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RESUMO

Apesar do sistema colinérgico ser bastante explorado 

por inúmeros pesquisadores na investigação da doença de Alzhei

mer , ainda há consideráveis discrepâncias nos resultados relacio

nados às alterações colinérgicas, sobretudo a respeito dos re

ceptores colinérgicos. Por outro lado, não se poderá excluir a 

influência do envolvimento de outros sistemas de neurotransmisso- 

res para uma real compreensão dessa complexa patologia que atin

ge cerca de 5 a 15% da população com idade superior a 65 anos.

No presente trabalho foram investigadas alterações no 

sistema colinérgico central, utilizando homogenatos de tecido ce

rebral de seis pacientes dementes (75-95 anos) oriundos de um 

asilo na cidade de Fortaleza-CE e quinze controles (69-Í0P anos) 

obtidos do Hospital Universitário. Os pacientes foram diagnosti

cados como portadores da doença de Alzheimer através de testes de 

"screening" (IMG - Informação, Memória e Concentração; e SET 

test), acompanhamento clínico, avaliação neurológica e análise 

histológica do córtex cerebral.

Foram determinadas a atividade aceti1colinesterásica, 

número de receptores muscarínicos e concentração proteica de seis 

áreas cerebrais ( giro pré-ceritral, giro pós-central, hipocampo, 

núcleo caudado, núcleo lentiforme e substância inominada). A aná

lise histológica dos córtices cerebrais (temporal, frontal e pa- 

rietal) detectou a presença de degeneraçoes neurofibri1 ares pre

sentes na doença de Alzheimer, embora não patognomônicas dessa 



doença.

Foi observado um aumento de receptores muscarínicos so 

mente no hipocampo e na substância inominada, sugerindo um meca 

nismo compensatório, ou seja, um Fenômeno semelhante à supersen 

sibilidade de desnervação. A atividade acetilcolinesterásica es 

tava signiFicativamente reduzida no hipocampo e no núcleo cauda 

do,com tendência a redução também nas demais áreas estudadas.



ABSTRACT

In spite oF cholinergic System being enough explored by 

various workers in the investigation oF Alzheimer's disease, 

still exist considerable discrepancies in the results related to 

cholinergic alterations particulary in respect to receptor 

number, needing more detailed studies. On the other hand, we con 

not exclude the involvement oF other neurotransmitter systems For 

a real underst anding oF this complex pathology that aFFects 

nearly 5 to 15% oF the population aged 65 years or older.

In the present work, alteration in central cholinergic 

System were studied utilizing homogenates oF brain tissue From 

six demented patients (75-95 years) From a nursing home in 

Fortaleza-CE (Brasil) and FiFteen Controls (69-108 years) From 

University Hospital. Alzheimer's disease patients were diagnosed 

based on screening tests (IMC - InFormation, Memory and 

Concentration, and SET test), clinicai Follow up, neurological 

evaluation and histologic analysis oF brain cortex.

We analysed the acety1cholinesterase activity, 

muscarinic receptor number and protein concentraiion in six brain 

areas ( precentral gyrus, postcentral gyrus, hippocampus, caudate 

nucleus, lentiForm nucleus and substantia inominata). The 

histologic analysis oF brain cortex ( temporal, Frontal and 

parietal) detected the presence oF neuroFibri11 ary tangles in 

patients with Alzheimer's disease, although this Finding is not 

pathognomonic o-F this disease.

xi i
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We observed an increase of muscarinic receptora only in 

hippocampus and in substantia inominata, suggesting a 

compensatory mechanism or manifestation of denervation 

supersensitivity. The cholinergic enzyme activity was 

significantly reduced in hippocampus and in caudate nucleus, with 

a tendecy for reduction also in other areas studied.



ESTUDO DE RECEPTORES MUSCARÍNICOS E DA ATIVIDADE ACETILCOLINESTE-

RÃSICA EM CÉREBROS DE PACIENTES DEMENTES.

i.INTRODUÇÃO

1.1.ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS E SOCIAIS DO ENVELHECIMENTO

O envelhecimento da população mundial é um fenômeno no

vo ao qual mesmo os países mais ricos e poderosos estão tentendo 

se adaptar.

Desde a década de 50, a maioria dos idosos vive em paí

ses do terceiro mundo, -Fato ainda não apreciado por muitos que 

continuam associando a velhice com os países mais desenvolvidos.

Projeções demográficas indicam que de 1980 até o final do século, 

cerca de três quartos do aumento da população idosa ocorrerão em

países subdesenvolvidos.

2000 deverá ocorrer um aumento de 120%

363,7

ac ima

para 803.6 milhões), enquanto que

de 60 anos será de 236% (de 23.3 

seja, duas vezes maior que o percentual de aumento para a popula

ção como um todoCKALACHE .e.L_al.> 1987) .

Em parte, o aumento atual do número de pessoas idosas

em países menos desenvolvidos é decorrente do alto número de nas

cimentos durante as primeiras décadas deste século, associado a 

um progressivo decréscimo nas taxas de mortalidade e mais recen

temente ao declínio nas taxas de fecundidade.

No Brasil o crescimento da população idosa vem sendo

acentuadamente acelerado. Até o ano 2000 o grupo de 0 a 14 anos

1



deverá crescer apenas 14% contra 107% do crescimento do grupo de

60 anos ou mais, sendo que a população como um todo crescerá 56%.

Em termos numéricos a população de idosos no Brasil no ano 8000 

será de aproximadamente 14 mi 1 hoes (Un it ed Nat ions , 1984 ■, Fundação 

IBGE, 1981).

crescimento da poputeçâo

Crescimento(%) da população brasileira sgundo grupos etários:

0-14 anos; 60 + , 1940-8025.

Fonte-. Anuário Estatístico do Brasi1(1985).

0 aumento do número de idosos numa população se traduz 

em um maior número de problemas de longa duração, que com fre

quência dependem de intervenções custosas envolvendo tecnologia 

complexa para um cuidado adequado. Gradualmente se estabelece uma 

compéticão de recursos: de um lado problemas prementes, com alta 

mortalidade infantil ou desnutrição, de outro um número crescente 

de diabetes, acidentes vasculares cerebrais ou demência senil 
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(KALACHE et al■1987).

Ao lado de> doenças infecciosas e parasitárias que coni- 

nuam sendo causas de morte relativamente frequentes, as doenças 

crônicas, comuns das idades mais avançadas, estão se tornando 

progressivamente mais prevalentes em nosso país. No que diz res

peito à saúde da parcela mais idosa da população a complexidade é 

agravada pela cronicidade das doenças e que absorvem grandes 

quantidades de recursos humanos e materiais (KALACHE et_a.l, 1987) . 

0 desafio assim gerado é considerável.De um lado países como o 

Brasil continuarão a mostrar, através de seus indicadores de saú

de, as marcas do subdesenvolvimento e das desigualdades sociais e 

por outro lado, passarão a apresentar aumento da incidência e 

prevalência das doenças crônico-degenerativas e demais problemas 

comuns da terceira idade(KALACHE Ê±_aJ.* 1987)

Conclui-se que o Brasil, embora ainda longe de resolver 

os problemas relacionados com a infância, já está tendo de en

frentar as implicações sociais e de saúde decorrentes de um pro

cesso de envelhecimento compatível àquele experimentado pelos 

países mais desenvolvidos.

1.2. ALTERAÇÕES FISIOLÓGICAS DO PROCESSO DE ENVELHECIMENTO

Entre os indivíduos idosos ressaltam-se as anormalida

des decorrentes da disfunção do sistema nervoso, como deficiência 

da memória, da capacidade intelectual, da coordenação motora, do 

equilíbrio, postura, etc. 0 sistema nervoso é invariavelmente o 

mais afetado no processo de envelhecimento uma vez que, diferen 
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temente dos demais sistemas do organismo cuja capacidade de repa

ro celular se mantém no decorrer do tempo, as células nervosas 

não dispõem dessa capacidade reparadora, pois se trata de unida

des -Funcionais pós-mitóticas, sem possibilidade de atividade re- 

produtoraíDRACHMAN,1984). A capacidade de aprendizado, de memória 

e reconhecimento implica em necessidade de retenção e estocagem 

de material bioquímico num sistema estável, não sujeito à substi

tuição de elementosíSTREHLER,1975).

Ainda são desconhecidos os mecanismos moleculares que

atuam no processo de envelhecimento. Há muitas evidências de que

o código genético embutido em cada célula desempenhe um papel

predeterminado nas alterações próprias do envelhecimento. Alguns

consideram que do nascimento até a morte, a contínua leitura

bioquímica das informações contidas no código genético permite o

desenvolvimento maturação e senescêncii* da célula, numa ordem

pré-programada e inexorável, de modo que a inevitabilidade deste

ciclo esteja garantida. Deste modo, no código genético já estaria

estampado um mecanismo pré-programado que

abrangería um tempo mais ou menos determinado Para outros, com o

passar dos anos ocorrem alterações nos genes

1 idades se acumulam; os ácidos nucleicos se alteram, devido a uma

série de eventos como radiações ionizantes, infecções, toxinas

ambientais medicamentos, etc. Essas modificações levam a uma

quebra da f i s i o 1 og i a celular, que eventualmente implicará na in-

>

>

viabilidade funcional e morte da cé1ula<KREHZNER Ã CÔTE,Í983)

metabólicas funcionais com desvios bioquí

micos, formação de radicais livres e superóxidos vão se acumulan-



do nas células e levando-as à morte(ROTH,1980).

as alterações que ocorrem

no envelhecimento -Fisiológico são devidas: de radi-

cais livres; b) ligações cruzadas a nível molecular; c) mut ação

somática; d) acumulação de erros macromoleculares; e) e perda de

informação do genoma celular (ROTHSCHILD,1984).

Quando o cérebro de um indivíduo na oitava ou nona dé

cada é confrontado com o de um jovem na primeira ou segunda dé-

cada de vida, diferenças notáveis são observadas. Mesmo nos indi-

víduos idosos considerados normais, isto é, naqueles com o inte-

lecto preservado(dentro do que se espera para a idade, o que já é

relativo) e isento de anormalidades clínicas e neurológicas, o

usual é que se observem algumas alterações vasculares, presença

de placas senis ou degeneração granulovacuolar e mesmo um número

limitado de neurônios com degeneração neurofibri1 ar que caracte-

rizam alguns quadros patológicos próprios da senilidade. 0 cére-

bro do idoso isento desses aspectos, ou com alterações mínimas é

incomum. Até quando se admite a presença de tais anormalidades, e

também de outras, considerando-se o cérebro observado representa-

tivo de um "envelhecimento normal", tal opinião é debatível e su-

jeita a interpretações subjetivas dos patologistas<ANDRADE,1988).

de 5 a 10% em média, quando se comparam idosos e jovens. 0 aspec-

>

e

t o macroscópico à observação revela um aumento dos sulcos entre

as e aumento no tama

nho dos ventrículos cerebrais.
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Ao longo da vida há um decaimento no estoque de neurô

nios de maneira progressiva, cuja velocidade é muito pequena nas 

idades mais baixas, mas vai aumentando acentuadamente a partir 

dos cinquenta anos. A comparação dos números permite avaliar en

tre 50.000 a 100.000 o número de desaparecimento diário de neurô

nios, o que atesta, até certo ponto, a capacidade plástica do cé

rebro de se adaptar a tal perda. A arborização dendrítica das cé

lulas piramidais do neocórtex sofre uma redução progressiva no 

idoso e a redução dos dendritos faz com que as sinapses se redu

zam, e desta maneira as ligações entre os neurônios são diminuí

das Abaixo de algum "nível crítico" a redação dos neurônios e da

arborização dendrítica dos remanescentes propiciará o início dos

sintomas de deficiência cerebral(ANDRADE,1988).

0 processo de envelhecimento não afeta todas as regiões

do cérebro igualmente e dentro de cada região diferentes tipos

de células nervosas mostram alterações marcantes dependendo da

idade. Por exemplo, o cortex cerebral é mais afetado do que o

t ronco cerebral, e dentro do tronco alguns núcleos são mais afe-

t ados pelo processo de envelhecimento enquanto outros são mais9

resistentes(BRODY,1976).

No entanto, em comparação com a Doença de Farkin-

son(DP), onde a destruição de células se restringe aos neurônios

dopaminérgicos, o processo de envelhecimento compromete as célu-

las nervosas mais extensamente. Então, mais do que um neurotrans

rnissor deverá ser reposto para compensar as várias perdas funcio-

nais do cérebro na idade avançada.
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Evidências indicam que os neurônios produtores de cate- 

colaminas são especialmente susceptíveis ao envelhecimento. Como 

mencionado anteriormente, os núcleos do tronco cerebral em geral 

parecem resistentes ao envelhecimento. Entretanto, duas exceções 

são o locus ceruleus e a substância nigra, sítios de neurônios 

produtores de noradrenalina e dopamina respectivamente(CARLSSON, 

1985) .

Um decréscimo na -Função dopaminérgica pode contribuir 

para a perda da iniciativa e da energia psíquica como também re

dução da atividade motora observada no envelhecimento. De outro 

modo, alteração do humor (deprimido) observado nos idosos pode 

particularmente ser devido a -Função diminuída das três principais 

monoaminas(CARLSSON,1985).

A perda da memória está associada a redução da Função 

colinérgica, o que realmente ocorre em uma determinada extensão 

durante o processo normal de envelhecimento, de acordo com vários 

estudos. Porém, as monoaminas são importantes na atenção, o que é

um pré-requesito para a Função normal da memória(CARL.SSON, 1985) . 

é preciso não esquecer que o cérebro do velho pode Fun-

cionar otimamente, pelo menos sob condições Favoráveis. Isso pode

ser devido aos mecanismos compensatórios como o aumento do turno-

ver do neurotransmissor pelos neurônios Funcionais e da sensibi-

lidade do receptor correspondente. Ao longo do tempo que o cére-

bro Funcionar satisFatoriamente, a única consequência da perda de

células nervosas será a redução da capacidade de reserva, por

exemplo, a bem conhecida susceptibilidade ao delírio relacionada

com a idade sob condições
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celular alcança um certo grau, os mecanismos compensatórios 

não são mais eficientes e as insuficiências são manifestadas 

(CARLSSON,1985). Estudos epidemiológicos indicam que a ocorrência

suem forte dependência com a idade são mais vulneráveis de um mo

de demência severa aumenta progressivamente acima dos 70 anos e

aproxima-se de 50% na idade de 90 a 100 anos(ADOLFSSON ,e.t

aJL, 1981) .Tem sido proposto que aquelas células nervosas que pos-

do geral. Por exemplo, elas são propensas ao prejuízo em condi

ções agudas que afetam o metabolismo energético do cérebro, como 

isquemia, hipóxia, hipoglicemia e ataques epi1épticos(SIES- 

JO,1979).

Peroxidação das membranas intracelulares por radicais 

livres, tem sido sugerido como causa comum de prejuízo da célu

la nervosa. Isso, por sua vez, pode ser induzido por falha dos 

menismos de proteção que servem para anular enzimaticamente os 

radicais livres, como a superóxido desmutase, catalase, gluta- 

tião peroxidase, ou são capazes de prevenir a oxidação ou apri

sionar os radicais livres como a vitamina E, vitamina Ceo glu-

tatião. Uma possível fonte de radicais livres são os peróxidos

produzidos pela monoamino oxidade B. 0 prejuízo de maior impor

relacionados com

DNA da célula levando a mecanismos de reparação defectivos, erros

de transcripção e defeitos na síntese proteicaíMANN et a.1 , 1981)

Essa enzima está aumentada com a idade(DAUISON,1987) A enzima B

em contraste com a A parece não está fortemente fortemente envol

vida com o metabolismo de neurotransmissores do tipo monoaminas

Dados experimentais sugerem que a MAU B existe preferencialmente
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nas células g1iais(STUÜENT & EDWARDS>1977) e que o aumento sele

tivo dessa enzima pode ser induzido pela degeneração nervosa 

(FOWLER et al■ 1980) ou pode ser interpretado como proliferação

glial em resposta a degeneração de células nervosas.

A vulnerabilidade de certos tipos de células nervosas 

pode estar relacionada com a intensidade dos processos metabóli- 

cos intraneurais. Prejuízo vascular pode ser um fator envolvido, 

os grânulos de 1ipofucsina(pigmentos da idade) contém lipídios 

peroxidados <SIESJO,1979).

A vulnerabilidade dos neurônios catecolaminérgicos é um

caso especial. Tem sido demonstrado que as catecolaminas podem 

ser citotóxicas e mutagênicas sob condições especiais 0 pré-re

quisito para essa atividade é a formação de semiquinonas que são

compostos responsáveis principalmente pelos efeitos tóxicos. Es

ses compostos são capazes de formar ligação covalente com o DMA,

proteínas e assim por diante Se a formação desses compostos que

acidentalmente ocorre em grande parte ou inteiramente de modo não 

enzimático é prevenida por um antioxidante,a ação tóxica é igual

mente prevenida (MOLDiáUS et al . 1983) .

A formação de compostos quinonóides se dá em certos lo

cais, principalmente nas células nervosas que contêm neuromela- 

nina: os quinonóides são de modo geral considerados intermediá

rios da formação de neuromelanina. Isso leva a postular que as 

células nervosas que contêm neurorne 1anina cometem um suicídio ao 

longo dos anos pela produção de material citotóxico. Esse Fato 

pode explicar a susceptibilidade dos neurônios catecolaminérgicos 

que contêm neuromelanina presentes no locus ceruleus e na subs-

UNIVERSIDAOE FEDERAL DO CEARÁ 
bibliotaca de Ciências da Saúda 
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tância nigra (CARLSSON,1985).

Um tratamento racional das disfunçoes cerebrais na se- 

nescência necessitaria de um mapeamento preciso das perdas neuro- 

nais e dos neurotransmissores. Teoricamente a substituição tera

pêutica parece possível pela substituição de agonistas nas re

giões bioquimicamente deficientes, como foi comprovado na Doença 

de Parkinson a melhora dos sintomas clínicos com a administração 

do precursor da dopamina, a L-dopa .Outra abordagem seria a pre

venção do prejuízo oxidativo com medidas para elevar o nível de 

antioxidantes fisiológicos nos fluidos corporais ou favorecimento 

dos mecanismos de proteção.



lí

1.3 DEMÊNCIA

0 termo demência aplica-se a diminuição adquirida, pro-

gress iva e irreversível, de todas as funções intelectuais, memó-

ria, atenção, julgamento e capacidade de raciocínio,e às pertuba- 

çoes das condutas sociais resultantes.

A deterioração intelectual global que caracteriza a de

mência deve ser distinguida da pertubação limitada a um outro

aspecto das funções simból icas (af asia, apraxia, agriosia), conse-

quênc ia frequente de uma lesão localizada no encéfalo. Além dis-

so, a deterioração intelectual de natureza demencial é definitiva 

e irreversível, o que a diferencia das funções superiores de na

tureza confusional(CAMBIER et al.1988).

As circunstâncias da descoberta de uma deterioração

progressiva das funções intelectuais são variáveis e frequente

mente fortuitas, pois o doente não está per feitamente consciente, 

o que é mais surpreendente, as pessoas que o cercam são algumas 

vezes bastante tolerantes. 0 início aparente pode ser francamente 

psiquiátrico, sob a forma de um episódio agudo de uma fuga, de um 

estado de excitação, de um delito de caráter médico-legal ou de

pertubações mais insidiosas? a demência pode ter sua origem mas-

carada por um delírio persecutório, por um estado depressivo ou

por alterações de caráter. Em outras circunstâncias, são os erros

profissionais, as "más condutas", uma diminuição no rendimento

ou, mais ainda, a incapacidade de se adaptar a uma nova situação,

além de um enfraquecimento da memória e um empobrecimento da lin

guagem que mostram a deterioração já grave e extensa do conjunto 
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das -Funções superiores. 0 caráter global desta deterioração é Fa

cilmente reconhecido se a exploração é conduzida metodicamen-

teíCAMBIER et al■1988).

-.0xl_eJQ±ACAO. n.Q_.t.eiM>.o__.e_.X.Q._xxiR..a.tQ. •• a conFusão de datas, a incapa-

cidade de se situar no tempo, a impossibilidade de se orientar

nos locais pouco habituais e, depois, nos locais Familiares ou

até na sua própria moradia sao frequentes desde o início e agra-

vam-se com o progresso da demência.

-LajP_ACJLdAd.es. DAexAt.0xl.as.: a alteração da atenção aparece na ne

cessidade de repetir as questões mais simples, na inconsistência 

das respostas, no comportamento do doente que não se submete às 

condiçoes do exame, pois se levanta e anda durante o interrroga- 

t ório.

As pertubaçoes da memória referem-se inicialmente a fa

tos recentes:

ou uma Frase

o indivíduo não consegue repetir algumas palavras 

curta que tenha lido ou ouvido a poucos minutos an

t es. Ele pode resumir um texto curto que acaba de ler, assim

como não conhece mais as personagens ou Fatos que marcam a atua -

lidade e refere-se a uma situação distante 10 ou 80 anos. Per de

os objetos pessoais por não se lembrar onde os colocou. Por out r o

lado, a memória para os Fatos antigos está relativamente conser-

vada, mas, a medida que progride a doença, sua lembranças voltam

at é os anos da inFância.

as alterações da atividade sexual a apraxia

construtiva e a apraxia ideatória, são Frequentes na evolução das 
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demências;não é raro também que apareçam dificuldades que lembram 

uma afasia de Wernicke, alterações acentuadas da compreensão,pa- 

rafasias, jargonofasias e erros de denominação. Em outros casos,

trata-se de uma afasia amnésica.Porém, o aspecto mais caracterís-

tico é uma redução global dos valores da linguagem: a ideação é

retardada; as frases não são terminadas, mostram-se imprecisas,

com rodeios e entrecortadas de pausas. As respostas são inadapta-

das às perguntas,eventualmente consistindo apenas em uma repeti

ção da pergunta (ecolalia); as est ereot. ípias verbais abundam.

-.CajBjàGÃ.d.a.d.e__d.e„j:.a.c±o.c.i.al.Q.: o indivíduo é incapaz de resolver pro

blemas elementares, ainda que o cálculo mental seja relativamente 

conservado.

-Julgamento: a impossibilidade de criticar uma história absurda e 

a perda da autocrítica caracterizam essa alteração.

A demência, uma síndrome com prejuízo intelectual de-

corrente da disfunção cerebral é a maior causa de incapacidade na

velhice e um crescente problema de saúde. A classificação mais

acurada e sofisticados instrumentos diagnósticos têm permitido a 

identificação de algumas condiçóes tratáveis, no entanto a ava

liação precoce com suspeita de demência é essencial. A Doença de 

Alzheimer é a mais comum das demências, é difícil o diagnóstico 

nos estágios iniciais e não há tratamento efetivo. Hidrocefalia, 

infecções do SNC, encefalopatias metabólicas ou tóxicas, múlti

plos infartos, tumores cerebrais e o alcoolismo crônico são cau

sas de demências potencialmente tratáveis(HORN,1987).



CUMMINGS e BENSON(í983) popularizaram a subclassifica- 

ção da demência em cortical ou subcortical. Demências corticais 

(Alzheimer, Pick) são caracterizadas por amnésia, acentuados dé- 

ficits cognitivos(cálculo, julgamento, abstrações), indiferença 

afetiva, déficits de linguagem, fala normal(articulação) e função 

normal do sistema motor. Pacientes com demência subcortical são 

descuidados e esquecidos, cognição lenta ou dilapidada, afeto de

primido, linguagem hipofônica e disartria. Apresentam também si

nais motores anormais como a postura parada e tônus aumentado, 

desordens de movimento com tremor e alterações no modo de andar.

Demências subcorticais são vistas em pacientes com Parkinson, co

réia de Huntington, paralisia supranuclear progressiva, hidroce- 

falia e encefalopatias tóxicas ou metabólicas.

As demências na idade avançada incluem: demência por

múltiplos infartos, demência senil, Doença de Alzheimer, Doença

de Pick, Doença de Jacob-Creutzfeld e coréia de Huntington.

Vár ias investigações epidemiológicas revelam que 5 - 15%

das pessoas com 65 anos ou mais apresentam alguma forma de demên-

cia. 60% dos pacientes com demência foram considerados como por

tadores da Doença de Alzheimer(TERRY & KATZMAN,í983). Outro im

portante subgrupo é a demência por múltiplos infartos (DM1), a 

qual se deve a distúrbios vasculares cerebrais. Aceita-se que 80

de sugerir que o processo fisiológico de envelhecimento tenha im-

- 30% das demências na idade avançada se deva a doenças vascula

res(TERRY & KATZMAN,1983).

GOTTFRT.ES, 1.985 demonstrou que existe uma forte correla-

ção entre a percentagem de pacientes dementes e a idade. Isso po™
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portância patológica:

65 -74 anos-, 0.8 - i . 6% dementes

75 -84 anos: 18.5% dementes

acima de 95 anos: 43.3% dementes.

No Brasil, embora não hajam estatísticas oficiais a 

respeito, não vemos razões para que haja discrepâncias com o le

vantamento numérico feito nos países do hemisfério norte.

i.4 ALGUNS TIPOS DE DEMÊNCIA NA SENESCÊNCIA

DEMENCIA POR MÚLTIPLOS INFARTOS(noutro termo demência arterioes- 

clerótica ou arterioesc1erose cerebral) é uma síndrome com pre

juízo intelectual secundário a múltiplos infartos cerebrais e tem 

sido reconhecida desde 1899CFIELDS,1986). Esse tipo de demência é 

o segundo mais comum. Infelizmente os critérios diagnósticos nao 

são precisos. Caracteristicamente a demência por múltiplos infar

tos progride por passos, com algumas remissões. HACHINSKI fi_t 

al,1975) desenvolveram uma escala isquêmica para uso clínico a 

qual ajuda diferenciar a demência por múltiplos infartos da Doen

ça de Alzheimer. Os maiores critérios são o início abrupto, flu

tuações nos déficits, história de conhecidos infartos cerebrais, 

sintomas neurológicos focais e sinais neurológicos focais devem 

estar presentes antes do diagnóstico da demência por múltiplos 

infartos ser feito. Este tipo de demência provavelmente compreen

de duas síndromes, uma causada por múltiplos infartos grandes e a 

outra causada por múltiplos infartos profundos e pequenos.
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Na demência por múltiplos infartos a afasia

existir com apraxiafno andar) e sinais extrapiramidais.

pode co-

A memória

pode ser afetada devido a interrupções multifocais das vias ba-

sais via córt ex sistema de projeção colinérgica(BENSON ê±

al,1983).

é potencialmente tratável se uma condição corrigível 

responsável pelos múltiplos infartos for encontrada antes que uma 

demência severa se instale. Fontes de embolia e vasculites cere

brais devem ser consideradas de modo relevante Medicamentos an-

t iagregantes plaquetários ou anti-hipertensivos podem retardar o

curso da doença no estágio inicial em alguns pacientes. Demência 

severa ou prolongada deste tipo não é reversível e é tratada com 

terapia de apoio (sintomática) semelhante a Doença de Alzhei

mer ( HORN , 1987 ) . Embora etiologicamente diferentes a DMI e a Doen

ça de Alzheimer(DA) apresentam simi1iaridades clínicas. 0 quadro 

de demência da DMI inclui distúrbio intelectual, emocional e mo

tor do mesmo modo que a DA, porém, algumas vezes o diagnóstico 

diferencial se torna difícil. Os achados neuropatológicos deta

lham os problemas de diagnóstico diferencial, no entanto, um gru

po misto foi encontrado onde tanto lesóes da DA quanto infartos 

foram encontrados.

DEtíâRCJAS LóXLCAS.: Pod em ser produzidas por um grande número de 

agentes químicos, dentre eles drogas antipsicóticas, sedativos, 

hipnóticos, anticonvulsivantes e drogas anticolinérgicas. Pessoas 

idosas são particularmente susceptíveis ao aparecimento de rea

ções adversas pelo uso prolongado de drogas psicoativas(DAVIS, 
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1975). Benzodiazepínicos são -Frequentemente ofensores, mas até 

mesmo anticonvulsivantes nos níveis sanguíneos terapêuticos podem 

reduzir a cognição(TRIMBLE Ã THOMPSON,1983). Deve-se suspeitar de 

intoxicação por drogas quando nos deparamos com pacientes demen- 

t es .

Finalmente, até mesmo os pacientes com doenças degene

rativas como a Doença de Alzheimer apresentam melhora dramática 

na cogniçáo quando drogas sedativas/antipsicóticas sáo interrom

pidas.

INFECCoES DO SNC: Muitos neurologistas recomendam a 

em pacientes com demência de pelo menos seis meses

fim de excluir casos ocasionais de neurosífilis ou meningite crô 

nica.

muitas causas de deinên-

cia, como a doença Qualquer paciente com

síndrome demente subaguda com movimentos abruptos mioclônicos e

proeminentes achados extrapiramidais, deve-se suspeitar da doença 

de Creutzfeld-Jacob. 0 diagnóstico pode ser apoiado com achados

eletroencefalográFicos de descargas periódicas<CELESIA,1986). In- 

felizmente o diagnóstico ante-mortem pode ser feito com certeza 

somente pela biópsia cerebral e muitos casos náo são diagnostica

dos. Demência acompanhada de disfunção motora poderá desenvolver

em 65% dos pacientes com AIDS, 

cionadas com AIDS são devidas 

maioria é resultado da infecção

Algumas das encefalopatias rela- 

às infecções oportunistas, mas a 

direta di virus da imunodeficiên

cia adquirida no cérebro afetando principalmente a substância
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branca (NAVIA fi.t__.al, 1987) . A atrofia e ventriculomegalia são de

monstrados na tomografia computadorizada,frequentes achados na

AIDS .

TUMORES CEREBRAIS: Part icul ar mente os tumores de origem interna e 

que comprometem os lobos frontal e temporal direito podem causar 

uma síndrome de demência. Os tumores podem também obstruir a dre

nagem ventricular e produzir hidrocefalia. Meningiomas e gliomas 

quando volumosos podem causar demência(CUMMINGS & BENSON,1983). 

Pacientes severamente dementes, mesmo aqueles com tumores benig

nos podem não melhorar com a cirurgia.

Encefalopatia associada ao câncer sistêmico é co- 

mumtPLUM & POSNER,1980). Os mecanismos são lesões e incluem me- 

tástases intracranianas, infecções induzidas por imunossupressão, 

encefalopatia tóxica metabólica, coagulopatias, endocardite, vas- 

culite e 1eucoencefalopatia relacionada com o tratamento

DOENÇA DE PARKINSON: DP e demência tem sidos associadas desde a 

descrição original de Parkinson. Estimativas modernas do prejuízo 

intelectual dos pacientes com Parkinson é da ordem de 40 a 

50%(BOLLER fi_t al,í980). A demência na doença de Parkinson pode 

ser cortical e subcortical(CUMMINGS & BENSON,1983), além do que

pacientes com Parkinson e demência, severa possuem alterações pa

tológicas típicas da Doença de Alzheimer incluindo degeneração

acentuada do núcleo basal de Meynert(ROGERS et al.1986) 0 trata

mento com anticolinérgicos 

benéficos ou maléficos sobre 

e levodopa pode resultar em efeitos

a demência coexistente. Drogas anti-



park insonianas geralmente pioram o estado confusional observado 

nos pacientes severamente dementes e com Mal de Parkinson.

.CdDJEtélâ UE HUNTINGTON :é uma desordem autossômica com início na 

idade madura(40 a 50 anos). Alterações na personalidade, irrita

bilidade, depressão, apatia e tentativas de suicídio podem prece

der o início da coréia(MARTIN,1984). A demência é tipicamente 

subcortical com -Funções cognitivas lentas e proeminente distúrbio 

de memória(CUMMINGS & BENSON,1983). Patologicamente há uma acen

tuada perda neuronal no estriado(putâmen e caudado) com substan

cial perda no globo pálido e córtex cerebral(MARTIN,1984). 0 nú

cleo basal não está muito envolvido na degeneração, surgindo a 

indagação da causa da perda da memór ia (CLARK e.L_.al, 1983) . A dis- 

Função cognitiva na doença de Huntington parece estar relacionada 

a um reduzido fluxo sanguíneo cerebral nas regiões fronto-tempo- 

ral(TANAHASHI et al■1985). A tomografia computadorizada do cére

bro usualmente demonstra atrofia do núcleo caudado. Depressão e 

outros componentes afetivos podem responder a uma terapia sinto

mática, mas a demência não melhora com as drogas coreolíticas.

referindo-se a

mental"(BULBENA

pseudodemência

foi assim denominada em 1880 por CARI.

um "estado crônico histérico mimetizando

& BERRIOS,1986). Nos últimos 100

tem sido frequentemente aplicado a

anos

WERNICKE

fraqueza

o termo

condições fun-

E^UJJJDJDEtíÊbLGlâ ••

h isteria) as

quais mimetizam demência(FISMAN,1985). Pseudodemência é menciona

da devido a sua frequência e é usualmente tratável. 0 diagnóstico 
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de um episódio depressivo acentuado semelhante a demência depende 

da existência de alguns sintomas e sinais, como: humor disfórico, 

pouco apetite, significante perda de peso, insônia e hipersônia, 

agitação psicomotora ou retardação, perda da energia ou fadiga, 

sentimento de desmerecimento e idéias suicidas(FISMAN,1985). Mui

tos desses sintomas não sao exclusivos da depressão, mas podem 

ser vistos em muitas doenças demenciais, é importante haver con

sulta psicológica e psiquiátrica quando a pseudodemência depres

siva é suspeitada. Além d isso,depressão pode ser a manifestação 

inicial de demência<FISMAN,1985). Devido ser a depressão muito 

comum, muitos médicos dão ao paciente demente antidepressivos 

tricíclicos.

DOENÇA DE PICK: essa doença é um distúrbio degenerativo do córtex 

cerebral que produz demência na meia-idade e na velhice. Ela se 

diferencia da Doença de Alzheimer por sua anatomia mórbida. Em 

contraste com a DA na qual a atrofia cerebral é difusa, na Doença 

de Pick a atrofia é relativamente circunscrita e confinada aos 

lobos temporal e frontal, onde é grave. A patologia microscópica

acúmulo perto do

núcleo de uma massa globular argentofí1ica que distende o núcleo

a uma forma tumefeita. Essa é a célula de Pick , geralmente d i fun

dida nas áreas atrofiadas do córtex. Há, por via de regra emar a

nhados neurofibrilares e placas senis nas partes atróficas

rebro.

É difícil distinguir a doença de Pick da doença de Alz

heimer em bases clínicas, a doença de Pick é bem menos comum que



a Doença

exemp1 os

dominante

de Alzheimer e ambas não possuem causa definida. Alguns 

da doença de Pick parecem ser transmitidos por um gene 

em uma família, mas muitos não tem história familiar.

ÜNIVERSIDaOí EEOEHAL üü ceara 
Biblioteca d» Ciência» da S»úd»



1.5 DOENÇA DE ALZHEIMER

Em 1907,Alois Alzheimer relatou um caso de uma mulher 

de 51 anos que no prazo de quatro anos e meio apresentou progres

siva perda da memória, alterações na personalidade, distúrbios de 

linguagem e apraxia. Na autópsia utilizando um novo método de im

pregnação pela prata desenvolvido por Bie1schowsky, Alzheimer 

(1907) encontrou numerosas degeneraçóes neurofibrilares nos neu

rônios corticais. 0 córtex também continha inúmeros focos - pro

vavelmente as chamadas placas senis ou neuríticas, estruturas es

sas primeiramente identificadas por Blocq e Marinesco em 1892 as 

quais -Foram associadas a demência senil por Redlich e por Fis- 

her(AMADUCCI et al■1986). Posteriormente Alzheimer ilustrou com 

mais detalhes as alterações neurofibri1 ares e três anos após a 

sua descoberta,Emi1 Krapelin, um ilustre psiquiatra, codificou a 

Doença de Alzheimer como uma entidade separada. Por muitos anos a 

Doença de Alzheimer era vista como uma demência rara cujo início

dos sintomas era antes dos 65 anos. Mais recentemente, entr et ári

to, tem-se observado que a forma senil e pré-senil da doença nao

é distinguível pelos achados clínicos e pat ológ icos(BLESSED et

ílL,í968) e passou-se a empregar o termo Doença de Alzheimer sem

considerar a idade do paciente em relação ao início dos sinto-

mas(KATZMAN 1976).

Em estudos pós-mortem,Alois Alzheimer identificou a 

presença de placas senis e degeneração neurofibri1 ar no córtex de 

pacientes dementes, alterações neuropatológicas clássicas da 

doença. Em 1911, Simchowicz salientou o achado comum de degenera 
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ção granulovacuolar no hipocampo e mais recentemente a amiloidose 

cerebrovascular e a presença dos corpos de Hirano têm sido reco

nhecidos como achados patológicos -Frequentes. A importância fun-

o escore de uma escala -Funcional de demência e o teste de infor-

c ional dessas anormalidades foi evidenciada em 19ó8 por BLESSED

quando da correlação da quantidade de placas no córtex com

anormalidades

mação, memória e concentração. Por isso eles sugeriram que as

corticais representadas pelas placas senis e dege

neração neurofibri1 ar eram importantes causas da DA.

A extensão da ocorrência dos critérios microscópicos da

DA nos idosos não dementes não -Foi estabelecida, podendo tais 

anormalidades estarem presentes como alterações inespecíficas,de

finindo a DA apenas pelo seu número excessivo.

1.5.1 CARACTERÍSTICAS HISTOLÓGICAS DA DOENÇA DE ALZHEIMER

t op1asmát ica,dos hipocampo,neocórtex e

em outras áreas como nos núcleos da base.

nica a degeneração neurofibrilar consist e de um emaranhado de es-

truturas -Fibrilares contorcidas de forma

mentos pareados heiicoidas(FPH). Filamentos retos, ribossomas e

neuro-Fi lamentos ou neurotúbulos de aparência normal também são

encontrados(PERRY et al . 1987; YAGISHITA .e.L_al, 1981) . Embora proe

minente na DA,a degeneração neurofibrilar também é encontrada no 

envelhecimento fisiológico bem como em várias outras doenças de 
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menciais como a Doença de Parkinson, esclerose lateral amiotrófi- 

ca, demência pugilística, Síndrome de Down na idade adulta e em 

alguns casos de panencef al it e esclerosante subaguda (WISNIEUSK I ,e_L 

aJL, 1979) .

Ainda não está confirmado se as proteínas dos FPH re

presentam uma alteração dos elementos do citoesquelet o ou síntese 

anormal de proteínas. DAUIES e MALONEY(1976) consideram gue as 

alterações neurofibri1 ares estão relacionadas com defeitos bio

químicos neuronais e que a deposição intraneuronal de filamentos 

pode reduzir a atividade neuronal e seu metabolismo e, a quanti

dade da colina aceti1transferase<CAT) por neurônio pode também 

diminuir.

Placas neuríticasíou senis).: s ã o descritas como uma massa esférica 

composta de neurônios degenerados e células reativas agrupadas. 

Existe uma parte central de material amilóide cercada por astró-

c it os reativos, células microgliais e restos neuronais. A locali-

zação preferencial guarda relação com a dos neurônios com degene-

ração neurofibrilar, concentrando-se no córtex frontal e temporal

e hipocampo preferencialmente. A concentração de placas senis é 

diretamente proporcional ao grau de demência e inversamente pro

porcional a atividade da CAT(ANDRADE,1988). Alguns autores acre

ditam que o material amilóide seja oriundo do sangue (MANN,1985) 

e seja o evento incitador para a formação da placa. Outros pres-

supõem que a deposição do material amilóide acontece secundaria-

mente, derivado talvez dos FPH ou outros produtos dos neurônios
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degenerados ou da microglia após estímulo antigênico apropria

do(STRUBLE Ê.L 3.1,1982) Um aspecto interessante é a presença do

alumínio como um componente importante do núcleo central da pla

ca, concorrendo com 6 a 24% do material aí existente. Pensava-se

inicialmente que o alumínio era decorrente da contaminação am

biental, atualmente acredita-se que o metal seja transportado pa-

as placas por algum defeito na barreira hematoencefálica local

ou alterações metabólicas dos

um fenômeno secundario(TERRY, 1984).De modo geral a degeneração

r a

neurofibri1 ar, as placas neuríticas naõ são específicas da DA,

aparecendo no envelhecimento normal nos pacientes com Síndrome

de Dowm que sobrevivem até a idade madura e em alguns casos da

doença de Pick(HENDERSON et al.1989).

descr it a pela pri

meira vez por Simchowicz em 1911,sendo associada a demência. A 

degeneração granulovacuolar compreende vacúolos esféricos de 3 a 

5u de diâmetro, os quais são vistos frequentemente nos neurônios 

piramidais do hipocampodOMLINSON & KITCHENER,1972). Cada vacúolo 

contém um grânulo argentofí1ico de 0.5 a í.5u de diâmetro, cuja 

imunorreatividade sugere ser a tubulina o principal constituin

te(PRICE et al.1986).

Os corpos de Hirano foram primeiramente observados na

Doença de Parkinson e esclerose amiotrófica lateral. Representam 

inclusões eosinofí1icas com mais de 30u de comprimento semelhan

tes a um bastão e encontram-se no pericário e nos axônios de neu 



rônios hipocampais. Os corpos de Hirano são imunohistoquimicamen- 

te marcados com antisoro contra actina pur i -Ficada < GOLDMAN, 1983 ) . 

Como a degeneração granuiovacuolar e as placas neuríticas, os 

corpos de Hirano e a degeneração granuiovacuolar são também en

contrados nos cérebros de velhos não dementes como nos portadores 

de outras doenças demenciais além da DAÍGIBSON & TOMLINSON,1977).

: Na doença de Alzheimer também ocorrem

alterações do parênguima como a angiopatia amilóide dos pequenos

vasos meningeais e da substância cinzenta.

casos, vasos na profundidade da substância branca mostraram al. te-

devido não somente aos depósitos amilóides , mas ao es-

treitamento arterioesclerótico de hialina. 0 material amilóide

encontrado na vasculatura cerebral é o mesmo presente no centro

das placas senisCESIRI & WILCOCK,1986)

tídeo conhecido como "beta proteína" ou "beta amilóide" codi-Fica-

do por um gene do cromossoma 21. Na síndrome de Down o depósito

encontrado na DACGLENNER &

W0NG,1984). 0 peso molecular do material amilóide das placas é de 

4KD e é algumas vezes referido como proteína A4 (MASTERS e_t. 

a.1,1985). Interessante é a presença do RNA mensageiro codificador 

da proteína precursora do material amilóde estar presente não so

mente no cérebro, mas em tecidos não neuronais. A estrutura e 

função desse possível precursor amilóide são sugestivas de uma 

g1icoproteína presente na membrana celular que pode funcionar co

mo um inibidor de protease. Uma atividade alterada da protease na



DA parece importante se, por exemplo, ela pode estar ligada ao

acúmulo de substâncias proteicas anormais em placas e causar

neurofibr i1 ar.Alt ernat ivament e, at ividade alterada ou

concentração excessiva do inibidor da protease podem afetar o

funcionamento normal das proteases cerebrais cujo substrato é o

precursor beta amilóide ou seus f r agment os (ABRAHAM et., al . 1988 ) .

1.5.2 DIAGNÓSTICO CLÍNICO E PATOLÓGICO DA DOENÇA DE ALZHEIMER

0 diagnóstico da doença de Alzheimer é difícil devido

às características clínicas laboratoriais e patológicas da DA

também ocorrerem de maneira mais limitada no envelhecimento "nor-

mal" como também em outras doenças demenciais.

0 diagnóstico da DA deve-se basear nos critérios desen-

volvidos por um grupo patrocinado pelo National Institute of Neu-

rolog ical and Communicative Disorders and Stroke(NINCDS) Al z-

heimer 's Disease and Related Disorders Assoeiation(ADRDA) onde

e

a

os sintomas e sinais sâo subdivididos em prováveis e definitivos.

CRITÉRIOS DIAGNÓSTICOS DA DOENÇA DE ALZHEIMER

Prováveis(descobertos clinicamente)

1. Demência comprovada pelo exame clínico

2. Início de demência entre 40 e 90 anos

3. Déficits em duas ou mais esferas cognitivas

4. Deterioração progressiva da memória e outras funções cogniti

vas

5. Sem distúrbio de consciência

6. Inexistência de doenças que levariam a déficits cognitivos.
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Definit ivos(comprovados patologicamente)

í. Critérios clínicos prováveis para a DA

2. Evidência histopatológica da DA através da autópsia cerebral.

Critérios de um grupo de trabalho patrocinado pelo NINCDS e ADRDA

Os pré-requisitos para um provável diagnóstico da DA 

devem incluir a inexistência de outras doenças sistêmicas ou neu

rológicas as quais podem levar a deterioração cognitiva.Felizmen- 

te a maioria das outras doenças são diagnosticadas por uma histó

ria apropriada exame médico e neurológico além dos testes labo

ratoriais e o padrão 

demenciais difere da 

que semelhantemente a

da deficiência cognit

DA. Além do mais, out

DA requerem confirmaç

iva das outras doenças

ras doenças demenciais

ao histopatológica são

muito menos comum.

sobreposição sintomática entre DA e outras doençasA

demenc iais é bastante problemática. As características patológi-

cas da demência por múltiplos infartos mais co->

mum de demência são comuns na DA(MOL.SA Êt_JlL,i985) . As chamadas

demências mistas parecem ter uma prevalência similar a

por múltiplos infartos, mas a DA com infartos não pode ser dis-

tinguida através de critérios clínicos da demência por múltiplos

infartos

DACMOLSA 1985) .

Outra doença comum na velhice é o Parkinson. Demência

na DP não é incomum e muitos pacientes com DA apresentam rigidez

ext rap iramidal, sugestiva de DP (MAYELJX aJL, 1985 > MOLSA 



aJL,1984)>. Na autópsia muitos pacientes com DA apresentam evidên

cias neuropatológicas de ambas doenças(DITTER & MIRRA,1987) mas 

somente alguns pacientes com Parkinson não possuem número signi- 

ficante de placas neuríticas ou degeneração neurofibri1 ar(CHUI s±. 

al,1986). Outras doenças menos comum podem mimicar clinicamente a 

DA. A distinção antemortem entre DA e a Doença de Pick ou entre a 

DA e alguns casos da doença de Creutzfeld-Jacob pode ser difí

cil (WATSON,1979). Devido a essas razoes e a alta prevalência da 

DA entre a população idosa, um provável diagnóstico da DA é muito

belecidos posteriormente (tabela 2).

válido. 0 diagnóstico definitivo requer confirmação histopatoló-

g ica. 0 grupo NINCDS-ADRDA não especificou os critérios confirma-

t ór ios. Os critérios mínimos para o diagnóstico da DA foram esta-

tabela 2: Critérios histológicos para diagnóstico da DA

Amostras múltiplas do SNC para exame microscópico

í. Neocórtex (frontal,temporal e parietal)

2.outras regiões (amígdala,hipocampo, núcleos da base, substância

nigra, córtex cerebelar, medula espinhal)

No neocórtex por mm^ de tecido (200 x campo)

50 anos, o número de placas e de-1. Para pacientes com menos de

generação neurofibri1 ar deve ser de 2 a 5/campo.

2. Pacientes entre 50 e 65 anos pelo menos 8 placas por campo.

3 . Pacientes entre 66 e 75 anos pelo menos 10 placas por campo

4 . Pac ient es com mais de 75 anos, mai s de 15 placas por campo.
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HENDERSON(1986) e KHACHATURIAN(1985).

Se a história clínica sugere Doença de Alzheimer, os

critérios histológicos podem ser considerados significativos até

valores pela metade dos explícitos na tabela 2(KHACHATURIAN,

1985) .

No presente não há testes laboratoriais específicos

para a DA. Entretanto em alguns pacientes a t omogra-ant emort em

fia computadorizada revela atrofia excessiva do cérebro além do

que ocorre no envelhecimento normal (GADO £..t_ a.1,1983). A tomogra-

fia por emissão de positrons(TEP) pode determinar o fluxo sanguí-

neo e metabolismo cerebral(uti1ização de glicose): pacientes com

DA apresentam metabolismo cerebral reduzido particularmente nas

regiões temporais e parietais e alterações secundárias no fluxo 

sanguíneo cerebral(INGUAR & LASSEN,1979).

Outras possibilidades de diagnóstico antemortem da DA

seria a imunização com an-

t ígenos contidos nos homogenatos de cérebros de pacientes com

Doença de Alzheimer. WA1.0SIN £.t. al. (1986) ident i ficaram o

Alz-50(anticorpo monoclonal) direcionado ao antígeno de 68 000 

daltons(proteína"68 A"). A concentração da 68A é bastante elevada 

no cérebro e no líquor de pacientes com DA, embora possa estar em 

baixas concentrações em cérebros de idosos não dementes(Uaiosin 

et al.1986).

CHAPMAN et al (1988). encontraram aumento nos níveis sé- 

ricos de anticorpos em pacientes portadores de DA direcionados a 

um antígeno de 200KD encontrado nos corpos celulares e axônios
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dos neurônios eletromotores de Torpedotneurônios colinérgicos).

em pacientes com demência devido a outras causas(Doença de Far

kinson e demência por múltiplos 

bem inferior aos dos pacientes com Doença de Alzheimer. En fim,

esses anticorpos podem servir como um marcador sorológico para a

DA ou serem um instrumento de investigação dos mecanismos imuno-

lógicos antineuronais que podem ocorrer nessa doença.

Uma interessante técnica para o estabelecimento da DA

como uma doença sistêmica seria o ensaio de 1 igação com os 1in f ó-

citos. A ligação muscarínica e nicotínica nos 1in fóc it os estão

reduzidas na DA, da deficiência central e periféri-

ca colinérgica ainda está por ser c on f i rmad a(RIEKKINEN et

al,1987)

cientes

CAT nos

marcador

KESSLER(1986)

com DA possuem

fibrob 1 ast os

ext raneuronal

taram que os pacientes

num relato preliminar sugeriu que os

da pele, exemplificando outro exemplo

pa

da

de

para essa doença. MILLER 1981) rela-

com doença de Alzheimer apresentavam redu

das células assassinas naturais, ou seja, uma supressão imu-

nológ ica. HANIN et al(1984) encontraram alterações na proporção

de células vermelhasíeritrócitos) e do nível plasmático de coli

bem como na recaptação de colina por essas células. Em suma,

há várias alternativas de marcadores periféricos, necessitando-

se estabelecer a especificidade dos mesmos para a DA, uma vez que

na,

car em dúvida a validade desses parâmetros.



A investigação no líquido cerebroespinhal de marcadores 

neurofarmacológicos tem se mostrado de uso limitado para diagnos

ticar a doença de Alzheimer. Parece, entretanto, que patologias 

do SNC são pobremente refletidas no líquido cerebroespinhal. Ace- 

ti1colinesterase e somatostatina são os mais bem documentados 

marcadores no líquor, porém são considerados apenas marcadores 

marginais e não específicos para a DA(RIEKKINEN,1997).

1.5.3 POSSÍVEIS AGENTES ETIOLÓGICOS DA DOENÇA DE ALZHEIMER

ORIGEM GENÉTICA: a hipótese patogênica da DA implicando um gene

dominante

processo

autossômico seria uma simplificação exacerbada desse

patológico cujas causas nao estão totalmente esclareci-

das. Tem sido descrito que a DA

monozigóticos. Em outro estudo a DA teve seu início com diferença

de mais de uma década em gêmeos monozigóticos, implicando na ex-

posição a diferentes fatores ambientais que causam diretamente a

DA ou tem um papel permissivo ou facilitador da expressão genéti

ca anormal comum entre os gêmeos.

Semelhanças entre a síndrome de Down e a

heimer, apoiam a hipótese de HESTON (1977) , GL..ENNER

doença de Alz

e WONG(1984),

dentre outros ligando as duas entidades mórbidas ao cromossoma

31 .
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TRAUMA CRÃNIO-ENCEFáLICO

Alguns estudos indicam que o trauma crânio-enceFálico

est á significativamente associado com o subsequente desenvolvi

mento da DACMORTIMER et al.í985). Como o trauma está envolvido no

desenvolvimento histopatológico da DA não está certo mas lesão

axonal é a consequência patológica mais proeminente de um trauma

tismo de cabeça. Supostamente, a lesão axonal severa poderia exa

cerbar alterações da substância branca na fase pré-clínica da DA 

aumentando a probabilidade de descoberta da DA pela redução do 

limiar para detecção clínica ou poderia iniciar uma sequência de 

aberrações no citoesque1 et o que talvez culminasse na acumulação 

de proteínas estruturais anormais(HENDERSON et al.1989)

AGENTES INFECCIOSOS

A predileção do virus do herpes simples em invadir re

giões do cérebro as quais são também afetadas na DA, tem alertado 

que essa ou outras viroses possam estar implicadas na 

DA(BALL,1988). Além do mais, a degeneração neurofibri1 ar tem sido 

associada com várias doenças virais incluindo a encefalite pelo 

virus do herpes simples, panencefalite esclerosante subaguda e a 

raiva(WISNIEWSKI et al.1979). Os vírus teviam a capacidade de mo

dificar o processo de transcripção do DNA, alterando o metabolis

mo dos neurofi1amentos vistos na degeneração neurofibri1 ar e nas

encontrado um virus responsável

pela DA; nem ocorre reprodução da doença com inoculação em pr ima

tas de preparações cerebrais de pacientes que morreram com doença

de Alzheimer(DAUISON,1987). A doença de Creutzfeld-Jacob, Kuru e 
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a síndrome de Gerstmann-Straussler são doenças neurodegenerativas 

humanas distintas, subagudas ou crônicas que podem ser transmiti

das experimentalmente a vários mamíferos. Scrapie, uma doença que 

ocorre naturalmente em ovelhas, é mais comumente estudada em la

bor at ór io . Embora clinicamente heterogêneas no homem, alterações 

patológicas semelhantes no animal hospedeiro ocorrem após a 

transmissão. Os aspectos neuropatológicos incluem perda neuronal 

sem reação inflamatória e com intensa astrogliose. Placas amilói-

des, frequentemente diferente mor f ol og icament: e da DA, algumas ve-

zes são vistas. Devido a abundante vacuolização observada no mi-

croscópico óptico, essas doenças são chamadas de "encefalopatia 

esponjiforme”. Sinais de disfunção cerebelar acontecem juntamente 

com a demência no Kuru e na síndrome de Gerstmann-Straussler;con

tudo na doença de Creutzfeld-Jacob a demência é o sinal proemi

nente ( HENDERSON et al■1989). Os agentes infecciosos responsáveis

não foram completamente caracterizados, mas pela patogenicidade

parecem ser partículas pequenas filtráveis cuja infectividade não 

é inativada por procedimentos que degradam o ácido nucleico. Es

ses agentes são referidos como vírus não convencionais ou lentos. 

PRUSINER(í987) propôs o termo "prions"(partículas infecciosas 

proteináceas) para diferenciá-los das viroses comuns.

NEUROTOXINAS

Concentrações elevadas de alumínio e sí1ica(CRAPPER £±

al,1976) foram encontradas em cérebro de pacientes com Doença de

Alzheimer; mas ainda há controversa se essa acumulação é secundá

ria à lesão neuronal ou se os efeitos
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rais contribuem para a histopatologia da DA. No interior dos neu

rônios com degeneração neurofibri1 ar e no centro das placas se

nis, alumínio e sílica estão co-1oca 1izados(CANDY et jil.,198ó). 

Alumínio «t a I umi iioi« i 1 leal om ttím dlverwow «feito* sobre om n«u«i ô 

nios e podem hipoteticamente iniciar a formação dos filamentos 

pareados heiicoidais(FPH) ou sua acumulação.Experimenta 1mente a 

aplicação intracerebral de sais de alumínio induz mudanças neuro- 

f ibr i 1 ar es (CRAPPER £.t_a.L» 1973) com ul traest rutura e localização 

diferentes das que ocorrem na DA. Um mecanismo pelo qual o alumí

nio induz a acumulação de neurofi1amentos pode ser através da in

terferência com o transporte axonal dos neurofi1amentos, prova

velmente como resultado da fosforilação excessiva dos neurofila- 

mentos(BIZZI et al.1986). Outras evidências indicam que esses mi

nerais estão aumentados no cérebro de pacientes com DA os quais 

podem exercer efeitos neurotóxicos e também estão associados com 

a histopatologia da DA, embora seus papéis como agentes causais 

ainda não estejam elucidados (HENDERSON et al.1989).

Devido sua alta concentração no SNC e seu potencial ex- 

citotóxico intrínseco, tem-se suspeitado da participação de ami- 

noácidos (principalmente o glutamato) em doenças neurodegenerati- 

vas. Acredita-se que os neurônios do SNC podem ser particularmen 

te vulneráveis a degeneração excitotóxica durante certos períodos 

do desenvolvimento e na idade avançada(OLNEY,1990). Os análogos 

específicos do Glutamato(Glu) apresentam toxicidade relacionada 

com a potência de suas ações excitatórias e análogos sem ativida

de excitatória não apresentam neurotoxicidade. A lesão neuronal 

do Glu é devido a uma ativação excessiva dos receptores excitató- 
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rios na superfície dendrossômica dos neurônios(OLNEY,1971). Um 

subtipo de receptor de aminoácidos excitotóxicos o N-metil-D-as- 

partato(NMDA) tem se tornado foco de atenção por estar envolvido 

em processos neuropsicológicos patológicos. A identificação de 

subtipos de receptores de aminoácidos excitotóxicos(AAE) baseia- 

se na diferente sensibilidade a diversos agonistas(N-metil-D-as- 

partato,ácido quisquálico,ácido kaínico) e a antagonistas que 

bloqueiam a ação excitotóxica dos AAE nesses receptores(HALL et. 

.al; WATKINS et al ■ 1981) . Com a descoberta de antagonistas dos AAE, 

demonstrou-se proteção de neurônios hipotalâmicos "in vivo" em 

camundongos contra a ação neurotóxica do glutamato ou seu potente 

análogo, o NMDA(OL.NEY etal>1979). Drogas anti-excitotóxicas mais 

poderosas são antagonistas de NMDA não competitivos que bloqueiam 

tanto a ação excitatória quanto tóxica do NMDA. A droga mais po

tente desse grupo é MK-801, desenvolvida pela Merl< , Sharp e Dohme, 

com grande potencial terapêutico devido a boa penetração pela 

barreira hematoencefálica. Drogas comercializadas incluindo dex-

t romet orfan(GOLDBERG

nia n o s (OLNEY et al.

et a1.1987) e vários agentes anti-parkinsô

1987) são moderadamente potentes antagonis

tas não competitivos do NMDA. Antagonistas mistos como o ácido

kinurênico e cis-8,3 piperidina descarboxi1ato bloqueiam os efei-

t os exc itotóxicos tanto dos agonistas NMDA como não NMDA,mas são

de pouco interesse devido a sua baixa potência e por não penetra

rem a barreira HE. Um composto recente o CNQX(quinoxa 1inediona)

tem a propriedade de bloquear os 

xicos dos agonistas não NMDA de 

nistas NMDACHONORÉ .e-t_a.ll_L.1988) .

efeitos excitatórios e excitotó- 

modo mais eficaz do que dos ago- 

Certos tiobarbitúricos que pene-
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tram facilmente a barreira hematoencefálica são moderadamente po

tente contra ambos os agonistas(OLNEY e_t_...a.L, 1987) .

Evidências correlacionando excitotoxinas exógenas a 

doenças paralíticas como neurolatirismo, devido a exposição crô

nica por período de meses ou anos a esses agentes(BOAA:b-N oxali- 

1amino-L-alanina) levantou a possibilidade de excitotoxinas endó- 

genas causarem degeneração neuronal de natureza crônicaípor ex:

Coréia de Huntington, Doença de Alzheimer ou Parkinson). Outra 

substância a b-N-met i 1 amino-L-al an ina : BMAA (encont rada na semente 

de uma planta) pode causar uma doença com características combi

nadas da esclerose amiotrófica lateral, parkinson e demência,en

contrada originalmente na região de Guam.

Acredita-se gue as excitoxinas podem destruir os neurô

nios tanto por um processo agudo fulminante dependente de Na e Cl 

mas não de cálcio, ou por um processo lento dependente de cálcio. 

Uma melhor compreensão do mecanismo mais lento é necessária pois 

muitas desordens neurológicas humanas são decorrentes da degene

ração lenta dos neurônios por um 

tra possibilidade seria a ação 

nas(inclusive aquelas utilizadas 

excitotoxinas endógenas na pat

processo subagudo ou crônico.Ou 

conjunta de excitoxinas exóge 

como aditivos alimentares) com 

de condições neurodegeneraogênese

tivas crônicas<OLNEY,1990).
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1.6 DOENÇA DE ALZHEIMER E O SISTEMA COLINÉRGICO

Análises do tecido cerebral de pacientes com Doença de 

Alzheimer revelaram níveis reduzidos da função colinérgica pré- 

sinápt ica (COLI...ERTON, 1986); pr inc ipal ment e a enzima de síntese da 

aceti1colina, a colina aceti1transferase como também a enzima de 

degradação,aceti1colinesterase(com relativa especificidade para 

os neurônios colinérgicos), recaptação da colina de alta afinida

de estão todos deficientes na mesma extensão<50 a 90% reduzidos 

de acordo com a severidade do caso); enquanto em biópsia de teci

do cerebral a produção e liberação de acetilcolina também estava 

bastante reduzida(DAVIES & MALONEY,1976; PRICE et al■1985).

Isso sugere que pelo menos os sintomas principais da DA 

sejam resultados diretos do déficit da função colinérgica cen

tral.Estudos posteriores revelaram que funções intelectuais nor

mais dependem de um nível razoável da função colinérgica. Não se 

pode dizer que todo paciente demente possui um déficit colinérgi- 

co. Mas a afirmativa parece correta: uma deficiência colinérgica 

severa sempre resulta em demência (DAVIES,1979).

Em comparação a função colinérgica pós-sináptica, re

presentada sobretudo pelo número de receptores, não se encontra 

consistentemente afetada na DACPERRY 1986; MASH E_t__al, 1985) .

Esses resultados são importantes por duas razões-,

1.)  Os elementos que recebem inervação colinérgica no 

córtex cerebral e no hipocampo estão intactos,evi

denciando a especificidade do prejuízo neuronal 

pré-sinápt ico.
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2.)  A presença de receptores pós-sinápticos normais é

vital para qualquer tentativa de tratar uma disfun-

ção colinérgica pré-sináptica.

Esses achados levaram ao desenvolvimento da hipótese

colinérgica da DA. Apesar da hipótese colinérgica relegar os si

nais clássicos da DA a um papel secundário e estabelecer que a

disfunção colinérgica causa ou contribui para os prejuízos inte

lectuais, particularmente a perda da memória, tem implícita ou 

explicitamente norteado as pesquisas na área de Doença de Alzhei

mer e sistema colinérgico.Sua popularidade náo está apoiada so

mente na possibilidade terapêutica dentro da investigação experi

mental, mas também por enfraquecer o niilismo terapêutico que até 

então predomina nas discussóes.Embora haja forte evidência en

volvendo a função colinérgica com a memória, não está comprovado 

que somente este sistema esteja envolvido com a memória, bem como 

há a participação do sistema colinérgico em outras funções cogni

tivas (COLLERTON,1986).

□s neurônios colinérgicos centrais podem ser dividí, dos

em 3 grupos:

1- Os neurônios motores da medula espinhal e os núcleos dos ner

vos cranianos que compreendem o maior sistema de saída colinérgi

ca e estão aparentemente intactos na Doença de Alzheimer.

2- Um segundo grupo encontrado no caudado e putâmen, e uma das 

funções dessas células é o controle motor extrapiramida1.Esse 

grupo não é afetado na DA, embora algumas perdas possam ocorrer 

no caudado tardiamente no curso da doença severa.
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3-0s  neurônios colinérgicos que se projetam para o córtex e hipo

campo. As células do núcleo basal de Meynert com projeções para o 

neocórtex e amígadala e as células da área septal mediai as quais 

juntamente com as células do núcleo vertical da banda diagonal de 

Broca, inervam o hipocampo(trajet o fímbria~fornix),estão bastante 

comprometidos na DA (COL.LERTON, 1986 ) .

Sabe-se, portanto, que o sistema colinérgico basal que 

consiste de um agregado de células colinérgicas grandes ao longo 

da superfície ventral do globo pálido e anterior a ele incluindo 

o núcleo basal de Meynert, a banda diagonal de Broca e o núcleo 

septal mediai que sofrem degeneração com o curso gradativo da 

doença de Alzheimer(RIEKKINEN,1987).Esses circuitos neuronais que 

inervam à distância as áreas cerebrais, sáo denominados extrínse 

cos e estão precocemente afetados na DA.0 sistema colinérgico de 

neurônios intrínsecos, presentes em circuitos locais como os que 

são encontrados no estriado e neocórtex podem ser acometidos nos 

estágios mais avançados da doença (McKINNEY,1983).

0 prejuízo na memória que ocorre no desenvolvimento da 

DA é decorrente de lesões de células específicas que desconectam 

o hipocampo das fibras aferentes e eferentes corticais levando a 

um considerável prejuízo funcional, ou seja, tornando o hipocampo 

isolado de outras estruturas cruciais para a memória e o aprendi

zado. 0 córtex entorhinal ( compreende a parte anterior do giro 

parahipocampal na parte ventromedial do lobo temporal)é uma das 

áreas mais seriamente afetada na DA. As lesões são específicas e 

focais envolvendo principalmente as camadas II e IV.Essas camadas 

contêm células que conectam o hipocampo com os córtices de asso-
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e com estruturas límbicas.A camada IV do córtex entorhinal

a qual recebe projeções do hipocampo, projeta por sua vez para as

eáreas corticais de associação.0 hipocampo o córtex entorhinal

t ambém possuem conexões com o telencéfalo basal e amígdala, re

t icais

nal

essas que recebem um poderoso input

e de muitas subcorticais(VAN

Há forte evidência que o

desempenham importante papel no

HOESEN

de todas as áreas

1985).

hipocampo e o

aprendizado e

cor-

córtex entorhi

memór ia. 0 cór-

tex entorhinal recebe informações de aproximadamente todos os es-

tímulos aos quais o organismo responde, tanto internamente quanto

pode

ser considerado como uma estação de retransmissão onde há o pro~

cessamento de episódios recentes na memória.0 hipocampo não pode

guardar

minut os transferida

at r aves do córtex entorhinal para as várias áreas de associação.

Nessas a informação é guardada no

>

é

estoque da memóriaíRIEKKINEN,1987).

Apesar de sua crucial importância o hipocampo sozinho

para assegurar a memória e outras funções cogni-

tivas:F'or outro lado, muitas áreas da memória e do aprendizado

funcionam apesar hipocampo,como por exemplo o

aprendizado motor que é possível sem a integraçáo com o hipocampo

porque requer outras estruturas neuronais, em especial o cerebe-

lo(o aprendizado motor é mantido na DA). Existem evidências de

que as estruturas basais do telencéfalo estão envolvidas na ati-

do estoque da memória em alguma parte dos córtices senso-

UNIVfcRSIOAOl FEDERAL 00 CEARA 
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ser comparado a uma chave que abre 

Sem essa chave os chamados erros 

as informações previamente apren

de coisas novas.Na DA os erros de

riais.0 telencéfalo basal pode 

a porta do estoque da memória, 

de intrusão podem ocorrer onde 

didas interferem no aprendizado

in t rusão já acontecem nos estágios iniciais da doença resultante

da d isfunção co1inérgica(RIEKKINEN,1987) A comprovação do envol

vimento do sistema colinérgico no processo da memória pode ser

efetuada com a administração de drogas anticolinérgicas as quais 

reproduzem prejuízos de memória semelhantes aos que ocorrem no 

envelhecimento(BARTUS et al . 1988) . ROSSOR E.t—àl. < 1984 ) descarta

ram a possibilidade da DA ser uma exacerbação do processo normal 

de envelhecimento, demonstrando que a perda de noradrenalina e 

somatostatina que ocorre na DA não são características do enve

lhecimento fisiológico e há relativamente pouca alteração no sis

tema colinérgico com a idade. Além disso, a atividade da CAT em 

pessoas jovens que morreram com DA era significativamente dife

rente do grupo controle de velhos. Portanto, o perfil neuroquími- 

co da DA não se assemelha ao do cérebro de pessoas idosas, não 

podendo ser considerada como resultado de um envelhecimento pre

coce.

Vale a pena mencionar o papel do glutamato no estoque 

da memór ia . Muit os neurônios g 1 ut aminérg icos parecem estar locali

zados nas camadas corticais III e IV.Essas camadas são as mesmas 

que contêm a maior quantidade de placas senis e degeneração neu

rof ibr i 1 ar . Há alguma evidência preliminar que os níveis de gluta

mato estão reduzidos nessas duas camadas. Como mencionado ante

riormente as projeções do input e output do córtex entorhinal são 
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destruídas com o desenvolvimento da Doença de Alzheimer(RIEKKINEN 

et al.1987);além disso essas conexões são também g1utaminérgicas. 

Isso significa que o glutamato é também indispensável para os me

canismos; da memória(LYNCH & BAUDRY, í984).

1.7 MODELOS EXPERIMENTAIS DA DOENÇA DE ALZHEIMER

Com a descoberta de que a transmissão colinérgica esta

va acentuadamente reduzida na DA,foi crucial a caracterização da 

inervação colinérgica cerebral, para a compreensão da possível 

fisiopatologia da DA. Estudos anteriores demonstraram que

a região subcortical havia redução na atividade da

cort an-

CAT por

toda com a

conc 1 usão de que a inervação colinérgica cortical origina-se de

neurôn ios localizados fora do córtex,entretanto, uma outra expli-

ser ia que a redução da atividade enzimática seria reflexo

de uma deg dos neurônios colinérgicos coticais

cu j os axônios projetam-se para fora do córtex. Mais recentemente

estudos imunocitoquímicos foram utilizados para localizar neurô-

nios que inervam o córtex e que continham CAT.Os corpos celulares

t ransmissores-espec í ficos localizam-se na região basal do t e 1 en-

céfalojmais precisamente,as células nervosas do núcleo basal de

Meynert projetam-se basicamente para o córtex pré-frontal , frontal

e parietal, enquanto o hipocampo e o córtex occiptal são inerva-

dos pelos neurônios do septo mediai e da banda diagonal de B r o

ca(COYLE et al,i983)
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íh-Acelylcholine 
r— Choltne Acetyltransterase 
£s-Acotylcholina Eslorate

0 esquema da esquerda representa uma sinapse colinérgica. Acetil- 
colina (AcCh) é sintetizada a partir da colina e acetil coenzima 
A(Ac-CoA) pela enzima colina aceti1transferase(CAT). Acetilcolina 
é estocada em vesículas no terminal nervoso e é liberada na Fenda 
sináptica após a despolarização. Difunde-se pela Fenda e ativa 
os receptores. 0 término de sua ação é devido a hidrólise enzima- 
tica pela aceti1colinesterase(AcEs) localizada na superfície de 
neurônios colinérgicos como nos neurônios receptores da inervação 
colinérgica. A direita está ilustrada a inervação colinérgica ce
rebral. Os corpos celulares dos neurônios colinérgicos do telen
céfalo basal estáo localizados no núcleo basal de Heynert(B), 
banda diagonal de Broca(D) e núcleo septal mediai(S) cujos axô- 
nios inervam o córtex cerebral incluindo o frontal(FC), parie- 
tal(PC) e occipital(OC), como também o hipocampo(H).

Fonte: Coy 1 e , J . T . , Pr ice , D . I... , DeLong , H . R . Alzheimer's disease: A 
Disorder of Cortical cholinergic Innervat ion . Sx.ieil.ee» v . 819, 
P.1187,1983.

A destruição do núcleo basal em ratos adultos jovens 

causou redução de 70% da atividade da CAT no córtex e no hipocam

po, os restantes 30% da atividade enzimática representam os neu

rônios corticais int r ínsecos (COYLE et.. .11.1, 1983) .

Uma abordagem útil na tentativa de reproduzir experi

mentalmente a DA seria lesionando regiões cerebrais envolvidas na

UNIVERSIDADE FEDERAL 00 CEARÁ
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DA. Para evitar problemas de interpretação associados a lesões 

destrutivas não seletivas, análogos excitotóxicos ao glutama- 

to(ácido kaínico e ácido ibotênico) foram injetados por métodos 

de estereotaxia dentro de regiões específicas do cérebro Excito- 

toxinas causam destruição altamente seletiva dos corpos neuronais 

próximos ao sítio da injeção, poupando os axônios de passa- 

gem(COYLE et al.1983).A dificuldade experimental está na ausência 

de uma neurotoxina específica para neurônios colinérgicos. A des

coberta da droga AF64A(íon aziridio etilcolina), uma neurotoxina 

colinérgica que interfere na recaptação de colina de alta afini

dade, trouxe nova possibilidade de reprodução da DA. A adminis

tração do AF64A produz déficits mnésicos semelhantes à lesão do 

nbM, com disfunção colinérgica cortical e hipocampal. Os déficits 

causados por essa droga são resistentes a reversão farmacológica, 

podendo significar um modelo mais apropriado da DA. RIEKKINEN ei. 

al(1987) também demonstraram que o tratamento por períodos pro

longados com AF64A em animais experimentais causava alteração na 

memória.Há muita diferença entre a DA e o prejuízo causado pela 

lesão do nblí em relação a resposta ao tratamento f ar macol óg ico 

com agonistas colinérgicos e/ou inibidores da aChE. Animais com 

lesão no nbM respondem à manipulação farmacológica, enquanto na 

DA esse efeito é pouco consistente. Esses achados reforçam que a 

desnervação colinérgica é parte da complexa sintomatologia da DA, 

ressaltando a importância da influência da deficiência de fatores 

tróficos, resposta reduzida dos sistemas de neurotransmissores e 

a consequência funcional das anormalidades do citoesqueleto 

(SMITH,1988).
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Segundo COLLERTON(í986),os estudos a partir de lesões 

de células colinérgicas sobre o comportamento animal são de gran 

de importância,dentre os motivos podemos apontar:

1.) A depressão crônica colinérgica produzida pela destruição 

desses neurônios transmissor-específico assemelha-se a Doença de 

Alzheimer.

c?.)é um meio de se examinar o papel dos trajetos colinérgicos no 

comportamento.

3.)Nos permite estudar a Função colinérgica sem os efeitos cola

terais provenientes das drogas

Uma limitação do modelo experimental em roedores é que 

as células do nbMCfonte da inervação colinérgica corticallnão 

Formam um núcleo como acontece nos primatas, mas ao contrário en

contram-se espalhadas ao longo do globo pálido(região ventral). 

Portanto,a destruição de células suficientes para causar efeito 

na função colinérgica cortical pode incluir áreas do globo páli

do.Os efeitos comportamentais observados após lesão no nbM podem 

ser parcialmente decorrentes da lesão colateral do globo pálido 

ou dependendo da técnica utilizada para lesionar a área,um rompi

mento das fibras de passagem(FLICKER 1983> . FINE fi_L aJ.

(1985), reportaram que a lesão do nbM causa tanto déficit na 

aquisição quanto na retenção do teste de rejeição passiva e que 

somente o déficit de retenção é revertido pelo enxerto de células 

colinérgicas no neocórtex. Então é possível que o déficit na 
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aquisição seja devido a fatores não colinérgicos ou pela lesão no 

globo pálido. Problema semelhante acontece na lesão da inervação 

colinérgica para o hipocampo. Se todas as vias colinérgicas são 

interrompidas pela lesão da fímbria-fornix, outras fibras do hi

pocampo também são afetadas.De outro modo, se pequenas lesões são 

feitas na área septal mediai(asm) somente parte da inervação co

linérgica é destruída.Embora os efeitos dessas lesões estejam bem 

caracterizados, o papel específico da inervação colinérgica para 

o hipocampo permanence cont roverso(GRAY, 1982 ; RAWL.INS, 1985 )est ando 

claramente envolvido o sistema colinérgico hipocampal na execução 

de tarefas comp 1 exas (DANILOFF et ,al_, 1985; DUNNETT , 1985; GAGE et. 

al, 1984) .

A supressão colinérgica também pode ser obtida utili- 

zando-se drogas ant icol inérgicas - estudos feitos em animais(DtJN- 

NETT,1985;STEVENS,1981jRICK ,e±. al, 1981 j BARTLJS Ê.t_al, 1983) e no 

homem(LORIAUX et_ al,1985;DUNNE & HARTHEY,1985). a grande maioria 

dos estudos comportamentais tem sido feita com o antagonista di

reto do receptor muscarínico, a escopolamina. Outras drogas anti- 

colinérgicas usadas são: a atropina - antagonista colinérgico di

reto, o hemicolínio - inibidor da recaptação de colina e inibido

res da CAT (COLLERTON,1986).

Um dado curioso é a ausência de efeitos comportamen- 

tais com o uso de bloqueadores de receptores nicotínicos. Embora 

antagonistas nicotínicos tenham sido usados cent r al ment e (CL.AR- 

KE,1984), seus efeitos sobre testes complexos de comportamento 

não são conhecidos. Tanto receptores nicotínicos quanto muscarí- 

nicos são encontrados no cérebro, contudo os receptores nicotíni- 
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cos são em número bastante inferior aos muscarínicos. Uma vez que 

o déficit colinérgico na DA é mais de natureza pré-sináptica, os 

sinais comportamentais da DA podem resultar da falta do input co

linérgico para os receptores nicotínicos e muscarínicos(COLLER- 

T0N,1986). Em trabalho recente(SHIMOHAMA et al,1986) foi relatada 

uma redução por volta de 50% de receptores nicotínicos corticais,

testes aplicados tanto no homem como nos animais

en quanto os receptores muscarínicos estavam inalterados. Os re-

sult ados experimentais com antagonistras colinérgicos mostraram

que essas drogas caracteristicamente prejudicam a performance nos

1.8 POSSIBILIDADES TERAPÊUTICAS PARA A DOENÇA DE ALZHEIMER

A DA é um complexo patofisiológico que produz uma dete

rioração generalizada no cérebro e a deficiência colinérgica não 

é a única anormalidade nos cérebros portadores dessa doença. Pela 

definição, as características clássicas como placas senis e dege

neração neurofibri1 ar estão sempre presentes, amiloidose cerebro- 

vascular e degeneração granuiovacuolar são geralmente encontradas 

e há perda celular e outras anormalidades bioquímicas em grau de 

extensão var iável (TOMLINSON e..t__al, 1984 ; HARDY el_al, 1985) .

A

por exemplo,

1985) .

está variavelmente alterada(ROSSOR et.. al..1984; HARDY

A noradrenalina está reduzida num grupo de pacientes

severament e afetados pela DA e tem sido implicada nos processos

cognitivos (EVERITT et al.1983) 

quantitativamente reduzidos não 

enquanto

conhecido na aprendiza



gem, como é o caso da 5-h idroxit r ipt ainina (BOWEN Ã DAVISON, 1 986 ) 

De outro lado a concentração de neuropeptídeos(colecistoquinina, 

polipeetídeo intestinal vasoativo -- VIP), GABA, encefalinas, hor

mônio de liberação da tireotropina estão inalterados(CANDY ê! 

al,1983). Redução nos níveis de somatostatina tem sido encontrada 

com frequênc ia ( DAVIES et al, 1980; ROSSOR et al , 1984 ) e pode estar 

associada segundo ROBERTS et al(1985) com os sinais clássicos da 

DA. DAVIES et al1(1988) também encontraram redução nos níveis de 

substância P em cérebros de pacientes portadores de DA.

ROSSOR 1984) distinguiram as alterações neuroquí-

micas que ocorrem na doença de Alzheimer de início precoce e tar

dio. Todos os déficits são mais severos nos pacientes mais jo

vens, enquanto os dementes com idade mais avançada(acima de 79 

anos) mostram um déficit colinérgico relativamente puro, princi

palmente no lobo temporal e com perda adicional de somatostaina 

também no córtex temporal.

Na pesquisa por um tratamento efetivo da DA, a estraté

gia colinérgica ainda tem sido largamente empregada, uma vez que 

a deficiência colinérgica decorrente da degeneração nervosa pare 

ce ser crucial no déficit de memória visto na DA. Então tem sido 

sugerido uma terapia para a DA baseada no aumento da transmissão 

colinérgica(CORK IN et al.1981; ETIENNE et al . 1979; ROSSOR, 1981) . 

Sobre isto temos o exemplo da Doença de Parkinson na qual a repo

sição de dopamina ameniza os sinais motores causados pela defi

ciência desse neurotransmissor no cérebro. Entretanto não está 

claro se a Doença de Parkinson seria um modelo para a Doença de 

Alzheimer. Enquanto a falta de dopamina cerebral é sabidamente o



ponto crítico na DP, a importância funcional da deficiência coli

nérgica na DA é ainda matéria de debate.Uárias estratégias farma- 

cológicas têm sido exploradas na DA incluindo a administração de 

precursores da acet i 1 col ina(co 1 ina ou 1 ecit ina) (FISMAN et. 

ad.,1981), inibidores da acet i 1 col inesterase(THAL e.t..a.l., 1983) para

prolongar a açâo da ACh na sinapse ou o tratamento com drogas co

linérgicas que estimulam diretamente o receptor pós-sináptico 

muscarínico(HARBAUGH et al■1984). Os resultados têm sido bastante 

inconclusivos, embora alguns relatos indiquem pouca melhora nas 

funções cognitivas de pacientes no estágio inicial da doença. Uma 

possível explicação para a relativa falta de resposta ao trata

mento farmacológico da DA em comparação com a Doença de Parkinson 

pode ser devido a diferenças na organização sináptica e na fisio- 

logia desses dois sistemas neuronais.

Testes clínicos mostraram que o uso de precursores como 

colina ou lecitina na terapia eram praticamente ineficientesíMÜSS 

& RODRIGUEZ,1984). Os resultados obtidos com agonistas de recep

tores colinérgicos também foram igualmente desapontadores Entre 

tanto, uma pequena melhora na performance da memória dos pacien

tes portadores de DA tem sido obtida em testes clínicos com fi- 

sostigmina, um inibidor da aceti1colinesterase de curta ação que 

atravessa a barreira hemato-encefálica e que possui tanto efeitos 

centrais quanto periféricos, inviabilizando o emprego de doses 

mais elevadas e por períodos mais prolongados (MOSS & RODRI- 

GUEZ.1984).

DAUIES(1985) sugeriu que uma maior eficiência no trata

mento da DA seria o aumento da transmissão colinérgica no núcleo
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basal-sistema cortical sem influência sobre a transmissão normal 

em outras áreas. Uma área prioritária para pesquisa seria a des

coberta de agentes muscarínicos seletivos para receptores da re

gião cortical e hipocampal ou o aumento da sensibilidade desses 

receptores a aceti1colina. Outra possibilidade inclui a ativação 

dos neurônios colinérgicos do núcleo basal de Meynert na tentati

va de direcionar essas células a uma liberação aumentada de ace- 

tilcolina para as regiões deficientes.

Resultados animadores têm sido conseguidos com o empre

go de tetrahidroaminoacridine(THA),um ativo inibidor da colines- 

terase a nível central e com efeito reversível e é administrado 

oralmente. Os pacientes tiveram uma melhora significativa com 

sustenção na performance cognitiva. No presente momento,a terapia 

com inibidores da colinesterase parece ser o mais promissor tra

tamento da DA. A redução dos efeitos colaterais poderia ser al

cançada com a utilização de inibidores com especificidade para o 

SNC. Uma outra possibilidade seria o desenvolvimento de um siste 

ma que liberasse a droga diretamente ao SNC. Um grande avanço se

ria o desenvolvimento de um anticolinesterásico de longa duração 

e com seletividade para o SNC podendo ser utilizado na DA e em 

outras doenças com prejuízo na função colinérgica.

Alguns sulfonilfluoretos apresentam longa duração e são 

seletivos para o SNC com reduzida toxicidade, sendo, devido às 

suas características agentes potenciais para o tratamento da DA. 

Os sulfoni1fluoretos são inibidores irreversíveis da enzima ace- 

ti1co1inesterase ligando-se a ela cova 1entemente de modo seme

lhante aos organofosforados, sendo menos reativos e causando rne- 



nos efeitos colaterais.

Os dois inibidores estudados mais detalhadamente são: 

fen i 1 met i 1 sul -Fon i 1 fluoreto(PMSF) e metanosulfonil f1uoreto(MSF) . 

Ambos produzem 90% de inibição da aceti1colinesterase cerebral 

com menos de 30 a 35% de inibição da enzima nos tecidos periféri

cos. Nos organismos vivos existe um substancial excesso da enzi

ma. Uma inibição menor que 50% não é farmacologicamente signifi- 

cante. A notável diferença na potência de inibição da acetilcoli- 

nesterase central e periférica por essas drogas é devida a alta 

seletividade do MSF e do PMSF pelo SNC e a velocidade relativa

mente baixa de síntese da enzima no SNC (MOSS & RODRIGUEZ,1984).

Entretanto, devido a DA ser uma doença complexa a te

rapia anticolinesterásica por si só não seria suficiente. Um me

lhor resultado com agentes anticolinesterásicos podería ser obti

do quando usado com antagonistas de receptores muscarínicos M8 os 

quais previnem a liberação da Ach por mecanismo de feedback nega

tivo. Similarmente os efeitos terapêuticos podem ser melhorados 

com agonistas de receptores muscarínicos Mi (NORDSTROM at. a.L, 

1983).

A combinação de um inibidor da aceti1colisterase com 

precursores da ACh como colina ou lecitina, ou com agentes noo- 

trópicos podem agir sinergisticamente para um significante aumen

to da função cognitiva. Enfim, os agentes anticolinesterásicos 

teriam um efeito desejado se utilizados como adjuvantes de outros 

tratamentos que efetivamente bloqueassem a progressão da doença.

Contudo, não há um consenso sobre os efeitos comporta- 

mentais das drogas colinérgicas. Uariaçoes nos experimentos in
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cluindo o tipo de animal utilizado, -Faixa etária(no homem ou no 

animal),testes empregados e dose da droga, bem como a comparação 

dos efeitos da administração aguda das drogas com os efeitos da 

perda crônica da função colinérgica na DA pode de certo modo li

mitar as conclusões. Outra possibilidade para a falha na reposi

ção terapêutica seria a não responsividade do sistema colinérgico 

às manipulações farmacológicas(DAVIS e.t_.il.1., í 982; BOWEN, í 986 ) .

0 uso de colinérgicos diretos no tratamento da DA não 

trouxe bons resultados. Mesmo se tivesse obtido bons resultados, 

essa terapia de substituição simplesmente seria capaz de reduzir 

os sintomas da doença e não de prevení-la. A melhor terapia seria 

aquela que promovesse a sobrevivência dos neurônios colinérgicos 

degenerados na Doença de Alzheimer.

Dentre as possibilidades terapêuticas mais promissoras 

estão os gang1iosídios e fatores relacionados, os quais podem fa

cilitar a recuperação cerebral de lesões e talvez desordens neu- 

rodegenerativas. Eles elevam a plasticidade das membranas neuro

nais e estão funeionalmente associados com receptores do fator de 

crescimento. Administrado parent eral ment e o gangliosídio GMi tem 

possibilitado a prevenção da degeneração e promovido a recupera

ção de lesões colinérgicas em animais experimentais (SOFRONIEW et 

al, 1.986) .

Nos últimos anos, evidências indicam que a sobrevivên

cia de neurônios durante o desenvolvimento é influenciada por 

proteínas chamadas fatores neurotróficos.

0 NGF(fator de crescimento neuronal) afeta a sobrevi

vência e a função de neurônios simpáticos e sensoriais periféri- 
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ços (GREENE & SHOOTER,1980). Outros -Fatores neurotróficos têm si

do caracterizados os quais influenciam a sobrevivência e Função 

de neurônios parassimpáticos, neurônios colinérgicos motores, cé

lulas da retina e uma subpopulação de neurônios sensitivos. Esses 

achados sugerem que grupos de neurônios requerem a presença de 

fatores neurotróficos específicos para a sobrevivência e manuten

ção de suas funções (HEFTI & WEINER,1986).

Baseado nesse conceito, Appel(198í) formulou uma hipó

tese geral propondo que a falta dos fatores neurotróficos é res

ponsável pela degeneração de população específica de neurônios 

observada na Doença de Parkinson, esclerose lateral amiotrófica e 

Doença de Alzheimer e que a aplicação do correspondente fator 

neurotrófico preveniría a degeneração neuronal(HEFTI & WEI- 

NER,1986).

Evidências apontam que o fator neurotrófico mais bem 

caracterizado, o NGF está envolvido na função de neurônios coli

nérgicos do telencéfalo basal. Essa hipótese do envolvimento da 

falta do NGF na patogênese da DA levou a um rápido progresso na 

elucidação do papel do NGF nas funções colinérgicas centrais

0 NGF é uma proteína cuja sequência de aminoácidos é 

conhecida - B-NGF é a molécula ativa contida num grande complexo 

proteico. 0 gene codificador do NGF foi recentemente sequenciado 

e clonado e sua organização elucidada.

□ NGF tem sido extensivamente caracterizado como Fator 

neurotrófico específico para neurônios periféricos simpáticos 

(GREENER & SHOOTER,1980). Ele é essencial para o desenvolvimento 

e função dessas células. 0 NGF é sintetizado pelos tecidos-alvo 



dos neurônios simpáticos e age em receptores específicos locali

zados nesses neurônios. Esses receptores são mediadores de ações 

locais do NGF e a internalização dos mesmos inicia um transporte 

retrógrado para o corpo celular do neurônio simpático. No corpo 

celular estimula a síntese de proteínas essenciais.

Além de ser um fator neurotrófico para neurônios peri

féricos catecolaminérgicos, o NGF também influi em neurônios pep- 

tidérgicos do sistema sensorial periférico. Outros neurônios do 

sistema nervoso periférico parecem não ser influenciados. Os 

achados de vários estudos demonstraram que o NGF não afeta os 

neurônios cat ecol aminérg icos centrais(THOENEN & BARDE,1980).

HEFTI & WEINERC 1.986) relacionaram algumas evidências 

que confirmam a influência do NGF sobre os neurônios colinérgicos 

centrais:

0 NGF e seu RNAm codificador estão presentes em cérebro de ra

tos e ambos se correlacionam com a distribuição dos neurônios co

linérgicos.

- 0 RNAm é somente detectável no hipocampo e no córtex, sugerindo 

que o NGF no cérebro é produzido pelas células alvo dos neurô

nios de modo semelhante ao sistema periférico simpático.

- Os neurônios colinérgicos centrais contêm receptores para o NGF 

pois quando o NGF é injetado nas áreas-alvo dos neurônios coli- 

nérgicos<hipocampo e córtex) é recaptado pelo terminal nervo

so e transportado para os corpos celulares localizados no te- 

lencéfalo basal e não para outros corpos celulares que projetam

para essas áreas.



- 0 emprego de anticorpos monoclonais em cérebro de rato causou 

precipitação dêi proteína receptora de NGF com localização no 

septo e núcleo basal.

- 0 NGF tem influência trófica nas células colinérgicas.

- Em estudos com animais vivos ou em culturas de células, o NGF 

provoca elevação da atividade da colina aceti1transferase(CAT)

- Anticorpos contra NGF claramente reduziram o número de células 

colinérgicas e a densidade de suas fibras.

Quando os neurônios colinérgicos que inervam o hipocam

po são destruídos e partes de gânglio simpático embrionário im

plantadas no local da lesão, as fibras simpáticas inervam o hipo

campo ocupando o mesmo local anatômico previamente ocupado pelas 

fibras colinérgicas. Na ausência do implante do gânglio simpáti

co, as fibras simpáticas associadas com os vasos sanguíneos do 

cérebro crescem em direção ao hipocampo no trajeto das fibras 

colinérgicas, enquanto lesões de outros sistemas neuronais não 

causam esse tipo de resposta. Esses fenômenos sugerem que tanto 

os neurônios simpáticos periféricos quanto os neurônios do telen- 

céfalo basal respondem ao mesmo fator neurotrófico.

Em experimentos com ratos lesionando as fibras do septo 

que inervam o hipocampo resultaram na perda do transporte retró

grado do NGF e portanto, na degeneração neuronal a qual pode ser 

prevenida pelo fornecimento exógeno de NGF exógeno que então se 

ligaria aos receptores localizados nos corpos celulares ou nos 

processos remanescentes. 0 NGF é capaz de promover a sobrevivên

cia de neurônios colinérgicos em animais com lesão do trajeto 

colinérgico ascendente similar a DA em humanos, e esse efeito na 



sobrevivência dessas células está associado com a melhora na ha

bilidade do animal em executar uma tarefa.

IMFLICAGÕES DO NGF NA DOENÇA DE ALZHEIMER

Dada a importância do papel do NGF na função das célu

las colinérgicas, parece que a falta do NGF ou uma resposta redu

zida a ele possam causar a degeneração nervosa. Esses achados su

portam a possibilidade do NGF estar envolvido na patogênese da 

DA. Outras possíveis causas além da falta do NGF incluem a toxi

cidade química seletiva aos neurônios colinérgicos ou a carência 

de nutrientes essenciais para a sobrevivência desses neurônios. 

Outros fatores neurotróficos também podem influenciar as células 

colinérgicas. Além do mais a perda de neurônios colinérgicos pode 

refletir uma degeneração secundária à atrofia das áreas-alvo-o 

córtex cerebral e o hipocampo(HEFTI & WEINER,1986).

Apesar de não existir tratamento específico para a DA a 

utilização do NGF apresenta limitações como sua administração in- 

tracerebral e a pouca disponibilidade desse composto.Efeitos be

néficos do NGF podem ser obtidos nos estágios iniciais da DA pela 

possibilidade de retardo da degeneração dos neurônios colinérgi

cos remanescentes, fortalecendo sua estrutura morfológica e au

mentando a síntese do neurotransmissor e, portanto prevenindo a 

progressão da doença. Nos estágios avançados quando os sistemas 

colinérgicos estão quase comp1 etamente degenerados o emprego do 

NGF é ineficiente(HEFTI & WEINER,1986). Tentativas devem ser fei

tas no sentido de desenvolver drogas que mimetizam a ação do NGF 

nos seus receptores ou que potencializam os efeitos do NGF endó-
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geno. Porém deve ser lembrado que terapia dessa natureza somente 

terá efeito se a hipótese colinérgica da DA for provada correta.



OBJETIVOS

GERAL:

- Fazer um estudo comparativo das alterações no sistema colinér

gico central em cérebros de pacientes dementes e controles.

ESPECÍFICOS:

- Determinar a densidade de receptores colinérgicos muscarínicos 

em seis áreas cerebrais(giro pré-central, giro pós-centra 1,hi- 

pocampo, núcleo caudado, núcleo lentiforme e substância inomi- 

nada), empregando como ligante 3H-NMS.

- Dosar a atividade aceti1co1inesterásica nas áreas cerebrais es 

t udadas.

- Quantificar a concentração proteica das regiões cerebrais estu 

dadas.

- Detectar alterações (placas senis e degeneração neurifibri1 ar) 

através do estudo histopatológico do tecido cerebral.
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1. PACIENTES

Os pacientes incluídos neste estudo foram oriundos de

um asilo de idosos na cidade de Fortaleza - Ce, cujo período de

internamento variava de poucos meses a vários anos, geralmente

per t encentes a classe social baixa, com estado de hidratação e

nutrição deficientes. 0 uso de medicamentos por esses pacientes 

era feito de modo esporádico, consistindo de antibióticos, anal

gésicos, vitaminas e tranquilizantes. Os pacientes em uso de neu- 

rolépticos ou drogas com propriedades anticolinérgicas além da

queles com patologias manifestas do SNC foram excluídos do pre

sente estudo.

Os pacientes dementes ( n-6) eram de ambos os sexos com 

faixa etária de 65 a 95 anos (81.6+7.7). 0 tempo médio para reti

rada dos cérebros após a morte foi de 12+ 6.4 horas. Os 15 pa

cientes controles de faixa etária semelhante aos dementes 

(69-108 anos) foram originários do Hospital Universitário cuja 

causa mortis não envolvia o SNC. Alguns controles eram do asilo 

pois não apresentavam alterações em suas funções cognitivas.

Os cérebros autopsiados foram estocados a -20°C,trans

correndo um tempo máximo para utilização nos ensaios de 14 meses 

após a autópsia. 0 peso dos cérebros dos pacientes dementes va

riou de 880 a 1100 g.

Foram estudadas seis áreas cerebrais ( giro pré-cen- 

tral, giro pós-central, hipocampo, núcleo caudado, núcleo lenti-
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•Forme e substância inominada) a Fim de se determinar a densidade 

de receptores muscarínicos colinérgicos, sua afinidade pelo li- 

gante utilizado e a atividade da enzima de degradação da acetil- 

colina, a aceti1colinesterase.

3.2.TESTES DE "SCREENING"

0 diagnóstico de demência foi baseado na aplicação do 

teste IlíC-In formação , Memór ia e Concentração,adaptado por Viana £± 

.a.L,1988 e do Set test(ISAACS & KENNIE, í 973)

0 teste INC(HACHINSKI ,e.L.„a.L, 1975) comumente utilizado

em países desenvolvidos, foi por nós modificado a fim de atender 

a algumas características sócio-econômicas e culturais de ordem 

local. 0 IMS modificado se constitui de uma série de questões, 

adaptadas às condições locais, a serem inquiridas ao idoso. São 

30 questões com somatória final de pontos igual a 37; sendo 14 

pontos sobre informações pessoais e ambientais, 8 pontos sobre 

memória remota, 9 pontos sobre memória recente e 6 pontos refe

rentes à concentração. Escores variando de 1 a 5 são atribuídos 

às questões corretamente respondidas. Quanto mais alto o escore, 

menor o grau de demência. Pacientes com escore inferior a 17 pon

tos eram considerados dementes para efeito de computação dos da

dos.

0 Set test é composto de quatro itens onde o paciente

deverá citar 10 nomes de cores, frutas animais e de cidades. Cada 

resposta corresponde a um ponto, com somatório final de 40 pon

tos. Valores inferiores a 15 são 90% coincidentes com o diagnós
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tico clínico de demência. Valores entre 15 e 24 pontos apresentam 

baixa correlação com o estado demencial e valores acima de 24 

pontos são considerados normais.

Além dos testes citados a avaliação neurológica dos pa

cientes e o estudo histológico e bioquímico de regiões cerebrais 

nos permitiram, com segurança, o diagnóstico de demência.

Para o exame neurológico Foram considerados parâmetros 

como alterações na memória recente, orientação no tempo e no es

paço, 1inguagem(compreensão e expressão), capacidade de abstração 

e humor. Para o diagnóstico clínico de demência Foi dada ênfase 

às alterações de memória e capacidade de abstração.

3.3.analise: HISTOLÓGICA

0 estudo histológico de algumas áreas cerebrais (córtex 

frontal, temporal e parietal) foi Feito pelo método de Ca- 

jal(190S) baseado na impregnação pela prata para visualização a 

nível de microscópico óptico de alterações neurofibri1 ares do te

cido nervoso.

Técnica de Cajal De-Castro modificada(Bruno,José Afonso - Tese de 

doutorado - USP,1979):

í. 0 tecido cerebral era fixado durante 24 horas e depois 

lavado em água corrente por 12 horas.

FIXADOR - solução estoque-.

álcool 95%..................................200 ml

água destilada.......................200 ml

hidrato de cloral..................12 g



ácido nítrico.......................... ó ml

2. Em seguida era transferido para uma solução álcool 

amoniacal, permanecendo durante 12 horas, (Álcool absoluto 50 ml 

- Amoníaco 2 gotas).

3. Lavagem em água destilada, agitando levemente, por 

aproximadamente 5 minutos.

4. 0 tecido era transferido para um novo frasco com so

lução aquosa de AgN03 a 2% onde permanecia de 3 a 5 dias, em es

tufa a 37°C.

5. Lavagem em água destilada, agitando levemente duran

te 1 a 2. minutos, para retirar o excesso de sais de prata.

6. Depois, deixava-se o tecido em solução redutora à 

temperatura ambiente por 12 horas.

Solução redutora:

ácido pirogálico...................... 0.5 g

formol p.a. neutro....................5 ml

água destilada q.s.p......................50 ml

/.Desidratação normal em série de álccois, benzol e in

clusão em parafina.

3.4 DISSECÇKO DAS AREAS CEREBRAIS

Com o encefalótomo faz-se a separação dos hemisférios 

cerebrais e logo em seguida, procede-se uma incisão na face me

diai em direção a face lateral, a partir !e uma linha imaginária 

que passe através da base da lâmina terminal, dos dois terços in 



feriores da adesão intertalâmica, do esplenium do corpo caloso e 

do sulco inferior do pré-cuneos. As partes são separadas após in

cisão e toma-se a que está relacionada com a base do hemisfério, 

efetuando a dissecção da SUBSTÂNCIA INOMINADA localizada ventral- 

mente ao globo pálido, posteriormente à substância perfurada an

terior, lateralmente a área olfatória e medialmente à comissura 

ant er ior .

Aproveitando a incisão foi feita a abordagem pela face 

inferior do corte do NÚCLEO LENTIFORME(GLOBO PÁLIDO E PUTÂMEN) e 

pela face superior ,do NÚCLEO CAUDADO cuja cabeça algumas vezes 

era acompanhada da cauda que era visualizada através da abertura 

da luz do ventrículo lateral.

A dissecção do HIPOCAMPO foi feita penetrando-se atra

vés do sulco do hipocampo e afastando o giro parahipocampal. A 

estrutura era retirada na sua totalidade. Os GIROS PRé e PóS- 

CENTRAL foram retirados após sua identificação na face conve- 

xa(lateral) do hemisfério cerebral,1ocalizados, respectivamente, 

na região anterior e posterior ao sulco central

3.5.DETERMINAÇÃO DA DENSIDADE DE RECEPTORES MUSCARÍNICOS

A densidade de receptores muscarínicos foi obtida pela 

técnica de BINDING (DOMBROWSKY et., al.1983), utilizando-se como 

ligante a 3H-NMS (N-metil- escopolamina tritiada) na concentração 

de P3.5Enm, um antagonista colinérgico específico.

0 tecido cerebral humano foi homogeneizado manualmente, 

numa concentração final de 10%(p/v) em solução tampão de fosfato 

de sódio 150mM, pH 7.4.



'as alíquotas de Í0ul do homogenato adicionou-se a 3H- 

NMS,na concentração Final de 4.704nM e a ligação inespecífica Foi 

determinada na presença de 12.5uM de sulfato de atropina.O volume 

final do ensaio foi completado para 200 ul com tampão fosfato de 

sódio. A ligação específica era obtida da subtração da ligação 

total do branco(1igação inespecífica). A atropina empregada em 

concentração elevada é capaz de deslocar a 3H-NMS dos sítios de 

ligação dos receptores muscarínicos,sendo a radioatividade lida 

no cintilador referente às ligações inespecíficas.Os homogenatos 

na presença dos dois ligantes realizados em triplicatas e dupli

catas respectivamente foram incubados em banho-maria durante 30 

minutos a 37°C e depois filtrados em microfiltros de fibra de vi- 

dro(Whatman GF/B, 2.5 cm de diâmetro) sob vácuo, Foram lavados 3 

vezes com 3 ml de solução de cloreto de sódio a 0,9% gelada, se

cos em estufa a 60°C por duas horas e então colocados em frascos 

contendo 3 ml de coquetel de cintilação. Em seguida,foram deixa

dos em repouso por 2 horas e levados para determinação da radioa

tividade em um contador de cintilação líquida com eficiência mé

dia de 25.5%.

A densidade máxima de receptores (Bmax) foi expressa 

em fmoles/mg de proteína da área cerebral estudada e o Kd em ntí 

representa a constante de dissociação no equilíbrio. Ambos os 

dados foram obtidos pelo método de Eadie Hofstee, dito Scatchard 

reverso (BURT,Í98Í), que transforma a hipérbole retangular,dada 

pela curva de saturação dos receptores em função da concentração 

do ligante, em uma linha reta, onde a intersecção no eixo da abs- 

cissa fornece o valor de Bmax e o inverso da inclinação da reta



correponde ao Kd. As concentrações de ligante utilizadas para 

calcular esses dados variavam de 0.118 nM a 9,408 nM .

3.ó.DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ACETILCOLINESTERaSICA

Foi utilizado o método de ELLMAN fi±.„.a.L< 1960) com grande 

sensibilidade a pequenas quantidades da enzima. Esse método ba

seia-se na velocidade de degradação da acetiltiocolina utilizada 

como substrato a enzima aceti1colinesterase contida no homogenato 

de tecido cerebral, dando como produtos a tiocolina e acetato A 

tiocolina ao reagir com ditiobisnitrobenzoato (DTNB) produz uma 

reação de cor amarela cuja intensidade é proporcional a concen

tração da enzima.A leitura da absorvância é realizada em espec- 

tro-Fotômetro num comprimento de onda de 412 nm.

A atividade enzimática -Foi expressa em nmoles de ace- 

tiltiocolina hidrolizada/mg de proteína/minuto. 0 branco consis

tiu do homogenato a 10X, tampão -Fosfato de sódio pH 8.0 e o DTNB 

utilizados para zerar o aparelho. Quando da adição do substrato 

(acetiltiocolina) fazia-se o registro dos valores da absorvância 

utilizados para calcular a atividade da enzima.

3.7.DOSAGEM DE PROTEÍNA

Foi empregado o método de LOWRY .e..t_..al.» 1951 para deter

minação da concentração proteica. Este método emprega duas rea

ções de cor para analisar a concentração proteica Fot omet. r icamen 

te num comprimento de onda de 750nm. Inicialmente é -Feita uma 

reação biureto de baixa eficiência na qual os íons de cobre alca

lino produzem uma reação azulada na presença de ligaçcíes peptídi- 



cas. Esta cor biureto é característica de todas proteínas e for

nece uma cor básica de fundo para a próxima etapa do ensaio.De

pois, o método emprega uma mistura complexa de sais inorgânicos, 

o reagente Foiin-Ciocateau que produz uma cor verde azulada in

tensa na presença de tirosina e triptófano livres ou ligados a 

proteína. A intensidade da cor da reação é proporcional a concen

tração de proteína.A determinação da concentração proteica(ex- 

pressa em mg/g de tecido) dos Homogenatos cerebrais a 10% foi 

feita em triplicata e o branco correspondeu a leitura dos reagen- 

tes na ausência de proteína.Uti1izou-se como padrão a albumina 

sérica bovina.

3.8.S0LUCoES E APARELHOS UTILIZADOS

S.O..L.U..CÍÍE.S.;

N-meti1-escopolamina (3H-NMS) 85Ci/nmol, New England

Boston,MA,EUA .

Sulfato de atropina,Sigma,St. Louis,MO,EUA.

Tampão Fosfato de Sódio-, NaH2P04H20 ,Reagen, Rio de

Nuc1ear,

Janeiro,

Brasil .

Coquetel de cintilação: 0.5g de p-bis-2-(5- feni1oxazoli1 ) ben- 

zeno, POFOF. Sigma,St. Louis,Mo,EUA. 0 volume foi completado para 

Í000ml de tolueno p.a. (Beckman, Fui 1erton,Ca,EUA).

. Solução iodeto de aceti1tiocolina(ATC), Sigma,St. Louis,MO,EUA.

Solução do ácido 5:5 ditiobis-2-nitrobenzoato (DTNB),Sigma,St. 

Louis;MO, EUA.

Reagente A:Na8C03, Reagen, Rio de Janeiro,Brasi1 a 2% em 0.1 N

NaOH, Reagen, Rio de Janeiro, Brasil. 
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. Reagente B: CuS04.5H20 a 0.5% em NaKC4l-l406.4H20, Grupo Química, 

Rio de Janeiro, Brasil a í.%.

Reagente 0: solução de cobre alcalina (24ml do reagente A com 

íml do reagente B, misturados no momento de usar)

. Reagente Foiin-Ciocalteau-Fenol (Laboreiin,Piraquara,PR,Brasil;

1:1 em água bidestilada.

AÊAREL11Q.S.

.Banho-maria, PANEM,Sáo Paul o,SP,Brasi1.

.Aparelho de Millipore para -Filtraçáo à vácuo, Bed-Ford , MA, EUA .

.Contador de cintilação 1íquida(LS--100,Beck.man),Fui 1erton,CA,EUA. 

.Balança analíticatmodelo H5),Metler, Suíça.

. Espect ro-Fot oiTiet ro (modelo DU Beckman ) , Fui 1 erton , CA, EUA .

3.9. ANALISE ESTATÍSTICA

Os testes estatísticos empregados para comparação dos 

dados Foram o Teste t de Studente correlação, com o auxílio do 

microcomputador da RadioSchack,USA.



TESTE DE INFORMAÇXO-MEMÓRIA E CONCENTRAÇÃO

Grau

Nome?.........................................................................................................................................................1
Hora..........................................................................................................................................................1
Dia.............................................................................................................................................................i
Dia da semana.................................................................................................................................. 1
Dat a..........................................................................................................................................................1
Mês.............................................................................................................................................................1
Estação(Chuvas).............................................................................................................................1
Ano.............................................................................................................................................................1
Local......................................................................................... Nome.................................................. 1

Rua í
Cidade ........................................... i

Tipo de Lugar Residência ou Hospital.1
Reconhec iment o das Pessoas.........................................................................................

Memór ia
Dat a d e? Nasc imen t o..................................................................................................................... 1
Lugar de Nascimento.................................................................................................................. 1
Escola que frequentou(Grau de aprendizado)...................................................... 1
Ocupação............................................................................................................................................... i
Nome? dos irmãos............................................................................................................................. 1
Nome da esposa(o)........................................................................................................................1
Nome de qualquer cidade em que viveu ou trabalhou....................................1
Nome de patrões............................................................................................................................. i

Impessoais
Cidade do Pe . Cícero................................................................................................................1
Nome do dinheiro(cruzeiro ou cruzado) ou data da grande seca do
Ceará(1915)....................................................................................................................................... 1
Nome da médica
Nome da cozinheira..................................................................................................................... 1
Nome? e? endereço~José da Silva ~ Rua das Rosas n. 4 (relembra a-
pós cinco minutos)................................................................................................................... 5

Concentração
Meses do ano que já passaram......................................................................................... B
Contar de um a vinte............................................................................................................... 2
Contar de vinte a um 2

0 a 37
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SET TEST

SETS í 234 5 6789 10

CORES

ANIMAIS

FRUTAS

CIDADES
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4. RESULTADOS
Na tabela 1 estão relacionados os pacientes submetidos

aos testes de secreening (IMG e SET test), todos pertencentes a

mesma Faixa etária e internos em um asilo na cidade de Fortaleza

Ce. 0 valor máximo para o teste Informação, Memória e

Concentração é de 37 pontos e para o test 40 pontos. Valores

abaixo de 17 pontos para o teste IMG ou de 1'5 pontos para o SET

d e

•Fortemente indicativos de déficit cognitivo. Os

pac ient es investigados -Foram avaliados neurol og icament e c oin

d iagnóstico provável de demência do tipo Alzheimer. Dos pacientes

entrevistados,100% tiveram seus escores para o teste J.MC (média

12.6 pontos) sugestivos de demência enquanto para o SET

test(média 16.7 pontos) somente 42.8% dos pacientes ser i am

considerados dementes. Diante deste ■Fato consideramos que o teste

IMG apresenta maior consonância com o quadro clínico do paciente.

Em um estudo anterior Viana et al(1988)■ analisaram

eficiência dos testes de screening em 71 idosos de um asilo na

cidade de Fortaleza-Ce, determinando a especificidade

seletividade dos respectivos testes. Os resultados obtidos foram

então, confrontados com o exame clínico e neurológico desses

pacientes. 0 teste IMG mostrou ser bastante válido e preciso, com

os menores índices de falso-positividade e/ou falso-negatividade.

Os valores mostraram grande concordância entre o diagnóstico de

demência detectado pelo teste IMC(52.1%) e aquele obtido pelo

exame neurológico(50.7%).

As figuras 1 e 2 mostram, respectivamente, o número de

a

e

71
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TABELA í
Resultados dos testes de screening aplicados aos idosos de 

um asilo em Fortaleza - CE, diagnosticados clinicamente como de
mentes .

testes de screening
Paciente idade sexo IMC SET

SET~40 pontos

í 81 F 15 06
2 80 F 11 18
3 73 F 04 30
4 94 F 13 10
5 87 F 13 .11
6 85 F 17 17
7 83 F 17 13
8 69 M 10 08
9 85 F 07 00

10 87 F 14 32
11 87 F 18 27
12 95 F 13 22
13 86 F 10 17
14 77 F 15 23

...— ... ...... — ~~ — — .... ~~ _ _ - ~..__ .... .... .... ...................._ _ — .... .... — _ —__ _ ... _ ....
Yalores máximos IMC-37pontos
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receptores muscarínicos e a atividade aceti1colinesterásica em 

função da idade em hipocampo de pacientes incluídos nesse estudo. 

Não houve correlação em ambos os casos. Também não encontramos 

correlação no número de receptores e atividade enzimática versus 

a idade nas demais áreas analisadas: giro pré-central, giro pós- 

central, núcleo caudado, núcleo lentiforme e substância inominada 

(dados não apresentados).

Os valores comparativos da densidade de receptores 

muscarínicos em seis áreas cerebrais de pacientes dementes e 

controles estão na tabela 2. F“oi empregado como ligante o 

antagonista muscarínico 3H-NMS. Os resultados foram 

significativos apenas em duas áreas: hipocampo e substância 

inominada. 0 aumento de receptores muscarínicos foi da ordem de 

28.8% e de 93% no hipocampo e na substância inominada 

respectivamente no grupo demente em relação ao controle.

Nas demais áreas estudadas(giro pré-central, giro pós- 

central, núcleo caudado e núcleo lentiforme) houve nítida 

tendência de aumento nos receptores muscarínicos do grupo demente 

em relação ao controle, embora esses dados não tenham sido 

significantes do ponto de vista estatístico.

0 núcleo caudado foi a área mais rica em receptores 

colinérgicos miscarínicos, seguido do núcleo lentiforme no grupo 

controle e da substância inominada no grupo demente. No grupo 

controle a menor densidade de receptores foi. encontrada no 

hipocampo, a seguir nos giros pré e pós-central; enquanto que no 

grupo demente o menor valor correspondeu ao giro pré-central 

seguido do hipocampo e do giro pós-central. A relação do número



. CORRELAÇÃO 
Idade X receptor

receptor (fmole-s/mg pnoQ

HIPOCAMPO

Fig í: Correlação entre idade e número de receptores muscarínicos 
em hipocampo de pacientes (n~2i) com idade variando de 69 a 10c? 
anos. Observa-se que não houve correlação (r-0.03) entre essas 
duas var i áveis.



CORRELAÇÃO
IDADE x ATÍVIDADE EN7JMÁTÍCA

Hipocampo

Fig 2: Correlação entre idade e atividade aceti1colinesterásica 
Gm hipocampo de pac i ent es (n=»19) com Idade variando de 69 a 102 
anos.Observa-se que não houve correi ação(r=0.04) entre essas duas 
var i áve i s.
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TABELA 2
Densidade de receptores muscarínicos colinérgicos marcados com
H3-NMS em s e i s áreas cerebrais de pacientes dementes e cont roles.

Binding com h3-nms (Fmo1 es/mg proteina)
GRUPOS A B 0 D E F
———————

152.6 152.8 127.8 381.3 228.3 186.1
controle + il .61 +12.55 *9.66 + 40.48 +27.57 +23.54

( 15) ( 15) (15) < 12) (15) (12)

158.1 171.0 164.7* 366.4 261.9 359.4**
demente '*'17.60 *10.50 +12.89 *26.69 *13.02 +35.95

(6) (6) (5) (6) (6) (5)

Os valores representam média + EPIí do número de pacientes en
tre parênteses. ** P<0.01; * P<0.05.

A - giro pré-central
B - giro pós-central
0 - hipocampo
D - núcleo caudado
E - núc1eo 1ent i Forme
E - s u Ia s t â n c i a i n o m i n a d a
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de receptores encontrados no núcleo caudado e no hipocampo -Foi 

3.0 vezes maior no grupo controle e 2.2 vezes no grupo demente.

A figura 3 mostra as alterações percentuais no número 

de receptores muscarínicos do grupo demente em relação ao 

controle, considerado 100%. Houve aumento significativo nos 

receptores muscarínicos do hipocampo(28.8%) e da substância 

inominada(93%), e um pequeno aumento de 14.7% no núcleo 

lentiforme. As demais áreas não diferiram do controle.

Nas figuras 4 e 5 estão representadas as curvas de 

saturação em hipocampo de paciente controle e demente 

respectivamente. Foram utilizadas concentrações crescentes do 

ligante até a saturação com 4.704nM. Os valores do binding em 

CPMCcintilações por minuto) são proporcionais ao número de 

receptores e encontram-se mais elevados no paciente demente, 

traduzindo assim, uma maior densidade de receptores muscarínicos.

De modo semelhante ao hipocampo, na substância inominada a

sat uração foi obtida com 4.704 nM do ligante e os

P ac iente demente Foram superiores ao do paciente controle(fig . 6

e 7) .

A figura 8 representa o Scatchard plot u t i 1 i z a n d o

subst ância

intercepção

inominada de paciente demente e A

no eixo da abscissa representa o Bmáx(densidade d e

receptores muscarínicos). 0 Bmáx do paciente demente Foi de 396

fmoles/mg de proteína enquanto do controle foi de 255 fmoles/mg 

de proteína, evidenciando aumento consistente de receptores na 

substância inominada do paciente demente em relação ao controle.



RECEPTORES MUSCARÍNICOS
fmotes/mg proteína

% ALTERARÃO
250-------------- ---------------------------------------------------------------

A RE AS CEREBRAIS

CONTROLE ÍaSj SPRE-0£MT EZj GF-ÓS-OENT T/Tí HlPQZAMPO 

lZZI N-CaudAdO CZZZ3 N-LENTÍF G^S SW.OMiN-

g 3: Histograma representai ivo das alterações percentuais ocor- 
das no número de receptores muscarínicos nas seis áreas cere
ais estudadas do grupo demente em relação ao controle.



Fig 9: Scatchard plot utilizando-se 3H-NMS com concentração va
riando de 0.118 a 4.704 nM em hipocampo de paciente demente e 
controle.
Bmáx(demente)-258.9 fmoles/mg de proteína e Kd= 0.80 nM 
Bmáx(controle) = 174 . .15 -Fmoles/mg de proteína e Kd«i.69 nM.



CURVA DE SATURAÇAO 
3H-NMS

HIPOCAMPO (DEMENTE)

' 9 5: Curva de saturação empregando-se 5 concentrações de 3H-
NMS (0.118 a 4.704nM) em hipocampo de paciente demente. A ligação 
específica representa o número de recptores muscarínicos, 
pela subtração da ligação total pela ligação inespecífica.

obtida
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CURVA DE SATURAÇÃO
3H--NMS

LIGANTE (nM)

—*— LIG.TOTAL —l_ UGESP. * LlG.INES°EC

SUBSTANCIA INOMINADA (DEMENTE)

Fig 6: Curva de saturação da substância inominada de paciente de
mente, utilizando-se concentrações crescentes de 3H-NMS (0.588 a 
9.408 nM).



F'9 7: Curva de saturação da substância inominada de paciente 
controle, utilizando-se concentrações crescentes c!e 3H-NMS (0.580 
a 9.408). A ligação inespecíflca foi obtida na presença de atro- 
p i na (12.5 uM).



SCATCHARD PLOT

BOUND (fmdes/mg prot)
CONTRCLE -+~ DEMENTE

substancia inominada

' i 9 8: Scatchard plot - 0 homogenato -Foi incubado com ^H-NMS em 
concentrações variáveis de 0.588nM a 9.408nM. A área utilizada 
foi a substância inominada de pacinete demente e controle.
Imãx(demente)= 39ó Fmoles/mg de proteína e Kd~ 0.75nM 
ln.áx(controle)= 255 -fmoles/ing de proteína e !<d~ 1.27nM.

UNIVERSIDADE FEDERAL Dü CEARA 
Sibiiotéca da Ciência* da Saúda



Em relação ao Kd(constante de dissociação) os valores foram

0.75nM para o demente e 1.27 nM para o paciente controle. A 

demonstração do Scatchard plot com o hipocampo de paciente 

demente e controle está na figura 9. 0 Bmáx também foi maior no 

paciente demente(258.9 fmoles/mg de proteína) do que no 

controlei 174.15 fmoles/mg de proteína). 0 Kd no paciente demente 

foi 0.80 nlí e no controle de 1.69

A tabela 3 contém os 

aceti1co1inesterásica das áreas 

controle e demente. A redução 

estatiscamente significativa no 

h ipocampo (F'< 0.05 ) , mostrando 

no grupo demente em relação 

foram semelhantes, ou seja

nli.

valores relativos a atividade 

cerebrais estudadas do grupo 

da atividade enzimática foi 

núcleo caudado(F'<0.01) e no 

parâmetro colinérgico 

proporçoes de redução 

do núcleo

redução desse

ao controle.As

, a atividade enzimática

caudado no grupo demente foi 74.7% do valor encontrado no grupo 

controle e em relação ao hipocampo o valor foi de 77.6%(fig.10) . 

A redução da atividade enzimática na substância inominada Foi de 

apenas 8.7%, ou seja, representa 91.3% da atividade 

aceti1colinesterásica do grupo contro 1e(fig. 10).

Nas outras áreas observamos uma tendência para redução 

da atividade enzimática no grupo demente em relação ao controle. 

A confirmação dessa redução poderia ser obtida talvez pelo 

aumento da amostragem.

A maior atividade da enzima aceti1colinesterase foi 

detectada no núcleo caudado, de modo semelhante a elevada 

densidade de receptores muscarínicos nessa região. Sendo os giros 

pré e pós-central onde encontramos os menores índices da ativida-
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SCATCHARD

DEMENTE CONTROLE

HIP0GN4P0

Fig ?: Scatchard Plot utilizando-se ^H-NMS com concentração va
riando de 0.118 a A.704 r>M em hipocampo de paciente demente e 
controle.
Bmãx(demente>=258.9 fmoles/mg de proteína e l<d= 0.80 nM
Rmáx (cori t r o 1 e ) = 174 .15 fmoles/mg de proteína e Kd=l.ó9 r>M.
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TABELA 3
Atividade aceti1co1inesterásica 
cientes dementes e controles.

em seis áreas cerebrais de pa••••

Atividade aceti1colinesterásica(nmoles/mg prot/min)
grupos A B C D E F

controle
3.60
+ 0.52
(13)

3.91
+ 0.51
(14)

14.30
+1 . 14
(13)

239.76
+13.67
( 14)

180.4
+21.27
( 14 )

150.4
+22.86
(11 )

3.80 3.80 11.10* 179.0** 173.9 131 . i
demente + 0.50 + 0.60 + i.31 +17.28 +20.35 + 18.08

(6) (6) (6) (6) (6) (5)

Os valores representam média +EF‘M do número de pacientes en
tre parênteses. ** P<0.01; * P<0.05. A atividade enzimática Foi 
determinada através do método de Ellman et al(1950).

A - giro pré-centrai
B - giro pós-centrai
0 - hipocampo
D - núcleo caudado
E - núcleo 1ent iForme
F - substância inominada
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ATÍVÍDADE ENZ1MATÍCA
AC ET IL COL IN ESTE RAS E

ALTERA7ÂÓ
120 r---------- 1 • -

ÁREAS CEREBRAIS

E3 CQMTPOLÊ uS CPRE-CENT lZj QPO5-0EN7 W2 HIPOCAMPO 
2ZÜ N CAVDADO CZ2 N LENIjr E59 S-ÍnOMÍN.

Fig 10: Histograma representativo das alterações percentuais na 
atividade enzimática da aceti1colinesterase em seis áreas cere
brais do grupo demente em relação ao controle considerado 100%.



de enzimática(em ambos os grupos).

A concentração proteica das áreas cerebrais estudadas, 

expressa por miligrama de proteína/grama de tecido apresentou-se 

mais elevada no grupo demente em relação ao controle. Sendo os 

resultados significativos em todas as áreas com exceção da 

substância inominada cuja diferença não Foi significativa (tabela 

4). 0 índice de significância pelo teste t de Student foi de 

F'<0.01 para a região do giro pré-central, pós-central, núcleo 

caudado e núcleo lentiforme e de F‘<0.05 para o hipocampo.

Os índices percentuais das alterações na concentração 

proteica em todas as áreas estudadas Foram em torno de 20% a mais 

no grupo demente em relação ao controle(fig.ií ) .

A demonstração das características histológicas normais 

do córtex Fr ont al ( f ig . 12) e as alterações encontradas na Doença 

de Alzheimer em córtex cerebral como a degeneração neurofibrilar 

e perda neuronal podem ser observadas na figura 13.
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TABELA 4
Dosagem de proteína em seis áreas cerebrais de pacientes de

mentes e controles.

concentração proteicaímg de prot/g de tecido)
Grupos A B C Ei E F
—— ---------------- ....................— ----- ----------- —

1 i 7.7 180.2 105.1 110.1 114.8 93.6
controle + 4.79 + 5.03 +3.51 +5.31 + 4.86 + 4.58

(15) (15) (15) (15) ( 15) (14)

140.9** 147.6** 183.6* 130.0** 135.4** 109.4ns
demente +7.58 +9.14 +8.04 + 5 65 +5.35 +10.84

(6) (6) (6) (6) (6) (5)

Os números representam média + EPM da quantidade de pacien
tes entre parênteses. ** F'(0.01; * F'<0.05.

A - giro pré-central
E< - giro pós-central
0 - hipocampo
D - núcleo caudado
E - núc1eo 1ent i forme
F - substância inominada
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CONCENTRAÇÃO PROTEICA 

mg/g de tecido .

X A.TE RACAO 
-MO'-------------^ -

I
120

« tf * tf « 9

tf 4 ♦ O O
0 « * í tf-

AREAS CEREBRAIS

« i « H
a • 9 9 d
tf tf v 4
• tf tf 1 tf.

i* tf tf 1» tf
♦ «tf tf 4

HTFHT
« tf 9 * « 0

£3 CONTROLE EI) G-PRE-CEHT E_3 O PO5-CENT TTTÍ HIPOCAMPO

EZJ N CAUDADO CZ) N.LENTIE CE3 5 INQMIN.

ÍÓOr

Fig 11: Histograma representativo das alterações percentuais na 
concentração proteica em seis áreas cerebrais do grupo demente em 
relação ao controle considerado 100%.



5. DISCUSSÃO

Com o acelerado envelhecimento da população mundial, 

sobretudo nos países tidos de população jovem como o Brasil, 

emergem os problemas de saúde característicos da senescência, re

presentados principalmente por doenças crônico-degenerativas, 

dentre elas as que afetam o SNC, com implicações sociais e finan

ceiras consideráveis. Chamamos a atenção para a demência do tipo 

Alzheimer onde o curso progressivo e incurável da doença bem como 

sua grande prevalência - em torno de 50% das doenças de caráter 

demencial - tem levado inúmeros pesquisadores em todo o mundo a 

investigarem sua fisiopatologia no intuito de descobrirem possí

vel prevenção, tratamento ou até mesmo cura para essa doença.

Os estudos neuroquímicos de doenças do SNC têm se con

centrado na quantificação dos neurotransmissores, seus metabóli- 

tos ou enzimas envolvidas na sua síntese e metabolismo. Mais re

centemente tem-se determinado a densidade de receptores para de

terminados neurotransmissores empregando-se agonistas ou antago

nistas marcados radioativamente, utilizando-se homogenatos de te

cido cerebral, cujas partículas ligadas (receptores) são então, 

saturadas com o ligante empregado.

0 envolvimento do sistema colinérgico na DA com redu

ção acentuada da atividade da CAT no córtex cerebral (KUHAR 

al,I97ó), redução na captação de colina de alta afinidade em 

aproximadamente 20% do que nas condiçoes basais (SHERMAN ,e±. 

al,198i) como também redução da atividade da aceti1colinesterase 

nas áreas estudadas mostram a degeneração pré-sináptica do siste

93



Fig 13: Córtex temporal (aumento 350x).
Paciente Demente. Mostrando perda neuro
nal e degeneração neurofibri I ar.

jv( rStlMiF ?[•(;! PM OU Ic ■. * n c • « s 0 9 * i
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t-i g 12; Córtex trontal (aumento 350x).
Paciente Controle



ma colinérgico que ocorre na DA. Alterações semelhantes podem sei 

encontradas no envelhecimento normal, embora sejam de intensidade 

menor em relação a DACPERRY e..t.. ,a.L 1980)

A densidade de receptores muscarínicos, marcação pós- 

sináptica, também foi incluída em .inúmeros estudos e os resulta

dos são bastante conflitantes apontando redução, aumento ou inal- 

teração desses receptores em áreas cerebrais de pacientes com DA 

em relação aos controles de faixa etária semelhante(WHITEHOUSE ,e.t 

al,1986).

Uma melhor compreensão das alterações nos receptores 

colinérgicos no envelhecimento e na DA é importante. Primeiro, um 

conhecimento mais aprofundado da disfunção do sistema colinérgico 

no envelhecimento e na Doença de Alzheimer inclui o reconhecimen

to das alterações nos receptores. A identificação das caracterís

ticas dos neurônios corticais colinoceptivos inervados pelo sis

tema colinérgico possibilitará um entendimento mais efetivo sobre 

a disfunção colinérgica nessas duas condições. Segundo, a avalia

ção de modelos animais com disfunção colinérgica pode ser basea

da, em parte, nas comparações das alterações nos receptores que 

ocorrem nesses modelos e na DA. Finalmente as tentativas terapêu

ticas para aumentar o aporte colinérgico para o SNC poderão ser 

mais adequadas através de um entendimento mais pormenorizado das 

possíveis alterações nos receptores colinérgicos.

Tanto em animais quanto no homem, a natureza das alte

rações do sistema colinérgico no envelhecimento normal ainda não 

está totalmente esclarecida.



No homem perda neuronal do sistema colinérgico em indi

víduos idosos intelectualmente normais tem sido relatada por al

guns grupos ( MacGEER et al . 1984) . WHITEHOUSE e.L.a.L, 1983 não en

contraram perda significativa com a idade, embora uma tendência 

para redução na densidade neuronal tenha sido observada.

DAUIES e UERTH (1978) examinaram 19 regiões cerebrais e 

não encontraram alteração significativa no número de receptores 

muscarínicos com a idade. ALLEN et al(1983) também não encontra

ram alteração significativa no binding utilizando cortéx temporal 

e caudado de indivíduos de 50 a 97 anos, embora houvesse tendên

cia para um decréscimo no número de receptores muscarínicos.WHITE 

Ê-t. ílL(1977) demonstraram redução significativa na densidade de 

receptores muscarínicos no córtex frontal com a idade, o que foi 

confirmado por PERRY et al(1980) que também encontraram redução 

nos receptores de outras áreas cerebrais. NORDBERG e WIN- 

BLAD(198í) estudaram cérebros de indivíduos desde o nascimento 

até 100 anos e encontraram redução significativa na densidade de 

receptores muscarínicos no hipocampo com a idade.

Em nosso trabalho não encontramos correlação entre ida

de e número de receptores muscarínicos nas áreas estudadas, fato 

que pode ser justificado pela uniformidade das idades dos pacien

tes incluídos nesse estudo; pois embora variando de 69 a 102 

anos, 85.7% dos pacientes situavam-se entre 70 e 90 anos.

Em suma, os estudos disponíveis sobre as alterações nos 

receptores muscarínicos colinérgicos(RMC) no envelhecimento nor

mal do homem e em roedores são inconclusivos, na maior parte, os 

RMC das regiões corticais encontram-se inalterados ou diminuídos.
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Parece não haver perda de receptores muscarínicos nos 

pacientes portadores de Doença de Alzheimer além do que ocorre em 

controles de faixa etária semelhante (LIPPA,1982). Se o decrésci

mo de receptores muscarínicos é realmente relevante para a redu

ção da função colinérgica no envelhecimento normal, a persistên

cia desse decréscimo na DA exerce igualmente um importante pa

pel ( BARTUS e.L_al, 1982) .

Embora a importância funcional desse decréscimo (às ve

zes inconsistente) na densidade de receptores mereça maiores in

vestigações, foi demonstrado recentemente distúrbios funcionais 

nos mecanismos pós-sinápticos em animais velhos com perda de re

ceptores e déf icit de memór ia( LIPPA et al,198í ) .

LIPPA et al.1981 utilizando técnicas microiontoforéti- 

cas estudaram a resposta dos receptores muscarínicos hipocampais 

em ratos jovens e velhos. A acetilcolina e o ácido glutâmico 

aplicados iontoforeticamente estimularam as células piramidais 

proporcionalmente à ejeção da corrente. Entretanto, em cérebros 

de ratos velhos a resposta é significativamente reduzida a ace

tilcolina e não ao ácido glutâmico e a resposta inibitória ao GA

BA é suavemente maior. Essa capacidade do ácido glutâmico em es

timular as células, descarta que há uma redução generalizada da 

sensibilidade neuronal com o envelhecimento. Ao contrário, esses 

resultados são evidências diretas de um seletivo prejuízo da fun

ção colinérgica em células hipocampais de cérebros velhosínão hu 

manos). Ainda está por ser confirmada a extensão dessa baixa res 

ponsividade a aceti1colina; se reflete diretamente a perda de re

ceptores muscarínicos ou envolve outros fatores como alterações



na membrana, acoplamento com o receptor e subsequente sinal 

transmembrana e se eles estão relacionados com alterações do en

velhecimento do cérebro humano(LIPPA e_t_ 3.1,1981).

RINNE .«0.(19(34) encontraram redução de receptores

muscarínicos em estruturas 1ímbicas(hipocampo, amígdala e núcleo 

acubens) de pacientes com DA, sugerindo que as estruturas límbi- 

cas são de grande importância para o aprendizado, no processamen

to e resgate da memória, comportamentos esses severamente atingi

dos pela DA.

REISINE et a 11978) também já haviam relatado redução 

em torno de 50% de receptores muscarínicos marcados com 3H-NMS em 

hipocampo de pacientes com DA. BALL(1977) demonstrou que a perda 

neuronal no hipocampo pode ser até 5 vezes maior na DA do que no 

envelhecimento normal.

SHIMOHAMA et al (1986) encontraram redução nos recepto

res marcados com 3H-QNB em hipocampo e nbM em cérebro de pacien

tes com DA.

KATAYAMA e..t. al (1990) após lesarem o nbM de ratos com 

ácido kaínico encontraram, com relação ao binding com 3H-QNB, um 

aumento de 25% nas camadas I a IV(substância cinzenta) no número 

de receptores muscarínicos nos córtices Frontal e parietal em cé

rebros de ratos lesados em relação aos controles. □ aumento veri

ficado através de autoradiografia só foi encontrado nas camadas 

super fieiais(I a IV), tornando esse reconhecimento pela técnica 

de binding bastante dificultoso, visto que o homogenato do tecido 

inclui todas as camadas do córtex cerebral. Recentemente, REED e

DeBELLEROCHE(1988) demonstraram elevação da produção de 3H-IP1 em 
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córtex cerebral de ratos após lesão do nbM com ác . kaínico. Esses 

achados reforçam a possível supersensibi1 idade de desnervação dos 

receptores muscarínicos em córtex de ratos com carência do input 

colinérgico.

Estudos recentes relatam aumento da densidade de recep

tores muscarínicos na DA. LONDON e UALLER (in press) encontraram 

elevação no binding com 3H-QNB no hipocampo e em diversas regiões 

do neocórtex. JENNI-EIERMANN et al (1984) encontraram um pequeno 

aumento nos receptores muscarínicos hipocampais. NORDBERG e.t. 

al(1983) descreveram uma correlação negativa entre a atividade da 

CAT e o binding com QNB em córtex, -fato esse interpretado pelos 

autores como evidência de uma "up-regulation" dos receptores pós- 

sinápticos. Esse tipo de resposta Foi observada claramente na 

Doença de Parkinson na qual, a deficiência do neurot ransmissor, a 

dopamina, causa elevação no número de receptores pós-sinápticos 

dopaminérgicos como uma forma de compensar o déficit dopaminérgi- 

co e manter a resposta.

Nossos resultados evidenciaram aumento de receptores 

muscarínicos, utilizando a técnica de binding com 3H--NMS como li- 

gante, no hipocampo e na substância inominada de pacientes demen

tes em relação aos controles. Como se sabe são essas áreas as 

mais afetadas na DA e acreditamos que a degeneração nervosa com 

deficiência do neurotransmissor possa causar o aumento dos recep 

tores muscarínicos pós-sinápticos como um mecanismo de compensa

ção para tal déficit.

Um estudo mais detalhado dos receptores na DA seria em 

relação aos subtipos de receptores colinérgicos. NASH .e..t.„.a.l, 1985 
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encontravam redução de receptores M2(pré-sináptico) em homogenato 

de córtex de pacientes com DA. WHITEHOUSE 1985 encontraram 

redução de receptores do tipo M2 somente em córtex -Frontal, mas 

não no temporal e na amígdala. Dois outros grupos(CAUFIELD _e.£. 

.ai.,1982; WHITEHOUSE et al ■ 1985) não encontraram alteração no bin- 

ding com pirenzepina(marcador para receptores Mi,pós-sinápti- 

cos)nas regiões corticais de pacientes portadores de DA. Enfim, o 

padrão de alteração dos receptores muscarínicos colinérgicos na 

DA não está definido. Estudos anteriores nos quais não havia dis

tinção dos subtipos de receptores, relataram alterações não sig

nificativas nos receptores.

Entretanto parece provável gue o receptor pré-sináptico 

M2 esteja seletivamente reduzido na DA. Uma vez gue esse subtipo 

de receptor representa somente 80% do número total de receptores 

colinérgicos do córtexCMASH fí.t_a.l, 1985; WHITEHOUSE ê£. a.1.,1985) 

reduções nos receptores M2 podem não ser detectadas através da 

técnica de binding para mensuração total dos receptores. Evidên

cia de uma possível "up-regulation” dos receptores pós-sinápticos

Mi permanece duvidosa.

Dois tipos de alterações em receptores hipocampais foram 

observadas em pacientes com DA, por PROBST e.t._..a.l.> 1988 Primeiro, 

é a perda de receptores associada a severa degeneração nervosa. A 

simultânea queda no número de receptores muscarínicos e a redução 

das células piramidais em alguns casos de DA, parece indicar que 

a perda neuronal por ela própria é responsável pela diminuição 

dos receptores. Segundo, há um significante aumento na proporção 

de receptores por célula piramidal da área CAI do hipocampo em 



100

pacientes com moderada a severa alteração no número de neurônios.

Os resultados de PROBST e±.. al(1988), ao estudarem re

giões do hipocampo através de autorradiografia, indicam que o de

créscimo dos receptores muscarínicos colinérgicos foi encontrado 

onde a perda neuronal foi de grau intermediário em relação ao 

grupo ao controle. 0 aumento dos receptores em relação ao número 

de células piramidais em pacientes com DA, indica que os neurô

nios hipocampais intactos têm a habilidade de compensar a perda 

neuronal. Essa compensação, entretanto, não é mais possível se a 

perda neuronal exceder um certo limite, implicando em um grau se

vero de perda neuronal. Esse aumento compensatório pode explicar 

a densidade normal de receptores em pacientes com DA, frente a um 

acentuado decréscimo da atividade da CAT (NORDBERG et. al,1982) 

Em outro estudo, NORDBERG et al (1980), utilizando homogenato de 

cérebro não encontraram diferença no número de receptores musca

rínicos entre os pacientes portadores de DA e controles, no en

tanto uma correlação negativa foi encontrada entre a atividade da 

CAT e a densidade de receptores muscarínicos na DA e não nos con

troles.

Em relação aos receptores nicotínicos na doença de Alz

heimer alguns trabalhos recentes demonstraram redução estatisca 

mente significativa dos receptores corticais nicotínicos em rela

ção aos controles, redução essa correlacionada com a redução da 

atividade da CAT (WHITEHOUSE et al ■ in Press).

SHIMOHAMA et al (1986) demonstraram redução nos sítios 

de binding para 3H-nicotina em regiões nas quais existe uma alta 

densidade de receptores nicotínicos em pessoas normais. Esses au-
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tores não encontraram redução de receptores nicotínicos em cór

tex, embora MASH et al (1985) relat aram redução desses receptores 

em algumas regiões corticais de pacientes portadores da DA.

Enfim, podemos concluir que as alterações nos subtipos 

de receptores colinérgicos na DA podem, em parte, serem devidas a 

um envolvimento diferencial desses receptores nessa patologia.

Outro Fator que poderia influenciar a variabilidade en

tre os estudos sobre receptores colinérgicos na DA, seria a exis

tência de subtipos da doença. Por exemplo, vários estudos neuro- 

patológicos e neuroquímicos demonstraram que alterações nos mar

cadores pré-sinápticos são mais intensas nos pacientes mais jo- 

ven s (ROSSOR , i 982; T AGLIAVINI e PELLER I, í 983 ) . Portanto, al

terações nos receptores muscarínicos colinérgicos podem variar em 

função da idade do paciente. Pacientes com um curso mais benigno 

da doença podem ter alterações diferentes daqueles com um curso 

mais rápido(MAYEUX et al,1985). Finalmente, alguns pacientes com 

DA podem apresentar proeminentes sintomas psiquiátricos e neuro

lógicos como depressão, psicose e desordens do movimento(MAYEUX 

,e.t .a.1.,1985). Ingestão de drogas diferentes, como tratamento com 

drogas colinérgicas e anticolinérgicas pode ser responsável pelas 

grande variabilidade nos estudos sobre receptores colinérgicos.

Outras possíveis causas dos resultados contraditórios 

em relação aos receptores muscarínicos na DA podem ser a variação 

da amostra(área dissecada e utilização de pooling heterogêneo de 

subregioes de áreas definidas), aos diferentes estágios da doença 

e a metodologia empregada
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Outro aspecto a ser considerado,ser ia a redução nos va

lores do Kd(constante de dissociação) encontrada nas duas áreas 

por nós analisadas - hipocampo e substância inominada - no pa

ciente demente em relação ao controle. Os valores do Kd no hipo

campo e na substância inominada corresponderam a 50% e a 60% do 

controle, respectivamente. De modo semelhante ao nosso, SHIMOHAMA 

et al(1985) utilizando 3H-QNB, encontraram redução bastante acen

tuada nos valores de Kd no paciente dementei 87% e 41% dos valo

res controles para o hipocampo e núcleo basal de Meynert,respec- 

t ivament e ) .

VANDERHEYDEN et al(1987) encontraram redução significa

tiva no Kd no córtex frontal de pacientes com DA (0.084nM) em re

lação aos controles(0.119nM), embora considerem que as caracte

rísticas de ligação do agonista não estejam alteradas na DA.

NORDBERG & WINBLAD(1981), embora tenham encontrado de

clínio no número de receptores muscarínicos no hipocampo com a 

idade, a proporção de ligação de alta e baixa afinidade permane

ceu inalterada.

Diante dos dados apresentados consideramos que há forte 

indicação para que ocorra alterações nos receptores a nível mole 

cular. A redução nos valores de Kd, traduzindo uma maior afinida

de do receptor pelo ligante pode ser responsável pelo prejuízo 

funcional do receptor com baixa responsividade ao agonista. A 

comprovação de tal Fato requer maiores investigações. Segundo 

BIRDSALL et al(1978). a ligação do agonista com baixa afinidade 

tem sido sugerida como sítio funeionalmente ativo. Quanto maior o

Kd,menor a afinidade.



Encontramos também redução na atividade aceti1colines- 

terásica em hipocampo e núcleo caudado de pacientes dementes, 

tendendo a uma redução na substância inominada e inalteração nas 

regiões do giro pré-central,pós-central e núcleo lentiforme. Re

dução na atividade enzimática tanto a AChEZ quanto CAT é relatada 

em inúmeros trabalhos com pacientes portadores da Doença de Alz

heimer . Acreditamos que a redução da atividade enzimática(AChE) 

poderia ser significativa nas demais áreas, quando do aumento do 

numero de casos dementes.

KATAYAMA .al,1990, após lesarem o núcleo basal de

Meynert de ratos com ácido kaínico encontraram uma redução severa 

da atividade aceti1colinesterásica nas camadas IV, Ve VI do 

córtx frontal e parietal, enquanto não houve alteração enzimática 

nas porções basais do cingulato, lobo temporal e no hipocampo.

Em relação a concentração proteica houve um aumento em 

todas as áreas estudadas (giro pré-central, giro pós-central, hi

pocampo, núcleo caudado e núcleo lentiforme) com excessão da 

substância inominada que não foi estatisticamente significativa. 

Esse aumento na concentração proteica não representa aumento do 

número de receptores posto que representam parcela insignificante 

do conteúdo proteico total. Talvez possa representar proliferação 

de células gliais em resposta a perda neuronal que ocorre natu

ralmente com a idade e de modo mais pronunciado na Doença de Alz

heimer.De outro lado a ampliação da amostragem do grupo demente 

seria uma forma de confirmar ou não tal elevação na concentração 

proteica.



6.CONCLUSÕES

0 aumento na densidade de receptores muscarínicos colinérgicos 

encontrado no hipocampo e na substância inominada de pacientes 

dementes, parece refletir uma resposta de supersensibi1 idade de 

desnervação, visto serem essas regiões as que estão mais 

seriamente comprometidas; na Doença de Alzheimer.

A determinação da atividade da enzima aceti1co1inesterase é um 

método simplificado de quantificar a função colinérgica e 

demonstra ser confiável, pois apesar dos resultados terem sido 

significativos em apenas duas das áreas cerebrais estudadas 

(hipocampo e núcleo caudado), nas demais áreas observou-se nítida 

tendência de redução desse marcador colinérgico.

As alterações encontradas na concentração proteica com aumento 

no grupo demente em relação ao controle não são consideradas 

fundamentais uma vez que não refletem direta ou indiretamente 

qualquer alteração funcional de relevância do tecido nervoso.

- Os pacientes dementes foram diagnosticados como portadores de 

doença de Alzheimer através da avaliação clínica e estudo 

histológico do tecido cerebral,embora com menos rigor do que 

defende o Instituto Americano de Doenças Neurológicas, não 

descartando por definitivo a possibilidade de intrusão no grupo 

demente de pacientes não portadores dessa doença.
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As discrepâncias entre os pesquisadores a respeito dos parâme

tros colinérgicos, sobretudo densidade de receptores, nos pacien 

tes com Doença de Alzheimer, podem ser decorrentes da falta de 

padronização nos experimentos efetuados, por exemplo: delimitação 

da subárea utilizada em relação a área total, camadas cerebrais 

envolvidas, métodos empregados em relação aos parâmetros analisa

dos, etc.; ou a existência de subtipos de DA.
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