente em alta concentracao
no tecido cerebral e finalmente , ser relativamente facil sua deteccédo. A proteina Enolase
Neurbnio-especifico (EN-e) como mencionado, pode ser um possivel marcador de dano

no tecido cerebral.



A Proteina enolase neurdnio-especifico (EN-e) € uma proteina intracelular,
predominantemente presente no citoplasma do neurénio e em células neuro-enddcrinas
em insignificantes concentragcdes. E uma iso-enzima da via glicolitica ,especifica para
para phosphoglycerate e phosphoenolpyruvate (2-phospho-D-glycerate-hydrolase, EC.
4.1.11). E uma enzima altamente solivel, sendo facilmente liberadad no liquor e no
sangue, ap6s algum dano cerebral, com uma meia-vida de 48 horas (Marangos et al.,
1987).

A EN-e constitue por volta de 1.5% de toda a massa de proteinas do cérebro.O
papel da EN-e no sistema nervoso central ndo esta completamente elucidado mas alguns
estudos relatam sua fungéo neuroprotetora. Descreve-se que durante o desenvolvimento
do SNC a EN-e toma parte na formacéo de estruturas da membrana e esta envolvido em
todos os processos celulares dependentes de energia (Hattori et al., 1995; Sesenbrenner
et al., 1997).

A EN-e é tambem necessaria para a manutencéo da excitabilidade da membrana
neuronal (Kaiser et al., 1989). E sabida sua participacdo na regulacdo da resposta ao
stress, e nos processos reparativos do cérebro.( Sesenbrenner et al., 1997; Horn et al.,
1995). Células tumorais, neurobalastoma, seminoma,e o tumor de pequenas células do
pulmdo podem produzir EN-e, a qual é seguida por um aumento desta enzima no
plasma(Cooper et al., 1985; OremeK et al., 1993).

Estudos experimentais mostram um aumento da EN-e no plasma e no liquor apés
isquemia no cérebro de animais de laboratério (Horn et al., 1995; Barone et al., 1993;
Hardermark e tal., 1989) e em humanos.(Cunningham, et al., 1996). Baseado neste fatos
seria importante estudar os niveis de EN-e em patologias como a DA a nivel periférico e
sua relacdo com algumas variaveis da doenga como idade, sexo, gravidade(escala CDR-
escala de avaliacdo de deméncia - Morris, 1997; Hughes, 1982 e grau de

comprometimento cognitivo (teste Mini Mental - Folstein et al., 1975)
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5. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Investigar o imunoconteudo por método de quimioluminescéncia de S1003 e EN-
e como marcadores na doenga de Alzheimer e da sua gravidade, em relacéo a idosos

normais da comunidade.

Objetivos especificos:

1. Avaliar o imunoconteudo de S1003 e EN-e séricos de pacientes com diagnéstico
clinico provavel de doenca de Alzheimer comparando a variabilidade do mesmo
numa amostra de voluntérios normais;

2. Comparar os niveis séricos de S100B e EN-e entre os niveis de gravidade da doenca
(escala CDR);

3. Correlacionar os niveis séricos de S1003 e EN-e com o desempenho cognitivo (Mini
Exame do Estado Mental - MMSE), idade e sexo dos pacientes com DA e dos idosos
normais;

4. Avaliar a variabilidade dos niveis séricos de S100B e EN-e nos idosos normais da

comunidade com idade acima de 80 anos, comparando-0s com 0S mais jovens.
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Abstract

Objective(s): We evaluated S100p3 and neuron-specific enolase (NSE) serum levels in
mild, moderate and severe Alzheimer’s disease (AD) patients. We also analyzed S10083
and NSE serum levels in community healthy elderly. Methods: We carried out a cross-
sectional study with 36 Alzheimer's disease patients and 66 community-dwelling healthy
elderly. The Alzheimer's disease patients were those who met the probable NINCDS-
ADRDA criteria. The AD diagnosis was assigned following the application of the Mini
Mental State examination and the Clinical Dementia Rating (CDR) scale. A sample of
community-dwelling cognitively normal elderly individuals was recruited from the
catchment area of the same hospital. The inclusion criteria were age greater than 60
years and cognitively normal (CDR=0). Educational attainment was checked for all
participants. Blood samples (3 ml) were collected without anticoagulants by venipuncture.
Serum was obtained by centrifugation at 3000g for 5 min and, soon thereafter, was frozen
at -70 °C until analysis.Results: In AD, S100p levels were significantly different between
mild and severe dementia (P=0.02). There was a tendency for a difference between mild
and moderate AD patients (P=0.06; Mann-Whitney U=26.00). NSE did not show
significant difference among dementia severity. S100B levels marginally correlated with
MMSE scores (Spearman r=-0.33; P=0.05), but not with age (Spearman r=-0.05; P=0.76).
There was no statistically significant difference between S100p and NSE serum levels of
AD and community elderly. In healthy elderly, S1008 (r=—0.02; P=0.90) and NSE levels
did not vary with age (r=0.18; P=0.21). NSE levels were higher among men than women
(P=0.049), and S100pB was similar. The healthy elderly older than 80 years of age did not
show difference in S1003 and NSE levels compared with those younger than eighty years
of age. Conclusions: It seems that NSE and S100B do not have a diagnostic role as
peripheral markers in AD, but serum S100B may have a potential role as a marker of the

degree of severity of this disease.



1. Introduction

Alzheimer's disease (AD) is one of the fastest growing neurological conditions in
developed countries and is the leading cause of dementia (1). More than 4 million people
in the United States suffer from dementia, most with Alzheimer’s disease. Given the rapid
aging of the population, the number of people suffering from AD is expected to quadruple
by the middle of the century unless interventions are found to delay the onset or prevent
the disease (2). The incidence of dementia in Brazil has been reported as 13.8 per 1000,
and AD as 7.7 per 1000 for community-dwelling individuals aged 65 years and more. The
incidence rates of dementia almost doubled with every 5 years of age. There was no
difference according to gender, but women had a higher incidence of dementia,
predominantly AD, in very old age (3).

Alzheimer’s disease is not a normal consequence of aging, although the
increasing age is the greatest risk factor for the disorder. One in 10 individuals aged 65
years and older has AD, and the condition affects nearly half of those aged 85 years and
older. As the number of Americans older than 65 doubles over the next 2 decades, the
prevalence of Alzheimer disease will dramatically increase (4).

Early recognition and accurate assessment of cognitive decline can identify
patients at risk for progression to AD and if is diagnosed as AD, the families can plan the
future better, the treatments can start earlier, and many scientific studies can be due. The
Memory Impairment Study found 10% to 15% of individuals with mild cognitive
impairment, a transitional state of cognition and functionality between healthy aging and
mild AD, progress to clinically probable AD each year (5).

A recent study found the lifespan of individuals diagnosed with AD is reduced by
about 50%, compared with those of similar age without the disease, and that certain
factors help predict long-term survival. (6) In community-dwelling elderly persons who
received a diagnosis of AD survival was shorter than predicted on the basis of U.S.
population data, especially with onset at younger ages, increased severity of cognitive

impairment, decreased functional level, history of falls, findings of frontal release signs,



and abnormal gait. The variables most strongly associated with survival were measures of
disease severity at the time of diagnosis (6).

Alzheimer's disease is characterized by the presence of two pathological
structures, senile plaques and neurofibrillary tangles. Senile plaque is an extracellular
structure composed of B-amyloid protein (AB), with peptides of approximately 40 amino
acids cleaved from the AP precursor protein. Neurofibrillary tangles are a bundle of
abnormal, paired helical filaments, of which hyperphosphorylated tau protein is the
principal component. Although the relationship between the accumulation of extracellular
AB and intracellular abnormal phosphorylated tau protein, and their relationship with
neuronal cell death in AD have been discussed, it remains unclear whether AB deposits
lead to the accumulation of hyperphosphorylated tau protein (7)

There is no definitive ante-mortem diagnostic test for AD. Also, when the clinical
diagnostic is done, there is no easy way to know the degree of neuronal cells loss (8).
Therefore, a peripheral marker of AD would be of great interest to complement the clinic
evaluation.

S100B is a calcium binding protein mostly produced and released by astrocytes in
the central nervous system (CNS) (9). It has intracellular functions, like modulation of
cytoskeleton proteins and regulation of cellular cycles, and extracellular functions, which
are dependent on concentration. At nanomolar concentrations, S100p3 has neurotrophic
and gliotrophic actions, possibly having important roles in normal CNS development and
recovery after injury. At micromolar concentrations, it may be toxic, producing neuronal
and glial cell death by apoptosis (10).

Considering its prevalence in the CNS, several studies have been aimed at
investigating its potential role as a peripheral biochemical marker of neuronal injury,
possibly involving reactive gliosis, astrocytic death and/or blood-brain-barrier dysfunction
(11). Elevated cerebrospinal fluid (CSF) or serum S100p levels were found in several
acute and chronic brain pathologies, including traumatic brain injury (12,13), stroke (14,
Alzheimer's disease (15,16), schizophrenia (17), Parkinson’s disease (18), HTLV-I

associated myelopathy (19) and systemic lupus erythematosus (20).



The neuron-specific enolase (NSE) is a cytoplasmatic glycolytic enzyme, whose
isoform yy is found in neurons, as well as in cells with neuroendocrine differentiation (18).
Since NSE is not physiologically secreted, an increase of its serum and CSF levels is
considered a marker of damage to neuronal cells, as reported in traumatic brain injury
(13), stroke (21) and seizures (22). Taken together, NSE and S100p protein could be
considered, respectively, neuronal and glial peripheral markers of CNS pathologies.

In this work, we studied S1008 and NSE serum levels in patients with AD and
healthy community elderly to evaluate their potential use as peripheral markers of this
disease. We also assessed the effect of severity of dementia and gender on their serum
levels, and the correlation with the degree of cognitive impairment and age. The effect of
age older than 80 years of age on serum levels of S100B and NSE proteins among

healthy community elderly were also analyzed.

2. Methods

We carried out a cross-sectional study with Alzheimer's disease patients and
community-dwelling healthy elderly.

The Alzheimer's disease patients were those who met the probable NINCDS-
ADRDA criteria (23) and were recruited from the Neurogeriatric outpatient clinic of a large
university hospital (HCPA) in Porto Alegre, Southern Brazil. The AD diagnosis was
assigned following the application of the Mini Mental State examination (24) and the
Clinical Dementia Rating (CDR) scale (25,26). The CDR scale assessed severity of
dementia by coding mild, moderate and severe as 1, 2 and 3, respectively. The ischemic
score of Hachinski (27) was also used. Exclusion criteria for patients were any other
neurological, psychiatric (except if associated with AD), or medical disease that makes
the diagnoses of Alzheimer’'s disease improbable. Laboratory tests included computed
tomography (CT) or magnetic resonance imaging of the brain, electrocardiography, chest
radiography, and an extensive biochemical evaluation with vitamin B;, and folate, Lues

imunofluorescence, and liver, thyroid and kidney function tests was made.



A sample of community-dwelling cognitively normal elderly individuals was
recruited from the catchment area of the same hospital. The inclusion criteria were age
greater than 60 years and cognitively normal (CDR=0). Educational attainment was
checked for all participants.

Blood samples (3 ml) were collected without anticoagulants by venipuncture.
Serum was obtained by centrifugation at 3000g for 5 min and, soon thereafter, was frozen
at -70 °C until analysis.

The Ethics Committee for Medical Research of the university hospital approved
the study. Informed consent was obtained from the subjects, their nearest relatives, or

both.

2.2 S100B protein

A quantitative monoclonal two-site immunoluminometric assay LIA-mat Sangtec
100 (BYK-Sangtec, Germany), was used for measuring S100f in all participants. The
immunoluminometric assay is composed of three monoclonal antibodies specific to
subunit B of S100 and a tracer antibody, which is bound to isoluminol. Oxidation of

isoluminol is started by injection of an alkaline peroxide solution and catalyst solution. The

immunological reaction is detected by light reaction (28).

2.3 NSE

The NSE serum levels were also evaluated in all participants by
electrochemiluminescence assay ECLIA (Roche Diagnostics, USA). This is a quantitative
method that uses a monoclonal antibody specific for NSE and labelled with a ruthenium

complex, which produces light emission.

2.4 Statistical analysis



Descriptive statistics are presented with mean and standard deviation for
parametric variables, and absolute and percentage frequency for categories. Comparison
between groups was made by using a parametric t test for NSE, and a non-parametric
Mann-Whitney test for S10083. Correlations are presented with Pearson's coefficient, for
NSE with age, and with Spearman's coefficient for all S1003 correlations and for the
correlations of NSE with clinical scales. Statistical analyses were carried out with the

SPSS 11.0 for MacOs.

3. Results

The demographic, biochemical and clinical characteristics of patients and
healthy elderly are depicted in Table 1. There was no statistically significant difference
between S1008 and NSE serum levels of AD and community elderly.

In AD, S100B levels were significantly different between mild and severe
dementia (Table 2). The difference between mild and moderate stages of dementia
showed a tendency for statistical significance (P=0.06; Mann-Whitney U=26.00). NSE did
not present significant difference among dementia severity (Table 2). S1003 levels
marginally correlated with MMSE scores (Spearman r=-0.33; P=0.05). No correlation
between S100p and age was observed (Spearman r=-0.05; P=0.76), nor between CDR
and age (P>0.05).

In healthy elderly, S100p (r=-0.02; P=0.90) and NSE levels did not vary with age
(r=0.18; P=0.21), neither with gender (P>0.05). Serum levels of S100 and NSE were
similar in the healthy elderly older than 80 years of age and those younger than eighty
years.

In this healthy community sample, men showed higher serum levels of NSE than

women (P=0.049) (Table 3). No effect of gender was observed for S1008 levels.



4. Discussion

Although increased serum levels of S100R and NSE have been found in many
disorders that involve neuronal death (12,13,14,15,16,17,18,19,21) compared to normal
controls, we did not observe statistically significant difference between AD patients and
community elderly participants. However, we observed significant difference of S10003
serum levels between mild and severe AD patients and a tendency between mild and
moderate, according to CDR scale. Moderate and severe patients presented similar
S100R serum levels. NSE serum levels were also similar among classes of severity of
dementia (CDR scale).

The difference between mild and severe cases of Alzheimer’'s patients occurred
because those most severely affected by the disease presented S100R levels similar to
healthy elderly, while patients mildly affected presented lower levels (Table 2).
Alzheimer's disease patients may present lower levels of S100f protein during the
clinically mild phases of the disease, which do not correspond to the beginning of the
pathology of disease. The beginning of the brain pathology of AD is believed to occur
years and maybe decades before the first symptoms of disease can be noticed (29).

The increased protein levels with the increase of the AD severity could be a
consequence of neural damage of other brain regions, which occurs with the progression
of AD (30). This could lead to a larger reactive astrogliosis with consequent increase in
serum S100B levels (15). This fact could be because there is not a inflammatory
mechanism involved in Alzheimer's pathology as in Parkinson’s Disease where Schaf et
al., 2005, (18) found a correlation between the low severity levels of the Parkinson's
Disease and serum S100R3 levels but in HTLV-l associated myelopathy/tropical spastic
paraparesis (19) and lupus erythematosus (20) where a inflammatory pathogenis is well
known.

We also observed a marginally significant negative correlation between MMSE

scores and S1003 among AD patients. The higher the S100R serum level, the lower the



MMSE score. No correlation was found between NSE levels and cognitive performance
(MMSE scores).

The present results suggest that serum NSE is not a useful biological marker in
Alzheimer’s disease, as observed in the study of Lamour (31) in serum and Parnetti (32)
in cerebrospinal fluid (CSF). The role of S1003 serum levels as biological marker in AD
still needs further exploration (studies with larger samples of AD patients according to
severity).

We also analyzed the effect of age (>80 years) on S100% and NSE serum levels
among normal community participants. No statistical difference on levels of S1003 and
NSE was observed with increased age. Normal elderly (older than 60 years and above
the age of 80) presented similar serum levels of both proteins. After a certain age, a
plateau with no variation in the serum concentration of the S100f3 and NSE proteins could
occur. As far as we know, this is the first study to demonstrate this analysis until now.

The possibility that the concentration of S1003 in CSF might be age-dependent
was based on these published reports. Sheng and co-workers, 1996, (15) studying
postmortem AD and normal healthy brains, from 1 to 80 years of age, found that the level
of S100R protein increased with advancing age, and all the normal subjects values were
significantly lower than those found in Alzheimer patients. Van Engelen and associates
(33) studied S100R concentrations in the CSF of patients who were undergoing
neurological examination but who had no evidence of an organic neurological disease.
The concentration of S100R increased slightly with increasing age but did not differ
substantially by sex. Nygaard and co-workers (34) examined patients undergoing various
surgical procedures with spinal anesthesia and observed higher concentrations of S10003
in the CSF with increasing age. Also they found that S100 concentrations in the CSF
were higher in men than in women. All these groups applied analytical methods that
detected predominantly CSF S100f3, but were not sensitive enough to detect S10013
concentrations in the blood of subjects.

Portela and co-workers (28), studying blood samples from neonate until 70 years

of age, found that blood S100[3 concentrations appear to decrease considerably in the



first two decades of life and remain relatively constant during adulthood. Wiesmann and
associates (35), in blood samples of 200 healthy donors between 18 and 65 years of age,
did not observe significant difference of serum S100R concentration with increasing age
and by sex.

We found no difference of serum S1003 concentrations by gender in community
elderly participants. However, nondemented men showed highest NSE levels than
women (Table 3). The higher CSF level of S100R8 among men had been previously
demonstrated (31), but no evaluations of NSE in healthy elderly.

It seems that NSE and S100R do not have a diagnostic role as peripheral markers
in AD, but serum S100% may have a potential role as a marker of the degree of severity of
this disease. While novel treatment approaches to AD are emerging, the development of
biomarkers will play an important role in the early clinical diagnosis, in testing drugs that

affect key pathogenetic steps in AD, and dose-response relationships (37).
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Table 1. Demographic, biochemical and clinical data of subjects evaluated

Nondemented Alzheimer P value
(N=66) (N=36)
Age (years) 76.56 +5.46 74.50 +9.27 0.003
Gender
Male (%) 20 (30%) 13 (36%) 0.55
Educational level 8.48 £5.24 5.74 £ 4.47
(years of schooling) 0.32
Mini Mental 27.09 + 2.99 11.60 +6.32 0.003
CDR (%)
0 66 (100%) - 0.001
1 - 07 (19%)
2 - 15 (42%)
3 - 13 (36%)
S1000B (ug/l) * 0.07 (0.02-0.17) 0.06 (0.03-0.18) 0.92
NSE (ug/l) ** 9.33+4.95 9.81 £4.99 0.34

* Mann-W hitney U-test

** Student t test (independent samples)



Table 2. Dementia severity and S1008 and NSE serum levels

CDR 1 CDR 2 CDR 3 P value
S100R* 0.01 (0.00-0.05)*  0.08 (0.033-0.189)  0.08 (0.04-0.21)*  0.06
NSE ** 8.73+3.79 10.87+6.67 9.49+3.59 0.69

* median and interquartiles (Kruskal-Wallis ANOVA)

2 difference between CDR 1 and 3 (P=0.02; Mann-Whitney U test=16.00)

* meanzSD (one-way ANOVA, F=0.372)

Table 3. Gender and S100B and NSE levels in community elderly participants




Male (N=20) Female (N=42) P value
S100R * 0.06 (0.02-0.22) 0.09 (0.02-0.16) 0.79
NSE ** 10.76+8.31 8.78+2.73 0.049

* median and interquartiles (Mann-Whitney U=402.0)

* mean SD (Student t test, t=2.18)
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Os niveis séricos de proteina S100B, mas néo de EN-e,
podem diferenciar os pacientes graves dos leves na doenca

de Alzheimer.
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Resumo

Objetivo(s): Nés avaliamos o nivel sérico das proteinas S1008 e enolase neurbnio —
especifico (NSE) na doenga de Alzheimer (DA) com gravidades leve, moderada e graves.
NOs também analisamos o nivel destas proteinas em idosos sadios da comunidade.
Métodos: Foi conduzido um estudo transversal com 36 pacientes com a DA e 66
pacientes da comunidade. Os pacientes com a DA preenchiam os critérios de DA
provavel pelo NINCDS-ADRDA . Os pacientes com DA ainda foram submetidos ao
exame do Mini-Mental, a escala CDR (Avaliacao Clinica da Deméncia). A amostra de
idosos normais foi recrutada de uma area proxima do hospital. Os critérios de inclusédo
incluiam ter mais de 60 anos e estar cogntivamente normal (CDR=0). O nivel de
escolaridade foi avaliado em todos os participantes. A amostra de 3ml de sangue foi
coletada por veno-puncdo sem anticoagulante e depois centrifugada a 3000g/min por 5
minutos e logo congelada a — 70 °C até a analise.Resultados: Nos pacientes com a DA,
os niveis de S100R foram significativamente diferentes entre os de gravidade leve e
grave (P=0.02). Houve uma tendéncia para uma diferenga entre as gravidades leve e
moderada nos pacientes com DA (P=0.06; Mann-Whithey U=26.00). A EN-e, nédo
mostrou diferenca estatistica entre as gravidades da DA. Houve uma correlagdo marginal
entre os niveis de S1008 e o Mini-Mental (Spearman r=-0.33; P=0.05), mas ndo com a
idade (Spearman r=-0.05; P=0.76). Nao foi encontrada diferenca estatistica nos niveis
séricos de S1008 e EN-e entre os pacientes com DA e os idosos normais da
comunidade. Nos idosos normais o niveis séricos de, S100p (r=-0.02; P=0.90) e EN-e
nao variaram com a idade (r=0.18; P=0.21). Os niveis de EN-e foram maiores nos
homens do que nas mulheres (P=0.049) e os niveis de S100p foram similares. N& houve
diferenca nos niveis S1008 EN-e entre os idosos normais maiores que 80 anos
comparado com os menores de 80 anos. Conclusdes: Parece que os niveis sérico de
EN-e e S100R ndo tem um papel diagndéstico na DA, mas a proteina S100 pode ter um

potencial como marcador da gravidade da DA.



1. Introducéo

A Doencga de Alzheimer (DA) é uma das enfermidades neurologicas de mais
rapido crescimento nos paises desenvolvido e a maior causa de deméncia (1). Mais de 4
milhdes de pessoas nos Estados Unidos sofrem de deméncia, a maioria com Alzheimer
(DA).

Levando em conta o rapido envelhecimento da populacdo , 0 numero de pessoas
com DA ira quadruplicar por volta do meio do século a menos que algo seja descoberto
para retardar o inicio ou prevenir a doenga (2).

A incidéncia de deméncia no Brasil foi relatada como sendo de 13,8 por 1000, e a
DA como 7,7 por 1000 , para individuos da comunidade com idade superior a 65 anos.

A taxa de incidéncia praticamente dobra a cada 5 anos de idade. Nao ha
diferenca no sexo, mas mulheres tém maior incidéncia de deméncia, principalmente Da
acima de 85 anos de idade (3).

A Doenca de Alzheimer (DA) ndo uma consequéncia do envelhecimento normal,
mas o0 aumento da idade é o maior fator de risco para o desenvolvimento da doenga.

Um em cada 10 individuos com idade de 65 anos ou mais tem a DA, e esta
condicdo afeta quase que metade das pessoas com mais de 85 anos. Como 0 numero
de americanos acima dos 65 anos dobrara nas proximas 2 décadas, a prevaléncia da DA
ird aumentar muito (4). Com o reconhecimento precoce e a avaliagdo acurada do declinio
cognitivo sera possivel identificar os pacientes em risco para progredir para DA e uma
vez diagnosticado as familias poderdo planejar melhor o futuro, os tratamentos podem
comecar mais cedo e muitos estudos cientificos podem ser feitos. O Estudo sobre déficit
de memoaria encontrou entre 10 a 15% de individuos com uma condigéo clinica chamada
declinio cognitivo leve, um estado transitério de cognicdo e funcionalidade entre o
envelhecimento normal e a DA com gravidade leve, que irdo progredir para DA provavel
a cada ano (5).

Um estudo recente encontrou que a expectativa de vida de individuos

diagnosticados com DA é reduzido por volta de 50%, comparado com pessoas de



mesma idade sem a doenca, e que alguns fatores podem predizer uma longa
sobrevivéncia (6).

Idosos da comunidade que recebem o diagnéstico de DA tem a sobrevida menor
do que os idosos sem deméncia de acordo com dados demograficos americanos. Os
fatores como idade de inicio precoce da DA, uma gravidade cognitiva e incapacidade
functional muito alta, histéria de quedas, sinais de liberacao frontal e alteracdo da marcha
no exame neurolégico como preditores de diminuicdo de sobrevida. As Variaveis
fortemente associadas com a sobrevida foram medidas da gravidade da doenca por
ocasido do diagnostico. (6). A doenca de Alzheimer (DA) é uma patologia cerebral
degenerativas comum, caracterizada pela presenca de 2 estruturas patologicas, as
placas senis e os emaranhados neuro-fibrilares. As placas senis sdo uma estrutura
extracelular composta de uma proteina p-amildide (AB), com peptideos de
aproximadamente 40 aminoacidos clivados de uma proteina precursora beta-amil6ide
(AB).Os emaranhados neuro-fiblilares séo um feixe de filamentos pareados em hélice,
anormais, no qual a hiperfosforilacdo da proteina tau € seu principal componente.
Embora a relagdo entre o acumulo extracelular de AB e a fosforilagdo intracelular anormal
da proteina tau, e sua relagdo com a morte neuronal tem sido discutida, ainda esta em
aberto se, os depositos de AP levam ao acumulo de proteina tau hiperfosforilada (7).

N&o ha um teste diagndstico definitivo para a DA ante-mortem. Assim, ndo ha
uma maneira facil de saber a quantidade de perda neuronal que ocorreu. (8). Devido a
isto um marcador periférico para a DA seria de grande interesse para completar a
avaliagdo clinica. A proteina S1003 € uma proteina calcio-ligante principalmente
produzida e liberada pelos astrdcitos no Sistema Nervoso Central (SNC)(9). Tem suas
funcdes intracelulares como modular o citoesqueleto proteico , regular o ciclo das
proteinas e funcdes extra celulares , as quais sdo dependentes da sua concentracdo. Em
concentragBes nanomolares a S100p acbes neurotréficas e gliotroficas, possivelmente
tendo importante papel no desenvolvimento normal do SNC, na recuperagdo ap6és uma
lesdo. Em concentragdes micromolares, pode ser toxica, produzindo morte neuronal e da

glia por apoptose (10).



Considerando sua prevaléncia no SNC, muitos estudos tém investigado seu
potencial papel como marcador periférico, de lesdo neuronal, possivelmente envolvendo
gliose reativa, morte do astrocito e/ou disfuncdo da barreira hemato-encefalica (11). O
nivel elevado de S1008 no sangue ou no liquor foi encontrado em muitas doencas
cerebrais cronicas e agudas como traumatismo craniano (12,13), isquemia cerebral (14),
doenca de Alzheimer (15,16), esquizofrenia (17), doenca de Parkinson (18), mielopatia
associada ao HTLV-l (19) e lupus eritematoso sistémico (20).

A enolase neurbdnio-especica (EN-e) € wuma enzima glicolitica
citoplasmatica, cuja isoforma yy é encontrada nos neurbnios, assim como em
células com diferenciacdo neuro-enddcrina (18). Uma vez que a EN-e ndo é
secretada fisiologicamente, um aumento do seu nivel no liquor ou no sangue é
considerado lesdo neuronal como relatado em traumatismo craniano (13),
isquemia cerebral (21) e na epilepsia (22). Juntas as proteinas EN-e e a S100p
podem ser consideradas, como marcadores periféricos neuronal e da glia de
patologias do SNC.

Neste trabalho, nos estudamos o nivel sérico de S100p e EN-e em pacientes com
a DA e em idosos sadios da comunidade para avaliar seu potencial uso como marcador
periférico desta doenca. N6s também avaliamos o efeito da gravidade da DA, do sexo,
nos niveis séricos e sua correlagdo com o grau de comprometimento cognitivo e idade. O

efeito da idade , nos idosos da comunidade acima de 80 anos de idade no nivel sérico

das proteinas S1003 e EN-e também foi analisado.

2. Método

Foi realizado um estudo transversal com pacientes com a doenca de Alzheimer e
idosos cognitivamente normais da comunidade.

Os pacientes com a doenca de Alzheimer preenchiam os critérios para provavel
DA do NINCDS-ADRDA (23) e foram recrutados do ambulatério de neuro-geriatria do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Brasil . O diagnoéstico da DA foi



complementado com o uso do Mini-Mental (24) e a escala CDR (Avaliagdo Clinica da
Deméncia) (CDR) (25,26). A escala CDR quantifica a gravidade da deméncia em leve ,
moderada ou grave, como 1, 2 ou 3, respectivamente. O escore isquémico de Hachinski
(27) também foi usado. Os critérios de exclusdo para os pacientes foram quaisquer
outras doencas neurolégicas, psiquiatricas (exceto as associadas com a DA) ou clinica
gue tornasse o diagnoéstico de DA improvavel. Exames complementares incluiam
tomografia computadorizada do encéfalo e/ou ressonancia magnética do encéfalo,
eletrocardiograma, RX de térax, e uma extensiva bateria de exames bioquimicos com a
inclusdo de dosagem de vitamina B12, imunofluorescéncia para Lues, exames de funcao
renal, hepatica e da tiredide.

Uma amostra de idosos cognitivamente normais foi recrutada de uma area
proxima ao hospital. O critério de inclusdo era ter mais que 60 anos e ser cognitivamente
normal (CDR=0). O nivel de escolaridade foi avaliado em todos os participantes. A
amostra de 3ml de sangue foi coletada por veno-puncédo sem anticoagulante e depois
centrifugada a 3000g/min por 5 minutos e logo congelada a — 70 °C até a analise.

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario aprovou o estudo.O

Consentimento informado foi obtido dos pacientes/sujeitos, seus parentes, ou ambos

2.2 Proteina S1008

O teste quantitativo monoclonal dupla -facey LIA-mat Sangtec 100 (BYK-Sangtec,
Germany), foi usado em todos os participantes para medir a S100p. O teste
imunoluminometric €& composto de 3 anticorpos monoclonais esoecificos para a
subunidade B da S100 e um anticorpo marcador o qual é ligado ao isoluminol. A
oxidacdo do isoluminol é iniciada por injecdo de perdxido alcalino e uma solucao

catalizadora. A reacao imunolégica é detectada por reacéo a luz (28).



2.3 EN-e

A dosagem de EN-e no sangue também foi medida pelo teste de
eletroguimioluscéncia ECLIA (Roche Diagnostics, USA). Te um método quantitative que
usa um anticorpo monoclonal especifico para EN-e marcado com o complexo ruthenium

o qual emite luz .

2.4 Andlise estatistica

As estatisticas descritivas sdo apresentadas com médias e desvio padrdo para as
variaveis paraméetricas, e em freqiéncias absolutas e porcentagem para as categoricas.
A comparacgao entre os grupos foi feita usando o teste paramétrico t para o EN-e, e teste
ndo paramétrico Mann-Whitney para S100p. As correlagfes sdo apresentadas com o
coeficiente de Pearson's para o EN-e com a idade , e com o coeficiente de Spearman's
para todas as correlacbes da S100B e para as correlacdes do EN-e com as escalas
clinicas . As analises estatisticas foram realizadas com o programa SPSS 11.0 for

MacOs.

3. Resultados

As caracteristicas clinicas, demograficas e bioquimicas dos pacientes e dos
idosos normais da comunidade estdo mostrados na tabela 1. Nao ha diferenca estatistica
significativa entre os niveis séricos de S1003 e EN-e entre os pacientes com DA e idosos
da comunidade.

Nos com a DA, os niveis de S100p foram significativamente diferentes entre os
de gravidade leve e os graves (Tabela 2). Houve uma tendéncia para uma diferenga com
significancia estatistica entre os graus leve e moderado (P=0.06; Mann-Whitney
U=26.00). A EN-e, ndo mostrou diferenca estatistica entre os estagios de gravidade da

DA (Tabela 2). Os niveis de S100p correlacionam-se marginalmente com os escores do



Mini-Mental (Spearman r=-0.33; P=0.05). N&o foi observada correlagdo entre os niveis
de S100p e a idade (Spearman r=-0.05; P=0.76), nem entre CDR e a idade (P>0.05).

Nos idosos normais, ops niveis de S100B (r=-0.02; P=0.90) e EN-e ndo
variaram com a idade (r=0.18; P=0.21), nem com o sexo (P>0.05). Os niveis séricos de
S100p e EN-e foram similares nos idosos normais acima de 80 anos , comparado com 0s
de menos de 80 anos.

Nesta amostra de idosos normais da comunidade, os homens mostraram niveis
de EN-e mais altos do que as mulheres (P=0.049) (Tabela 3). Nao houve influéncia do

sexo nos niveis de S1008 .

4. Discussao

Embora o aumento dos niveis séricos de S100R e de EN-e tenha sido relatado em
varios transtornos que envolvam morte neuronal (12,13,14,15,16,17,18,19,21)
comparado com controles, nds ndo encontramos diferenca estatistica entre os pacientes
com a DA e os idosos normais da comunidade. Entretanto, nés pudemos observar uma
diferenca estatistica nos niveis séricos de S100B entre os pacientes com DA de
gravidade leve e grave e uma tendéncia a diferenca entre os de gravidade leve e
moderada de acordo com a escala CDR. Pacientes de gravidade moderada e grave
mostraram niveis séricos semelhantes de S100R. Os niveis de EN-e também foram
similares entre os estagios de gravidade da deméncia (escala CDR ).

Acreditamos que a diferenca entre os de grau leves e severo da DA ocorreu
porque aqueles pacientes mais gravemente afetados pela doenca apresentavam niveis
séricos de S100R similares a niveis de idosos normais, enquanto os de gravidade menor
tinham niveis similares aos deménciados como um todo (Tabela 2). Os pacientes com a
DA podem apresentar niveis baixos de proteina S1003 durante a fase clinica leve da

doenca o0 que ndo corresponde ao inicio da patologia cerebral da doenca. Acredita-se



gue o inicio da patologia cerebral da DA ocorra anos ou mesmo décadas antes que 0s
primeiros sintomas aparecam. (29).

O aumento dos niveis séricos da proteina, de acordo com o0 aumento da
gravidade da DA pode ser consequéncia do aumento do dano neuronal de outras areas
do cérebro a medida que aumenta a progressédo da doenca (30). Isto leva a um uma
grande reacdo com astrogliose com consequente aumento dos niveis séricos de (15)
Este fatos deve-se que a DA ndo é uma doenca em que o mecanismo inflamatorio esteja
envolvido no na sua patologia, assimcomo na doenca de Parkinson, porem o copntrario
ocorre em patologias aonde o processo inflamatério existe, como no Lupus eritematoso ,
sistémico, na infecgcdo do SNC pelo HIV, e ai o nivel de S1003 pode ser alto desde o
inicio da doencga.

Também observamos uma correlacdo negativa marginal entre os escores do Mini
Mental e os niveis séricos de S100R entre os pacientes com a DA. Nao foi encontrada
correlacdo entre os niveis séricos de EN-e e a performance cognitiva (escores do Mini
Mental).

O presente estudo sugere que o nivel sérico de EN-e ndo € um marcador
biologico util na DA, como foi também observado por Lamour (31) no sangue e Parnetti
(32) no liquor. O papel dos niveis séricos de EN-e ainda precisa ser melhor entendido,
talvez com um numero maior de sujeitos e explorados de acordo com a gravidade da DA.

Analisamos o efeito da idade (>80 anos) nos niveis séricos de S100R e EN-e nos
idosos normais da comunidade. Nao houve diferenca estatistica entre os niveis de 1003
e EN-e com o aumento da idade apos os 80 anos.Os idosos normais, com idade entre
60 e 80 anos apresentaram niveis de proteinas semelhantes. Depois de uma certa idade
um plateau pode ocorrer. na concentragédo dos niveis das proteinas S1003 e EN-e . Até o
momento este € primeiro estudo que mostra a relagdo dos niveis destas proteinas acima
dos 80 anos.

A possibilidade que as concentracbes de S100R sejam idade-dependente foi
baseada em alguns relatos do liquor. Sheng e colegas, 1996, (15) estudando tecido

cerebral de pacientes com a DA e normais, de 1 a 80 anos de idade, encontrou que 0s



niveis de proteina S100 aumentam com a idade, e que 0s niveis dos sujeitos normais
eram menores dos que os encontrados na DA. Van Engelen e associados (33) estudou
a concentracdo de S100R no liquor de pacientes normais do ponto de vista do exame
neuroldgico e encontrou um pequeno aumento de acordo com a idade mas ndo com o
sexo. Nygaard e colaboradores (34) examinaram o liquor de paciente que foram
submetidos a cirurgias com  anestesia na coluna vertebral e encontrou altas
concentracdes de S1003 com o aumento da idade e maiores nos homens do que nas
mulheres. Todos estes grupos aplicaram métodos analiticos que detectam
predominantemente S1003 liquorico, mas ndo eram sensitivo o suficiente para detectar
concentragdes no sangue

Portela e colaboradores (28), estudando amostra de sangue de recém nascidos
até 70 anos de idade, encontrou que as concentracdes de S100R diminuem
consideravelmente nos duas primeiras décadas da vida e se mantém constante durante
a vida adulta. Wiesmann e associados (35), em amostras de sangue de 200 doadores
sadios entre 0s18 e 65 anos de idade, ndo observou diferenca significativa na
concentragdo de S100R com aidade e nem com 0 Sexo.

N&o encontramos diferenca entre nos niveis séricos de S1003 ou EN-e de acordo
com o sexo nos idosos da comunidade (Tabela 3). Nesta amostra, os homens tiveram
niveis maiores de EN-e do que as mulheres (p=0.049), o mesmo achado de Preece P, e
Cairns NJ, 2003 (36) que encontrou nas mulheres niveis menores de mRNA (entre 7
analisados um era a EN-e) do que nos homens, achados no cérebro posmortem,
trazendo a discusséo da relacdo entre marcadores biologicos periféricos e centrais no
diagnostico / avaliagéo de pacientes com DA.

Assim, parece que as proteinas EN-e e S1003 ndo tem um papel diagnostico
como marcador bioldgico periférico na DA, mas que a proteina S1003 no sangue tem um
potencial como marcador da intensidade da gravidade da doenca de Alzheimer.
Enquanto novos tratamentos estdo sendo pesquisados, marcadores periféricos da

gravidade da doenca tém um papel importante no diagnéstico clinico inicial, para testar



estas drogas se interferem na cadeia patogenética da DA e suas relagdes dose-resposta

(37).
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Tabela 1. Dados demograficos, bioquimicos e clinicos dos sujeitos avaliados

Nao-demenciados  Alzheimer Valor de P
(N=66) (N=36)
Idade (anos) 76.56 +5.46 74.50 +9.27 0.003
Sexo
Masculino (%) 20 (30%) 13 (36%) 0.55
Nivel educacional 8.48 £5.24 5.74 £ 4.47
(anos de estudo) 0.32
Mini Mental 27.09 + 2.99 11.60 +6.32 0.003
CDR (%)
0 66 (100%) - 0.001
1 - 07 (19%)
2 - 15 (42%)
3 - 13 (36%)
S1000B (ug/l) * 0.07 (0.02-0.17) 0.06 (0.03-0.18) 0.92
EN-e (ug/l) ** 9.33+4.95 9.81 £4.99 0.34

* Mann-W hitney U-test

** Teste t de Student (amostras independentes)



Tabela 2. Grau de deméncia e niveis séricos de S100R e EN-e

CDR 1 CDR 2 CDR 3 Valor de P
S100R* 0.01 (0.00-0.05)*  0.08 (0.033-0.189)  0.08 (0.04-0.21)*  0.06
EN-e ** 8.73+3.79 10.87+6.67 9.49+3.59 0.69

* mediana e interquartiles (Kruskal-Wallis ANOVA)

% diferencas entre CDR 1 e 3 (P=0.02; Mann-Whitney U test=16.00)

** média +DP (one-way ANOVA; F=0.372)

Tabela 3. Sexo e os niveis de S1003 e EN-e em sujeitos idosos da
comunidade




Masculino (N=20) Feminino (N=42) Valor de P
S100R * 0.06 (0.02-0.22) 0.09 (0.02-0.16) 0.79
NSE ** 10.76+8.31 8.78+2.73 0.049

* mediana e interquartiles (Mann-Whitney U=402.0)

** média +DP (teste t de student, t=2.18)



9. ESCALAS e TABELAS

9.1 ESCALA CDR



Instrucgdes de preenchimento:
Use toda informac&o e faca o melhor julgamento. Dé escores para cada categoria (M, O, JSP, AC, CH, CP) tdo independente
quanto possivel. Circule apenas um item em cada linha de categorias, graduando cada uma de acordo com a fung&o cognitiva do
sujeito. Quando em davida no escore de uma categoria, gradue no nivel mais alto. Para determinar o escore CDR global,
memodria é considerada a categoria primaria; todas as outras sdo secundarias.
Se pelo menos 3 categorias secundarias recebem 0 mesmo escore numérico de memdria, entdo CDR=M.
Se 3 ou mais categorias secundarias recebem escores maiores ou menores do que o escore de memdria, CDR = escore da maioria
das categorias secundarias, a menos que 3 categorias secundarias tenham escores para um lado de M e as 2 para o outro lado. Nesta
Ultima circunstancia, CDR = M.
Se ha empate nas categorias secundarias num lado de M, escolha 0 CDR mais perto de M (p. exemplo, 2 categorias secundarias =
1, 2 categorias secundarias = 2, M e outra secundaria = 3; CDR global = 2).
Se apenas 1 ou 2 categorias secundarias recebem 0 mesmo escore de M, o CDR € igual a M desde que ndo mais de 2 categorias
secundarias estejam de cada lado de M.
Quando M =0,5, CDR = 1 se pelo menos 3 de certas categorias (O, JSP, AC, CH) tenham escore 1 ou maior (CP ndo é tdo
influente aqui). Se M = 0,5, CDR néo pode ser 0; CDR s6 pode ser 0,5 0u 1. Se M =0, CDR =0 a menos que haja

comprometimento discreto em duas ou mais cate

gorias secundarias, em cujo caso CDR = 0,5.

Saudavel Demeéncia Deméncia leve Deméncia Deméncia grave
CDRO questionavel CDR1 moderada CDR 3
CDR 0,5 CRD 2
MEMORIA Nenhuma perda de Esquecimento leve e | Moderada perdade | Perda de memoria Perda de memoria
memo0ria, ou apenas consistente; memoria, mais grave; apenas material| grave; apenas
esquecimento discreto | lembranga parcial de | marcada para eventos | muito aprendido é fragmentos
e inconsistente eventos; recentes; déficit retido; materiais permanecem
esquecimento interfere com novos sdo
‘benigno’ atividades diarias rapidamente perdidos
ORI ENTAQ,&O Plenamente orientado | Plenamente orientado | Alguma dificuldade | Geralmente Orientagdo pessoal
nas relacbes desorientado apenas
temporais; orientado
para lugar e pessoa no
exame mas pode ter
desorientacgéo
geografica
JULGAMENTO E | Resolve bem Apenas Dificuldade moderada Gravemente Incapaz de realizar

COMUNIDADE

no nivel usual no
trabalho, compras,

comprometimento
duvidoso nestas

independentemente
nestas atividades

SQLUQAQ DE problemas do dia-a- comprometimento na solucéo de comprometido para | julgamentos ou
PROBLEMAS dia, bom julgamento | duvidoso na solugdo | problemas complexos; solugéo de problemas,| solugdo de problemas
em relacdo ao de problemas, julgamento social em | similaridades, e
desempenho passado | similaridades e geral mantido diferencas;
diferencas julgamento social
geralmente
comprometido
ASSUNTOS NA Funcdo independente | Apenas Incapaz de funcionar | Nenhuma pretencdo | Nenhuma pretensdo

de funcéo
independente fora de

de funcéo
independente fora de

discretamente
comprometidos

dificeis séo
abandonadas; hobbies
mais complicados e
interesses sao
abandonados

negdcios, finangas, e | atividades embora possa ainda | casa. Parece bem o casa. Parece muito
grupos sociais engajar-se em suficiente para ser doente para ser levado
algumas; pode ainda | levado para atividades| para atividades fora
parecer normal a fora da casa da familia de casa
inspecdo casual
LAR E HOBBIES | Vida em casa, hobbies,| Vida em casa, Comprometimento Apenas tarefas Nenhuma funcéo
interesses intelectuais | hobbies, interesses leve mas definido em | simples sdo significativa em casa
bem mantidos intelectuais casa: tarefas mais preservadas; ou fora do quarto

interesses muito
restritos, pobremente
sustentados

CUIDADOS
PESSOAIS

Plenamente capaz

Plenamente capaz

Necessita assisténcia
ocasional

Requer assisténcia
para vestir-se, na
higiene

Requer muito auxilio
nos cuidados pessoais,
em geral incontinente

ESCORE TOTAL







9.2 MINI EXAME DO ESTADO MENTAL (MMSE)

ORIENTACAO

* Qual é o (ano) (estagdo) (dia semana) (dia més) e (més). 5

* Onde estamos (pais) (estado) (cidade) (rua) (n°). 5

REGISTRO

* Dizer trés palavras: PENTE RUA AZUL. Pedir para i | (3]
prestar atencdo pois terd que repetir mais tarde. Pergunt
pelas trés palavras apds té-las nomeado. Repetir até que
repita corretamente e anotar nimero de vezes:

ATENCAO E CALCULO

* Subtrair: 100-7 (5 tentativas: 93— 86—79-72—-65) L1 |5 |
Alternativo: série de 7 digitos (5826 94 1)

EVOCAGAO ]

* Perguntar pelas 3 palavras anteriores

LINGUAGEM

*1dentificar lapis e reldgio de pulso |_|

* Repetir: “Nem aqui, nem ali, nem 18”. 1

* Seguir o comando de trés estagios: “Pegue o0 papel com 3 3
mao D, dobre ao meio e ponha no chao”. 1

* Ler ‘em voz baixa’ e executar: FECHE OS OLHOS 1

* Escrever uma frase (um pensamento, ideéia completa) 1

* Copiar o desenho:

TOTAL: I:I




10. CONSENTIMENTO INFORMADO



CONSENTIMENTO INFORMADO

AUTORIZACAO PARA PARTICIPAR DE UM PROJETO DE PESQUISA
Nome do estudo: S1008 e EN-e: Possiveis marcadores periféricos na doenca de
Alzheimer.
Instituicao: Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e Departamento de Bioquimica
da UFRGS
Pesquisadores responsaveis: Diogo Souza, Carlos Alberto Gongalves, Marcia L. F.
Chaves, Eduardo Daura Ferreira, Alberto G. Maia, Rachel Padilha, Oscar Dall'lgna
Telefones para contato com Dra. Marcia L. F. Chaves: 3316.85.20, 3316.81.82 (Servi¢co
de Neurologia-HCPA)
Nome do

participante:

1. OBJETIVO DESTE ESTUDO
A finalidade deste estudo € avaliar a quantidade destas substéancias (proteinas S10013 e
EN-e) de pacientes portadores de doenca de Alzheimer, pois acredita-se que estejam
aumentadas e possam auxiliar, no futuro, na identificacdo de outros pacientes com esta
doenca, e de idosos 'normais' residentes na comunidade. Também se estudara a
capacidade de memoria e outras funcfes intelectuais, bem como a gravidade da
deméncia através de alguns testes e compararemos com os resultados das proteinas
no sangue .
2. EXPLICACAO DOS PROCEDIMENTOS
O(A) senhor(a) tera que responder perguntas que fazem parte de alguns
guestionarios usados no estudo. As escalas utilizadas avaliam memoaria, raciocinio,
linguagem, problemas de comportamento, dificuldade para realizar atividades

diarias, presenca de doencas, uso de medicacfes, e dados gerais de identificacao.



Para a amostra de sangue e/ou "liquido da espinha" ha um formulario separado para

ser lido e assinado no caso de concordar.
Sua participacao € voluntaria. Se concordar, a aplicacdo das escalas e questionarios,
bem como a retirada de sangue, sera realizada.
3. POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS
O possivel desconforto do presente estudo sdo as perguntas, a retirada da amostra de
sangue e o tempo dispensado na entrevista. Os riscos e desconfortos da pungéo
lombar, quando for o caso, sdo decorrentes, exclusivamente, dos procedimentos de
investigacdo da doenca, e que podem ser dor de cabeca apds o exame e ‘dolorimento’
no local da puncéo.
4. DIREITO DE DESISTENCIA
O(A) senhor(a) pode desistir de participar a qualquer momento.
5. SIGILO
Todas as informacdes obtidas neste estudo, poderdo ser publicadas com finalidade
cientifica, preservando-se o completo anonimato dos participantes.
6. CONSENTIMENTO
Declaro ter lido — ou me foi lido — as informagdes acima antes de assinar este
formulario. Foi-me dada ampla oportunidade de fazer perguntas, esclarecendo
plenamente minhas dlvidas. Por este instrumento, tomo parte, voluntariamente, do
presente estudo.

Porto Alegre, de de 200__.

Assinatura do paciente

Assinatura da testemunha Assinatura do pesquisador responsavel



CONSENTIMENTO INFORMADO
AUTORIZACAO PARA PARTICIPAR DE UM PROJETO DE PESQUISA
DOACAO DE MATERIAL BIOLOGICO

Nome do estudo: S1008 e EN-e: Possiveis marcadores,periféricos na doenga de
Alzheimer.

Instituicdo: Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e Departamento de Bioguimica
da UFRGS

Pesquisadores responsaveis: Diogo Souza, Carlos Alberto Goncgalves, Marcia L. F.
Chaves, Eduardo Daura Ferreira, Alberto G. Maia, Rachel Padilha, Oscar Dall'lgha
Telefones para contato com Dra. Marcia L. F. Chaves: 2101.85.20, 2101.81.82 (Servi¢o

de Neurologia-HCPA)

Nome do Participante

1. OBJETIVO DESTE ESTUDO
A finalidade do estudo é avaliar a quantidade destas substancias (proteinas S100R e
EN-e ) no sangue de pacientes portadores de doenca de Alzheimer, pois acredita-se

gue estejam aumentadas e possam auxiliar, no futuro, na identificacdo de outros

pacientes com esta doenca. O estudo também inclui idosos ‘normais’ residentes na
comunidade que também doar&o sangue

EXPLICACAO DOS PROCEDIMENTOS

O(A) senhor(a) tera que responder perguntas que fazem parte de alguns questionarios
usados no estudo, como explicado no outro formulario de consentimento. Uma amostra
de sangue sera coletada pelo entrevistador que é capacitado para isto com material
descartavel e seguro para o estudo das proteinas, que sera guardado no laboratorio do

departamento de Bioquimica da UFRGS e utilizado apenas para este teste. E garantido



gue o sangue coletado sera Unica e exclusivamente utilizado para a pesquisa sendo
depois desprezado.

Sua participacao é voluntaria. Se concordar, a retirada de sangue, sera realizada.

PARA OS PACIENTES EM INVESTIGACAO PARA DOENCA DE

ALZHEIMER:
No caso de ter sido indicada uma puncao lombar para identificar a causa de sua
doenca, o(a) senhor(a) esta concordando que uma parte deste material seja utilizado
nesta pesquisa.
Sua participacdo é voluntéaria e no caso de ndo concordar, garantimos que nao
havera qualquer tipo de punicao, represalia, ou prejuizo no seu atendimento por esta
razao. Se concordar em participar, a amostra de sangue sera coletada e sera

guardado para este estudo, e apenas para este estudo.

2. POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS
O possivel desconforto do presente estudo sdo as perguntas, a retirada da amostra de

sangue e o tempo dispensado na entrevista.

3. DIREITO DE DESISTENCIA

O(A) senhor(a) pode desistir de participar a qualquer momento.

4. SIGILO
Todas as informacdes obtidas neste estudo, poderdo ser publicadas com finalidade

cientifica, preservando-se o completo anonimato dos participantes.



5. CONSENTIMENTO
Declaro ter lido — ou me foi lido — as informagdes acima antes de assinar este
formulario. Foi-me dada ampla oportunidade de fazer perguntas, esclarecendo
plenamente minhas duvidas. Por este instrumento, tomo parte, voluntariamente, do

presente estudo.

Porto Alegre, de de 200 .

Assinatura do paciente

Assinatura da testemunha

Assinatura do pesquisador responsavel
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