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Resumo
Introducéo: A Doenga de Alzheimer (DA) é a causa mais comum de deméncia,
constituindo 50 a 80% de todos os casos. Atualmente, o diagndstico provavel de DA é
baseado em achados clinicos e resultados de testes neuropsicolégicos s6 sendo possivel
chegar a um diagnostico definitivo ap6s exame post mortem. A importancia da via
oxidativa e das espécies reativas de oxigénio como intervenientes no processo de dano
neuronal progressivo na DA tem sido amplamente demonstrada. Tém sido encontradas
deficiéncias nos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial e uma diminuicdo do
metabolismo energético no cérebro dos doentes de DA, que tem inicio provavelmente
muitos anos antes do inicio dos sintomas da doenca. Uma forma indireta de avaliar o
metabolismo oxidativo no cérebro e determinar o estado redox do liquido céfalo-

raquideo (LCR) atraves da concentracao de lactato e piruvato naquele fluido orgéanico.

Objetivos: Avaliar a utilidade da razdo entre os niveis de lactato e piruvato no LCR,
como indicador precoce de disfuncdo metabdlica na DA. Verificar se as alteracOes
metabolicas sdo especificas da DA ou se sdo comuns a outros tipos de défices
cognitivos e deméncia e correlacionar as alteracdes observadas com a gravidade da
deméncia e com perfis genéticos de risco como o polimorfismo da Apolipoproteina E

(APOE).

Metodologia: Foram investigados trés grupos de diagndstico estabelecidos com base
em critérios estandardizados: 67 individuos com DA (Critérios NINCDS-ADRDA,
1984), 31 com Defeito Cognitivo Ligeiro (DCL) (Critérios de Petersen, 2001) e 37 com
Degenerescéncia Lobar Fronto-Temporal (DFT) (Critérios de Neary e colaboradores,
1998). A gravidade da DA foi avaliada através da escala Clinical Dementia Rating

(CDR), sendo que o grau 0,5 corresponde a deméncia questiondvel (equivalente do
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DCL), e os estadios 1, 2 e 3, respetivamente a deméncia ligeira, moderada e grave. Os
doseamentos de lactato e piruvato foram efetuados por técnicas colorimétricas, a partir
de amostras de LCR colhidas e armazenadas no decurso da investigacdo diagnostica. O
genotipo da Apolipoproteina E foi determinado em amostras de sangue periférico por
PCR seguido de enzimas de restricdo. A andlise dos dados foi realizada com recurso ao

software estatistico SPSS.

Resultados: Os valores bioquimicos de lactato, piruvato e a razdo lactato/ piruvato,
doseados no LCR dos individuos com DA, DCL e DFT nao apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os diferentes grupos de diagnostico nem entre
géneros. Estes valores bioquimicos também ndo apresentaram diferencas significativas
entre portadores e ndo portadores do alelo €4 do gene ApoE nem entre os diferentes

graus de severidade de deméncia avaliadas pela CDR no grupo com DA.

Conclusdo: A concentracdo de piruvato e lactato no LCR, assim como a sua razao
(lactato/piruvato) ndo parecem ser marcadores especificos da DA, apresentando valores
semelhantes noutras situagdes clinicas como o DCL e DFT. Apesar de noutros estudos
se terem observado alteragcdes da concentracdo destes marcadores no LCR e diferencas
entre os diferentes graus de severidade na DA, no nosso estudo ndo encontramos

diferencas significativas.

Palavras-chave: doenca de Alzheimer, liquido céfalo-raquideo, piruvato, lactato,

disfuncdo mitocondrial.
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Abstract
Introduction: Alzheimer's disease (AD) is the most common cause of dementia,
representing 50 to 80% of all cases. The diagnosis of “probable AD” depends on
clinical criteria and neurological and neuropathological tests. The definitive diagnosis of
AD can only be determined after post mortem examination. The importance of the
oxidative pathway and reactive oxygen species as agents in the process of progressive
neuronal damage in AD has been widely demonstrated. Deficiencies have been found in
the mitochondrial respiratory chain complexes as well as a decrease in energy
metabolism in the brain of patients with AD, which probably initiates many years
before the onset of symptoms. One indirect way to assess brain oxidative metabolism is
by determining the redox state of cerebrospinal fluid (CSF) through the concentration of

lactate and pyruvate in that organic fluid.

Objectives: To evaluate the usefulness of the ratio between the levels of lactate and
pyruvate in CSF as early indicator of metabolic dysfunction in AD. To identify whether
the metabolic changes are specific to AD or are common to other types of cognitive
deficits and dementia and correlate the changes observed with the severity of dementia

and genetic risk profiles such as polymorphism of apolipoprotein E (APOE).

Methodology: We investigated three diagnostic groups established based on standard
criteria; 67 individuals with AD (NINCDS-ADRDA criteria, 1984), 31 with Mild
Cognitive Impairment (MCI) (Petersen criteria, 2001) and 37 with Fronto-Lobar
Degeneration temporal (FTD) (Neary et al criteria, 1998). The severity of AD was
evaluated using the Clinical Dementia Rating Scale (CDR), according to which the
degree 0,5 corresponds to questionable dementia (equivalent MCI), and stages 1, 2 and
3, correspond respectively to mild, moderate and severe dementia. Lactate and pyruvate

CSF levels were determined by colorimetric assyas, using samples collected and stored

4
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during the diagnostic investigation. Genotyping of the gene of apolipoprotein E (ApoE)
was made from whole blood and ApoE genotype determined by PCR (polymerase chain
reaction) followed by hydrolysis with restriction enzymes. Data analysis was performed

using the SPSS statistical software.

Results: There were no statistically significant differences in the CSF levels of lactate,
pyruvate and lactate/pyruvate ratio, between different groups of diagnosis (AD, MCI
and FTD) or between gender. These biochemical values did not show significant
differences between carriers and noncarriers of the €4 allele of the ApoE gene or
between different degrees of severity of dementia assessed by CDR in the group with

AD.

Conclusion: Concentration of pyruvate and lactate in CSF, as well as their ratio
(lactate/pyruvate) don’t appear to be specific markares of AD, and they showed similar
values in other clinical situations such as MCI and FTD. Although changes in
concentration of these markers in CSF and differences between the different degrees of
severity in AD have been observed in other studies, our study found no significant

differences.

Keys words: Alzheimer’s disease, cerebrospinal fluid, pyruvate, lactate, mitochondrial

dysfunction
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Introducéo

A Doenca de Alzheimer (DA) é a causa mais comum de deméncia, constituindo
60 a 80% de todos os casos E uma doenca neurodegenerativa, ou seja, cronica,
progressiva e irreversivel, que se inicia por uma perda de memoria, afetando
posteriormente outras fungdes cognitivas e tem um impacto progressivo nas actividades
de vida diarias. A DA tem uma apresentacao clinica variavel, embora as alteracées na
memodria  sejam  consideradas  obrigatérias na  doenca, associando-se-lhe
progressivamente defeitos de linguagem e de outras funcGes verbais, das capacidades
Visuo-perceptivas e espaciais, apraxia e das funcbes executivas (revisto em Snowden et
al., 2007).

Alguns doentes apresentam um défice de memoria isolado, com preservacao das
suas actividades de vida diarias, sendo esta situacdo ou estadio designada/o por Defeito
Cognitivo Ligeiro (DCL). Estudos tém demonstrado consistentemente que os individuos
com DCL apresentam um risco elevado de evoluir para DA, sugerindo-se também que o
DCL possa constituir uma entidade de transicdo para DA, estima-se que 15% destes
progridem para deméncia num espaco de um ano e metade em 3 a 4 anos (Petersen et
al., 1999).

Uma situacdo de diagnostico diferencial com a DA é a Degenerescéncia Lobar
Fronto-temporal (DFT). Manifesta-se clinicamente por alterac6es da personalidade e do
comportamento social e dificuldades de linguagem (Alzheimer’s Association Report
2011).

Atualmente, o diagndstico clinico da DA é baseado na historia clinica
(informacéo recolhida pelo préprio doente e por um informante proximo, familiar ou
amigo), na observacdo médica e no exame neuroldgico. E fundamental também realizar

uma avaliacdo das fungdes cognitivas, nomeadamente através do teste Minimental-State
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Examination (MMSE) (Folstein et al., 1975), investigar perturbacfes nas actividades de
vida diérias e caracterizar os sintomas comportamentais e psicolégicos. O diagndstico é
complementado com exames laboratoriais que permitam excluir co-morbilidades
significativas, estudos de imagem estrutural e funcional e, eventualmente, andlise do
LCR e testes genéticos (Hort et al., 2010). O diagnostico definitivo é feito apenas por
estudo histoldgico, geralmente exame post mortem (Braak and Braak 1991).

Histologicamente a DA é caracterizada por uma degenerescéncia neuronal com
perda de sinapses em areas estratégicas e pela presenca em associacdo de placas senis,
que contém o peptideo beta amiloide (AB), e de trancas neurofibrilhares intracelulares,
compostas por proteina Tau hiperfosforilada (revisto em Guglielmotto et al., 2009). O
peptideo AP ¢é neurotoxico (Oda et al., 1995), condicionando possivelmente alterac6es
oxidativas mitocondriais (Caspersen et al., 2005; Crouch et al., 2007). O mecanismo
pelo qual este processo ocorre ainda ndo esta bem esclarecido, no entanto estudos
efetuados no DCL e em fases precoces da DA (Butterfield and Lauderback 2002),
demonstram um possivel insulto por stress oxidativo, condicionando lesdo e morte
neuronal (revisto em Sultana and Butterfield 2009).

Os neuronios requerem muita energia e ndo armazenam glicogénio nem realizam
neoglicogénese, pelo que a energia que utilizam é obtida atraves da oxidagdo da glicose
e do lactato (Pellerin et al., 1998; Smith et al., 2003). Na DA, inUmeras proteinas estdo
alteradas no cérebro, nomeadamente a lactato desidrogenase (LDH) (Bubber et al.,
2005) que realiza a conversdo reversivel de piruvato em lactato em condicGes
anaerodbias. Este enzima pode ser encontrado também na mitocondria, sendo importante
na geracdo de ATP (Lemire et al., 2008). Este processo é fundamental para a
sobrevivéncia do neurdnio e para que este possa assegurar um desempenho das funcdes

cognitivas, especialmente quando a necessidade energética a nivel cerebral é elevada
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(Mangia et al., 2009), e quando o metabolismo energético estd comprometido, como
parece acontecer no DCL e na DA (Dimou et al., 2009). Admite-se que estas alteracoes
comecem muitos anos antes do inicio dos sintomas da doenca (Johnson et al., 2009).

A DA é uma doenca multi-fatorial, determinada por fatores genéticos e
ambientais. O risco genético esta associado a idade de inicio da doenca e a existéncia de
historia familiar, sendo que nas formas tardias, se relaciona fortemente com a presenca
do alelo €4 do gene da Apolipoproteina E (ApoE). O alelo 4, além de aumentar o risco
de desenvolver a doencga, antecipa a idade de inicio, agrava o prognéstico (Petersen et
al., 1995) e parece também estar relacionado com alterages do metabolismo
energético, nomeadamente ao nivel do complexo a-cetoglutarato desidrogenase, e
eventualmente precipitar a formacdo de placas neuronais e trancas neurofibrilhares
(Gibson et al., 2000).

Uma forma indireta de avaliar o metabolismo oxidativo no céerebro é determinar
0 estado redox do liquido céfalo-raquideo (LCR), através da determinacdo da
concentracdo de lactato e piruvato naquele fluido organico. Este estudo tem como
objetivos avaliar a utilidade da razéo entre os niveis de lactato e piruvato no LCR, como
indicador precoce de disfungdo metabdlica na DA, verificar se as alteracbes metabolicas
sdo especificas da DA ou se sdo comuns a outros tipos de défices cognitivos e deméncia
e correlacionar as alteracdes observadas com a gravidade da deméncia e com perfis

genéticos de risco como o polimorfismo da ApoE.
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Populacdo e Métodos
Populacéo
O grupo de estudo foi constituido por 67 doentes com o diagnostico provavel de
DA de acordo com os critérios do National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke-Alzheimer’s Disease and Related Disorders
Association (NINCDS-ADRDA) (McKhann et al., 1984), investigados no Servigo de

Neurologia do Hospital Universidade de Coimbra. Segundo estes, os critérios para 0

diagndstico clinico de DA provavel sdo: a) deméncia estabelecida por exame clinico e

documentada pelo Mini-Exame do Estado Mental, escala de deméncia de Blessed, ou
avaliacdo semelhante e confirmada por testes neuropsicolégicos; b) défices em duas ou
mais areas da cognicdo; c) agravamento progressivo da memoria e outras funcdes
cognitivas; d) auséncia de distirbio da consciéncia; ) inicio entre os 40 e 90 anos, mais
frequentemente apds os 65 anos; f) e auséncia de doencas sistémicas ou outras doencas
cerebrais que por si s6 possam provocar declinio progressivo de memoria e cognicdo. O

diagndstico de DA provavel é auxiliado por: a) deterioracédo progressiva de fungdes

cognitivas especificas como linguagem (afasia), capacidade motora (apraxia) e
percepcao (agnosia); b) dificuldade nas actividades da vida diarias e padrdes anormais
de comportamento; c) historia familiar de deméncia (particularmente se confirmada por
exame neuropatoldgico); d) exames laboratoriais compativeis com o diagndstico:
puncdo lombar (normal, pelas técnicas usuais), electroencefalograma (EEG) ( padréo
normal ou alteracdes inespecificas, como aumento de ondas lentas), tomografia
computadorizada (TC) do cranio (atrofia cerebral, com progressdao documentada por

exames seriados). Outras caracteristicas clinicas consistentes com o diagnostico de DA

provavel, apds exclusdo de outras causas de deméncia, incluem: a) “Platds” no curso

progressivo da doenca; b) sintomas associados: depressdo, insonia, incontinéncia,
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delirios, ilusdes, alucinagdes, incontinéncia verbal, explosbes emocionais, agitagdo,
disturbios sexuais, perda de peso; ¢) outras anormalidades neuroldgicas, observadas em
alguns doentes, especialmente com doenga avangada e incluindo sinais motores,
aumento do ténus muscular, mioclonias ou disturbio da marcha; d) convulsbes em

doenca avancada; e) TC de cranio normal para a idade. As caracteristicas que tornam o

diagndstico da DA provavel incerto ou pouco provavel incluem: a) inicio subito; b)

sinais neuroldgicos focais (tais como hemiparésia, défices sensitivos, visuais, distarbio
da coordenagdo motora) no inicio do curso da doenga; ) e convulsdes ou distirbios da
marcha nos estagios iniciais da doenca.

O grupo de estudo foi também composto por um grupo de 31 doente recrutados
a partir da consulta de deméncias, com os critérios standard para DCL (Petersen et al.,
2001): (1) queixas de memoria, corroboradas por um familiar; (2) défice de memoria
objectivavel; (3) funcdo cognitiva normal; (4) actividades de vida diarias intactas e (5)
ndo preenchimento de critérios para deméncia.

Para além dos grupos de estudo anteriormente mencionados, também foi
estudado um terceiro grupo composto por 38 doentes com diagndéstico provavel de DFT
com base em critérios internacionais - critérios de Neary e colaboradores para a DFT
(Neary et al., 1998) e de Mesulam (Mesulam 2001) para Afasia Progressiva Primaria
revistos pelo Working Group on Frontotemporal Dementia and Pick’s Disecase (The

Lund and Manchester Groups (1994)). Critérios de inclusdo: o desenvolvimento de

défices cognitivos e comportamentais manifestados por (a) uma alteracdo precoce e
progressiva na personalidade, caracterizada por dificuldade em adaptar o
comportamento, conduzindo frequentemente a actividades ou respostas inapropriadas,
ou (b) alteracdo precoce e progressiva da linguagem, caracterizada por alteracGes na

expressédo ou dificuldades severas na nomeacgdo e reconhecimento do significado de

10
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palavras. Estes déficies causam alteracdes significativas no funcionamento social e
ocupacional e representam um declinio significativo em relacdo ao periodo anterior ao

aparecimento da doenca. Critérios de exclusdo: os défices delineados em (a) e (b) ndo

deverdo ser atribuiveis a outras alteracdes do sistema nervoso, ndo devem ocorrer
exclusivamente durante episddios de delirio, nem deverdo ser atribuiveis a um
diagndstico psiquiatrico (ex: depressao).

Todos os doentes foram submetidos a critérios convencionais, tendo sido feita
uma avaliacdo geral do doente com base na histéria clinica detalhada obtida pelo
préprio doente e um informante fidvel proximo deste, numa avaliagcdo neuroldgica,
psiquiatrica e neuropsicologica. Com o objetivo de excluir outras causas de deméncia
ou patologias médicas foi realizada uma avaliacdo médica com base em exames
laboratorias como perfil bioquimico, hemograma, testes de funcéo tirdideia, niveis de
vitamina B12 e &cido folico, serologia para a sifilis e doenca de Lyme, exame
imagioldgico (Ressonancia Magnética), EEG e analise de LCR.

A avaliacdo cognitiva foi realizada segundo versées portuguesas do Mini-Mental
State Examination (MMSE)(Folstein et al., 1975) ; Alzheimer’s Disease Assessment
Scale — Cognitive (ADAS — Cog) (Mohs et al., 1983; Rosen et al., 1984) e Clinical
Dementia Rating (CDR) (Berg 1988). Relativamente ao MMSE sublinha-se que quanto
menor a pontuacdo, maior a gravidade do défice cognitivo e no que respeita a ADAS-
COG esta relagdo € inversa. A CDR é uma escala de avaliacdo da capacidade global
(considera informacGes dos dominios cognitivo e funcional) e permite 4 graus
classificativos : CDR 0,5 (deméncia questionavel ou DCL); CDR 1 (deméncia ligeira);
CDR 2 (deméncia moderada); CDR 3 (deméncia grave).

O estudo foi submetido ao Comité de Etica do Hospital Universidade de

Coimbra e todos os participantes deram o seu consentimento informado.

11
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Doseamentos Bioquimicos

Os doseamentos de lactato e piruvato foram efetuados a partir de amostras de
LCR colhidas no decurso da investigacao diagnostica.

Piruvato

Para o doseamento do piruvato, imediatamente ap6s a colheita, procedeu-se a
desproteinizacdo de 0,5 mL de LCR com 1 mL de &cido percldrico a 8% e manteve-se
no gelo durante 15 minutos. Agitou-se muito bem no vortéx durante 30 segundos e em
seguida centrifugou-se 1500g durante 10 minutos. Transferiu-se o sobrenadante limpido
obtido para um tubo de plastico e congelou-se a —20°C.

O piruvato na presenca de NADH ¢é convertido em lactato por acdo da enzima
lactato desidrogenase (LD). A oxidacio do NADH a NAD® é determinada pelo
decréscimo da absorvancia a 340 nm e € proporcional a concentracdo de piruvato
inicialmente presente na amostra.

piruvato + NADH + H* «—2 > [actato + NAD"

Sendo assim, o doseamento do piruvato foi feito por método enzimatico, com
detecdo em UV, segundo kit da Ben (PY8825).

Lactato

O doseamento do lactato foi feito diretamente em amostras de LCR
previamente centrifugadas (1500g, 10 minutos), por método enzimatico, segundo kit
da RANDOX (LC2389). Esta metodologia baseia-se nas seguintes reacdes, com
detecdo do produto corado a 550 nm.

L-Oxidase

lactato + O, «——> piruvato + H,0,

Peroxidase

H,0; + 4-aminoantipirona + TOOS <«<——————> produto corado + 4H,0

12
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Genotipagem do gene da Apolipoproteina E (ApoE)

A genotipagem do gene da ApoE foi efetuada a partir de amostras de sangue
total. O DNA foi isolado usando reagentes comerciais segundo as instruces do
fabricante (Roche Diagnostics GmbH, Manheim, Germany) e o genotipo ApoE foi
determinado por PCR (polymerase chain reaction) seguido de hidrélise com enzimas de
restricdo, segundo o método descrito por Cook (Cook et al., 1994).

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa SPSS 20.0 (Statistical
Package for the Social Sciences). Para testar a associacdo entre duas variaveis
qualitativas nominais utilizou-se o teste do qui-quadrado. Para analise da distribuicao
das variaveis quantitativas continuas foi aplicado o teste Kolmogorov-smirnov. Para
testar a associacdo entre duas variaveis quantitativas continuas que ndo apresentaram
distribuicdo normal foi aplicado o teste de Mann- Whitney U e quando mais do que
duas varidveis quantitativas continuas utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis. As
variaveis que apresentaram uma distribuicdo normal, o teste aplicado para testar a sua
associacdo foi one-way ANOVA com poés-teste Bonferroni, no caso de existir
homogeneidade da varidvel ou pos-teste Games-Howell, caso a amostra ndo seja
homogénea.

O nivel de significancia adotado nestes testes foi de p< 0,05.

13
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Resultados
O estudo incluiu 135 doentes, 67 diagnosticados com DA, 31 com DCL e 37
com DFT que integraram o estudo desde 2002 a 2011.
Os trés grupos ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas em

relacdo ao género, a idade e a escolaridade (tabela I).

Tabela | — Caracteristicas demogréaficas da populacgéo

DA (n=67) DCL (n=31)  DFT (n=37)
género (F/M) 41/26 20/11 17/20
idade (anos) 64,98+9,5 65,65+7,9 64,27+11,1
(minimo —maximo) (51-84) (48-79) (38-82)
escolaridade (anos) 5,58+5,033 6,96+4,435 6,6+5,1

Os dados encontram-se representados como Media + SD.

Em alguns doentes foi possivel investigar se tinham historia familiar e a
frequéncia de portadores de alelo €4 do gene da ApoE. Em relacdo a presenca de
historia familiar, os trés grupos de estudo ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre si. A frequéncia de portadores de alelo €4 do gene ApoE era muito
superior nos grupos com DA ou DCL, relativamente a DFT, mas a diferenca so

alcancou significancia na comparacao entre os grupos DA e DFT (tabela II).

14
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Tabela Il — Caracteristicas demogréficas da populagdo (continuagéo)

DA (n=49) DCL (n=26)  DFT (n=28)
historia familiar % 40 57 46
portadores do alelo €4 % 55 42 26,23*

Os dados encontram-se representados como Média + SD.
* p<0,05 vs. DA.

Na tabela 111 encontram-se representadas as caracteristicas clinicas da populagédo
em estudo, sendo que no grupo com DA as médias do MMSE eram inferiores e na
ADAS-COG superiores as dos outros grupos de estudo (ambos os indices sao
indicadores de uma maior gravidade do défice cognitivo). Os grupos DCL e DFT néao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre si ao nivel do MMSE e o
grupo DA ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas comparativamente

ao grupo DFT, relativamente a escala CDR.

Tabela 111 — Perfil clinico da populacao
DA (n=62) DCL (n=31) DFT (n=37)

MMSE 16,5+5,8 26,7+3,3* 22,3t6,1*
ADAS-COG" 25,4+10,7 10,1+5,2* 18,1+11,4*
CDR (%)

0,5 0 100 20,8

1 54,5 45,8

2e3 45,5 37,5

Os dados encontram-se representados como Meédia + SD.

* p<0,05 vs. DA.

P Avaliada em 37 DA, 27 DCL e 17 DFT.

2 Avaliada em 44 DA, 31 DCL e 24 DFT.

CDR de 1 corresponde a deméncia ligeira, CDR de 2 a deméncia moderada e CDR de
3 a deméncia severa.
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Os valores bioquimicos de lactato, piruvato e a razéo lactato/ piruvato, doseados
no LCR dos individuos em estudo ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre os diferentes grupos de diagnéstico (tabela V) nem entre géneros
(tabela V).

Tabela IV — Determinagdo dos niveis de lactato e piruvato no LCR na

populacéo em estudo

DA (n=64) DCL (n=30) DFT (n=32)
lactato (mM) 1,178+0,333 1,134+0,239 1,209+0,336
piruvato (mM) 0,098+0,029 0,101+0,022 0,102+ 0,035
lactato/piruvato  12,599+4,183 11,651+3,692 13,42045,665

Os dados encontram-se representados como Media + SD.

Tabela V — Anélise dos niveis de lactato e piruvato no LCR entre género

Feminino (n=75) Masculino (n=50)
lactato (mM) 1,162+0,342 1,195+0,266
piruvato (mM) 0,098+0,030 0,102+0,028
lactato/ piruvato 12,572+4,242 12,526+4,828

Os dados encontram-se representados como Media + SD.

No grupo de doentes com DA foi avaliada a relacdo dos valores de piruvato,
lactato e razdo lactato/ piruvato, com a presenca do alelo €4 (tabela VI) e com a
severidade da deméncia avaliada pela CDR (tabela VII), ndo tendo sido encontrada

também nenhuma relacdo estatisticamente significativa.
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Tabela VI — Determinacdo dos niveis de lactato e piruvato no LCR em funcéo da
presenca do gen6tipo ApoE

portadores do alelo &4 néo portadores do alelo €4
(n=27) (n=22)

lactato (mM) 1,180+0,249 1,106+0,298

piruvato (mM) 0,101+0,033 0,096+0,031

lactato/ piruvato 12,793+3,915 11,949+4,782

Os dados encontram-se representados como Média + SD

Tabela VII — Relacdo dos niveis de lactato e piruvato no LCR em funcdo da

severidade da deméncia.

CDR =1 (n=24) CDR =2 ou 3 (n=20)
lactato (mM) 1,196 £0,414 1,071+0,309
piruvato (mM) 0,105+0,035 0,091+0,029
lactato/ piruvato 12,429+4,479 12,450%4,231

Os dados encontram-se representados como Média £ SD
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Discussao

Foram estudados trés grupos de individuos, 67 com DA, 31 com DCL e 37 com
DFT e comparadas as suas concentragcdes de piruvato, lactato e a razdo piruvato/lactato
no LCR, ndo tendo revelado diferencas significativas. No grupo com DA, estes
marcadores foram também comparados tendo em conta a presenca do alelo €4 do gene
da ApoE e o grau de severidade da deméncia através da CDR, ndo tendo os resultados
revelado diferengas significativas.

Na DA a taxa de metabolismo cerebral estd diminuida, assim como em estadios
iniciais da doenca e em DCL (Dimou et al., 2009). A diminuicdo de energia cerebral
esta correlacionada com alteragdes a nivel mitocondrial, nomeadamente com proteinas
como a lactato desidrogenase e o complexo piruvato desidrogenase (Reed et al., 2008)
que catalizam o piruvato. No nosso estudo, a concentracdo de piruvato e lactato dos
individuos com DA, DCL e DFT ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre si. Outras deméncias tém também sido comparadas com a DA, como
a deméncia vascular, tendo também apresentado valores elevados de piruvato e lactato
no LCR, com um padrdo bioquimico bastante semelhante ao da DA (Parnetti et al.,
2000). Tanto este ultimo estudo como 0 nosso revelaram baixa especificidade na
quantificacdo de lactato e piruvato no LCR para diagndéstico da DA.

Para uma avaliacdo mais correta dos valores de lactato e piruvato no LCR seria
de extrema importancia um grupo controlo, para que pudéssemos comparar a nossa
amostra com individuos sem patologia neuroldgica. Dado que a realizacdo de uma
puncdo lombar em individuos saudaveis, levanta questbes éticas no nosso pais, a
obtencdo de um grupo controlo para este estudo acarreta bastantes dificuldades. Para

aléem deste facto, a determinacdo de piruvato no LCR obriga a desproteinizacdo

18



Determinacao do Estado Redox do Liquido Céfalo-Raquideo na Doenga de Alzheimer

Discusséo |

imediata, método ndo utilizado sistematicamente na andlise do LCR, pelo que torna
mais dificil esta tarefa.
Apesar de serem poucos os valores de referéncia de lactato e piruvato na

literatura, foi possivel recolher valores que consideramos como referéncia para o lactato

entre 0,484 e 2,100 mM (média + 2SD)(Parnetti et al., 1995; Parnetti et al., 1995; Vamosi
et al., 1983) e para o piruvato entre 0,010 e 0,141 mM (média + 2SD) (Parnetti et al.,
1995; Parnetti et al., 1995; Vamosi et al., 1983). Ao comparar estes valores com as
médias das concentracdes de lactato e piruvato dos trés grupos estudados, verificou-se
que aparentemente estas medicGes encontravam-se ligeiramente elevadas, parecendo ser
um aumento precoce. De facto, em 1995 Parnetti demonstrou um aumento das
concentragdes de lactato e piruvato no LCR da DA, quando comparadas com um grupo
controlo (Parnetti et al., 1995). Este estudo apresentava uma amostra mais pequena (30
DA e 23 controlos) que a nossa, no entanto as caracteristicas demogréaficas e clinicas,
como media de idades e valores de MMS-E eram semelhantes as da nossa amostra.

Apesar de ja ter sido sugerido que o aumento de lactato e do piruvato no LCR
estd associado a gravidade de défice cognitivo (Parnetti et al., 1995), no nosso estudo
ndo se encontraram diferencas significativas no grupo com DA entre os diversos
estadios de gravidade avaliados pela CDR. Sendo assim, ndo parece existir uma
associagdo entre estes parametros bioquimicos e o grau de défice cognitivo.

O género ndo esta associado definitivamente ao desenvolvimento de DA, com
um risco mais elevado para o género feminino (Jorm and Jolley 1998). Na nossa
populacdo de estudo, as mulheres eram também mais prevalente, mas quando
comparamos as concentracfes de piruvato e lactato e a sua razdo ndo foi possivel provar

influéncias do género.
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A presenga do alelo €4 do gene ApoE é o fator de progndstico de maior
relevancia na DA, tendo maior probabilidade de evoluir para esta patologia quem o
possua (Petersen et al., 1995). A sua presenca estd associada ndo sé a formacgdo de
placas neuronais e trangas neurofibrilhares, assim como, a alteracdes no metabolismo
energético, nomeadamente ao nivel do complexo a-cetoglutarato desidrogenase,
sugerindo disfuncdo metabdlica e mitocondrial (Gibson et al., 2000). Apesar desta
associagdo, no nosso estudo ndo se encontraram diferencas significativas de
concentracdo de piruvato e lactato entre os individuos portadores do alelo €4 e os néo
portadores, isto é, ndo se encontraram diferencas significativas na alteracdo do
metabolismo energético entre os dois grupos.

Apesar deste estudo ndo ter revelado diferencas na concentracdo de piruvato e
lactato de LCR entre os diferentes diagndsticos estudados, ndo significa que ndo haja
disfuncdo metabdlica associada a DA. Noutros estudos, e comparativamente a grupos
controlo, verificou-se que no DCL e na DA os doentes apresentavam niveis de piruvato
e de lactato ligeiramente aumentados, corroborando a presenca de uma disfuncgéo
metabolica (Parnetti et al., 1995; Pugliese et al., 2005). Pelos nossos resultados, somos
levados a propor que a determinacdo dos niveis de lactato e de piruvato ndo sera de
utilidade no diagnostico diferencial da DA, por ndo apresentar especificidade.

E fundamental continuar a investigar a fisiopatologia da deméncia e desenvolver
biomarcadores que permitam um diagndstico mais precoce. Este tem sido um objetivo
recente na DA, salientando-se a investigacdo de biomarcadores no LCR (Sultana and
Butterfield 2009). Relativamente ao estado redox e ao nosso estudo, seria importante
associar a analise de um grupo controlo, no sentido de valorizar os resultados obtidos,
uma vez que eles ndo excluem uma disfuncdo metab6lica comum as situacbes

patoldgicas investigadas.
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