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RESUMO

BOMFIM, Mariana Souza Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2019.
Perfil oxidativo de pacientes com doenga de alzheimeOrientadora: Silvia Almeida
Cardoso. Coorientadores: Leandro Licursi de Oliveira, Rodrigo de Barros Freitéana.uc
Moreira Lima e Lucas Vilas Boas Magalhaes.

A doenca de Alzheimer (DA) é a causa mais comum de deméncia, tomaxbidade e
mortalidade, relacionada ao envelhecimento da populagdo. O presente testudomo
objetivo determinar o perfil oxidativo de pacientes com doencazteilsher em comparacao

a pacientes idosos sem alteracdo cognitiva. Trinta e oito idoBo#arios foram divididos

em dois grupos: um contendo idosos diagnosticados com DA e com pontuacdo alkéixo de
pontos no Mini Exame do Estado Mental (MEEN), e outro de individuos semcatiera
congnitiva. Apés a coleta do sangue poncéo venosa foi realizada a avaliagdo hematoldgica
e avaliacdo do perfil oxidativo. Para tanto foi avaliada acidgde antioxidante sérica total
por reducéo férrica (FRAP), deteccdo da atividade das enzimas antiesidatalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD) e da glutationa S transferase (&Sjlantificacdo dos
marcadores de dano relacionados ao estresse oxidatvoxidacado lipidica (MDA)e
proteina carbonilada. Nao foi observada diferenca significativa no ER&® os dois grupos
avaliados. A atividade de CAT apresentou-se significamente menor no goupdA,
entretanto ndo foi observado a mesma alteracdo para as enzimas@®IDA peroxidacao
lipidica foi significativamente superior no grupo com DA em comparagagrupo de idosos,

a deteacdo de proteina carbonilada nao evidenciou diferenca engrepos avaliados.
Observou correlagéo inversa entre atividade da enzima antioxidantee GADA, apenas
para o grupo de pacientes conbA. De acordo com os resultados apresentados, podemos
concluir que embora néao tenha sido observada alteracdo no FRAP entre os grupos,avaliados
reducdo da atividade da enzima CAT corrobora com peroxidacéao lipidica sumoegrpo

de pacientes com DA. Demonstrando assim que a referida condeg@oaafterfil oxidativo

sérico.



ABSTRACT

BOMFIM, Mariana Souza Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicods, 2019.
Oxidative profile of patients with Alzheimer's disease Advisor: Silvia Almeida Cardoso.
Co-advisors: Leandro Licursi de Oliveira, Rodrigo de Barros Freitas, Luditamaira Lima
and Lucas Vilas Boas Magalhaes.

Alzheimer's disease (AD) is the most common cause of dementiahigh morbidity and
mortality, related to the aging of the population. The present stuay i determine the
oxidative profile of patients with Alzheimer's disease comparedderlglpatients without
cognitive impairment. Thirty-eight elderly volunteers were divide itwo groups: one
containing elderly diagnosed with AD and with scores below 20 pointseiivini Mental
State Examination (MEEN), and another of individuals without congent&abhfon. After
the collection of blood by venipuncture, the hematological evaluatioreealdation of the
oxidative profile were performed. The total antioxidant capacity by irdoaten (FRAP),
detection of the activity of the catalase antioxidant enzymes C&uperoxide dismutase
(SOD) and glutathione S transferase (GST) and quantification of damage matatd to
oxidative stress; lipid peroxidation (MDA) and carbonylated protein. No significant difference
was observed in the FRAP between the two groups evaluated. CATyavas significantly
lower in the AD group, however, the same alteration was not observed ®0hand GST
enzymes. Lipid peroxidation was significantly higher in the AD group comp@rettie
elderly group, the detection of carbonylated protein showed no difference béheegoups
evaluated. It observed an inverse correlation between activity aintiexidant enzyme CAT
and MDA, only for the group of patients with AD. According to the results ptedewe can
conclude that, although there was no alteration in FRAP between the gnalpated, the
reduction of the activity of the CAT enzyme corroborates with supepil fieroxidation in
the group of patients with AD. Thus demonstrating that said conditiors dtlie serum

oxidative profile.
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APRESENTACAO

A presente dissertacdo foi elaborada de acordo com as normas estabptdaidad
Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacdo da Universidade Federal de-MifegaO corpo do
trabalho compreende uma introducdo geral, objetivo geral e objetivos eggedifit artigo
cientifico e uma conclusdo geral. O artigo original foi intitula@xidative profile of
patients with Alzheimer's disease”, submetido para a revistaree Radical Biology and
Medicine. (Qualis Al1- Medicina I).
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Desordens neurodegenetativas

A neurodegeneracdo € um fenbmeno que ocorre no sistema nervoso centratj@ssoci
a perda de estrutura e funcdo neuronal. Podendo ser observada apos infedgfes vira
principalmente em processos patologicos denominados “doengas degenerativas” (Chen et al.,
2017).

O sistema nervoso central (SNC) humano adulto consiste em aproximadaf@nte
bilhdes de neurdnios e uma quantidade similar de células da ghietecezada por astrocitos,
oligodendrocitos e micrdglia (Azevedo et al., 2009). O parénquima do SEGepstrado do
resto do corpo pela barreira hematoencefalica (BH), que é formada predemeratet por
juncbes entre as células endoteliais da vasculatura do SNC. A BiHges controla a
entrada de nutrientes e células, incluindo células imunolégicas pesfégoe estdo quase
completamente ausentes no SNC saudavel. Assim determinando-se docdecsitio
imunologicamente privilegiado para o SNC. Mais recentemente esseitoomem sendo
modificado a partir de observac¢des sobre a competéncia imunoldgica propri& do (&
rapida capacidade de responder a lesdes e infeccbes (Amor et al., 2010).

A doenca de Alzheimer (DA), esclerose mdltipla, doenca de Parkinson (RP) e
esclerose lateral amiotréfica que negativamente afetam o fanoéonio do SNC central
geralmente sdo observadas em idosos. (Chen et al), 2017

1. 2 Doenca de Alzheimer

A DA é a causa mais comum de deméncia, com alta morbidade alidaoie,
relacionada ao envelhecimento da populacdo (Rojas-Gutierrez et al., 264sp)ofsavel por
aproximadamente 60 a 70% de todos os casos de deméncia. Sua prevalé&tia aom a
idade, sendo de cerca de 1% no grupo etario de 60 a 64 anos, e de 24 a 33% naqueles com
idade superior a 85 anos (Aprahamian et al., 2009; Schaeffer et al., 2011).

Em 2011, as estimativas indicavam 24 milhdes de pessoas acenpeldaDA no
mundo, e prevé-se que, até o ano de 2030, este nimero atinja 72 midwesgidtem muitos
dados a respeito da incidéncia da DA no Bramitretanto, estima-se que um milhdo de
pessoas sofram desta doenca no pais. Existe a necessidade de apssesrdados, pois a

DA aparenta ser subdiagnosticada no territorio brasileiro (Ferri, 2012, Herrera et al., 2002).
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O déficit de memoria € a apresentacdo mais comum da doenca, glwe ¢éambém
dificuldade em aprendizagem e recordar informacfes recentemente ameBdstasintoma
evolui de forma insidiosa e progride lentamente ao longo do tempo. Oiadetdimutras
funcdes, como a atencdo, a linguagem e as funcdes executivas, pode surgir
concomitantemente a alteracdo de memoaria ou posteriormente aegja, @002; Galluci et
al., 2005; Mckhann et al., 20p2

Atualmente, podem ser diferenciadas duas formas de DA: de inicio éaadiamiliar
gue por ser de surgimento prematuro, € também chamada de precoce (ocotesndosab0
anos). A DA familiar apresenta um forte componente genético representab®oalé% de
todos os casos de DA. Ja a DA tardia € a forma mais comum da ,desmia caracterizada
por ser de advento tardio (ap6s os 60 anos) e possui um arquétipo muito complexa®Ambas
formas da doenca sdo definidas pelas mesmas caracteristicasiqadpldgncipalmente o
decréscimo das funcdes cognitivas (Falco et al., 2016).

A fisiopatobgia da DA esta relacionada com o acumulo do peptideo f-amiloide (BA)
derivado da clivagem proteolitica da proteina precursora amiloide (ARPagi® de beta e
gama secretases. Esse acumulo leva a toxicidade sinaptiveueotoxicidade, ocasionando a
guebra da homeostase do célcio, a inducdo de estresse oxidativo e a disiitmgéadrial
(Blennow et al., 2006; Hauptmann et al., 2006rr&net al., 2011; Aliev et al., 2013). Em
condi¢gdes normais, o peptideo BA ¢ degradado por enzimas e retirado do encéfalo através de
um balanco entre efluxo e influxo, mediados pela proteina receptora derebéptores para
produtos finais de glicosilacdo avancada. Na DA, um desbalanco eprmed@cdo e o
clearence do peptideo BA levam ao depdsito de oligdmeros no espago extracelular,
ocasionando inibicdo do potencial de longa duracdo hipocampal e da dadstisinaptica
(Blennow et al., 2006; Butterfield et al., 2007; Karran et al., 2011). Estudosmetaatebém
a ocorréncia de uma producao excessiva de PA intraneuronal, podendo esta causar lise
neuronal e formacéo de placas senis (Fernandez-Vizarra et al., 2004; Kaira@@®L1). As
placas acabam por desencadear ativagdo astrocitica e raiceogliproducdo de resposta
inflamatoria, gerada no entorno dos depositos de BA, e assim contribuem com a morte de
neurbnios, com o déficit de neurotransmissores colinérgicos, serotoninérgicos,
noradrenérgicos e com a reducao dos niveis de somatostatina e coniad#ogosto et al.,
2009).

Estudos anteriores observaram alteracdes de propriedades bioquimicaie@todi
de pacientes com DA, incluindo estresse oxidativo substancial, disfum¢doondrial e

disfuncédo do ciclo celular. Essas altera¢cdes bioquimicas apresentadéinfocitos da DA
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parecem influenciar suas fun¢des imunoldgicas fisiolégicas. Simultanegnas linhas de
evidéncia mostraram reducdo nos parametros hematimétricos e taksasaltas de
hemossedimentacao, indicando uma forte associacao entre DA e anemia (Fa@dbt)eA
anemia ja foi associada a perda cognitiva na DA, mas o0 mecardesse risco €
desconhecido (Denny et al., 2006; Chaves et al., 2006).

A certeza do diagndstico s6 pode ser obtida por meio do exame microscopic
tecido cerebral do doente apds seu falecimento. Na pratica, o diagndstiboenca de
Alzheimer é clinico, isto é, depende da avaliacao feita por um opéglie ira definir, a partir
de exames e da histéria do paciente, qual a principal hip6tese marsaada deméncia.sA
duas caracteristicas patoldgicas, particularmente evidentestag®e finais da doenca, sédo
placas amildides e emaranhados neurofibrilares (NFT). Ja foi desoatfoute relacédo entre
a DA e distarbios metabdlicos (sindrome metabdlica) e o estressgivixidGabidamente a
dislipidemia e o desequilibrio da glicemia amplificam a peroxidagamida, que
gradualmente reduz a capacidade dos sistemas antioxidantes. Cassamdalteracées no
metabolismo oxidativo que afeta a estrutura celular, podendo ocasionar dammsaise

(Rojas-Gutierrez et al., 2017).

1.3 Estresse oxidativo e desordens

Nas células saudaveis, a geracao de espécies reativas de qEgEDE) por NADPH
oxidase esta diretamente relacionada a eventos de sinalizac@w eehd manutencao da
homeostase dos tecidos, entretanto, a ativagdo excessiva da N#&xRide implicada na
degeneracdo neurologica mediada pelo estresse oxidativo (Gao et al.B20&s et al.,
2014).

A patogénese de disturbios neuroldégicos esta diretamente relacionaskanreadi
mitocondrial. Os neurbnios dependem da fosforilagdo oxidativa para atasdsuas
necessidades energéticas e, portanto, as alteragcdes na funcdo mitoestiridigadas a
falha de energia (formacdo de ATP) e a morte das células neurédnaissfuncao
mitocondrial esté relacionada com aumento dos niveis de EROs derilagagamento de
elétrons da cadeia de transporte de elétrons (Rose et al., 2017).

As espécies reativas de nitrogénio (ERNs) também podem contribuie giasesse

o do

oxidativo. Conjuntamente as EROs podem causar oxidacdo de proteinas, de BNA e

peroxidacao lipidica. Tal peroxidacdo é muito relevante para o SNC dedddtas indices

de acidos graxos poli-insaturados. Assim sendo, o estresse oxidativo paatedeanss a
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membrana celular e comprometer sua integridade e viabilidade (Bstindy., 1990;
Lassmann, 2011).

A intensa atividade metabdlica e a regeneracao celulataestritribuem fortemente
para a vulnerabilidade do SNC ao estresse oxidativo. O alto nUmero dénalitas ativas
acarretam em uma grande quantidade de espécies reativas. Edds poidem afetar o
funcionamento mitocondrial e atualmente sdo associados a degeneragéd @ ao
comprometimento da viabilidade dos oligodendrdcitos visto sua necesdelada@nutencao
do estado de mielinizacdo, com alta demanda energética (Morato et al., 2014).

O dano mitocondrial pode iniciar a apoptose por liberacéo de citocromo Ces fartor
apoptoticos (Kuwana et al., 2003). A renovacao de proteinas ndo funcionaanelasge
especialmente importante em células neuronais devido a sua baixfaganneurogénica.
Esses danos sdo mais comuns com o envelhecimento, 0 que propicia unistaiao
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas com o aumento da idadeci(bteabc
1993; Montine et al., 2002).

Frente ao apresentado nosso grupo de pesquisa vem atuando na avaligedid do
oxidativo de pacientes previamente diagnosticados com doenca dém&lzh€isando um
aprofundamento no conhecimento do perfil oxidativo destes pacientes, paralifgossibi
articulagbes e intervencdes necessarias com objetivo de miniaszaepercussdes das

referidas condi¢fes crbnicas ndo transmissiveis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar o perfil oxidativo de pacientes com doenca de Alzh@mertomparacao

a pacientes idosos sem alteracao cognitiva.

3.1.1 Objetivos Especificos

- Listar os pacientes idosos atendidos no servi¢o de referéncia,

- Categorizar os pacientes idosos atendidos no servico especializadmidie de
Vicosa/MG;

- Analisar o perfil hematoldgico;

- Avaliar a capacidade antioxidante sérica total, por reducéo férrica (FRAP);

- Avaliar a atividade sérica de catalase (CAT);

- Quantificar o marcador MDA resultante da peroxidacao lipidica.

- Correlacionar a atividade da enzima antioxidante e catalase (CAPerxidacao
lipidica (MDA).
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RESUMO

Introducdo: A doenca de Alzheimer (DA) torna-se cada vez mais incidente na pépulac
idosa mundial, sendo caracterizada como uma alteracdo no parénquimal ckretras
portadores. O estresse oxidativo apresenta-se como um agente iategrasiopatologia da
DA podendo resultar em danas membranas celulas e assim comprometendo sua
integridade e viabilidadebjetivo: Comparar o perfil oxidativo de idosos portadores de DA
com idosos sem alteracdo cognitivdaterial e métodos: Pesquisa realizada com 38
voluntarios em atendimento na Unidade de Atendimento Especializad&aéoe da
Universidade Federal de Vigcosa/Minas Gerais, sendo 20 voluntarios cambsdiag prévio

de DA e 18 idosos sem alteracdo cognitiva. Foram realizadaseanadimatologicas, para
definicho do hemograma e leucograma. A partir do soro foram realizadaac@eslida
capacidade antioxidante total (FRAP), determinacdo da atividadeerdamas Catalase
(CAT), superoxido dismutase (SOD) e Glutationa-S-transferase (GST) e queatifidas
marcadores de dano proteinas carboniladas e produto de lipoperoxidacdo (MDA).
Resultados: Observou-se alteracdes significativas hematologicas que e@dsnao grupo

DA niveis reduzidos de linfoctos e aumentados de neutrdfilos, resultandoienmretecdo
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neutrofilo- linfécito (RN/L) em comparacao aos idosos sem alteracanitivag Assim como
niveis hemantiométricos inferiores. Nao foi observado alteracéo nas detecE&®SRJeSOD

e GST entre os dois grupos avaliados, entretanto a atividade da €Ximapresentou-se
significativamente reduzida no grupo DA. Apenas o marcador MDA apressmtou-
significativamente maior no grupo DA, apresentando correlagao inversascdosagens de
CAT para o grupo em questaBonclusédo: Nossos achados demonstram que 0s pacientes
com DA embora ndo apresentem alteracéo na capacidade antioxidante sérica wtataapre
alteracbes no padrdo enzimatico antioxidante assim como no marcéavoneslo a
lipoperoxidacdo. Achados importantes para estabelecimentos de conduagiyasvara

esse grupo de pacientes.

Palavras chave: Doenca de Alzheimer, estresse oxidativo, neurodegeneracao.

ABSTRACT

Introduction: Alzheimer's disease (AD) has become increasingly incident ireliherly
population worldwide, being characterized as a change in the brain parenchyma of its. patien
The oxidative stress presents itself as an integral agent pathephysiology of AD and may
result in damage to cell membranes, thus compromising their inteanidy viability.
Objective: To compare the oxidative profile of AD elderly patients with thersldeithout
cognitive impairmentMaterial and Methods: Research carried out with 38 volunteers under
medical care at a Specialized Healthcare Unit at the HeUaigersity of Vicosa/Minas
Gerais, being 20 elderly volunteers with prior AD diagnosis and 18 eldedple without
cognitive impairmentHematological analyses were performed to define the Complete Blood
Count (CBC) and Leukocyte Differential Count (LDC). From serum were made evakiati

of the Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP), determination of theitgcof the
Catalase enzymes (CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathionet&-assmgGST)

and quantification of damage markers of carbonylated proteins and product of lipid
peroxidation (Malondialdehyde - MDA)Results: There were significant hematological
changes that evidenced, in the AD group, reduced levels of lymphoowesh@eased
neutrophils, resulting in increased neutrophil-lymphocyte ratio (RN/L) in cosgoato the
elderly without cognitive impairment, as well as lower hematimé¢vels. There was no
alteration in detections of FRAP, SOD and GST activitiewéen the two groups evaluated,
however the CAT enzyme activity was significantly decreaseithenAD group. Only the

MDA marker was significantly higher in the AD group, presenting an ieveosrelation with
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CAT dosages for the group in questi@unclusion: Our findings show that AD patients do
not present alterations in the FRAP, present alterations in antioxianmhe pattern as well
as in the marker related to lipoperoxidation. Important findings to establistenpire

measures for this group of patients.

Keywords: Alzheimer Disease, oxidative stress, neurodegeneration.

INTRODUCTION

AD is the most common cause of neurodegenerative dementia, with highdityorbi
and mortality related to the population aging (Rojas-Gutierrez et al., 264 ®)ost common
presentation is the cognitive deficit, which involves difficulty iarleng and evocation of
information recently learned. This symptom develops insidiously and progr&esdy over
time. The decline of other functions, such as attention, language andiegdanttions, can
occur concomitantly with or subsequently to the amendment of memory (Mega, 2002 G
et al., 2005; Mckhann et al., 2002

The pathophysiology oAD is related to the hyperphosphorylation of the TAU protein
and the extracellular accumulation @famyloid peptide §A) derived from the proteolytic
cleavage of the Amyloid Precursor Protein (APP), by the action of &edagamma
secretases. This accumulation leads to synaptic toxicity and oegityt causing the
breakage of calcium homeostasis, the induction of oxidative stress andchondaal
dysfunction (Blennow et al., 2006; Hauptmann et al., 20G6tadet al., 2011; Aliev et al.,
2013.

Several evidences demonstrate the participation of systemic inflaommin the
progression of the AD (Fulop et al., 1990; Scali et al., 2002; Jaremg 204&1). Peripheral
leukocytes present functional alterations in patients with AD (Sdngl.e 1999), with
increased oxidative stress in lymphocytes, corroborating to the progredsiba disease
(Sultana et al., 20330ther cellular alterations have already been reported in this condition,
peptides (BA) have already been observed in phagocytic granules of neutrophils (Davydova et
al., 2003; Fiala et al., 2005). Hematological alterations haveb&en reported in patients
with AD, with anemia associated with a two times higher risk oélibging AD. Low levels
of hemoglobin may affect cognitive impairment of the AD patient, dueeduced cerebral
blood oxygen levels during a prolonged period of time (Shah et al., 2008; Wimokteste
2018).
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Therefore, our group has been adding efforts in the attempt to assess eéh@csyst
oxidative profile of patients with AD. With the objective of deepeningkim@wvledge of the
oxidative profile of these patients, to enable necessary jonttsrderventions in order to

minimize the impact of noncommunicable chronic conditions.

METHODOLOGY
Study design

The study participants were 38 volunteers under medical care at th&ali3edc
Healthcare Unit at the Federal University of Vigcosa/Minas Gefdie samples were carried
out in the period from April to September 2018, after approval by the Human ReBEtaics
Committee at the Federal University of Vicosa (CEP-UFV), opinion number 2.541.609.

The sample included elderly individuals of both sexes, with agesgtian or equal
to 60 years, capable volunteers signed the informed consent form; theglegdlan of
patients with dementia were responsible for signing the informed coimsentVolunteers
who refused to participate in the study, or with previous diagnosissotilaa dementia, by
HIV, neurosyphilis or multiple infarctions, were excluded.

The subjects were divided into two groups: the first called "eldexdyhposed of
elderly people without cognitive changes and the second called "épased of elderly
patients diagnosed with AD and with scores below 20 points in the Meamtal State
Examination (MMSE).

Biological sample collection

The blood sample was collected by venipuncture, being carried out yyukiified
professional. Two blood test tubes were collected, one with anticoadotacomplete blood
count and leukocyte differential count analysis by impedance and a sedmnavithout
anticoagulant to obtain the serum. After clot retraction, thepkamas centrifuged and the
serum was stored at -4°C for later analyses.

Assessment of markers of oxidative stress
Serum total antioxidant power

The quantification of serum total antioxidant power was based andtied of ferric
reducing antioxidant power (FRAP) (Benzie et al., 1996). For this, 10 ul of sample/standard
were added to 220 ul of FRAP solution in polystirene microplates, whiod iweubated in

the dark for 30 minutes. As oxidizing agent was used a Trolox solut@aringt with a
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concentration of 2 mmot}l The readings were performed in a spectrophotometer Multiskan
GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Scientific) at wavelength of 570hrelative

concentrations were obtained frahe standard curve and the results were expressed in uM.

Activity of antioxidant enzymes
Superoxide Dismutase (SOD)

The determination of the catalytic activity of SOD was performed thrdabgh
pyrogallol method based on the ability of the enzyme to catahezeection of superoxide
(O-2) and hydrogen peroxide, according to Sarban and colleagues (2005). For this reason, 30
ul of sample were added to 99 pl of phosphate buffer (0.1M pH 7.0), 6 ul of MTT (1.25 mm)
and 15 pl of pyrogallol (100 uM) in 96-well plate and incubated for 5 minutes at 37°C. The
standard and the white were done in the same way, but for both without sardpising 129
ul and 144 pl of buffer, respectively. The white did not receive pyrogallol. After incubation,
the reaction wasstablished with 150 pul of DMSO (1.25 mm) and the samples were submitted
to reading at 570 nm in the plate reader (Thermo Scientific MultiSkdnGO). The

enzymatic activity was expressed in SOD Units/mg of protein.

Catalase (CAT)

The catalase enzyme activity was evaluated by measuring kitinetics of
decomposition of H202, according to Aebi (1984). For this reason, 6 pul of samplenvélong
600 ul of phosphate buffer (0.1 M and pH 7.0) were used as white for each sampleswherea
for reading, the phosphate buffer was added to H202 (30%). Thus, in a quartz cheette, t
samples were subjected to reading at 240 nm on a spectrophotometer, durirmné, ec
monitoring of enzyme kinetics. The enzymatic activity was expdeiss€atalase Units/mg of

protein.

Glutathione-S-Transferase (GST)

In the determination of enzymatic activity of Glutathione-S-Transéeirashe serum
of volunteers was held the quantification of the product formed from the compleration
reduced glutathione (GSH) with 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) according to the
method described by Habig and colleagues (1974) and was calculated kg thfeoradation
of NADPH. Thus, in a quartz cuvette were pipetted 682 pl of phosphate buffer (0.1 M and
pH 7.0) with 6 ul of CDNB (0.1 M), 6 ul of sample and 6 pl of GSH solution (0.1 M) and the

reaction rate of the enzyme present in the samples was monitordd0anm on a
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spectrophotometer, during 90 seconds, for monitoring of enzyme kindtm®over, a white
was performed for the experiment, which does not have the addition of samdpleas used
to check the rate of natmzymatic reactions. The enzymatic activity was expressed as pumol

min-1 g -1, where a unit of activity represents the amount of enzymecéhalyzes the

formation of 1 umol of product by minute by gram of sample, under the test conditions.

Markers of damage
Lipid Peroxidation (MDA)

To quantify the products of lipid peroxidation (lipid peroxides, melondialdehydes and
other aldehydes of low molecular weight), serum samples were subruittesleaction with
the thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), according to tidaoédgy of Buege
and Aust (1978)In this way, 200 ul of each sample were added to 400 ul of solution of
TBARS (15% of TCA, 0.375% of TBA and 0.25M of HCL), agitated on a vortex mixer for
10 seconds and placed in a water bath at 90°C during 40 minutes. Thenoalitey, the
thiobarbituric acid reactive substances was extracted, with the addition of 600 ul of n-butanol,
followed by centrifugation at 3500 rpm for 5 minut€mally, after centrifugation, 200 pul of
supernatant was carefully removed and submitted to reading at 535 nnvalliles of

TBARS were expressed in nmols of malondialdehyde (MDA) by mg of protein.

Carbonylated Proteins (PC)

The dosage of carbonylated proteins in serum was determined according to the
methodology of Levine and colleagues (1990). In this way, the precipitateneabthy
centrifugation was re-suspended with 1 ml of phosphate buffer (0.1 M, pH 7.0) and this
divided into two eppendorfs (samples and white), with 500 pl each. Then, both were
precipitated with 500 pl of TCA 10% solution and centrifuged at 5000 g for 10 minutes at 4°C
and the supernatant, discarded. Subsequently, only the samples wer¢eth@ibambient
temperature for 30 minutes, with 500 pl of solution containing 2,4-dinitrophenylhydrazine
10mM 18 and 2M HCL. Soon after, the samples and the whites were agapitgted with
TCA 10% and centrifuged for 10 minutes at 5000 g. The precipitate wasvished twice
with ethanol solution: ethyl acetate (1: 1), and centrifuged at 100001 forinutes at 4°C
and the supernatant, discarded. Finally, the precipitate obtained wasperided in 1 ml of
6% SDS solution, again centrifuged at 100Qor 10 minutes at 4°C and 200 pl of

supernatant were carefully removed and submitted to reading at 370 hm ptate reader
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(Thermo Scientific-MultiskanTM GO)The content of protein was expressed in mmol of

carbonylated proteins by ml of sample.

Statistical analysis

The analyzed variables presented a normal distribution on the Shaithrte¥Y, thus
the parametric T test was performed. The results were expresse@aas imstandard
deviation, with statistical significance considered when p<0.05. Farthlgsis of correlation
between the variables, Pearson test was performed. The staasiadgdis was performed
using the software GraphPad Prism 7.0 program (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

RESULTS
The present study included 38 volunteers, divided into two groups: 20 eldedgtpati
with a mean age of 83.7 + 5.76 years with Alzheimer's disease (nabjedndl 18 elderly

patients with a mean age of 80.5 £ 5.76 years without cognitive impairment (calleg)elderl

Table 1: Characterization of the studied population, Vicosa-MG.

Number of volunteers Age meantSD

AD Elderly AD Elderly
Female 18 12 83.5+5.89 82.6 £9.55
Male 2 6 86.5 +4.94 75 +£10.50
Total 20 18 83.7 £5.76 80.5 +5.76

SD: standard deviation.

As shown in table 2, the hematological evaluation showed significanér |
quantification of lymphocytes in elderly patients with AD (2.5+2.2410vs
3.5+1.02x1C; p = 0.004), in comparison to the elderly without cognitive impairment.
Furthermore, the group showed significantly higher quantification of neutrophils
(6.4+1.09x10 vs 5.6+0.99x1%) p = 0.018). The hematimetric analysis revealed significantly
lower levels of hemoglobin (12.0+£1.21 vs 13.6+2.02g/dl; p = 0.0061) and hematocrit
(36.7£3.82% vs 40.9+6.15%;= 0.0154) in the AD group in comparison to the elderly group.
The neutrophil/lymphocyte ratio of patients with AD showed to be highénergroup of

elderly patients without cognitive impairment.
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Table 2- Hematological profile of voluntegr¥icosa-MG.

AD (n=24) Elderly(n=18) p-valueb

Mean + SD Mean + SD
Leukocytes (10°) 84+3.08 79+2.78 0.635
Lymphocytes (10°)  2.5+2.20 3.5+1.02 0.004
Neutrophils (10°) 6.4+ 1.09 56+0.99 0.018
Eosinophil (10%) 0.3+£0.29 02+0.10 0.860
Erithrocytes (10°) 42.1+4.92 45.7+7.20 0.063
Hemoglobin (gdl)  12.0+ 1.21 13.6+2.02 0.006
Hematocrit (%) 36.7+3.82 409+6.15 0.015
Platelet (10°) 2303 +67.46 204.2 £ 51.05 0.162
NLR® 2.51 1.59

¢ Neutrophil/Lymphocyte ratio; ® bold values have statistical significance

For the evaluation of the serum oxidative profile of the elderly, injtigdhe total
antioxidant power was determined by ferric reducing antioxidant pow&KJ: As shown in
Figure 1, there was no difference in serum total antioxidant power betlWweegrdups

evaluated.
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Figure 1: Serum total antioxidant power. Evaluation of the ferdaaieg antioxidant power
(FRAP) in volunteers with Alzheimer disease (n=20) and the elderly (n=18).
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In the evaluation of enzymatic antioxidant activity, the serunvigcbf catalase (A)
is significantly lower in the group with AD compared to the group of tderly without
cognitive impairment. The activities of the enzymes superoxide dseu{B) and
Glutathione-S-transferase (C) showed no difference between the two groups evaluated.
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Figure 2: Detection of serum enzyme activity. Evaluation of Cata(@9, Superoxide

dismutase (B) and Glutathione S transferases (C) in the serum of vatuwttre Alzheimer

disease (n=20) and the elderly (n=18). ** p<0.01 T test.

In relation to markers of tissue damage resulting from oxidativessstrigoid
peroxidation and carbonylated protein were quantified. The MDA marker resintimdipid
peroxidation was significantly higher in the group with Alzheimer diseas®mparison to
the group of the elderly. There was no change in the carbonylated prdategebehe groups

evaluated.
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Figure 3: Quantification of markers of tissue damage. Evaluation af pproxidation
determined by MDA (A) and carbonylated proteins (B), in volunteers with Atatredisease
(n=20) and the elderly (n=18). *** p<0.005 T test.
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The correlation between the aforementioned variables was evaluatedngshemvi
inverse correlation between antioxidant enzyme activity and sata@AT) and lipid

peroxidation (MDA), only for the group of patients with Alzheimer's disease (AD).
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Figure 4: Dispersion and Pearson's correlation coefficient (r). CAT/MBAables in
volunteers with Alzheimer disease (A) and the elderly (B). Statisticajfyfsiant p<0.05.

DISCUSSION

AD is a chronic neurodegenerative disorder, with dementia as the main caotgeque
The disease is among the leading medical concerns of the modern bexédise only
symptomatic therapies are available and there are no reliasg,aecess biomarkers for
early detection and monitoring of AD (Mietelska-Porowska et al., 2017).

The incidence of AD is higher in elderly females in relatmmales. This fact cannot
be attributed only to the greater longevity of women, once higher o&tabesity and diabetes
also represent risk factors for dementia. Added to these factors, mitochohdsiderly
women undergo changes, becoming more prone to damage related to toxp:yngfoid
peptides, by reduced estrogen protective action (Vifia et al., 2010). In sentpseudy, we
recruited elderly volunteers met at a specialized healthcanes®ef Vicosa/MG and region.
The study volunteers with AD diagnosis are mostly females, corrobothgndescription of
the incidence in the literature. The elderly control group, without Gegrimpairment, also
presented a higher proportion of individuals of the female sex, with a meainatar to the
AD group.

In the present study, we demonstrated that patients with AD shogeificant

changes in blood cell profile, with emphasis on reduced lymphocytes and @tcreas



19

neutrophils in relation to the elderly control group. The neutrophil/lymphocyte ratio (RN/L)
of patients with AD is larger than the group of the elderly without cognitive impairment,
which is similar to that found by Kuyumcu et al. in 2012. The increased RN/L found
corroborates studies that demonstrate AD as the result of a chronic inflammatory process.
Thus, a low lymphocyte count demonstrates a considerably reduced body resistance to fight
an infection, whereas increased neutrophils contribute to changing the BHE permeability
(Shah et al., 2009, Winchester et al., 2018).

There was also reduction in hematimetric parameters in the group of patients with AD;
reduced levels of hemoglobin are associated to cognitive impairment in AD (Faux et al.,
2014). The anemia and the deregulation of iron are associated with increased oxidative stress
in the brain; the free iron catalyzes the conversion of hydrogen peroxide into highly reactive
hydroxyl radicals. As well as in the lipid peroxidation, resulting in other potentially toxic
radicals, which provides the generation of a vicious cycle of degenerative events (Gutteridge,
1982).

Oxidative stress is characterized as an imbalance between the production of reactive
species and the antioxidant system in aerobic organisms (Vasconcelos, 2007). The membranes
are present in the cells and cell organelles are composed of poly-unsaturated fatty acids, the
component most attacked by reactive oxygen species (ROSs), which can induce lipid
peroxidation and generation of various molecules typically electrophilic, such as the MDA.
This process can cause a modulation of metabolic pathways, which result in destruction and
failure of cellular metabolism (Lima et al., 2001, Monteiro, 2007).

Our data demonstrate that the serum total antioxidant power (FRAP) is similar
between the AD group and the elderly without cognitive impairment, corroborating the
findings of Pulido et al. 2005, who also found no difference in serum antioxidant power
between patients with AD and the control group. In the study conducted by Pulido (2005),
significantly reduced FRAP values were found only for patients with AD with ApoE4
genotype.

Although compensatory mechanisms in response to the increased production of free
radicals are involved especially in the initial stages of AD, these become less efficient with
the progression of the disease. This aspect of our study coincided with the research that
showed significant reductions in the levels of CAT in blood samples from patients with
advanced AD (Klugman et al., 2012; Tabet et al., 2002).

Among the markers of damage related to oxidative stress, we demonstrated that MDA

marker resulting from lipid peroxidation (LPO) was significantly higher in the group with
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AD. The LPO is a cytotoxic event that triggers a sequence of lesions in the cell. The changes
in the membranes lead to disorders of permeability, changing the ionic flow and the flow of
other substances, which results in the loss of selectivity for input and/or output of nutrients
and toxic substances into the cell, changes in the DNA, oxidation of LDL and impairment of
extracellular matrix components (Vaca et al., 1988; Baber et al., 1994). Our results also show
an inverse correlation between the levels of CAT and the MDA marker only for the group of
patients with AD.

Various modifiable factors have been associated with dementia, such as hypertension,
dyslipidemia, obesity in mid-age, diabetes mellitus, smoking, physical inactivity, depression
and low levels of schooling (Kivipelto et al., 2018). Our findings substantiate the importance
of antioxidant mechanisms in neurodegenerative conditions like AD, thus reinforcing the

importance of the enzymatic antioxidant protective effect, for patients in this condition.
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que:

- Os pacientes idosos com DA, atendidos no servigo especializado de saude de Vigosa/MG
sdo predominantemente do sexo feminino.

- Os pacientes com DA apresentaram alteracdes significativas no perfil celular sanguineo,
com énfase na reducdo de linfocitos e aumentos de neutrofilos em relacdo ao grupo de idosos
controle.

- Nao apresentaram diferengas estatisticas de FRAP e relagdo aos idosos sem alteragdo
cognitiva.

- Os pacientes com DA demonstraram redugdes significativas nos niveis de CAT em amostras
de sangue.

-O marcador MDA resultante da peroxidagdo lipidica (LPO) apresentou-se
significativamente maior no grupo com DA.

- Houve uma correlagdo inversa entre os niveis de CAT e o marcador MDA, apenas para o

grupo de pacientes com DA.
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em local adequado e de forma individual, aquele voluntario que se recusar a responder qualquer
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ANEXO C — Termo de Assentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidado (a) como

voluntario (a) a participar da pesquisa “Perfil Oxidativo de Pacientes com Doenca de
Alzheimer”, sendo que seu representante legal, Sr (a)

autorizou sua participagdo. Nesta pesquisa

pretendemos determinar o perfil oxidativo de pacientes com Doenca de Alzheimer. Para esta
pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos: Aplicagao de um questionario para doenca
neuropsiquiatrica e coleta de sague para analises laboratoriais. O questionario sera realizado
no Centro Estadual de Atencdo Especializada em Vigosa. O tempo de aplicagdo do
questionario ¢ de aproximadamente 15 minutos. A coleta do material biologico (sangue) sera
feita por profissionais treinados para esses procedimentos e para orientagdo de possiveis
complicacdes. Todos os exames serdo realizados no Centro Estadual de Atengdo
Especializada em Vigosa em dia e horario previamente estabelecido, em local adequado que
preserva a sua intimidade e tranquilidade. O referido servigco tem disponivel todo material
necessario para o atendimento de eventuais urgéncias. Sera coletado apenas uma amostra de
sangue. Como beneficios da pesquisa, espera-se obter correlacio entre a doenca
neuropsiquiatricas e o conhecimento do seu padrdo inflamatério e do estresse oxidativo,
permitindo ao médico que o acompanha usar de ferramentas para possiveis intervengoes
clinicas e tratamento adequados e visando melhorias na qualidade. O motivo que nos leva a
estudar estes fatores é para possibilitar que o Sistema Unico de Satde realize agdes que
possam ajudar a melhorar o atendimento. Um dos riscos envolvidos na pesquisa consiste em
constrangimento durante a consulta médica e ao responder o questiondrio, € para minimizar
tal constrangimento o questiondrio serd aplicado em local adequado e individualmente e vocé
poderéd se recusar a responder uma ou mais perguntas, sem que isso implique em qualquer
alteracdao na forma como vocé serd atendido (a) na unidade. No exame de sangue ¢ possivel
que ocorram os seguintes desconfortos ou riscos: no momento da coleta de sangue podera
haver alguma dor decorrente da puncdo da pele; complicagdes de coleta de sangue rotineira
sdo raras e geralmente de pequeno porte; se houver pequena perda de sangue da veia no local
da puncgdo geralmente hd um pequeno desconforto que desaparece em poucos dias, mas os
profissionais estdo aptos a resolver o problema e prestar as devidas orientacdes. Os exames
complementares utilizados para a pesquisa serdo realizados em laboratérios vinculados a
Universidade Federal de Vicosa e a amostra biologica (sangue) serd descartada apds andlise.

Vocé continuara recebendo o acompanhamento no ambulatério mesmo apds o encerramento e



31

/ou interrup¢do da pesquisa. Nao havera nenhum custo para vocé participar deste estudo e
nem vocé receberd qualquer vantagem financeira. Apesar disso, diante de eventuais danos,
identificados e comprovados, decorrentes da pesquisa, vocé tem assegurado o direito a
indenizacdo. Vocé tem garantida plena liberdade de recusar-se a participar ou o retirar seu
consentimento e interromper a sua participagdo, em qualquer fase da pesquisa, sem
necessidade de comunicado prévio. A sua participagdo ¢ voluntaria e a recusa em participar
ndo acarretarda qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que ¢ atendido (a) pelo
pesquisador. Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicao quando finalizada. Vocé€ nao
sera identificado (a) em nenhuma publicagdo que possa resultar. O seu nome ou o material
que indique a sua participagdo ndo serdo liberados sem a sua permissdo. Este termo de
assentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera arquivada pelo
pesquisador responsavel, no “Centro Estadual de Atencdo Especializada em Vigosa” e a outra
sera fornecida a vocé€. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com
o pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos apos o término da pesquisa, €
depois desse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes
profissionais de sigilo e confidencialidade, atendendo a legislacdao brasileira, em especial, a
Resolucao 466/2012 do Conselho Nacional de Satde, e utilizardo as informagdes somente
para fins académicos e cientificos. Nesta pesquisa nao serd necessario a utilizagdo de recursos

como filmagens, fotos ou gravagoes.
AUTORIZACAO PARA PARTICIPACAO NO ESTUDO

Eu, e meu responsavel

legal , fomos informados (as) dos

objetivos da pesquisa “Avaliagdao do perfil inflamatério e oxidativo de pacientes atendidos em
servico de neuropsiquiatria” de maneira clara e detalhada, esclarecemos nossas duvidas. Sei
que a qualquer momento poderei solicitar novas informac¢des e modificar minha decisdo se
assim o desejar. Recebi uma via original deste termo de assentimento livre e esclarecido e me
foi dada a oportunidade de ler e esclarecer minhas davidas, bem como ao meu responsavel

legal.

Nome do participante
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Nome do Pesquisador Responsavel:

Enderego: Departamento de Medicina e¢ Enfermagem Av. PH Rolfs, s/n — Campus
Universitario  Cep: 36570-900 Vigosa/ MG  Telefone: (31) 3899-3991  Email:

cardososil@yahoo.com.br

Em caso de discordancia ou irregularidades sob o aspecto ético desta pesquisa, voc€ podera
consultar: CEP/UFV — Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos Universidade
Federal de Vigosa Edificio Arthur Bernardes, piso inferior Av. PH Rolfs, s/n — Campus
Universitario Cep: 36570- 900 Vicosa/MG Telefone: (31)3899-2492 Email: cep@ufv.br

www.cep.ufv.br

Vigosa - MG, de de 20
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ANEXO D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidado (a) como

voluntario (a) a participar da pesquisa “Perfil Oxidativo de Pacientes com Doenca de
Alzheimer”, sendo que seu representante legal, Sr (a)

autorizou sua participagdo. Nesta pesquisa

pretendemos determinar o perfil oxidativo de pacientes com Doenca de Alzheimer. Para esta
pesquisa adotaremos os seguintes procedimentos: Aplicagao de um questionario para doenca
neuropsiquiatrica e coleta de sague para analises laboratoriais. O questionario sera realizado
no Centro Estadual de Atencdo Especializada em Vigosa. O tempo de aplicagdo do
questionario ¢ de aproximadamente 15 minutos. A coleta do material biologico (sangue) sera
feita por profissionais treinados para esses procedimentos e para orientagdo de possiveis
complicacdes. Todos os exames serdo realizados no Centro Estadual de Atengdo
Especializada em Vigosa em dia e horario previamente estabelecido, em local adequado que
preserva a sua intimidade e tranquilidade. O referido servigco tem disponivel todo material
necessario para o atendimento de eventuais urgéncias. Sera coletado apenas uma amostra de
sangue. Como beneficios da pesquisa, espera-se obter correlacio entre a doenca
neuropsiquiatricas e o conhecimento do seu padrdo inflamatério e do estresse oxidativo,
permitindo ao médico que o acompanha usar de ferramentas para possiveis intervengoes
clinicas e tratamento adequados e visando melhorias na qualidade. O motivo que nos leva a
estudar estes fatores é para possibilitar que o Sistema Unico de Satde realize agdes que
possam ajudar a melhorar o atendimento. Um dos riscos envolvidos na pesquisa consiste em
constrangimento durante a consulta médica e ao responder o questiondrio, € para minimizar
tal constrangimento o questiondrio serd aplicado em local adequado e individualmente e vocé
podera se recusar a responder uma ou mais perguntas, sem que isso implique em qualquer
alteracdao na forma como vocé serd atendido (a) na unidade. No exame de sangue ¢ possivel
que ocorram os seguintes desconfortos ou riscos: no momento da coleta de sangue podera
haver alguma dor decorrente da puncdo da pele; complicagdes de coleta de sangue rotineira
sdo raras e geralmente de pequeno porte; se houver pequena perda de sangue da veia no local
da puncgdo geralmente hd um pequeno desconforto que desaparece em poucos dias, mas os
profissionais estdo aptos a resolver o problema e prestar as devidas orientacdes. Os exames
complementares utilizados para a pesquisa serdo realizados em laboratérios vinculados a
Universidade Federal de Vicosa e a amostra biologica (sangue) serd descartada apos analise.

Vocé continuara recebendo o acompanhamento no ambulatério mesmo apds o encerramento e
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/ou interrup¢do da pesquisa. Nao havera nenhum custo para vocé participar deste estudo e
nem vocé receberd qualquer vantagem financeira. Apesar disso, diante de eventuais danos,
identificados e comprovados, decorrentes da pesquisa, vocé tem assegurado o direito a
indenizacdo. Vocé tem garantida plena liberdade de recusar-se a participar ou o retirar seu
consentimento e interromper a sua participagdo, em qualquer fase da pesquisa, sem
necessidade de comunicado prévio. A sua participagdo ¢ voluntaria e a recusa em participar
ndo acarretarda qualquer penalidade ou modificagdo na forma em que ¢ atendido (a) pelo
pesquisador. Os resultados da pesquisa estardo a sua disposicao quando finalizada. Vocé€ nao
sera identificado (a) em nenhuma publicagdo que possa resultar. O seu nome ou o material
que indique a sua participagdo ndo serdo liberados sem a sua permissdo. Este termo de
assentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera arquivada pelo
pesquisador responsavel, no “Centro Estadual de Atencdo Especializada em Vigosa” e a outra
sera fornecida a vocé€. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com
o pesquisador responsavel por um periodo de 5 (cinco) anos apos o término da pesquisa, €
depois desse tempo serdo destruidos. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes
profissionais de sigilo e confidencialidade, atendendo a legislacdao brasileira, em especial, a
Resolucao 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, e utilizardo as informagdes somente
para fins académicos e cientificos. Nesta pesquisa nao serd necessario a utilizagdo de recursos

como filmagens, fotos ou gravagoes.
AUTORIZACAO PARA PARTICIPACAO NO ESTUDO

Eu € meu

responsavel legal , fomos

informados(as) dos objetivos da pesquisa “Avaliagdao do perfil inflamatorio e oxidativo de
pacientes atendidos em servico de neuropsiquiatria” de maneira clara e detalhada,
esclarecemos nossas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas
informagdes ¢ modificar minha decisao se assim o desejar. Recebi uma via original deste
termo de assentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer

minhas davidas, bem como ao meu responsavel legal.

Nome do participante

Nome do Pesquisador Responsavel:
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Endereco: Departamento de Medicina e Enfermagem Av. PH Rolfs, s/n — Campus

Universitario Cep: 36570-900 Vigosa/MG Telefone: (31) 3899-3991

Email: cardososil@yahoo.com.br

Em caso de discordancia ou irregularidades sob o aspecto ético desta pesquisa, vocé podera
consultar: CEP/UFV — Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos Universidade
Federal de Vigosa Edificio Arthur Bernardes, piso inferior Av. PH Rolfs, s/n — Campus
Universitario Cep: 36570- 900 Vicosa/MG Telefone: (31)3899-2492 Email: cep@ufv.br

www.cep.ufv.br

Vigosa - MG, de de 20
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ANEXO E — Mini Exame do Estado Mental
Data:
Analfabeto ( ) Sim ( ) Nao
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AVALIACAO

NOTA

VALOR

ORIENTACAO TEMPORAL

. Que dia ¢ hoje?

. Em que més estamos?

. Em que ano estamos?

. Em que dia da semana estamos?

. Qual a hora aproximada? (considere a variacdo de mais ou menos

uma hora)

ORIENTACAO ESPACIAL

. Em que local nés estamos? (consultorio, enfermaria, andar)

. Qual ¢ o nome deste lugar? (hospital)

. Em que cidade estamos?

. Em que estado estamos?

. Em que pais estamos?

MEMORIA IMEDIATA

Eu vou dizer trés palavras e vocé ird repeti-las a seguir, preste
atencdo, pois depois vocé terd que repeti-las novamente. (dé 1 ponto

para cada palavra) Use palavras ndo relacionadas.

ATENCAO E CALCULO

5 séries de subtragdes de 7 (100-7, 93-7, 86-7, 79-7, 72-7, 65).
(Considere 1 ponto para cada resultado correto. Se houver erro,
corrija-o e prossiga. Considere correto se o examinado
espontaneamente se autocorrigir).

Ou: Soletrar a palavra mundo ao contrario

EVOCACAO

Pergunte quais as trés palavras que o sujeito acabara de repetir (1

ponto para cada palavra)

NOMEACAO

Pega para o sujeito nomear dois objetos mostrados (1 ponto para
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cada objeto)

REPETICAO

Preste atencdo: vou lhe dizer uma frase e quero que vocé repita 1

depois de mim: Nem aqui, nem ali, nem l4. (considere somente se a

repeti¢do for perfeita)

COMANDO

Pegue este papel com a mao direita (1 ponto), dobre-o ao meio (1 3
ponto) e coloque-o no chao (1 ponto).

(Se o sujeito pedir ajuda no meio da tarefa ndo dé dicas)

LEITURA

Mostre a frase escrita: FECHE OS OLHOS. E pe¢a para o individuo 1

fazer o que esta sendo mandado. (Nao auxilie se

pedir ajuda ou se so ler a frase sem realizar o comando)

FRASE ESCRITA

Peca ao individuo para escrever uma frase. (Se ndo compreender o 1
significado, ajude com: alguma frase que tenha comeco, meio e fim;
alguma coisa que aconteceu hoje; alguma coisa que queira dizer.
Para a corre¢do ndao sdo considerados erros gramaticais ou

ortograficos)

COPIA DO DESENHO

Mostre o modelo e pega para fazer o melhor possivel. Considere 1
apenas se houver 2 pentdgonos interseccionados (10 &angulos)

formando uma figura de quatro lados ou com dois angulos.

/\\/F‘ ____Rx,

| f

Y { \//

TOTAL

Considerar apto para ingressar no programa pacientes com pontuagao igual ou acima de 19,

para analfabetos e pontuacao igual ou acima de 24 para pessoas com escolaridade.




