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RESUMO

Introducdo: A deméncia emerge como um dos maiores problemas de saude publica,sendo
a Doenca de Alzheimer (DA) a de maior prevaléncia. A DA parece ser consequéncia de um
vasto estresse oxidativo no cérebro e deficiéncias de zinco e selénio parecem estar
associadas com DA. Objetivo: identificar a ingestédo alimentar e concentragdes de selénio
e de zinco no plasma e nos eritrocitos de idosos com doencga de Alzheimer. Metodologia:
Estudo transversal, realizado com 39 idosos diagnosticados com DA e 78 idosos sem DA,
pareados por sexo e idade, os quais foram assistidos ambulatorialmente no periodo de 5
de abril de 2017 a 30 de julho de 2018 na cidade de Maceié/AL. O diagnéstico de Alzheimer
foi estabelecido por médico geriatra. O consumo alimentar foi avaliado por meiodo registro
alimentar de 3 dias. Foi realizado coleta de sangue para dosagem de zinco e selénio
plasmético e eritrocitario, as quais foram avaliadas por meio da espectrofotometria de
absorcdo atébmica. Analise descritiva foi realizada para caracterizar a distribuicdo dos
eventos estudados. Testes inferenciais para comparagdo de médias foram realizados
considerando anatureza de distribuicdo das variaveis. Para modelar a associagdo da DA
em fun¢do da ingesté@o alimentar e reservas corporais de zinco e selénio foram realizados
regressdes logisticas multivariadas. Resultados: Os resultados desta tese estdo
apresentados como 3 artigos cientificos. O artigo 1 teve como objetivo identificar diferencas
nas concentracdes de zinco em idosos e observou-se menores concentragdes plasmaticas
desse mineral no grupoDA. Foi também observado uma maior frequéncia de idosos com
menores concentracdes dezinco nos eritrocitos neste grupo. O artigo 2 teve como objetivo
identificar diferencas nas concentracdes de selénio em idosos e observou-se que 0 grupo
de idosos com DA apresentoumenores concentracfes deste mineral no plasma e nos
eritrécitos. Foi identificado ainda que baixas concentragdes eritrocitarias de selénio
aumentou as chances de pessoas idosas seremdiagnosticadas com DA. O artigo 3 objetivou
identificar a associagdo entre ingestéo alimentarcom as concentragdes corporais de selénio
e de zinco em plasma e eritrécitos com o diagndstico da DA. constatou-se que as baixas
concentracdes de zinco observadas na DA séo influenciadas pela ingestdo alimentar,
enquanto as baixas concentracdes de selénio noseritrocitos independem da ingestédo e
parecem ser consequéncia de uma demanda crénica aumentada. Conclusé&o: Idosos com
Alzheimer apresentam menor ingestdo média de zinco e esta ingestdo interfere nas
concentracdes plasmaticas desse mineral. A concentracdo de selénio no plasma e nos
eritrocitos sdo mais baixas em idosos com a DA e ndo apresenta correlacdo com a ingestao
alimentar, favorecendo a hipétese de que existe uma maior demanda organica por este
mineral na DA.

Palavras Chave: Doenca de Alzheimer, Ingestdo Alimentar, Zinco, Selénio, ldosos.



ABSTRACT

Introduction: Dementia emerges as one of the biggest public health problems, with
Alzheimer's Disease (AD) being the most prevalent. AD appears to be a consequence of
extensive oxidative stress in the brain and zinc and selenium deficiencies appear to be
associated with AD. Objective: to identify food intake and selenium and zinc concentrations
in plasma and erythrocytes of elderly patients with Alzheimer's disease. Methodology:
Cross-sectional study, carried out with 39 elderly diagnosed with AD and 78 elderly without
AD, matched by sex and age, who were assisted in an outpatient clinic from April 5, 2017
to July 30, 2018 in the city of Macei6/AL. The diagnosis of Alzheimer's was established by
a geriatrician. Food consumption was assessed using a 3-day food record. Blood was
collected to measure plasma and erythrocyte zinc and selenium, which were evaluated
using atomic absorption spectrophotometry. Descriptive analysis was performed to
characterize the distribution of the studied events. Inferential tests for comparing means
were performed considering the nature of the distribution of the variables. To model the
association of AD as a function of food intake and body stores of zinc and selenium,
multivariate logistic regressions were performed. Results: The results of this thesis are
presented as 3 scientific articles. Article 1 aimed to identify differences in zinc
concentrations in the elderly and found lower plasma concentrations of this mineral in the
AD group. A higher frequency of elderly people with lower concentrations of zinc in
erythrocytes was also observed in this group. Article 2 aimed to identify differences in
selenium concentrations in the elderly and it was observed that the group of elderly people
with AD had lower concentrations of this mineral in plasma and erythrocytes. It was also
identified that low erythrocyte selenium concentrations increased the chances of elderly
people being diagnosed with AD. Article 3 aimed to identify the association between food
intake and body concentrations of selenium and zinc in plasma and erythrocytes with the
diagnosis of AD. it was found that the low concentrations of zinc observed in AD are
influenced by food intake, while the low concentrations of selenium in erythrocytes are
independent of intake and appear to be a consequence of an increased chronic demand.
Conclusion: Elderly people with Alzheimer's have a lower mean zinc intake and this intake
interferes with the plasma concentrations of this mineral. Selenium concentrations in
plasma and erythrocytes are lower in elderly patients with AD and do not correlate with food

intake, favoring the hypothesis that there is a greater organic demand for this mineral in AD.

Key Words: Alzheimer's Disease, Food Intake, Zinc, Selenium, Elderly.
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1.

INTRODUCAO

O envelhecimento da populagcdo mundial tem se destacado como um grande
desafio & saude, especialmente nas regides mais pobres, onde as desigualdades sociais
assumem grandes propor¢des e os Sistemas de Saude (SUS) néo estdo preparados para
suprir as demandas do cuidado que esse grupo populacional necessita (FERREIRAA et.
al, 2012; TORRES et. al, 2010).

No contexto do envelhecimento e aumento das doencas crbnicas, a deméncia
emerge como um dos maiores problemas de salde publica. Segundo o Alzheimer’s
Disease International existem, trinta milhdes de pessoas com deméncia no mundo, com
4,6 milhdes de novos casos a cada ano (AASETH et al., 2016). Ao ser considerado as
limitagbes no tratamento da doenca, importa identificar estratégias para o manejo da
prevencao primaria.

A Doenga de Alzheimer (DA), forma mais comum de deméncia, € caracterizada
patologicamente pela morte de neurdnios e perda de conexdes sinapticas, além da
formacdo de placas neuriticas e emaranhados neurofibrilares intraneurais (DOBSON,
2015), situacdo que parece promover um vasto estresse oxidativo ao cérebro com
consequentes danos as membranas de células neuronais. Tais condigbes sé&o
consequéncia de uma reducdo da atividade antioxidante em idosos que por sua vez é
capaz de favorecer a destruicdo celular edesenvolvimento da DA e este parece ser o
primeiro passo que antecede a doenca (ARRUDA,
et al., 2014).

Os antioxidantes parecem apresentar importante papel na diminuicdo do risco para
o mal de Alzheimer, neutralizando espécies reativas de oxigénio (ERO), de nitrogénio
(ERN) eoutras espécies reativas, diminuindo a morte de neurdnios, principal caracteristica
da doenca(PORTELIUS, et al., 2017). Pesquisas no sentido de identificar deficiéncia de
nutrientes antioxidantes, especialmente zinco e selénio, em idosos com DA tém crescido

no meio académico (DOBSON, 2015; BARBOSA, et al.,2017). Apesar do crescimento de
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investigacdes sobre a deficiéncia de nutrientes antioxidantes em idosos com Alzheimer,
aindando ha consenso entre os pesquisadores sobre possiveis deficiéncias nutricionais
como fatores de risco para a doenca e, por vezes 0s resultados sdo contraditérios
(CARDOSO et al., 2014; BARBOSA et al., 2017).

Considera-se importante destacar que diversos fatores ambientais, sociais e
fisiologicos podem comprometer a homeostase desses nutrientes como a idade, habitos
alimentares, estresse, doengas crbnicas e metabdlicas e pouca disponibilidade de
alimentos fontes desses nutrientes (CAMPOS, 2000).

Na perspectiva do estudo sobre o papel do zinco e selénio na DA, destaca-se que
a deficiéncia crbnica desses minerais pode comprometer a defesa antioxidante e estar as
sociada ao aumento das concentracdes de ERO, ERN e contribuir para a formacdo de
placas senis no cérebro, as quais sdo compostas de agregados filamentosos da proteina
B-amiloide (AP) e principalmente de emaranhados neurofibrilares intracelulares, formadas
pela proteina TAU fosforilada (FALCO et al., 2016), favorecendo o declinico cognitivo
nesses pacientes (DE WILD et al., 2016).

A proteina TAU, normalmente solGvel e presente no cérebro humano, encontra-se
hiperfosforilada em quadros de DA. Esta hiperfosforilagdo, consequéncia do acumulo
de AB, transforma  esta  proteina em  um polimero insolivel filamentoso capaz
de desregular a cascata citoplasmatica de fosforilacdes e desfosforilagées (FALCO et al.,
2016).

Considerando que o0s eritrécitos sdo as principais células organicas de
armazenamento destes mineraise que deficiéncia neste compartimento organico se
referem ao status do selénio e zinco a longo prazo e que o plasma apresenta-se como um
reservatorio mais |abil e alteracbes em suas concentracbes podem ser reflexo de
demandas agudas ou baixa ingestéo. Identificar asconcentracdes destes minerais nesses
dois espacos celulares em idosos com a DA podera auxiliar a elucidar o papel desses
nutrientes nesta entidade nosoldgica (RODRIGUES et al., 2017).

Dada a caréncia de estudos brasileiros sobre reservas corporais de antioxidantes,
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e considerando ainda a identificagédo de fatores de riscos para o desenvolvimento da DA
comoimportantes estratégias para prevencdo e ou tratamento a serem adotadas por
profissionais de saude, o presente estudo teve como principal objetivo identificar padrbes
de ingestdo alimentar e concentracdes corporais de selénio e de zinco (plasma e eritrécitos)

em idosos com doenca de Alzheimer.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais
Identificar niveis da ingestéo alimentar e concentraces de selénio e zinco

(plasmae eritrécitos) em idosos com e sem a Doencga de Alzheimer.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar os idosos em relacao aos fatores de risco para desenvolvimento da Doenca
de Alzheimer;

e Avaliar concentragdes plasmaticas e eritrocitarias de selénio e de zinco em idosos com e
sem a doenca de Alzheimer;

¢ Identificar niveis de ingestdo de zinco e selénio pelos idosos;

e Avaliar o estagio cognitivo dos idosos;

e Comparar os resultados entre grupo de idosos com e sem Doenca de Alzheimer.

15



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. O envelhecimento humano e a Doenca de Alzheimer: Conceitos e
epidemiologia

Envelhecer é um processo dindmico, heterogéneo, individual e progressivo,
caracterizado pelo acumulo de alteraces fisiol6gicas que conduzem o organismo humano
auma menor capacidade de fazer frente ao estresse fisiolégico e ambiental, tornando-o
mais vulneravel a doencas, especialmente as doencas crdnicas nao transmissiveis
(DCNT), e ao desenvolvimento de incapacidades (ENGELHAEDT, 2005; FERREIRA et al.,
2012).

O processo de envelhecimento humano cresce em escala exponencial em todo o
mundo e estd associado a mudancas no perfil epidemiolégico sem a correspondente
modificacdo nas condi¢ces de vida e acesso aos servi¢os de saude (MIRANDA; MENDES
E SILVA, 2016) e associa-se a importantes transformacgdes sociais e econdémicas, tornando
0 organismo humano mais suscetivel ao desenvolvimento de doencas crbénicas nao
transmissiveis (DCNT), fato que implica no aumento da vulnerabilidade, elevando os
custos para o sistema, influenciando sobre a qualidade de vida e exigindo uma
(re)organizacdo da Rede de Atencdo a Saude do Idoso (MALTA et al. 2019).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (BRASIL, 2012), os
idosos apresentam o maior gasto de recursos do sistema de saude devido as constantes
internagbes que poderiam ser evitadas por meio de ag¢Bes de promocdo da saude e
estimulo ao envelhecimento ativo que, comprovadamente, contribuem para melhoria das
condicbes de saude, capacidade funcional, capacidade cognitiva e qualidade de vida
(HUAN, et al, 2020; MALTA et al., 2019).

Entre as doencas crbnicas mais prevalentes na populacao geriatrica, as sindromes
demenciais sao as que mais tém aumentado suas taxas de incidéncias mundialmente. Para
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a deméncia assume um patamar preocupante

entre as principais enfermidades que acometem a populacéo idosa e por este motivo, no
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ano de 2012 publicou o documento “Deméncia: Uma Questdo de Saude Publica” onde
apresenta a importancia da discussdo desta tematica, principalmente nos paises em
desenvolvimento (MALTA et al., 2021).

Atualmente observamos aproximadamente 48 milhdes de pessoas com deméncia e
acredita-se que nos proximos 30 anos esse nimero ultrapasse o montante de 130 milhdes
de pessoas (REDDY et al., 2017) e até 2050 a estimativa é de que teremos
aproximadamente 132 milhdes de pessoas com algum tipo de deméncia (PRINCE et
al. 2015).

Devido ao crescimento populacional e ao envelhecimento demogréfico, prevé-se
que o aumento seja maior em paises de renda baixa e média (PRINCE et al. 2015). A
Doenca de Alzheimer é a causa mais comum, sendo responsavel por 50-70% dos casos,
seguido da isquemia cerebrovascular ou deméncia vacular que representa cerca de 15%
dos casos (O'BRIEN & THOMAS 2015; ROSENGREN et al, 2018; INSTITUTO
ALZHEIMER BRASIL, 2012).

Deméncia com corpus de Levy, a deméncia frontotemporal e Doenca de Parkinson
aparecem na sequéncia como outras causas principais. As estimativas da proporcdo de
casos de deméncia atribuiveis a esses subtipos variam consideravelmente entre os
estudos. Cerca de 8% das pessoas que vivem com deméncia diagnosticaram clinicamente
o tipo de deméncia com corpus de Levy, aumentando para 10-15% quando testes adicionais
foram aplicados (HOGAN et al. 2016).

A deméncia frontotemporal tem sido responsavel por aproximadamente 2,7% de
todos os casos de deméncia em pessoas idosas, sendo mais comum entre os cacos de
deméncia precoce (HOGAN et al. 2016). Por outro lado, embora a doenca de parkinson
seja um distdrbio de movimento neurodegenerativo comum, o quadro demencial pode
ocorrer em aproximadamente 80% desses pacientes durante o curso de sua doenca (lrwin
et al. 2017).

Aproximadamente, cerca de 10% das pessoas acima dos 65 anos apresentam
provavel diagnostico para DA e em idosos longevos (idade igual ou superior a 80 anos)
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essaprevaléncia ultrapassa os 40%, sendo, portanto, a idade o seu maior fator de risco e
estima- se que a sua incidéncia seja de 100 mil novos casos/ano (MIRANDA et al., 2016).
Dados epidemiolégicos sobre deméncia no Brasil ainda sdo superficiais, antigos e
necessitam de pesquisas e publicacfes. Em uma revisdo de literatura realizada em 2013,
a partir de dados publicados entre os anos de 1995 a 2012, foi estimada a prevaléncia de
demeéncia no Brasil de 7,6% em pessoas com 65 anos ou mais (BURLA et al., 2013).

Estudo realizado no Sul do Brasil, com idosos atendidos em um ambulatério de
referéncia de desordens da memaria e do comportamento, identificou que as sindromes
demenciais esteve presente em 68,8% (n = 523) dos idosos encaminhados aquele servico
de saude. Deste total, 48,8 % dos idosos foram diagnésticados com DA (n = 256). Importa
destacar que o estudo foi realizado em um servigo particular da rede de assisténcia em
saude e em uma das regides de maior concentracdo da renda no pais e pode néo refletir
a realidade brasileira (SOUZA et al., 2020).

A DA é uma das principais causa de internamento na populacao idosa, especialmente
por estar associada a sindrome da imobilidade e a diversos outros processos patolégicos
que acometem esta populacdo, aumentando os custos com servigcos hospitalares (MATOS
et al., 2021; ZALLI et al., 2020; CORREIA et al., 2021).

Pesquisa realizada com dados secundarios, tendo como principal fonte as
notificacbes no Sistema de Informacdes Hospitalares do Sistema Unico de Saude
(SIH/SUS) do Departamento de Informatica do SUS (DATASUS), do Ministério da Saude
no ano de 2018, identificou um total de 8.663 internacbes hospitalares com tempo médio
de internacdo de 71,9 dias. Nesse estudo, a regido Nordeste do Brasil contribuiu com o
registro de apenas 6 casos de idosos com a doenca, evidenciando que nesta regido a
subnotificacdo de casos da doenca é alta (ZALLI et al., 2021).

Além disso, convém destacar que o diagndstico da doenca € baseado em critérios
clinicos que dependem de uma histéria do paciente e de seus cuidadores, testes
neuropsicoldgicos e avaliacdo dos sintomas ao longo do tempo, exigindo profissional
treinado e quase sempre sO ocorre tardiamente, dificultando o registro em sistemas de
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saude (SCHELTENS et al., 2016).
Deste modo, conhecer dados epidemioldgicos sdo fundamentais para auxiliarem os
profissionais de salde a identificarem fatores de risco e desenvolverem o planejamento de

acdes e politicas publicas capazes de contribuir para o cuidado de idosos com a DA.

3.2. Fatores de risco e estresse oxidativo na Doenca de Alzheimer

Algumas teorias tém sido sugeridas para explicar o desenvolvimento da DA e seus
fatores de risco. O fator genético, presenca do alelo APOE €4, é um dos que tentam explicar
a etiopatogenia da DA e neste sentido, cerca de 30% dos casos apresentam familiaridade
e comportam-se de acordo com um padrdo de heranga monogénica autossémica
dominante. Estes casos em geral, sdo de acometimento precoce e familias extensas tém
sido periodicamente estudadas (MORRIS et al. 2016; LEWCZUK et al., 2017). Outro gene
associado a DA é o TREM-2 (Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells-2), cuja
variante R67H modifica sua agédo neuroprotetora e aumenta a expressao de moléculas pré-
inflamatorias, como fator de necrose tumoral (TNF- a) e interleucina 6 (IL-6) (MACHADO
et al., 2020).

Apesar do importante papel da genética para a DA, parece ser consenso entre 0s
pesquisadores que o principal fator de risco para o desenvolvimento de DA é a idade, onde
sua prevaléncia passa de 0,7% dos 60 a 64 anos de idade para cerca de 40% nos grupos
etarios de 90 a 95 anos (FORLENZA, 2005; HU et al.,, 2013). Raramente, o mal de
Alzheimersurge antes dos 60 anos de idade e curiosamente, 0s pacientes que chegam aos
90 anos sem sinais da doenca apresentam menor risco de desenvolvé-la posteriormente.

E importante destacar que a idade e a presenca do alelo APOE &4 também s&o
fatoresde risco para a formagéo de placas B-amil6ide em individuos saudaveis, sem déficit
cognitivo. No entanto, sexo, nivel educacional e patologia vascular ndo estdo associados
a patologia amiléide (JANSEN et al. 2015 ; VEMURI et al. 2015). Esses fatores de risco
podem, portanto, contribuir para a DA por meio de mecanismos nao relacionados a
amildide.
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Os fatores de risco mais comumente relatados para deméncia do tipo DA, além da
idade avancada e da presenca do alelo APOE €4 (MORRIS et al. 2010), estéo o sexo feminino
(BROOKMEYER et al. 1998), baixo nivel educacional (NASCIMENTO et al., 2021; EVANS
etal. 1997), doenga cardiovascular (BELLOU et al. 2016 ) e diabetes mellitus tipo 2 (DM 2)
(CARLSSON 2010).

Por outro lado, a melhor qualidade de vida e estilo de vida saudavel estdo
associadosa menores taxas de deméncia. Do mesmo modo, atividades mentalmente
estimulantes, como mais anos de estudo, atividades sociais e produtivas também
desempenham papéis importantes na prevencéo da doenca (SOARES et al., 2007).

Outros fatores ambientais, associados ao aumento do risco de desenvolvimento da
DA, estao a exposicao a substancias toxicas ou metais pesados como aluminio, cobre e
chumbo, entretanto esses fatores ndo estdo ainda elucidados (MACHADO et al., 2020).

Uma revisdo sistematica sugeriu que a ingestdo de alimentos processados e
ultraprocessados, com baixa concentracdo de nutrientes com funcdes antioxidantes
possam provocar a deficiéncia de vitaminas e minerais antioxidantes como vitamina A,
vitamina E, zinco e selénio. Estas deficiéncias parecem estar associadas a maior déficit
cognitivo, possivelmente por algum mecanismo oxidativo, no qual os antioxidantes
provenientes da dietaatuariam como fatores de protecdo contra tais doencas (REDDY et
al., 2017).

Neste sentido, convém destacar a teoria baseada no estresse oxidativo que tenta
explicar o desenvolvimento da DA e assume influéncia decisiva sobre a doenga. Os danos
oxidativos provocados por esse desequilibrio entre fatores oxidantes e redutores
(antioxidantes) vao se acumulando ao longo dos anos, produzindo lesdes celulares e
teciduais, ruptura de membrana, mutacdo, e a morte celular e provocando assim
envelhecimento do SNC e desenvolvimento da DA (SILVA et al., 2011; KEIZMAN, 2009).

A figura 1, apresenta os principais fatores de risco para DA.
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Figura 1. Fatores de risco associado a Doenga de Alzheimer.
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3.3. A Doenca de Alzheimer: diagnostico, etiologia e estresse oxidativo

A DA é clinicamente caracterizada por déficits cognitivos progressivos e irreversiveis
e alteragcbes comportamentais que afetam memoria e capacidade de aprendizagem,
atividades da vida diaria e qualidade de vida (HU et al., 2013).

Historicamente, o diagnéstico de DA ndo pode ser certificado clinicamente e o
diagnostico definitivo precisa da confirmacao histoldgica por bidpsia ou exame post-mortem
(GALLUCCI-NETO ET AL., 2005). Na auséncia de tais evidéncias histologicas, o
diagnosticoclinico de provavel DA é estabelecido com base nos critérios do National
Institute of Neurological and Communicative Diseases and Stroke/Alzheimer's Disease and
Related Disorders Association (NINCDS-ADRDA) e requer que a sindrome demencial seja
estabelecida por exame clinico, documentada por questionario de estado mental e
confirmada por testes neuropsicolégicos: deve haver um déficit em duas ou mais areas da
cogni¢do, incluindo memdéria com piora progressiva ao longo do temporesponséavel por
impacto significativo nas atividades da vida diaria (NITRINI et al., 2005)

Apesar da impossibilidade de um diagndstico preciso, caracteristicas clinicas sao
avaliadas e identificadas para estabelecimento do provavel diagndstico. Os sintomas sao
progressivos e geralmente comecam com perda de memoria episédica e pode chegar até
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deterioracdo da memoéria, do comportamento e da execu¢do de movimentos, com
dependéncia permanente de cuidados familiares e sua crescente incidéncia e a auséncia
de possibilidade de cura para a Doenca de Alzheimer representam um dos maiores
desafios para os sistemas globais de cuidados a saude do idoso (ZHANG etal., 2019).

O diagndstico da DA frequentemente tem sido realizado tardiamente, pois 0s sinais
do envelhecimento podem ser confundidos com o0s sintomas da doenga e apenas
com a progressdo da doencga a sintomatologia da DA fica cada vez mais grave e clarae o
diagndsticomais evidente (ASSOCIACAO BRASILEIRA ALZHEIMER, 2012).

Segundo critérios do Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-1V), um dos critérios diagndsticos para o diagnéstico de DA€ a presenca de déficits
em alguma outra funcéo cognitiva, além da memdria. Deste modo, admite-se que as
alteracbes possam ocorrer em outras fun¢gdes como linguagem, fungbes executivas,
habilidades visuais (espaciais ou perceptivas), humor e ndo necessariamente s6 memoria
(ALBERT et al., 2011; FROTA et al., 2011; MCKHANN et al., 2011).

Além dos critérios classicos do DSM-IV ou do CID-10, outros critérios propostos
pelo Instituto Nacional sobre Envelhecimento (National Institute on Aging - NIA) e o da
Associacdodo Alzheimer (Alzheimer’s Association - AA) também podem ser utilizados.
Nestes casos, a DA pode ser diagnosticada levando em consideragdo a quantidade de
informacgé&o sobre o paciente, podendo ser estabelecido trés niveis de certeza em relagéo
aodiagnostico: possivel, provavel e definitivo (JACK et al., 2016; MCKHANN et al., 2011).

Os critérios do diagnoéstico possivel para DA caracterizam-se por varios aspectos e
o profissional de saude nem sempre possui dados suficientes da historia do paciente
(instalacdoe evolucdo da doenca) ou quando a doenca cursa de forma atipica com
instalacé@o abrupta (distintamente do que é esperado para a DA) ou, ainda, quando se tem
evidéncias de outrascomorbidades importantes, ficando impreciso estabelecer a causa
real. O diagndstico provavel é quando se tem uma historia mais precisa em relacdo ao curso
insidioso da doenca,excluindo maiores comorbidades, bem como evidéncias de exame de
imagens do cérebro, tanto estruturais quanto funcionais. O diagnédstico definitivo, embora
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possa ser realizado em vida através de uma biopsia do tecido cerebral, geralmente é feito
post-mortem. E por intermédio de evidéncias histopatologicas que se atesta a certeza
maxima do diagndéstico, ouseja, o diagnostico definitivo para DA (MCKHANN et al., 2011).

A DA pode levar & morte neuronal e & perda sinaptica em importantes regidées do
cérebro, as quais sao responsaveis pela memdéria e outras fungdes cognitivas (ZHANG et
al.,2019). Esta diminuicdo de grupamentos neuronais de areas do coértex e subcortex,
frequentemente observados nessa doenca neurodegenerativa, parece contribuir para o
desenvolvimento dos seus principais sintomas (CUMMINGS et al., 2011).

Um outro fator importante que contribui para o desenvolvimento dos sintomas da
doenca, em especial a perda de memoria, é a formagéo de placas senis, resultantes do
depdésitode substancia amiloide nos vasos sanguineos e acumulo de lipofuscina em células
do sistema nervoso central (SNC). O acumulo dessa substancia parece estar associado ao
envelhecimento neuronal e areducdodo tempo de vida dessas células. Assim, a diminui¢éo
na quantidade de neurdnios e a formacgéo de placas senis levam a reducao das sinapses,
resultando em deméncia progressiva e irreversivel (MORAES et al., 2010).

A reducdo das células cerebrais e 0 acumulo do peptideo beta-amildide (AR),
promovem a formacdo de emaranhados neurofibrilares e de placas senis, dificultando
a intercomunicacao no cérebro e as conexdes sinapticas existentes (SHAMS et al., 2016).
Esses emaranhados, formados pela hiperfosforilacdo da proteina Tau, sdo responsaveis
porestabilizar os microtdbulos nos neurénios do SNC. Quando ocorre algum tipo de defeito
nesta proteina ha desestabilizacao dos microtubulos, afetando a morfologia dos neurénios
(PAULA et al., 2009).

A proteina TAU é encontrada em concentracdes ideais no cérebro e é
potencialmente benéfica, sua hiperfosforilacdo desencadeia o sequestro de outras
proteinas Tau e algumas proteinas ligadas aos microtubulos, provocando falha no
transporte e sinalizacdo celular realizada pelos axénios, reduzindo a funcdo neural e
estimulando a inflamagéao (SERENIKI etal., 2008).

As placas senis ocorrem pela agregacao e acumulo do peptideo-AB, um fragmento
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peptidico neurotoxico, derivado da clivagem de uma proteina transmembrana neuronal, a
proteina precursora amiloide que, por sua vez, é clivada por secretases gama e beta. O
acumulo do peptideo-AR sdo capazes de bloquear rapidamente o mecanismo de formacao de
novas memdrias, alterando a plasticidade sinaptica (LACOR et., 2004).

Estudos sugerem que o acumulo do peptideo-AB seja consequéncia do estresse
oxidativo e possa causar problemas cognitivos por interromperem a funcao sinaptica na
auséncia de neurodegeneracdo significativa, além de alterar a estrutura e a funcéo
sinptica, comprometerem a transmissado poés-sinapticae favorecer a hiperfosforilacdo da
proteina TAU, contribuindo para a formacao de emaranhados neurofibrilares (MARCELLO
et al., 2012.; VITALE et a., 2021l).

Nesse contexto de inflamacdo-neurodegeneracdo, o estresse oxidativo parece
conseguir explicar parcialmente o processo fisiopatologico da DA e resulta do
desequilibrioentre a producao de radicais livres, especialmente das ERO, e 0s mecanismos
antioxidantesenddgenos, provocando oxidacdo e degradacdo de moléculas de lipideos
presentes namembrana celular neuronal, de proteinas e acidos nucleicos celulares e,
por fim podendoprovocar morte celular (BARBOSA et al.,, 2017; DUITIS et al., 2016;
BARBOSA et al., 2010). A figura 2 apresenta um esquema etiologico da neuroinflamagéo
na DA envolvendo estresse oxidativo, acimulo de pepitideo AB e proteina TAU.

Figura 2. Esquema etioldgico da neuroinflamagdo na DA envolvendo estresse oxidativo,
acumulo de pepitideo AB e proteina TAU.
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A oxidacado € indispenséavel a vida aerdbica e os radicais livres sdo produzidos
naturalmente e estdo envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do
crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias biologicas
importantes,porém, 0 excesso ha producdo dos radicais livres na presenca de fatores
estressores e inflamatérios, em especial as ERO, podem ser potencialmente téxicos ao
organismo humano(BARREIROS et al., 2006). A NADPH oxidase (NOX) é uma das
principais enzimas envolvidas no processo de estresse oxidativo e sua superexpressao é
induzida pela ativacdomicroglial no cérebro em condi¢des agudas e crbnicas (JACK et al.,
2011; HU et al., 2013).

A NOX parece desempenhar um papel na DA, especialmente pela agdo da NOX2,
quetem sua expressao induzida pela presenca de placas de pepitideos-AB que estimulam
a ativacdo de NOX microglial e a produgéo de superoxido (BABAPOUR et al., 2017), que
por sua vez leva a disfungdo mitocondrial, clivagem de acidos nucleicos e protedlise
(LLEO etal., 2015; LEWCZUK et al., 2017). Observa-se entdo uma relacdo direta entre o
comprometimento do desempenho cognitivo de pacientes com DA e o aumento da
atividade de NOX (NOGUEIRA et al., 2012).

Um dos mais importantes agentes antioxidantes, a enzima glutationa peroxidase
(GSH-Px), é uma enzima-chave na defesa contra os radicais livres (ZHANG & CHENG,
2010)e atua inativando hidroperéxidos lipidicos e peroxidos de hidrogénio, originados
durante o metabolismo oxidativo (CARDOSO et al., 2012), interrompendo a progressédo da
cadeia oxidativa e protegendo as células de possiveis danos. De maneira analoga, a
reducdo da atividade de GSH-Px favorece a acdo exacerbada dos radicais livres,
provocando lesdo celular e morte.

O funcionamento da GSH-Px é dependente de selénio e sua fungéo é proteger as
células das ERO a partir da sua capacidade redox de grupos tiol de glutationa (CEBALLOS-
PICOT et al., 1996), e uma ingestao insuficiente desse mineral pode alterar a atividade de
GSH-Px (BARBOSA, 2010).

Um outro importante grupo de agentes antioxidantes, que desempenha um papel
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fundamental na defesa de células do SNC, € o grupo de metaloenzimas superoxido
dismutase (SOD). Essas proteinas catalisam a dismutacdo do anion superdoxido em
oxigénio molecular e peréxido de hidrogénio, que em concentracdo excessiva danifica
estruturas celulares. Estareagdo é acompanhada por oxidagdo-reducgédo alternada de ions
metalicos presentes no sitioativo de SODs. Com base nos cofatores metalicos presentes em
os sitios ativos, SODs podemser classificados em quatro grupos distintos: Cobre-Zinco-
SOD (Cu-Zn-SOD), Ferro SOD (Fe-SOD), Manganés SOD (Mn-SOD) e Niquel SOD
(YOUNUS, 2018).

Foi demonstrado que as regides afetadas de pacientes com DA tém atividade
reduzida de enzimas antioxidantes, como SOD, catalase e glutationa peroxidase,
especialmente a SODdo grupo Cu-Zn-SOD, que tém sido relatada com uma das principais
vitimas de dano oxidativo ao cérebro na DA e na doengca de Parkinson. Foi
experimentalmente demonstrado que a superexpressao de SOD reduz o superédxido do
hipocampo e, portanto, evita déficits dememédria em um modelo de AD de camundongo,
enquanto que a baixa atividade desse grupo enzimatico tem sido associado a
neurodegeneracdo na DA e Parkinson (MASSAD et al., 2009). De modo que baixa ingestéo
de zinco, capaz de favorecer a deficiéncia desse mineralou o aumento de demanda

organica desse mineral, possam precipitar o aparecimento dessasdoencas.

3.4. O papel do zinco e do selénio na Doenca de Alzheimer

O selénio (Se) e 0 zinco (Zn) sdo importantes nutrientes na DA devido as suas
multiplas fungdes.Como antioxidantes, eles protegem o dano celular mediado pelo estresse
oxidativo através de uma série de enzimas, as quais impedem a formacdo de ERO
protegendo o organismo daagressdo oxidativa (REDDY et al. 2017; SOLOVYEV et al.,
2018).

Avaliagédo da relacdo entre niveis de Se e de Zn e declinio cognitivo tem sugerido

gue a deficiéncia de Se e Zn pode aumentar o risco de deméncia, entretanto, os resultados
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de variosestudos sdo contraditérios.

Estudos relativamente recentes, avaliando deficiéncia desses nutrientes em idosos
com Alzheimer, verificaram que os pacientes com DA apresentaram niveis mais baixos de
nutrientes antioxidantes do que os idosos saudaveis (CARDOSO et al., 2010, e VURAL
et al., 2020). Enquanto Ceballos-Picot et al., 1996, encontraram um aumento nos niveis
plasmaticosde Se em pacientes com DA em comparagdo com um grupo controle

O fornecimento de selénio a células do sistema nervoso central depende de uma
proteina transportadora principal, denominada selenoproteina-P (SePP) que € responsavel
por até 60% da concentracdo plasmatica total de Se. O papel da SePP como
transportadora estad relacionado a sua capacidade de ligagdo a dez residuos de
selenocisteina e a sua localizacdo extracelular. Assim o Se entra no cérebro através de
uma interacdo entre SePP e um receptor, sendo posteriormente liberado para a sintese de
selenoproteinas intracelulares(ZHANG et al., 2010).

Acredita-se que a sintese da SePP ocorre no cérebro e em seguida é secretada no
liquido cefalorraquidiano, onde se associa com células neuronais ou permanece disponivel
para outros tecidos, atuando como um suprimento de selénio (REDDY et al., 2017).

Quanto aos niveis séricos de zinco, 0os pacientes com DA parecem apresentar
deficiéncia deste mineral. Naturalmente, 0s niveis séricos de zinco diminuem com o
envelhecimento, mas os pacientes com DA, declinam mais rapidamente, tornando-os
deficientes em zinco quando comparados aos controles com idade igual (FERRAZ et al.,
2007).

Uma das importantes fun¢des neuronais do zinco € limitar o disparo neuronal do
glutamato. A excitotoxicidade do glutamato danifica os neurénios e pode ser um problema
em muitas doencas neurodegenerativas. Outro mecanismo importante pode ser a
capacidade dozinco de inibir a calcineurina. O aumento da atividade da calcineurina
neuronal como um fatorcausador na DA tem sido amplamente estudado, pois sua atividade
parece estar aumentadapela exposicao ao B-amildide e inibida pelo zinco (CASTRO, 2006).

Meta-analises publicadas, identificaram que os niveis plasmaticos de selénio, zinco
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eoutros nutrientes antioxidantes estdo reduzidos em pacientes com DA (DE WILDE et al.,
2016;REDDY et al., 2017).

Estudos epidemiolégicos sugerem que melhor adesdo a dietas saudaveis, por
exemplo, dieta do mediterraneo, rica em alimentos fontes de antioxidantes e vitaminas do
complexo B, estad associada a reducao do risco de desenvolvimento DA, enquanto que
0 padréo de consumo ocidental esta associado a um maior risco de DA (VAN DE REST et
al., 2015).

Apesar de alguns estudos indicarem possiveis deficiéncias de selénio e zinco em
pacientes com Alzheimer, os procedimentos metodoldgicos de algumas dessas pesquisas
apresentam falhas importantes que vao desde o processo de sele¢cdo das amostras até
analise do material bioldgico. E mister notar que poucos estudos avaliaram a concentracéo
eritrocitaria como importante fonte de reserva desses minerais, onde sua deficiéncia pode
indicar baixa ingestdo a longo prazo ou demanda organica aumentada (NASCIMENTO et
al., 2021).

Outro aspecto que revela o diferencial desta pesquisa esta associado a ingestéao
alimentar desses nutrientes, uma vez que até o momento, apenas um grupo de
pesquisadores investigou a deficiéncia desses nutrientes na Doenca de Alzheimer com a
ingestdo alimentar desses pacientes, mas seus resultados s&o insuficientes para
conclusdes acerca do papel daingestdo sobre as concentragdes organicas de selénio e
zinco e o desenvolvimento da doenca (Ml et al, 2013).

Parece cada vez mais provavel que a deficiéncia de zinco eselénio possam
desempenhar um papel importante, talvez um fator chave, na diminuicdo da funcéo
neuronal e aumento do dano, levando a perda de cognicdo na DA. Desse modo, esta
proposta de pesquisa apresenta-se como uma importante contribuicdo na contribuicdo da
elucidacéo do processo fisiopatoldgico da Doenga de Alzheimer e considerando que ainda
nao ha um tratamento farmacologico eficaz para a Doenca de Alzheimer, importa conhecer
odesenvolvimento da doenca e seus fatores risco para elaboracdo e planejamento de
acles que promovam saude e protejam a vida dos idosos (MIRANDA et al., 2016).
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4. METODOLOGIA

4.1 Tipo do estudo
Trata-se de um estudo transversal, exploratério e observacional com grupo-
controle, pareado por sexo e idade (+ 5 anos) e desenhado para identificar associacdes
entre ingestdoalimentar e concentragcdes de zinco e selénio com a Doenca de Alzheimer.
A amostra foi constituida por idosos com e sem o diagnéstico de Doenca de
Alzheimer,assistidos ambulatorialmente no periodo de 5 de abril de 2017 a 30 de abril de

2020 na cidadede Macei6/AL.

4.2 Plano de amostragem e critérios de inclusao/excluséao

O calculo do tamanho da amostra foi realizado considerando a natureza do estudo,
tendo como critério condicionante a média das concentracdes plasmaticas de zinco e
selénio identificadas por outros estudos realizados em idosos com Alzheimer.
Considerando-se o nivel de significAncia de 5% e poder de 90%, foi adotado o maior
tamanho da amostra esperado para as variaveis selecionadas (zinco e selénio plasmatico)
em cada grupo (tabelal). Para o artigo principal foi acrescido uma margem de seguranca
de 10% para aumentar o poder dos testes. Uma proporgdo de dois idosos controles para
cada paciente com diagnéstico clinico de Doenca de Alzheimer (DA) também foi adotado

nesta pesquisa (LWANGA & LEMESHOW, 2012). O amostra final, considerou o
tamanho esperado paraas analises de selénio, acrescentando a margem de
seguranca (10%) no grupo caso.Assim, o grupo caso foi definido em 38 idosos e 0

controle em 76 idosos.

Tabela 1. Célculo do tamanho da amostra para andlise de diferenca entre as médias
dasconcentracdes eritrocitarias de Se e Zn.

Poder do Desvio padréo Diferenca a ser Tamanho da
teste Observado detectada amostra esperado
Se 90% 16,4 12,2 34
Zn 90% 9,2 8,2 31
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O grupo DA foi formado por idosos com diagndstico clinico de Doenga de Alzheimer,
que relataram nao fazer uso de suplementos nutricionais de zinco e selénio e que nao
possuiam doencas metabdlicas reconhecidas por comprometer o metabolismo desses
minerais. O grupo NDA foi composto por idosos que ndo atenderam aos critérios para DA,
nao faziam uso de suplementos, ndo possuiam doencas metabdlicas que comprometiam
0 metabolismo desses minerais e foram pareados por sexo e idade (+ 5 anos) com o0s

idosos do grupo DA.

Foram incluidos idosos de ambos os sexos, com idade superior a 60 anos,
assistidosnos mesmos consultérios e avaliado pelo mesmo médico geriatra para identificar
critérios paraDA, déficit cognitivo ou outros tipos de deméncia.

Foram excluidos idosos com deficiéncia fisica e/ou com doencas crbnicas
descompensadas (cardiopatias, doencas tireoidianas, doenca gastrointestinal crénica,
doenca renal ou insuficiéncia hepatica), bem como os idosos que apresentaram algum

déficit cognitivo ou suspeita de outros tipos de deméncia, apés avaliagédo geriatrica.

4.3 Protocolo e coleta de dados

Como instrumento para coleta de dados, foi utilizado um questionario, previamente
estabelecido e aplicado durante a primeira consulta, para obtencdo de informacdes como
estilo de vida, dados antropométricos, tempo de diagndstico e classificacdo da doenca de
Alzheimer, caracteristicas étnico-raciais (autorreferidas), variaveis sociodemogréficas,
além das concentracdes plasmaticas e eritrocitarias de selénio.

Todas as perguntas foram respondidas com auxilio do cuidador/a ou familiar dos
idosos com diagnostico da doenca de Alzheimer, ao passo que, no grupo-controle, 0s

prépriosidosos responderam a todos o questionario da pesquisa.

4.3.1 Avaliagdo antropométrica
O peso foi aferido em uma balanca digital, com capacidade para 200kg (preciséo

de 0,05kg), seguindo os procedimentos estabelecidos por Lohman. A estatura foi obtida
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por meio do estadidbmetro portatil (Seca®), graduado em décimos de centimetros, afixado
a uma superficie plana conforme métodos propostos por Lohman, Roache e Martorell et al
(LOHMANEt. al, 1992).

O indice de Massa Corporal (IMC), foi calculado pela raz&o entre o peso e o
gquadradoda altura e classificado seguindo os critérios de Lipschitz (Eutréficos: IMC entre 22
e 27kg/m?,Magreza: IMC < 22kg/m?; e Excesso de peso: IMC > 27kg/m? (LIPSCHITZ,

1994).

4.3.2 Avaliagéo cognitiva e diagnostico da doenca de Alzheimer

A avaliagéo cognitiva foi realizada em ambos os grupos no momento da admisséo
napesquisa, por meio do Mini-Mental State Examination (MMSE) (KOCHHAM et al, 2010).

O diagndstico de provavel doenca de Alzheimer foi estabelecido ou excluido por
médico geriatra apoés identificagdo dos critérios do National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer’s Disease and Related Disorders
Association (NINCDS - ADRDA) (MCKHANN et al, 2011) e critério revisado do National
Institute on Aging-Alzheimer's Association (JACK et al, 2011). O tempo de diagndéstico da
doenca foi contabilizado a partir do primeiro dia de registro do diagnéstico em prontuario

médico.

4.3.3 Avaliacdo da ingestdo alimentar de zinco e selénio

As informagbes referentes ao consumo alimentar foram coletadas, a partir da
admissdo do paciente no estudo, por meio do registro alimentar de trés dias que foi
preenchido em dias alternados (incluindo dois dias da semana e um dia do final de semana)
pelo préprio idoso (na auséncia de deficit cognitivo e quando alfabetizado), pelo cuidador
oufamiliar do idoso (para idosos com Alzheimer ou analfabetos).

Pacientes e cuidadores foram instruidos sobre o preenchimento correto do registro
alimentar e como estimar as por¢des por meio de medidas caseiras.

Para o calculo do teor de micronutrientes foi utilizado o programa de apoio a nutricdo
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AVANUTRI versao 3.09 (2008), Avanutri Informatica Ltda., complementado com a tabela
de composicao de alimentos do Estudo Nacional de Despesa Familiar - ENDEF (Fundacéo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 1985) para alimentos regionais. A avaliacdo
doconsumo médio de energia, nutrientes, fibras e ingestéo hidrica foi realizada por meio
de registro nos questionarios de registro alimentar de 3 dias.

Para avaliacdo da ingestdo dos minerais zinco e selénio, utilizou-se a metodologia
descrita nas recomendacgdes para minimizar os erros potenciais, considerando a ingestao
individualmente e em grupo (DRI, 2000). As analises foram realizadas com todos o0s
individuosinseridos na pesquisa.

Como parametro da ingestdo ideal para zinco e selénio foi utilizado a Dietary
Reference Intakes (DRI) (INSTITUTE OF MEDICINE, 2000). Foi calculada a média de
ingestdo dos 3 registros alimentares e os valores calculados foram ajustados e corrigidos
pela variabilidade do consumo entre os individuos do mesmo grupo, utilizando a
metodologia descrita na DRI.

Assim, a ingestéo de nutrientes desse estudo foi analisada pelo método EAR como
ponto de corte com o objetivo de estimar a prevaléncia de inadequacdo na ingestdo por
grupo. Este método, por meio da aplicagdo de modelos estatisticos, aumenta a
confiabilidade dos valores encontrados, pois ajusta a distribuicAo das ingestbes de
nutrientes observadas e elimina ou, pelo menos, atenua o impacto das variacdes diérias,
inter e intrapessoais.

ApOs ajustes, o consumo médio estimado dos nutrientes foram categorizados em
ingestdo inadequada [tendo a necessidade média estimada (Estimated Average
Requirement - EAR) como principal ponto de corte]; ingestéo aceitavel [valores entre a EAR
e a ingestao dietética recomendada (Recommended Dietary Allowance — RDA)]; e ingestao
satisfatéria [valores de ingestdo igual ou superior a RDA].

Os valores de EAR e RDA, utilizados como pontos de corte para avaliacdo do

consumoalimentar estao descritos na tabela 2.
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Tabela 2. Valores de EAR e RDA, segundo Dietary Reference Intakes, utilizados como
pontosde corte para esta pesquisa.

Referéncia Homens Mulheres
EAR (mg/dia) 9,4 6,8
Zinco
RDA (mg/dia) 11 8
EAR (ug/dia) 45 45
Selénio
RDA (ug/dia) 55 55

Assim, a ingestéo de zinco foi classificada da seguinte forma para as mulheres: a)
<6,8 mg/dia = inadequada; b) > 6,8 mg/dia e < 8 mg/dia = aceitavel; e c) > 8 mg/dia
= satisfatoria. Enquanto que para os homens, a ingestao de zinco foi classificada como: a)
< 9,4mg/dia = inadequada; b) > 9,4 mg/dia e < 11 mg/dia = aceitavel; e ¢) > 11 mg/dia =
satisfatoria.

A ingestéo de selénio foi classificada para ambos os sexos da seguinte forma: a) <
45ug/dia = inadequada; b) > 45 ug/dia e < 55 ug/dia = aceitavel; e ¢) > 55 ug/dia =

satisfatoria.

4.3.4 Coletade sangue e determinacédo de zinco e selénio

Para as dosagens de zinco e selénio, foram coletados tubos com anticoagulante
(citrato de sddio a 0,32%) o volume de 18,0mL de sangue, com 0s participantes em jejum
deno minimo 8h. O plasma foi obtido por meio de centrifugacdo a 3.000rpm durante 15
minutos.Apos a retirada do plasma, o concentrado de hemacias foi lavado com solugéo
salina a 0,9%e centrifugada em 10.000 rpm por 10 minutos (procedimento repetido por trés
vezes) para obtencdo da massa eritrocitaria.

As concentragbes plasmaticas e eritrocitarias de zinco e selénio foram
determinadaspor espectrofotometria de absorcdo atbmica em forno grafite, com correcéo
Zeeman. Todas as avaliacbes foram realizadas em trés leituras com um tempo de
integracé@o de 3 segundos. A concentragdo plasmatica de zinco foi obtida de acordo com
0 método proposto por Rodriguez et al 1989, e valores inferiores a 65ug/dL foram
considerados para indicar deficiéncia de zinco (PEDRAZA, 2013).
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A determinacgéo de zinco nos eritrocitos foi determinada pelo método descrito por
Whitehouse et al. e os resultados foram estratificados por quartil da propria populacdo do
estudo, sendo o valor do 1° quartil identificado em 31,45ugZn/gHb.

As concentracfes de zinco nos eritrécitos foram expressas em ugZn/gHb, para isso
aconcentracao de hemoglobina foi determinada em 20uL de lisado de eritrécitos por meio
dométodo de cianmetemoglobina do kit Labtest Diagnostica (VAN, 1972).

A determinacéo de selénio no plasma e nos eritrocitario consistiu inicialmente na
digestdo da massa de eritrocitos com 2mL de HNOsz e 500uL de H.O, em placa de
aquecimento (50 °C a 110 °C), por duas horas. ApGs a volatilizagcdo completa do material
organico, as solugdes foram avolumadas para 5mL com &agua ultrapura (Milli-Q,
Merck/Millipore) e submetidas a leitura, utilizando-se o Paladium (Pd) e o Mg (NO3), como
modificador de matriz (200uL de Pd e 125uL do Mg [NO3], diluidos em 400uL de HNO; a
0,2%).

Valores de selénio no plasma inferiores a 46ug/dL foram considerados para indicar
dedeficiéncia este mineral. Os resultados de selénio nos eritrécitos foram estratificados por

quartil da populacéo do estudo e valores inferiores a 58,84 ug/L foram inseridos no 1° quartil.

4.4 Anédlise estatistica
Os dados coletados foi organizado em banco de dados eletrdnicos, por meio de
digitagdo em planilha do Programa Estatistico SPSS para posterior andlise. Para todos os
testes estatisticos sera adotado um nivel de significancia de 5% (p = 0,050).
Para avaliar a diferenca entre as médias, foi utilizado o teste t de student e os
resultados foram expressos como média + desvio padrao.
As questbes ndo preenchidas foram computadas como ndo-preenchidas e

analisadas.
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4.5 Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal
deAlagoas por meio da Plataforma Brasil (Niamero CAAE: 19199013.3.0000.5013). Os
individuos foram convidados a participar da pesquisa e apés os devidos esclarecimentos

e, estando de acordo, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido/TCLE.
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6. RESULTADOS

Os resultados desta tese foram apresentados em 3 artigos cientificos produzidos
comos dados dessa pesquisa que evidenciam as associa¢fes entre a ingestao alimentar
e as concentracbes de zinco e selénio em dois diferentes reservatérios (plasma e

eritrocitos) de pacientes idosos com a Doenca de Alzheimer.
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Artigo 1: Intitulado “Zinc deficiency in alzheimer’s disease: a cross-sectional
study with control group” esse estudo foi realizado a partir de dados preliminares das
concentracdes de zinco em idosos com e sem Doenca Alzheimer e foi submetido ao
periodico “Journal of Aging Research” (Qualis A3). Nesse artigo, observou-se menores
concentracdes de zinco no plasma de idosos com Alzheimer e essas concentracdes nao
sofreram influéncia da idade neste grupo. Por outro lado, uma maior frequéncia de idosos
com menores concentracfes de zinco nos eritrocitos, foi observada no grupo com
Alzheimer. Entretanto, ap0s ajustes, apenas as concentracdes plasméatias de zinco se
associaram com adoenca.

Situacao: Aceito para publicacdo em Novembro de 2021.
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RESEARCH ARTICLE

ZINC DEFICIENCY IN ALZHEIMER’S DISEASE: A CROSS-
SECTIONAL STUDY WITH A CONTROL GROUP

Abstract

Objective: To identify differences in plasma and erythrocyte zinc concentrations in older
adultswith and without Alzheimer’s disease (AD). Methodology: Cross-sectional study,
conducted with older individuals with AD and compared with a group without the disease
(NAD), matchedfor gender, education, and age. Plasma and erythrocyte zinc concentrations
were measured by graphite furnace atomic absorption spectrophotometry. Results: Study
with 102 elderly people,34 in the AD group and 68 in the NAD group. The DA group
presented the lowest plasma Zn?*concentrations. Similarly, the frequency of older people
classified in the 1st quartile for intraerythrocytic Zn?* concentrations was higher in the AD
group. Plasma and erythrocyte Zn?*concentrations showed no correlation with age (in both
groups) and time of diagnosis. In logistic regression analysis, plasma zinc concentration was
associated with AD. Conclusion: Older individuals with AD have lower plasma and

erythrocyte zinc concentrations.

Descriptors: Zinc; Alzheimer’s disease; Older individuals; Cognitive Dysfunction.

INTRODUCTION
Alzheimer’s disease (AD) is a multifaceted and complex pathological process since
several environmental, metabolic, genetic, and vascular factors are associated with the

development of the disease and can shape its course in older people (Sensi et al., 2018).

AD has been considered a progressive problem as life expectancy increases since no
effective treatment or prevention measures have been established. It is estimated that about
5 to 7 million new AD cases are reported worldwide each year, and more than 36.5 million

peoplealready have some degree of AD-related dementia. Although age is the main factor
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associated with the disease, other factors have posed an indirect risk for AD
development, such ashypertension, diabetes, and stroke (Robinson et al., 2018).

On the other hand, factors such as physical activity, mentally demanding activities,
andingestion of certain foods seem to establish a protective relationship against the disease.
In thiscontext, it is observed that dietary patterns rich in oilseeds and seafood, as proposed
by the Mediterranean diet, and in food rich in antioxidants with immunomodulatory
functions, were presented as important protective factors (Morris et al., 2016).

Despite several recognized causes, the exact etiology for AD development and
progression is not yet established. Oxidative stress appears to be an early process that favors
itsdevelopment and is sustained over the years, promoting the more rapid progression
of AD (Butterfield & Halliwell, 2019; Xu et al., 2019).

The homeostasis of some metals, especially zinc, copper, and selenium, may increase
the formation of reactive oxygen species (ROS) and the accumulation of B-amyloid (ApB)
plaques, extracellular deposits of insoluble aggregates of a beta-amyloid protein capable of
promoting neuronal dysfunction, oxidation, excitotoxicity, and neuroinflammation,
responsiblefor apoptosis in central nervous system (CNS) cells, contributing to AD in a
feedback loop. ABpeptide accumulation seems to induce oxidative stress in the CNS, causing
neurodegenerationand contributing to the AD pathogenesis (Xu et al., 2019; Xie et al., 2020).

Lower plasma concentrations of zinc and other metals have been observed in older
adults with cognitive impairment or already installed dementia compared to healthy older
people (Ashraf et al., 2019). However, there is no consensus on zinc homeostasis and the
role of this mineral in AD development or progression (Kheirkhah et al., 2017; Rembach et
al., 2014; Mravunac et al., 2019).

Zinc is an essential mineral for maintaining several metabolic pathways in the human

body and functions as an enzyme cofactor for more than 300 enzymes involved in various
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cellular processes and pathways, especially those related to energy metabolism and oxidative
stress in the CNS. Thus, despite the lack of consensus, it is suggested that the deficiency in
theconcentrations of this nutrient may cause the onset of chronic diseases in older adults,
promoteoxidative stress, and contribute to AD progression (Xie et al., 2020).

On the other hand, zinc accumulation has been frequently observed in AD patients'
brains and is linked to AP plaques, which are responsible for the synaptic dysfunction seen
in these patients. This dyshomeostasis, studied for decades, may play a critical role in AD
progression (Xu et al., 2019).

If, on the one hand, the low metal concentration can favor oxidative stress, increase
theproduction of ROS, and favor AP plaques formation, on the other hand, the accumulation
of Appeptides can cause zinc retention in the CNS and contribute to the impairment of zinc
homeostasis and promote AD (Butterfield & Halliwell, 2019; Cheignon et al., 2018).

Thus, both zinc deficiency and excess may be associated with impaired neuronal
cellular activities. The present study aims to determine possible differences in zinc
concentrations in plasma and erythrocytes in older individuals with and without AD and

understanding zinc homeostasis in older people with and without AD.

METHODS
Design of study

Cross-sectional study with a comparison group, with a sample composed of older
adultsaged > 60 years, seen at the Gerontology Nutrition Outpatient Clinic of the Nutrition
School ofthe Federal University of Alagoas - Brazil, from April 5, 2017, to July 30, 2018,
using the STROBE tool as a guide (Strengthening the Reporting of Observational

Studies inEpidemiology) (Elm et al., 2008).
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Population; criteria of inclusion and exclusion

For the sample size calculation, it was observed the mean value + standard deviation
ofplasma zinc concentrations observed in a pilot project, in addition to significant mean
differences of serum zinc concentrations in original published studies with Alzheimer’s
patients(Pu etal., 2017). Thus, considering the significance level of 5% and power of 90%, the
expected sample size for comparison of the two proportions of 34 patients for the
Alzheimer’s disease (AD) group and 68 for the comparison group without the disease (NAD)
was defined (two controls for each case - 1:2 ratio) (Lwanga & Lemeshow, 2012).

The AD group was composed of individuals which met the study's inclusion criteria,
referred by a geriatrician, after evaluating and diagnosing the disease. The NAD group was
composed of healthy older people, preferably referred by the patient or caregiver (family
members or people living in the same geographical region), or by older adults already seen
bythe same geriatrician, provided they did not present criteria for AD, were evaluated by the
sameprofessional, and met the pairing criteria (age * five years). The study included older
subjects of both genders, aged over 60 years.

The inclusion criteria for the study were: no nutritional zinc supplementation; no
metabolic diseases known to compromise the metabolism of this mineral; and a probable
diagnosis of Alzheimer’s disease as defined by a medical specialist for the AD group, and

no cognitive impairment, also evaluated by a geriatrician, for the NAD group.

Study protocol
All data was collected using a previously established questionnaire applied during

the first consultation. All the information on older people with AD was provided with the
help of the caregiver or family member, while in the NAD group, the individual themselves
answeredthe research questions.

The sociodemographic variables collected were age, education, income, housing
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conditions, marital status, and occupation. Age was categorized as > 60 and < 69 years,
between70 and 79 years, and > 80 years; education as < 5 years and > 5 years of study; and
family income stratified by the Brazilian minimum wage (BMW) in effect in 2018,
categorized as <1BMW and > 1BMW. The occupation was categorized as retired/with fixed
monthly income or unemployed/without income.

The participants' body mass was determined using a digital scale (200 kg capacity
and 50g precision), following the procedures established by Lohman (1993). Height was
obtained using a portable stadiometer (Seca®), graduated in tenths of centimeters, affixed
on a flat surface, according to Lohman, Roache & Martorell (1992).

The Body Mass Index (BMI), calculated by the ratio between body mass and the
squareof the height, was used to classify the individual's nutritional status. The nutritional
status classification followed the Lipschitz (1994) criteria, which considers eutrophic the
BMI valuesbetween 22 and 27kg/m?; lean, BMI < 22kg/m?; and overweight, BMI > 27kg/m?2.

A geriatrician made the diagnosis of probable Alzheimer’s disease based on the
criteriaof the National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke
and the Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS - ADRDA)
(Mckhann et al.,2011) and the National Institute on Aging-Alzheimer’s Association (Jack Jr
etal., 2011). The time of diagnosis of the disease was counted from the first day of recording
the diagnosis in medical records.

The assessment of cognitive ability in both groups was performed using the Mini
MentalState Examination (MMSE) (Kochham et al., 2010) on the first day of admission to
this research by a trained researcher.

For analysis of hemoglobin (Hb), plasma, and erythrocyte zinc (Zn?*) concentrations,
6mL of blood were collected in vacuum tubes (Vacutainer® BD) with EDTA, after a

minimumfasting period of 8 hours. The aliquots were centrifuged at 3,000 rpm for 15
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minutes to obtain the erythrocyte mass and plasma. After plasma removal, the red cell mass
was washed with 0.9% saline solution and centrifuged in triplicate at 10,000 rpm for 10
minutes. Plasma and erythrocyte concentrations were fractionated and stored at -22 °C until
further analysis.

Zn2* concentrations were determined by atomic absorption spectrophotometry in a
graphite furnace, with Zeeman background correction, in Spectra AA 240Z (Varian®),
following the manufacturer's recommendations. Measurements were performed in three
readings with an integration time of 3 seconds. The plasma zinc concentration was
determinedaccording to Rodriguez et al. (1989), and the erythrocyte count was performed
after plasma separation according to Whitehouse et al. (1982). The zinc standard used was
1g/L of Titrisol ® (Merck). Values lower than 65 pg/dL were considered indicative of zinc
deficiency (Pedrazaet al., 2013).

For the absence of a previously established cutoff point, intracellular Zn?*
concentrations were stratified by quartile of the study population itself; the 1st quartile value,
used for deficiency determination, was 32 pugZn/gHb. To express the results, in terms of the
mass of Zn/hemoglobin, a 20 uL aliquot of red cell lysate was used for the determination of
hemoglobin concentration, using the cyanmethemoglobin method of the Labtest Diagnostica

kit (Van Assendelft, 1972).

Analysis of results

The statistical analyses were performed considering the nature of the probability
distribution of the variables studied, verified by applying the Kolmogorov-Smirnov test with
Lilliefors correction, and their classification and experimental design. The level of rejection
of the null hypothesis was set at 5%. For data processing, the RStudio - version 1.1.463
(2018) software was used.

For discrete/count variables, absolute (n) and relative (%) frequencies were
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calculated, and proportions were compared using Pearson's chi-square test or Fisher's exact
test. For continuous variables, measures of central tendency (mean or median) and
dispersion/position (standard deviation or interquartile ranges) were used; differences in
means between the two groups were evaluated by Student's t-test and the respective
nonparametric Mann-Whitney test. The magnitude of the association between exposure and
outcome was assessed using the oddsratio (OR) or its respective confidence interval (Cl
95%).

To model the association of Alzheimer’s disease as a function of body zinc stores
(plasma and erythrocyte concentrations) and other possible confounding variables, the GLM
(generalized linear models; binomial family) method adjusted for the variables gender, age,
andeducation was adopted.

To choose the multiple linear regression model that suitably fits the relationship
betweenzinc (plasma and erythrocyte) and cognitive impairment assessed by the MMSE, the
method ofordinary least squares (MQO) in the backward option was adopted. Thus, a model
composed of all explanatory variables for the outcome AD was adopted until a best-fit model
was obtained, respecting the assumptions of normality of residuals, homoscedasticity, and
absence of multicollinearity, in addition to the quality of adjustment by the adjusted
determination coefficient (Radj?).

A logistic regression model was proposed to investigate probable associations
between AD diagnosis and the independent variables. AD diagnosis was the dependent
variable in theseanalyses, while plasma and erythrocyte zinc concentrations were the

independent variables. Ap-value <0.05 was considered significant in all tests.

Ethics aspects

The study was developed following the recommendations of Resolution 466/2012 of
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theNational Health Council of Brazil and Resolution No. 510/2016. The Research Ethics
Committee approved the opinion of the Federal University of Alagoas — Brazil with CAAE
n0.19199013.3.0000.5013. Eligible patients and study participants signed the Informed

Consent Form.

RESULTS

The sample was composed of 102 older individuals, 34 with Alzheimer’s disease
(AD group) and 68 without a disease diagnosis (NAD group). The mean age in the NAD
group was 71.46 + 5.1 years, and in the AD group was 74.41 + 7.1 years, with a higher
frequency of individuals between 70 and 79 years in both groups (p > 0.05). The number of
years of education (< 5 years) was associated with the presence of AD, increasing by
approximately 3.2times the chance that the older individuals had the disease (Table 1).

The mean time to diagnosis of AD was approximately 11.4 months. None of the older
adults were classified as having a severe level of disease, 15 (44.1%) were classified as
havingmild AD, and 19 (63.9%) as having moderate case.

As for plasma Zn?*, the AD group had the lowest concentrations compared to the
NADgroup (88.49 = 15.95 pg/dL vs. 101.79 + 16.53 pg/dL; p < 0.001). When stratifying
each groupby gender, this result was also observed among women but not among men.
Similarly, the frequency of older adults classified with deficiency of this mineral was higher
in the AD group(14.7% vs. 1.47%; p = 0.015) (Table 2).

The frequency of older individuals classified in the 1st quartile for intraerythrocyte
Zn?*concentrations was higher in the AD group (32.35% vs. 14.71%; p = 0.038). When
stratified bygender, a higher frequency of older women with low intraerythrocyte Zn?
concentrations were also observed in the AD group. However, no difference was observed

between the groups (Table 2).

52



Table 1. Sociodemographic characterization and health conditions of older people with and

without Alzheimer's disease, Macei6 — Alagoas, 2018.

NAD AD
N % N % OR p
Gender
Male 15 22.1 12 353 x
Female 53 77.9 22 64.7 0.51 0.153
Age (Years)
60 — 69 years 30 44.2 12 35.3
70 — 79 years 36 52.9 20 58.8 - 0.585"
80 or more 2 2.9 2 5.9
Marital status
I\/_Ianed/ s_table union 40 58.8 24 70.6 0.59 0.247"
Single/ divorced/ widowed 28 41.2 10 29.4
Labor situation
Retired or with income 64 94.1 32 94.1 1.00 1.00™
Unemployed / No income 4 5.9 2 5.9 ’ ’
Income
>1BMW 39 57.3 24 70.6 x
<1BMW 29 47 10 204 00 0195
Housing Conditions
Alone 1 1.5 1 2.9 o
Family or caregiver 67 98.5 33 97.1 2.03 0.614
Education
> 5 years of study 39 57.4 10 29.4 x
< 5 years of study 29 46 24 706 23 0008
BMI
Underweight 4 5.9 3 8.8 -
Eutrophic/ Overweight 64 94.1 31 81.2 110 0.625
Hipertension
Yes 42 61.8 20 58.8 .
No 26 382 14 412 08 0706
Diabetes
Yes 10 14.7 9 26.5 "
No s8 853 25 15 >0 0150

NAD - group without Alzheimer's disease (comparison); AD - Alzheimer's disease group (case); OR
- Odds ratio; BMW - Brazilian minimum wage.
* Pearson Chi-square; ~"Fisher exact test;  t-Test.

Plasma and erythrocyte Zn?* concentrations did not correlate with age (in both

groups),nor with the time of diagnosis and disease intensity in the AD group.
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Table 2. Association between plasma and erythrocyte zinc levels with Alzheimer's disease,
Macei6 — Alagoas, 2018.

NAD AD
n Median (SD) n Median (SD) IC 95% P
Zn?* Plasma
101.76 sk
Total 68 (16.53) 34 88.49 (15.95) 6.46-20.08 <0.001
102.13 sk
Male 15 (15.49) 12 91.19 (12.53) -0.44-22.32 0.059
101.65 sk
Female 53 (16.96) 22 87.02 (17.63) 5.68 —23.59 0.002
Zn?* Erythrocyte
Total 68 36.79 (6.96) 34 36.32 (6.07) -2.31-3.26 0.737™"
Male 15 37.53 (5.17) 12 38.29 (7.75) -5.89 —4.37 0.764
Female 53 36.59 (7.42) 22 35.25 (4.79) -2.08-4.76 0.439™"
n % n % IC 95% P
Zn%*Plasma
Total
Normal 67 98.53 29 85.29 o
Deficient 1 1.47 5 14.71 1.29-10330  0.015
Male
Normal 15 100.00 11 91.67 ) 0.444""
Deficient 0 0.00 1 8.33 '
Female
Normal 52 08.11 18 81.82 -
Deficient 1 1.89 4 18.18 121-11028  0.024
Zn?* Erythrocyte
Total
> 1% quartile 58 85.29 23 67.65 «
< 1% quartile 10 14.71 11 32.35 104-7.41 0.038
Male
> 1% quartile 13 86.67 9 75.00 -
< 1% quartile 2 3.17 3 25.00 0-30-15.70 6.28
Female
> 1% quartile 45 84.91 14 63.64 -
< 1%t quartile 8 15.09 8 36.36 102-10.15  0.041

NAD - group without Alzheimer's disease (comparison); AD - Alzheimer's disease group (case); SD

- standard deviation;
* Pearson Chi-square; ~"Fisher exact test; " t-Test.

A linear regression analysis, adjusted by gender, age, and education, was performed

to explain the effect of plasma and erythrocyte Zn?* concentrations on reduced cognitive
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ability as assessed by the MMSE. In this analysis, only the plasma concentration of Zn?* in
the AD group showed an association with the cognitive ability of older people (Table 3).
Logistic regression analysis adjusted by gender, age, and education showed a
significantassociation between plasma zinc concentration and AD (OR = 0.964; p = 0.028).
Table 3. Linear regression coefficients for cognitive ability assessed by the Mini Mental

State Examination (MMSE) screening instrument in older adults with and without
Alzheimer's disease (AD). Macei6 — Alagoas, 2018.

Model 1 Model 2

p? p-value® p? p-value®
Group NAD (n = 68)
Zn?* plasma -0.025 0.849 -0.027 0.837
Zn?* erythrocyte -0.142 0.268 -0.144 0.259
R2 0.051 0.048
R2 adjusted -0.025 -0.012
Group AD (n = 34)
Zn?* plasma 0.358 0.016 0.411 0.008
Zn?* erythrocyte 0.203 0.167 0.283 0.061
R2 0.498 0.423
R2 adjusted 0.404 0.343

NAD - group without Alzheimer's disease (comparison); AD - Alzheimer's disease group (case)
aEstimated regression coefficients (Beta).
bTest t; p<0,05.

Model 1: adjusted for education, age, and gender.
Model 2: adjusted for education and age.

DISCUSSION

This research aimed to establish the relationship between zinc homeostasis and AD
development, determining the concentrations of Zn?* in two distinct organic compartments.
Inthis context, it was observed that the group with AD showed lower mean plasma Zn?*
concentration, as well as a higher frequency of people with low concentrations of this
mineral in the two compartments evaluated, plasma and erythrocytes. It is essential to
highlight that nocorrelation between age and zinc concentrations was observed in this
research.

Additionally, among the variables studied, an association was observed between less
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time spent studying and higher risk for the disease. This result corroborates epidemiological
studies and meta-analyses that demonstrated that brain-stimulating activities, such as more
time spent reading and studying, play an essential role in reducing the risk for the
development of dementia syndromes (Saw et al., 2020; Xu et al., 2016).

The role of circulating zinc in serum or plasma on the development of AD and
cognitivedecline in older individuals is still poorly known and needs to be clarified since the
results of studies are controversial. Like the present research, a study conducted by Gonzalez-
Domingueset al. (2014) found significant changes in serum zinc concentrations in older
adults with mild cognitive impairment and those with AD compared to the control group.
Similarly, Ventriglia et al. (2015) found differences in zinc concentrations between older
individuals with Alzheimer’s disease and controls.

However, when exclusively considering the studies matched by age (n = 6 studies),
themeta-analysis performed observed no significant difference in zinc levels between the
AD andcontrol groups. However, this analysis showed high heterogeneity among the studies.

According to Rembach et al. (2014), the reduction in zinc concentrations found in
studies conducted with older people with AD is the result of the effect of age and not the
disease,since, in the analysis of this large cohort, the authors observed that after correcting
serum zincconcentrations for age decline, no significant difference was observed between
cases and controls.

However, in the present study, the individuals with AD were matched by age with
the group of older adults without the disease, and even so, lower zinc concentrations were
observedamong those in the case group, without any correlation of this mineral with age.

It is known that older people have several factors that can contribute to a lower
concentration of zinc, such as lower absorption capacity, use of medications, especially

diuretics that increase the urinary excretion of the mineral, and use of calcium or iron
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supplements that compromise the bioavailability of Zn?* (Wessels et al., 2017). Thus,
approximately 30% of the older population presents nutritional zinc deficiency, contributing
tothe development of chronic diseases, cognitive deficit, and reduced immune response
capacity (Shlisky et al., 2017; Prasad & Bao, 2019).

Evidence suggests that some metal ions, such as Zn?*, are responsible for the
regulationof neuronal activity at synapses and in various biological functions so that both
excess and deficiency of this metal are involved in metabolic processes that can result in
neurodegenerationand cell death (Llanos-Gonzélez et al., 2020; Kabir et al., 2021).

Although not associated with disease severity in this study, zinc concentrations in
bothcompartments assessed correlated with lower cognitive ability. Other studies have also
found similar results, with an association between low zinc concentrations and poor
cognitive abilityscores (Rivas-Garcia et al., 2018; Li et al., 2018).

Although not yet elucidated, possibly this association is related to the failure of
endogenous regulatory mechanisms, which compromises metabolic functionality in some
cellular compartments and the central nervous system, since zinc is a regulator of
neurotransmission and assumes complex and essential neurotrophic regulatory functions
through the activation of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) (Sensi et al., 2018).
Defects in neurotrophic signaling have already been associated with neurodegenerative
disorders, including AD (Kimura & Kambe, 2016; Kollmer et al., 2019).

In addition, low plasma zinc concentrations may compromise the immune response
andfavor oxidative stress in older people (Wessels et al., 2017). Oxidative stress is a
recognized factor associated with AD and has been frequently observed in the brains of
individuals in the early stages of the disease and appears to play a critical role in its severity
and spread (Calabroet al., 2020; Butterfield & Halliwell, 2019).

It should be noted that the total body content of zinc is labile, especially those present
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in plasma and body fluids so that the presence of factors that increase losses or raise the
organicdemand for this mineral is rapidly reflected in its plasma concentrations. However,
at the sametime, the body content of zinc can be rapidly controlled by dietary intake and
intestinal absorption capacity. Although plasma has a relatively small zinc concentration, it
is probably the most critical reservoir for the homeostasis of this mineral (Kambe et al.,
2015).

On the other hand, despite the absence of a specific reserve of Zn?*, the uptake and
exchange of this nutrient by erythrocytes occurs more slowly and is possibly observed in
chronic processes of dietary deficiencies or high metabolic needs (Kambe et al., 2015;
Barros-Neto et al., 2016).

Although it has not yet been established whether the imbalance of this mineral is a
causeor consequence of AD, it is believed that zinc deficiency may contribute directly and
indirectlyto the onset and progression of the disease (Xie et al., 2020).

Considering that AD is a chronic and progressive pathological process, the
determination of zinc-related nutritional status in this context requires a multi-
compartmental assessment. In this research, the highest frequency of older people with low
levels of zinc in red blood cells was observed in the AD group, and after adjusting for age,
gender, and education, only the plasma concentration of zinc was associated with the
diagnosis of the disease.

Thus, it is possible to admit that zinc deficiency in older adults with Alzheimer’s
diseasemay be a consequence of multiple associated chronic processes that are maintained
over the years and that may assist in the perpetuation and progression of the disease.

To better elucidate the relationship between zinc and Alzheimer’s disease and to
determine whether Zn?* represents a candidate early biomarker for cognitive impairment,

longitudinal studies are needed to identify causal and risk factors associated with impaired
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cognition, the development of dementia, and zinc deficiency, including assessment of
metabolicand oxidative stress, dietary intake, medication use, presence of other diseases,
and/or use of supplements.

This study presents a methodological design that did not allow researchers to identify
acausal connection. Therefore, some questions remain unanswered, especially about the
temporality of the factors studied. In addition, the small number of older people diagnosed
withthe disease is still a limiting factor not only here, but in several research studies. And
finally, considering the characteristics of AD, the answers to some questions about the
sociodemographic variables researched here required the participation of caregivers and/or
family members, which may have contributed to possible biases of memory or accuracy of

information.

CONCLUSION

Low zinc concentrations in plasma, characterizing a current imbalance between
organicsupply and demand, as well as in erythrocytes, suggesting that such imbalance exists
chronically, were observed in older individuals with Alzheimer’s disease. Although the
determinants of these low concentrations are multifactorial and may contribute from age,
this factor alone could not justify the low zinc concentrations in the older adults with
Alzheimer’s disease found in the present study.

After statistical adjustment, only plasma zinc was associated with the diagnosis of
AD,suggesting that the deficiency of this mineral increases the chances of the older

peoplepresenting the disease.
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Artigo 2: Intitulado “Selenium concentrations in elderly people with
Alzheimer's disease: a cross-sectional study with control group” esse estudo foi
realizado a partir dedados preliminares das concentracdes de selénio em idosos com e
sem Doenca Alzheimer efoi publicado no periddico “Revista Brasileira de Enfermagem”
(Qualis A2). Nesse artigo, observou-se que o grupo de idosos com DA apresentou
menores concentragfes de selénio no plasma e nos eritrocitos, sugerindo que as
concentracdes plasméticas e eritrocitarias de Selénio total ttm uma importante associagéo
com a doencga de Alzheimer e que baixas concentragdes eritrocitarias podem aumentar as

chances de pessoas idosas serem diagnosticadas com DA.

Situacdo: Publicado em Julho de 2021.
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ORIGINAL ARTICLE

SELENIUM CONCENTRATIONS IN ELDERLY PEOPLE WITH
ALZHEIMER'S DISEASE: A CROSS-SECTIONAL STUDY WITH
CONTROL GROUP

INTRODUCTION
Population aging brings about problems that are a challenge to health systems®-2.

Amongst those problems, dementias have caused older people's incapacity worldwide as
they lead to a loss of independence and, almost inevitably, of autonomy©.

Alzheimer's disease (AD), the most common form of dementia, is characterized by
the progressive impairment of memory and other functions, affecting occupational
functioning. It has a prevalence of at least 27 million people worldwide, corresponding to
between 60 and 70%of all dementia cases, with age being the leading risk factor for the
disease®.

In addition to age, other factors may also favor the occurrence of damage to older
people's central nervous system, amongst them oxidative stress, which seems to be related
to the higher occurrence of lesions in brain regions responsible for cognition, which may
lead to enzymatic inactivation, mutation, membrane rupture, and apoptosis®.

Oxidative stress plays a central role in the initiation and progression of AD. The brain
is particularly vulnerable to oxidative damage due to its high oxygen consumption rate, high
content of polyunsaturated lipids, which are susceptible to lipid peroxidation, and relatively
lowconcentrations of antioxidants”. Furthermore, the aging process implies morphological
and physiological changes in the brain, resulting in more significant reactive oxygen species
(ROS)production and decreased antioxidant capacity®).

Currently, the available evidence suggests that a deficiency of nutrients with
antioxidantactivities such as vitamins A and E, in addition to certain minerals such as zinc
and selenium, is associated with cognitive decline, possibly due to some oxidative
mechanism, in which antioxidants from the diet would act as protective factors against such
diseases®.

Selenium is an important micronutrient in AD due to its multiple functions. As an
antioxidant, it protects cellular damage mediated by oxidative stress through a series

of selenoproteins, mainly glutathione peroxidase (GSH-Px) and selenoprotein P, which
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prevent the formation of free radicals protecting the body from oxidative aggression®19),
Those proteinsseem to be in lower concentrations in the different organic compartments
(plasma, erythrocytes, cerebrospinal fluid, and brain tissues) of older people with cognitive
decline compared to healthy older people®12, Vincent et al. (2017) observed a positive
correlation of the concentration of this nutrient's species in somebody compartments with the
development of thedisease™®, a finding, which strengthens the need to clarify the association
between selenium versus AD.

Despite the existence of meta-analysis, the results of available studies on plasma
selenium levels in AD have proven inconsistent because while some studies reported AD
patients with lower levels of plasma selenium(*141 others have shown an increase or no
change®®)). Erythrocyte concentrations evaluations, such as those performed in this study,
arestill insufficient but necessary to contribute to the understanding of homeostasis of this
mineralin the elderly and its effects on AD®,

Thus, knowing the organic concentrations of selenium, particularly in erythrocytes
andplasma, is essential to better identify this nutrient's status in older people with AD since
most studies are limited to analyzing the cerebrospinal fluid, serum, or brain tissues. Hence,
there arevery few studies that assist in understanding the nutritional status related to this
mineral in older people, and the possible associations between the activity of this
micronutrient in the process of development and progression of the disease, and may also
contribute to the planning and management of health care actions for older people in the

prevention or treatment of AD.

OBJECTIVE
To investigate if there were differences in plasma and erythrocyte concentrations

ofselenium between older people with and without a diagnosis of Alzheimer's disease.

METHODS
Ethical aspects
The study was developed following the recommendations of Resolution 466/2012 of

theNational Health Council of Brazil and approved by the Research Ethics Committee of the
Federal University of Alagoas. The eligible patients and participants of the study signed,

beforehand, the Free and Informed Consent Term.

Design, period, and place of study
This study is an exploratory and observational cross-sectional research with a control
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group, paired by gender, schooling, and age ( 5 years).

The sample consisted of older people monitored at the Geriatric Outpatient Clinic of
the University Hospital Prof. Alberto Antunes/HUPAA and the Outpatient Nutrition
Program for Elderly from the Nutrition College at the Federal University of Alagoas/UFAL
from April 5, 2017, to July 30, 2018, and guided by the STROBE tool. (Strengthening the
Reporting of Observational Studies in Epidemiology)®®.

Population or sample; criteria of inclusion and exclusion
To calculate the sample size, it was determined mean values of plasma concentrations

and standard deviations of selenium concentrations observed in a pilot project. These values
were used to calculate the sample size.

The mean difference detected as significant was based on original published studies
withAlzheimer’s patients. This study's expected sample size was identified considering the
significance level of 5% and power of 90%. Thus, the sample size for comparison of the two
proportions, i.e., the proportion of those exposed with the disease and those exposed with no
disease, concerning the lower erythrocyte concentrations of total selenium, was 102 elderly,
and considering the proportion of two controls per patient with a clinical diagnosis of
Alzheimer's disease the sample size was 34 patients in the Alzheimer's disease group (AD)
and68 in the control group (C)“.

The case group (AD) was formed by the elderly with a clinical diagnosis of
Alzheimer'sdisease, all of whom met the study inclusion criteria (n = 34) and referred to this
research by ageriatrician assessment and an AD diagnosis. The control group (C) composed
of healthy elderly, preferably indicated by the patient or a caregiver (family members or
people residing in the same geographic region), or by elderly already treated by the
geriatrician, as long as they presented no criteria for AD, was assessed by the same
professional, and met the pairing criteria,where two controls were recruited for each case (n
= 68). It was also included elderly subjectsof both gender and over 60 years old.

For the case group, the inclusion criteria were a diagnosis of Alzheimer's confirmed
bya geriatric doctor, not using nutritional selenium supplementation, and not presenting with
metabolic diseases recognized for compromising selenium metabolism. For the control
group, it was used the same inclusion criteria as the case group, except for not being
diagnosed with Alzheimer's and not presenting any cognitive impairment, also assessed by
a geriatric doctor.

The study excluded elderly presenting physical disabilities and/or decompensated
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chronic diseases (heart disease, thyroid disease, chronic gastrointestinal disease, kidney
disease,or liver failure), as well as elderly volunteers with cognitive impairment or other

suspected types of dementia after geriatric assessment.

Study protocol
A previously established questionnaire was applied as a data collection tool during

the first consultation, which contained information on lifestyle, anthropometric data, time
since diagnosis and classification of Alzheimer's disease, and ethnic-racial characteristics
(self- reported), sociodemographic variables, as well as plasma and erythrocyte selenium
concentrations.

In the elderly group diagnosed with Alzheimer's disease, caregivers or family
membershelped them answer all the questions. In the control group, the elderly subjects

answered the research questions themselves.

Anthropometry
The variable used in this study for nutritional diagnosis in the elderly was the Body

Mass Index (BMI), calculated by the ratio between weight and the squared height. The
weightof participants was obtained using a digital scale with a capacity of 200 kg and a
precision of 50 g, following the procedures established by Lohman, 1993%?%. Height was
measured using aportable stadiometer (Seca®, Hammer Steidamm - Hamburg, Germany),
divided into tenths ofcentimeters, affixed to a flat surface according to methods proposed by
Lohman, Roache and Martorell et al., 1992?Y. The classification of nutritional status by BMI
followed the criteria ofLipschitz, 1994, which considers eutrophic BMI between 22 and 27
kg/m2; malnutrition BMI < 22 kg/m2 and overweight BMI > 27 kg/m2©?,

Diagnosis of Alzheimer's Disease (AD) and Cognitive ability
A diagnosis of probable Alzheimer's disease was made by a geriatric doctor, based

on the criteria of the National Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke and the Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS -
ADRDA)® and revised criteria from the National Institute on Aging-Alzheimer's
Association®. The time of diagnosing the disease was considered from the first-listed
diagnosis in the medical records.

Cognitive ability, in both groups, was assessed using the Mini-Mental State
Examination (MMSE)®) on the first day of inclusion in this research.
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Blood collection and total selenium (Set) determination
For total selenium (Set) determination, 18.0 mL of blood were collected, with

participants fasting for at least 8 hours. Tubes with anticoagulant (sodium citrate 3.0%) were
used to obtain plasma. The blood was separated by centrifugation at 3,000 rpm for 15
minutesto obtain the plasma and transferred to eppendorf tubes with 1 mL capacity. After
removing theplasma, the erythrocyte mass was obtained, washed with a 0.9% sodium
chloride solution, andcentrifuged at 10,000 rpm for 10 minutes (the procedure was repeated
three times). The red cellmass was then extracted and stored at -80 ° C.

The plasma concentrations of Se: were determined by graphite furnace atomic
absorption spectrophotometry, with Zeeman correction. The device's calibration conditions
forselenium analysis were: Wavelength (1): 196.0 nm; Lamp current: 290 mA and Slit: 2.0
nm.

The Palladium (Pd) and Mg(NOs)2 were used as a matrix modifier (200 uL of Pd and
125 pL of Mg [NOs], diluted in 400 puL of HNO30.2%). The method's detection limit was
lessthan 10 pg/L, precision (11%) and imprecision (1%). The samples were diluted in a 1:4
ratio with HNO3 0.2% + TRITON 0.2%. All samples were analyzed in duplicate.

The determination of the erythrocyte Set initially consisted of the digestion of the
erythrocyte mass. For this, 2 mL of concentrated HNOz and 500 uL of H202 were added to
theerythrocyte aliquots previously transferred to glass beakers. These vessels were kept at
rest forl2 hours at room temperature, placed on a heating plate, which temperature was
gradually increased from 50° C to 110° C, over an average period of two hours. After the
complete mineralization of the organic material, the solutions were brought to 5 mL with
ultrapure water (Milli-Q, Merck/Millipore) and subjected to reading directly in the
spectrometer GTA 120.

The cut-off point used to assess the plasma Set levels was 46 - 143 pg/dL. As there is
currently no consensus regarding the cut-off point for erythrocyte Set, the frequency of
elderlywith low intra-erythrocyte total selenium concentrations was analyzed by grouping
the values encountered for the concentration of this trace element in the intracellular
compartment, into quartiles. The results of the erythrocyte total selenium concentrations

were expressed in pg/L.

Analysis of results and statistics
Statistical analyses considered the nature of the probability distribution and the
behaviorof the variables regarding their residues’ normality was initially identified by
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applying the Kolmogorov-Smirnov test with Lilliefors correction. It was also considered, its
classification and experimental design. Alpha value equal to 5% was adopted for rejection
of the null hypothesis and the tests were processed using RStudio software - version 1.1.463
(2018).

The descriptive analysis of the data was performed to characterize and present the
studied variables. The discrete / counting variables were presented in absolute (n) and
relative (%) frequencies, while the continuous variables were presented as measures of central
tendency(mean or median) and dispersion / position (standard deviation or interquartile
intervals).

The descriptive data analysis was performed to characterize and present the events
studied. Absolute (n) and relative (%) frequencies were calculated for the discrete/score
variables; and measures of central tendency (mean or median) and dispersion/position
[standarddeviation (SD) or inter-quartile intervals (1Q)] were determined for the continuous
variables.

The expected frequencies, and those observed, were compared using Pearson's Chi-
Square test or Barnard's test. The magnitude of the association between exposure and
outcomevariables was assessed using the Odds Ratio (OR) and their respective 95% CI. The
potential exposure variables were selected to verify a possible association with the
occurrence of Alzheimer's Disease, primarily through bivariate nonlinear analyses (logit)
using a p-value as the cutoff point for selection p <0.2.

To assess a possible significant difference (p <0.05) for variables plasma and
erythrocyte Se concentrations in the two groups outlined in the present study, it was adopted
the t-Student and the Mann-Whitney test statistics, respectively.

To model the association of Alzheimer's disease according to the body's selenium
reserves (serum and erythrocyte concentrations) and other possible confounding variables,
it was adopted the GLM method (generalized linear models; "binomial” family), adjusting it
according to the variables “gender”, “age”, and “schooling”.

The best multiple linear regression model adopted to the referred study was the
ordinaryleast squares (OLS) method in the “Backward” option. So, a model composed of
explanatory variables for AD outcome was used until a better-adjusted model was obtained,
respecting assumptions of normality of residues, homoscedasticity, and absence of
multicollinearity, besides the quality of the alteration by the adjusted agoefficient of
determination (R ?).

73



RESULTS
This research sample was formed by 102 elderly (34 with AD and 68 no disease).

Bothgroups were formed mostly by female subjects (64.7 and 77.9%, respectively), married
or in astable relationship (70.6 and 50.8%), non-smokers (97.1 and 98.5%) (Table 1).

The mean age in the group of elderly people with Alzheimer's was 74.41 years + 7.1
SD, and in the control group, 71.46 years + 5.1 SD. The mean time of diagnosis of the disease
in the AD group was approximately 11.4 months, and no older subject in this study
presenteda severe form of the disease. Fifteen (44.1%) presented a mild state of AD and 19
(63.9%) moderate.

The number of schooling years (<5 years) associated with the presence of
Alzheimer's disease, increasing approximately 3.2 times the chance of elderly people
presenting AD (x2 = 7.09; p = 0.008) (Table 1).

It may be stated that, concerning health conditions and nutritional status, the groups
were similar, with no significant difference in the frequencies of older people with
hypertension, diabetes, or malnutrition. However, there was a higher frequency of reports
of bone diseases (osteopenia/osteoporosis) in the group of elderly people with Alzheimer's
(x2 = 0,020; p = 0,010) (Table 1).

It was observed that the group of elderly people with Alzheimer's presented lower
concentrations of plasma Set45.29 pg/dL + 14.51 SD vs. 55.14 pg/dL + 14.01 SD (p =
0.004).Lower erythrocyte concentrations of Set were also observed in the group of elderly
people diagnosed with AD (Median = 56.36 pg/L; Minimum = 40.64 pg/L; Maximum =
93.99 pg/L vs. Median = 76.96 pg/L; Minimum = 26.33 pg/L; Maximum = 141.04
uo/L) (p <0.001) (Figure 1).

The frequency of elderly people classified as presenting low plasma Set
concentrations was higher in the case group (60.60% vs. 27.69%; y2 = 8.48; p = 0.004).
Similarly, the frequency of elderly people grouped in the 1% quartile for erythrocyte Se:
concentrations was higher in the group of elderly people with Alzheimer's (51.51% vs.
11.29%; y2 = 13.34; p <0.001).
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Table 1 - Socioeconomic profile, lifestyle, health conditions, nutritional status of elderly people with
and without Alzheimer's Disease, Maceio, Alagoas, Brazil, 2018

AD C
(n=34) (n = 68)
¥> Pvalue OR
n % n % OR (1Cgs%)
Gender
Male 0,290 — 0.1286
12 353 15221 204 0153 051
Female 2 64.7 53 77.9
Equivalent Income
> 24 70.6 39 57.3 0.232-1.286
=1 MW 1.68  0.195* 0.56
<1 MW 10 29.4 29 42.7
Schooling
> 5 years of study 10 29.4 39 574 1.338 - 7.785
7.09  0.008* 3.23
< 5 years of study 24 70.6 29 42.6
Marital Status
Married/stable relationship 24 70.6 40 58.8 0.246 — 1.438
. . ) 1.34 2472 .
Single/divorced/ widowed 10 29.4 28 412 3 0.247% 0.5
Hypertension
Yes 20 58.8 42 61.8 , 085 0.366 — 1.977
No 14 419 25 368 0.14 0.706
Diabetes
Yes 9 26.5 10 14.7 . 2.09 0.756 — 5.763
No 25 735 58 853 2.07 0.150
Bone diseases
Yes 1 2.9 16 23.5 , 0.10 0.012-0.778
No 13 971 5 76.5 2.63  0.020
Nutritional status
Malnutrition 3 8.8 4 5.9 055 0.625" 1.10 0,683 —0.429
Eutrophic/Overweight 31 81.2 64 94.1 : :

Legend: AD = Alzheimer's disease (case group); C = control group; MW = Minimum wage —
equivalent to R$ 937,00/month, approx.;  Pearson’s chi-squared test; ® Barnard Unconditional test.

The plasma and erythrocyte Set concentrations showed no association with the time
of diagnosis of the disease in the case group (p > 0.050).

The mean score obtained in the MMSE by the elderly people in the case group was
18 points (Min. = 16 and Max. = 20 points), while the mean in the control group was 26
points (Min. = 24 and Max = 28 points).
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Plasm selenium (ug/dL)

%00 p<0.001*
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80.0
L 120.04

100.04

60.0

40.0

Erythrocytes selenium (ug/L)
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Legend: a) Plasma selenium concentration in elderly people with and without Alzheimer's; b) Erythrocyte
selenium concentration in older people with and without Alzheimer's; * t — Student test; # Mann-Whitney test.

Figure 1 - Plasma and Erythrocyte selenium concentration in elderly people with and
without Alzheimer's, Macei6, Alagoas, Brazil, 2018

When considering that the score obtained in the MMSE, in each group, presented
with its residues distributed in a standard curve of probabilities, a linear regression analysis
was performed to explain the effect of the plasma and erythrocyte concentrations of Set in
reducing the cognitive capacity assessed by the MMSE, adjusted for schooling, age, and
gender. Plasma Set concentration did not correlate with the cognitive ability of the elderly
people. However, the intra-erythrocyte Se: concentration demonstrated a positive correlation
with the cognitive capacity assessed by the mini-mental state exam in both groups and all
models (Table 2).

The logistic regression model, adjusted for schooling, age, and gender, was proposed
to identify the association of this study's findings with Alzheimer's disease. The initial model
included the plasma and erythrocyte concentrations of Se, clinical diagnosis of hypertension
and diabetes, nutritional status, physical activity, housing conditions, and income.

After excluding Se: plasma, a clinical diagnosis of hypertension, and diabetes,
physical activity, nutritional status, housing conditions and income, only the concentration
of intra-erythrocyte Se: demonstrated a significant association with AD. With a 95%
confidence, it was observed that for each 1 ug/L increase of intracellular Se: there was a
reduction of approximately 2.5% in the chance of older people having AD (OR = 0.975; p =
0.028; 95% CI = 0.953 - 0.997).
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Table 2 - Linear regression coefficients for cognitive ability assessed by the Mini-Mental
State Examination (MMSE) screening instrument in the elderly with and without
Alzheimer's disease (AD), Maceio, Alagoas, Brazil, 2018

Model 1 Model 2 Model 3
B2 P valuge® B2 P value® B2 P value®
Group AD (n = 34)
Se: plasma 0.146 0.250 0.068 0.647 - -
Se: erythrocytes 0.513 <0.001 0.502 0.002 0.508 0.002
Schooling 0.491 0.001 0.342 0.003 0.347 0.002
Age -0.284 0.033 -0.270 0.084 -0.284 0.060
Gender -0.246 0.461 - - -0.312 0.211
R2 0.609 0.426 0.422
Adjusted R2 0.540 0.347 0.364
Group C (n=68)
Se; plasm 0.104 0.414 0.113 0.370 - -
Se: erythrocytes 0.429 <0.001 0.519 <0.001 0.570 <0.001
Schooling 0.325 0.005 0.316 0.004 0.332 0.002
Age -0.086 0.446 -0.072 0.513 -0.048 0.651
Gender -0.076 0.493 - - -0.107 0.573
R2 0.335 0.330 0.321
Adjusted R? 0.281 0.287 0.289

Caption: AD = Alzheimer's disease (case group); C = control group; Regression coefficients (Beta)
estimated by the MQO/Backward option?; ® Test t; p<0.05; Model 1: Adjusted for schooling, age,
and gender; Model 2: Adjusted for schooling and age; Model 3: Adjusted for schooling, age, and
gender, but excluding Se; plasma from this model.

DISCUSSION

In the present study, the plasma and erythrocyte concentrations of Se' appear as
significant risk factors for Alzheimer's disease and cognitive ability. However, the
erythrocyte concentrations of selenium (Set), when adjusted for age, gender, and schooling,
show an independent predictor for the disease. Study time and age, factors are already known
in the literature to increase the risk for AD development, were also risk factors observed in
this research. It is important to note that it was not observed a correlation between age and
selenium concentrations.

The number of academic years in the group of elderly people with Alzheimer's was
shorter than the group with no disease. A study by lwata et al., 2019, identified a possible
association between schooling and mild cognitive impairment, where the highly educated
men showed a significantly slower rate of decline than the other groups®®. A meta-analysis
of prospective cohort studies investigated the relationship between schooling and risk of
dementia and found that lower schooling achievement is related to a higher incidence of
dementia, and risk decreases with each year increase in schooling®?.
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The present study identified that the group of elderly people with AD presented lower
concentrations of plasma and erythrocyte Set. However, Ceballos-Picot et al., 1996, observed
an inverse association between cognitive decline and selenium concentrations, where a
group of elderly people with AD presented higher selenium concentrations in erythrocytes
and plasma®®.

A case-control study carried out by Cardoso et al., 2014, in S&o Paulo - Brazil,
observed that the lowest plasma and erythrocyte selenium concentrations were in the group
of elderly people with AD when compared to the control group™®. Likewise, a study by
Chmatalova et al., 2017, in the Czech Republic also reported lower concentrations of plasma
selenium in people with Alzheimer's when compared to the control group”, thereby
corroborating the results obtained in the present study.

It should be noted that the criteria used by the researchers in the first study were less
sensitive for Alzheimer's (and more sensitive for other dementias), and the analysis of
plasma selenium was performed by fluorometry, differing from most studies that, as in the
present case, used atomic absorption spectrophotometry.

A recent systematic review with a meta-analysis observed that circulating levels of
selenium (serum, plasma, or whole blood) are lower in the group of elderly people with
Alzheimer's. This result was also observed for erythrocyte concentrations, but with no
statistical relevance, due to significant heterogeneity between the two studies involved in
this meta-analysis (1> = 81%)®. The present study corroborates the observed results and
suggests that further studies should be conducted, especially with analysis of erythrocyte
selenium, to elucidate the relationship between selenium and AD better.

Considering that oxidative stress is the first event that precedes AD and, therefore,
assumes an important role in the disease's etiology, low concentrations of this micro-element
may be associated with its depletion due to the oxidation that accompanies aging and the
progression of AD0:29-30)

The balance between oxidizing and antioxidant mechanisms often carried out by this
micronutrient may be a factor that assists in the discovery of some responses®Y. However,
in this study, it was not possible to assess oxidative stress in patients.

Moreover, the lower concentrations of plasma selenium found in the group of older
people with AD may be secondary to an insufficient current intake of this mineral. However,
this matrix’s selenium levels may be affected by factors other than impaired food intake,
particularly in the acute phase of the inflammatory response and oxidative stress®?-3), |t

should be highlighted that erythrocytes are the primary locus of storage of this mineral in the
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human body and the reduction of its concentrations occurs more slowly than in plasma due
to the relatively long life of the erythrocytes®?). That reinforces the hypothesis that low levels
of intra-erythrocyte selenium, as observed in this study, may reflect the chronic impairment
of this mineral intake or increased metabolic demand over the years, contributing to the
development or clinical evolution of the disease.

This study's design, which is cross-sectional with a comparison group, does not
enable the identification of the close cause-effect relationship between low concentrations
of selenium and the onset of Alzheimer's disease. However, it does evidence the relationship
between the two clinical conditions. Finally, it emphasizes that given the above, there is a
need to obtain a better clarification of the relationship between selenium deficiency and AD
to establish effective therapeutic measures subsequently. That may be achieved either by
correcting the usual food intake, supplementation, developing new drugs, or even by
combining these actions with stimulating the development of occupational activities that are
known to reduce the risk for the disease and guarantee the quality of life during the aging
process since studies on selenium supplementation (alone or combined with other nutrients)
as the only therapy used in the treatment of AD are also imprecise and have presented
contradictory results®4-39),

Since few studies have assessed erythrocyte concentrations in elderly people with
Alzheimer's, we suggest that further epidemiological and clinical character studies should
clarify the causal relationship between low selenium concentrations and AD. Clinically, it is
necessary to assess the effects of supplementation in an uninterrupted manner and, in the
long term, added to other potential factors for the treatment, thereby enabling us to properly
understand the role of this nutrient in preventing and/or controlling the progression of AD.
It is also a suggestion to include a more significant number of patients diagnosed with AD

in study groups for future research.

Study limitations
In this study, it was impossible to establish a direct association between selenium
deficiency and oxidative stress in patients with AD, which is a significant limitation of this
study. Nonetheless, a hypothesis of an indirect relationship seems to be established.
Another critical limitation concerns the assessment of cognitive capacity assessed by
the MMSE. Although the Mini-Mental State Examination is a valid and internationally
accepted method for identifying cognitive impairment, this assessment is affected by other

variables' strong influences (such as emotional state, motivation for treatment, and
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schooling). However, that limitation was rectified by adjusting the analysis by schooling to
avoid bias in interpreting the results.

Contributions to the fields of Nursing, Health, or Public Policy

This study aimed to contribute to the establishment of effective therapeutic measures,
by correcting the usual food intake, by supplementation or developing new drugs or even by
combining these actions through the stimulation of occupational activities which, as it is
known, reduce the risk for disease and guarantee the quality of life in the aging process.
Nevertheless, it is essential to highlight that new pharmacotherapy should not limit treatment
nor follow one postulated hypothesis. There is a need to consider disease prevention through
health care strategies.

CONCLUSION

The results of this research suggest that plasma and erythrocyte concentrations of
total selenium (Se) have an important association with Alzheimer's disease and that
erythrocyte concentrations may increase the chances of elderly people being diagnosed with
AD.
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ABSTRACT

Objective: To ible differences in plasma and erythrocyte concentrations
of selenlum among eldedy with and adi of Alzheimer's di (AD).
Methods: Cross- semonal study, performed with an eldefh/ group with Alzheimer's disease,

di dbyag doctor, and c d to an elderly group without the disease,
equalmg gender education, and age. Atomic absorption spectroph yd ined
plasma and erythrocyte conc of total {Se). Its: The mean age was

7441171 years in the Alzheimer's disease group and 71.4625.1 years among the control
group. The Alzheimer’s disease group presented lower plasma concentrations (mean of
4529+14.51 pg/dL vs. 55.14+14.01 pg/dL; p=0.004), and erythrocyte Se, (median of 5636
pa/Lvs. 76.96 pg/L; p<0.001). The logistic regression model indicated an association between

erythrocyte Se, ¢ and diagr of Alzhei disease (p=0.028). Condusion:
Elderly with Alzheimer’s disease present lower sel cone in the eval d
organic compartments.

D p Seleni Alzheimer's Disease; Elderly; Antioxidants; Dementia.

RESUMO

Objs igar p is diferencas nas concentracoes de selénio no plasma e nos
eritrocitos de idosos com e sem a doenca de Alzhei (DA). Métodos: Estudo sal,
de idosos sem a doenga, p. o por sexo, esc e maoe As concentracoes de selenio
total (Se) i itarias e p icas foram espec de

por

absor;aoatmkmdmA meédia da idade foi 74,41+7,1 anos no grupo DA e 71,4625,1
anos no grupo-controle. O grupo doenga de Alzhei concentragoes
plasmaticas (média de 45,29+14,51 pg/dL vs. 55,14+4,01 pg/dL; p = 0,004) e eritrocitarias
de Se, (mediana de 56,36 pg/L vs. 76,96 pg/L; p < 0,001). O modelo de regressao logistica
indicou associacao entre concentracdes eritrocitarias de Se, e o diagnéstico de doenca de
Alzheimer (p = 0,028). Conclusao: Idosos com DA apresentam concentragbes menores de
selénio plasmatico e eritrocitario..

disease: a cross-sectional study with control group.
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RESUMEN
Objetivo: Investigar posibles diferencias en las concentraciones plasmaticas y eritrocitarias
de selenio entre ancianos con y sin diagnéstico de Alzhei (DA). Métodos: Estudio
transversal, realizado con un equipo de ancianos ¢ icode Alzhei di icado:
por geriatra, y comparado a un equipo de ancianos sin la enfermedad, pareado por sexo,
escolaridad y edad. Las concentraciones plasmaticas y eritrocitarias de selenio total (Se)
das por espectr ia de absorcion atomica. Resultados: La mediana de
edad han sido 74,41£7,1 anos en el equipo diagnéstico de Alzheamev y 71,4615,1 anos en
el equipo-commL El equipo diag ico de Alzheil concentraciones
a; diana de 45,2914,51 pg/dL vs. 5514:401 ug/dL; p=0,004) y eritrocitarias
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de Se, (mediana de 56,36 pg/L vs. 76,96 pg/L; p < 0,001). El modelo de regresion logistica
indicé relacion entre concentraciones eritrocitarias de Se, y el diagndstico de diagnéstico

de Alzhei (p=10,028). C 6n: Ancianos con diag ico de Alzhei pi
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Artigo 3: Intitulado “Ingest&o alimentar, niveis séricos e eritrocitarios de selénio
ezinco em idosos com Doenca de Alzheimer: Um estudo transversal com grupo
controleesse estudo foi conduzido com o banco total e teve o objetivo de identificar o papel
da ingestdo alimentar e das concentracdes de zinco e selénio sobre o risco de
desenvolvimento da Doencade Alzheimer. Nesse estudo reafirmou-se as associagdes entre
deficiéncias de zinco e selénio, entretanto, constatou-se que as baixas concentra¢gfes de
zinco observadas em idosos com DA séo influenciadas pela ingestéao alilmentar, enquanto
que as baixas concentra¢des de selénio nos eritrécitos independem da ingestédo alimentar

e parecer ser consequéncia de uma demanda crénica.

Situacdo: Artigo em fase de submisséao a revista Journal of Alzheimer’s Disease -
QUALIS Al e Fator de Impacto (FI: 6.508).
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INGESTAO ALIMENTAR, NIVEIS SERICOS E ERITROCITARIOS DE
SELENIO E ZINCO EM IDOSOS COM DOENCA DE ALZHEIMER: UM
ESTUDO TRANSVERSAL COM GRUPO CONTROLE

INTRODUCAO
A Doenca de Alzheimer (DA), tipo mais comum de deméncia, € um processo

patoldgicocontinuo e irreversivel, caracterizado pela morte de neurbnios e perda de
conexdes sinapticas, além da formacéo de placas neuriticas e emaranhados neurofibrilares
intraneurais.

Alguns autores tém caracterizado a DA como um vasto estresse oxidativo ao
cérebro com consequentes danos as membranas de células neuronais secundarios areducao
da atividadeantioxidante nos idosos, favorecendo a destruicdo celular e desenvolvimento
da DA

Considerando que ainda ndo ha tratamento eficaz para a DA e os efeitos dos
medicamentos existentes sdo limitados,* identificar possiveis causas ou fatores
precipitadores da doenca se faz necessario e importante para desenvolvimento de acdes
de prevencdo ou retardo da progressdo da DA. Pesquisas anteriores demonstraram que
fatores ambientais e pessoais estdo relacionados ao comprometimento cognitivo dos
idosos como a escolaridade, idade, insercéo social, a préatica de exercicio fisico, habitos
alimentares, deficiéncias nutricionais, etc.*®

Sabe-se que habitos alimentares sdo construidos ao longos dos anos por meio das
experiéncias vividas, condicBes de acesso e disponibilidade de alimentos no ambiente em
que as pessoas sdo inseridas e podem contribuir para a promocao da satide ou mesmo para
o desenvolvimento de doencas a partir de deficiéncias nutricionais.’

Estudos no sentido de identificar deficiéncia de nutrientes com fungdes
antioxidantes em idosos com DA tém crescido no meio académico,® as quais tém sugerido
que concentracBesde selénio (Se) e de zinco (Zn) em compartimentos corporais (unha e
cabelo) sdo menores em pessoas mais velhas com a doenca. Entretanto, essas diferenca
ndo tém sido evidenciadas no plasma desses pacientes, sugerindo que a deficiéncia de
selénio e zinco em idosos com deméncia seja consequéncia de um processo oxidativo
crénico e ndo agudo,® visto que esses minerais estdo envolvidos na prevencdo de danos

oxidativos e manutencdo da metilagdo do pna 10-12

Apesar do crescimento de investigacOes sobre a deficiéncia de nutrientes

antioxidantesem idosos com Alzheimer, observa-se ainda na literatura poucos estudos que
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avaliam a ingestdodiaria desses nutrientes, bem como sua relacdo sob as reservas
organicas metabolicamente ativas (eritrocitos) e o desenvolvimento da doenca,*® de modo
que a maioria das pesquisas séoinconclusivas.

A ingestdo alimentar, pouco explorada em pesquisas com idosos com DA, pode
apresentar relagdo direta com a homeostase desses nutrientes e estar diretamente
relacionada asbaixas concentra¢des identificadas nos diferentes reservatérios organicos
avaliados. Destaca-seainda que os eritrécitos sdo as principais células organicas de
armazenamento destes minerais e que a deficiéncia neste compartimento organico se
refere ao status do selénio e zinco a longoprazo.t*

Neste sentido, identificar os niveis de ingestdo e as concentragdes destes minerais
no plasma e eritrécitos de idosos com e sem a Doenca de Alzheimer podera auxiliar a
elucidar o processo fisiopatoldgico do declinio cognitivo nesses pacientes, uma vez que
a deficiéncia cronica de minerais antioxidantes pode estar associada com o aumento da
formacdo de placas p—amildide (AB) e acimulo de proteina TAU.®®

Dada a caréncia de estudos sobre reservas corporais de antioxidantes, e
considerando ainda a identificacdo de fatores de riscos para o desenvolvimento da DA
como importantes estratégias para prevencdo e ou tratamento a serem adotadas por
profissionais de saude, o presente estudo tem como principal objetivo identificar padrdes
de ingestdo alimentar e concentracGes corporais de selénio e de zinco (plasma e

eritrocitos) em idosos com doenca de Alzheimer.

Materials and Methods

Study design, participants, and sampling

Este € um estudo transversal, exploratdrio e observacional com grupo-controle,
pareadopor sexo e idade (+ 5 anos) e desenhado para identificar associagdes entre ingestao
alimentar econcentragdes de zinco e selénio com a Doenca de Alzheimer.

A amostra foi constituida por idosos com e sem o diagnostico de Doenca de
Alzheimer,assistidos ambulatorialmente no periodo de 5 de abril de 2017 a 30 de julho
de 2018. A construcédo deste estudo foi guiada pela ferramenta STROBE (Strengthening
the Reporting of Observational Studies in Epidemiology) para estudos observacionais.'®

O célculo do tamanho da amostra foi realizado considerando a natureza do estudo,
tendocomo critério condicionante a média das concentracGes plasmaticas de zinco e

selénio identificadas por outros estudos realizados em idosos com Alzheimer.
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Considerando-se o nivelde significancia de 5% e poder de 90%, foi adotado o maior
tamanho da amostra esperado paraas varidveis selecionadas (zinco e selénio plasmatico)
em cada grupo, acrescido de 10% para possiveis perdas durante o estudo. Uma propor¢éo
de dois idosos controles para cada pacientecom diagnéstico clinico de Doenca de
Alzheimer (DA) também foi adotado nesta pesquisa.l’ Assim, o tamanho amostral final
foi de 38 idosos no grupo DA e 76 idosos no grupo sem a doenga (NDA).

O grupo DA foi formado por idosos com diagnostico clinico de Doenga de
Alzheimer, que relataram nédo fazer uso de suplementos nutricionais de zinco e selénio e
que ndo possuiamdoencas metabdlicas reconhecidas por comprometer o metabolismo
desses minerais. O grupo NDA foi composto por idosos que ndo atenderam aos critérios
para DA, ndo faziam uso de suplementos, ndo possuiam doencas metabolicas que
comprometiam o metabolismo desses minerais e foram pareados por sexo e idade (+ 5
anos) com os idosos do grupo DA.

Foram incluidos idosos de ambos os sexos, com idade superior a 60 anos, assistidos
nosmesmos consultorios e avaliado pelo mesmo médico geriatra para identificar critérios
para DA,déficit cognitivo ou outros tipos de deméncia.

Foram excluidos idosos com deficiéncia fisica e/ou com doencas cronicas
descompensadas (cardiopatias, doencas tireoidianas, doenca gastrointestinal cronica,
doenca renal ou insuficiéncia hepéatica). Também foram excluidos os idosos que
apresentaram algum déficit cognitivo ou suspeita de outros tipos de deméncia, apos

avaliacdo geriatrica.

Protocolo do estudo
Como instrumento para coleta de dados, foi utilizado um questionario,

previamente estabelecido e aplicado durante a primeira consulta, contendo informagoes
como estilo de vida,dados antropométricos, tempo de diagnoéstico e classificacdo da
doenca de Alzheimer, caracteristicas étnico-raciais (autorreferidas), variaveis
sociodemogréaficas, além das concentracdes plasmaticas e eritrocitarias de selénio.
Todas as perguntas foram respondidas com auxilio do cuidador/a ou familiar dos
idososcom diagndstico da doenca de Alzheimer, ao passo que, no grupo-controle, 0s

proprios idososresponderam a todos os questionamentos da pesquisa.

Avaliacdo antropométrica
O peso foi aferido em uma balanca digital, com capacidade para 200kg (precisao
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de 0,05kg), seguindo os procedimentos estabelecidos por Lohman.*® A estatura foi obtida
por meiodo estadiémetro portatil (Seca®), graduado em décimos de centimetros, afixado
a uma superficie plana conforme métodos propostos por Lohman, Roache e Martorell et
a|l19

O indice de Massa Corporal (IMC), foi calculado pela razdo entre 0 peso e o
quadrado da altura e classificado seguindo os critérios de Lipschitz (Eutréficos: IMC entre
22 e 27kg/m2;Magreza: IMC < 22kg/m2; e Excesso de peso: IMC > 27kg/m2.%

Avaliacdo cognitiva e diagnostico da doenca de Alzheimer

A avaliacdo cognitiva foi realizada em ambos os grupos no momento da admisséo
na pesquisa, por meio do Mini-Mental State Examination (MMSE).?!

O diagndstico de provavel doenca de Alzheimer foi estabelecido ou excluido por
médicogeriatra apos identificacdo dos critérios do National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer’s Disease and Related Disorders
Association (NINCDS - ADRDA)? e critério revisado do National Institute on Aging-
Alzheimer's Association?®. O tempo de diagnostico da doenca foi contabilizado a partir

do primeiro dia de registro do diagndstico em prontuario médico.

Avaliacdo da ingestdo alimentar de zinco e selénio
As informagOes referentes ao consumo alimentar foram coletadas, a partir da

admissdodo paciente no estudo, por meio do registro alimentar de trés dias que foi
preenchido em dias alternados (incluindo dois dias da semana e um dia do final de
semana) pelo proprio idoso (naauséncia de deficit cognitivo e quando alfabetizado), pelo
cuidador ou familiar do idoso (paraidosos com Alzheimer ou analfabetos).

Pacientes e cuidadores foram instruidos sobre o preenchimento correto do registro
alimentar e como estimar as por¢oes por meio de medidas caseiras.

Como parametro da ingestéo ideal para zinco e selénio foi utilizado a Dietary
Referencelntakes (DRI)?* e para o calculo da ingestdo de micronutrientes utilizou-se
osoftware AVANUTRI® versdo 3.09 (2008). Foi realizado a média de ingestdo dos 3
registros alimentares e os valores calculados foram ajustados e corrigidos pela
variabilidade do consumo entre os individuos do mesmo grupo, utilizando a metodologia
descrita na DRI.

O consumo médio estimado dos nutrientes foi categorizado em ingestdo

inadequada, tendo a necessidade média estimada (Estimated Average Requirement -
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EAR) como ponto de corte; ingestdo aceitavel valores entre a EAR e a ingestdo dietética
recomendada(Recommended Dietary Allowance — RDA); e ingestdo satisfatdria valores
de ingestéo igual ousuperioraRDA. Assim, a ingestéo de zinco foi classificada da seguinte
forma para as mulheres: a) < 6,8 mg/dia = inadequada; b) > 6,8 mg/dia e < 8 mg/dia =
aceitavel; e c) > 8 mg/dia = satisfatoria. Enquanto que para os homens, a ingestao de
zinco foi classificada como: a) < 9,4mg/dia = inadequada; b) > 9,4 mg/dia e < 11 mg/dia
= aceitavel; e ¢) > 11 mg/dia = satisfatdria.A ingestdo de selénio foi classificada para
ambos 0s sexos como: a) < 45 pg/dia = inadequada; b) > 45 pg/dia e < 55 pg/dia =

aceitavel; e c) > 55 pg/dia = satisfatoria.

Coleta de sangue e determinacéo de zinco e selénio

Para as dosagens de zinco e selénio, foram coletados tubos com anticoagulante
(citratode sodio a 0,32%) o volume de 18,0mL de sangue, com os participantes em jejum
de no minimo8h. O plasma foi obtido por meio de centrifugacdo a 3.000rpm durante 15
minutos. Apos a retirada do plasma, o concentrado de hemacias foi lavado com solucao
salina a 0,9% e centrifugada em 10.000 rpm por 10 minutos (procedimento repetido por
trés vezes) para obtencdo da massa eritrocitaria.

As concentracBes plasmaticas e eritrocitarias de zinco e selénio foram
determinadas porespectrofotometria de absorcdo atdbmica em forno grafite, com correcédo
Zeeman. Todas as avaliagbes foram realizadas em trés leituras com um tempo de
integracéo de 3 segundos.

A concentracdo plasmatica de zinco foi obtida de acordo com o0 método proposto
por Rodriguez et al.?® e valores inferiores a 65ug/dL foram considerados para indicar
deficiéncia de zinco.?®

A determinacdo de zinco nos eritrocitos foi determinada pelo método descrito por
Whitehouse et al.?” e os resultados foram estratificados por quartil da prépria populacio
do estudo, sendo o valor do 1° quartil identificado em 31,45ugZn/gHb.

As concentragdes de zinco nos eritrocitos foram expressas em pgZn/gHb, para
iSS0 a concentragao de hemoglobina foi determinada em 20uL de lisado de eritrocitos por
meio do método de cianmetemoglobina do kit Labtest Diagnostica.?®

A determinacéo de selénio no plasma e nos eritrocitario consistiu inicialmente na
digestdo da massa de eritrocitos com 2mL de HNOs e 500uL de H202 em placa de
aquecimento(50 °C a 110 °C), por duas horas. Apds a volatilizacdo completa do material

orgénico, as solucdes foram avolumadas para 5mL com &gua ultrapura (Milli-Q,
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Merck/Millipore) e submetidas a leitura, utilizando-se o Paladium (Pd) e o0 Mg (NOs)2
como modificador de matriz(200uL de Pd e 125uL do Mg [NOs], diluidos em 400uL de
HNOs a 0,2%).

Valores de selénio no plasma inferiores a 46ug/dL foram considerados para
indicar de deficiéncia este mineral. Os resultados de selénio nos eritrocitos foram
estratificados por quartilda populagéo do estudo e valores inferiores a 58,84ug/L foram

inseridos no 1° quartil.

Analises estatisticas
As analises foram realizadas considerando o delineamento do estudo e a natureza

de distribuicdo das variaveis (paramétricas ou ndo paramétricas) e processadas no
softwareRStudio - versdo 1.1.463 (2018).

A normalidade da distribuicdo das varidveis foi avaliada por meio do teste
Kolmogorov-Smirnov com correcdo de Lilliefors e a homogeneidade da variancia dos
residuos foi avaliada pelo teste de Levene.

Para verificar a associacao entre a frequéncia das varidveis categoricas realizou-
se 0 teste qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher. A diferenca nas medidas de
tendéncia centralentre os grupos foi avaliada por meio do teste t de Student ou Mann-
Whitney teste, considerando a natureza de distribuicdo das variaveis.

Com base na DRI e na ingestdo diaria de cada micronutriente pelos idosos, 0s
participantes do estudo tiveram seu consumo diério classificado em trés grupos (ingestdo
< EAR; ingestdo entre EAR e RDA; ingestdo > RDA). Foram analisadas possiveis
associaces entre a classificacdo da ingestdo alimentar com a Doenca de Alzheimer por
meio de regressdo logistica crude (sem ajustes) e ajustada (ajustada por sexo, idade, IMC,
renda e escolaridade).

Para identificar a correlacdo entre a ingestdo diaria de zinco e as respectivas
concentragOes plasmaticas e eritrocitarias, bem como a correlagdo entre a ingestdo diéria
de selénio e os niveis plasméticos desse mineral, em fung&o dos grupos DA e NDA e na
amostra total, foi realizado analise de regresséo linear ajustada por sexo, idade, IMC,
renda e escolaridade. Analise de correlacdo de Spearman foi realizada para identificar
possiveiscorrelacBes entre 0s niveis eritrocitarios de selénio e a ingestdo diaria desse
mineral.

A magnitude da associacdo entre as varidveis zinco plasmatico (ug/dL), zinco

eritrocitario (ugzZn/gHb), selénio plasméatico (ug/dL), selénio eritrocitario (ug/L),
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ingestdo diaria de zinco (mg/dia), ingestao diaria de selénio (ug/dia) e o desfecho Doenca
de Alzheimer(sim ou ndo) foi conduzido andlise de regressdo logistica mdaltipla e
apresentado os modelos “crude” (sem ajustes por fatores de confundimento) e
“multivariated-adjusted” [ajustado por sexo, idade (anos), IMC (kg/m2), renda (Reais) e
escolaridade (anos de estudo < 5 ou > 5)] e apresentado os valores da razdo de
chances/odds ratio (OR) e seu respectivo IC 95%.

Para todas as andlises foi fixado em 5% o nivel de rejei¢do da hipdtese nula.

Aspectos éticos

O estudo foi desenvolvido seguindo as recomendacdes da Resolucgédo 466/2012 do
Conselho Nacional de Satde do Brasil e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Alagoas com registro CAAE: 19199013.3.0000.5013. Os
pacientes elegiveis e participantes do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido.

RESULTADOS
Caracterizacdo da amostra

A amostra desse estudo foi composta por 117 idosos, dos quais 39 apresentavam
diagnostico clinico de Doenca de Alzheimer e 78 idosos sem o diagnostico da doenca. A
maioria dos participantes eram mulheres (69,2% no grupo DA vs. 71,8% no grupo NDA),
residiam com companheiro (casada ou em unido estavel) (71,8% vs. 59,0%). Os grupos
ndo apresentaram diferenca na média de idade (74,05 + 6,90 anos vs. 71,83 + 6,53 anos)
e nem na média do IMC (26,05 + 4,47 kg/m2 vs. 27,72 + 4,58 kg/m?) (tabela 1).

O tempo de escolaridade associou-se com a presenca da doenca de Alzheimer (OR
=3,07; y*> = 7,54; p = 0,006) (tabela 1).

O tempo médio de diagndstico da doenca foi de aproximadamente 12,2 meses, e

nenhumdos idosos apresentou a forma grave/severa.

Ingestéo diaria de zinco e selénio
A avalia¢do do consumo alimentar evidenciou que a media da ingestdo de zinco

foi inferior entre os idosos com DA (5,60 + 3,76 mg/dia vs. 7,29 + 4,14 mg/dia); p =
0,034).

Apesar de ter sido observado uma menor média na ingestdo de zinco dos idosos
com DA, néo foi identificado associagéo entre ingestéo inferior a EAR e nem a RDA com
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o0 diagnostico da doenca (tabela 2).

A média da ingestdo de selénio ndo apresentou diferenca entre os grupos (36,86 +
29,72ug/dia no grupo DA vs. 34,85 + 19,30 pg/dia no grupo NDA). Do mesmo modo, a
estratificacdoda ingestdo em inferior a EAR ou a RDA ndo apresentou associa¢cdo com a
DA (tabela 2).

Destaca-se que a frequéncia de participantes com ingestéo inadequada (inferior a
EAR)para ambos os nutrientes foi superior a 65,0% nos dois grupos, contudo ndo

apresentaram significancia estatistica em nenhuma das analises realizadas (tabela 2).

Concentracdes de zinco e selénio em plasma e eritrocitos
A média das concentragdes plasmaticas de zinco (90,01 pg/dL vs. 101,25 ug/dL;

p = 0,001) e a frequéncia de idosos com baixas concentracfes deste mineral foi maior no
grupo DA (10,3% vs. 1,3%; p = 0,042). Por outro lado, ndo foi observado diferenca na
média das concentragdes de zinco eritrocitario entre os grupos DA e NDA
(35,88ugzn/gHb vs. 36,07ugZn/gHb; p = 0,893) e nem na frequéncia de idosos
classificados no 1° quartil para as concentragdes eritrocitarias de zinco (30,8% vs. 25,6%;
p = 0,557) (tabela 3).

A média das concentracGes plasmaticas de selénio (45,99 pg/dL vs. 57,17 pg/dL;
p =0,001) e amedianadas concentracgdes eritrocitarias (Mediana = 58,54 ug/L vs. Mediana
=76,96pug/L; p <0,001) foi menor no grupo DA. Do mesmo modo, a frequéncia de idosos
classificadoscom baixas concentracdes plasmaticas (53,8% vs. 25,6%; p = 0,003) e
eritrocitarias de selénio(51,3% vs. 11,5%; p < 0,001) foi maior entre os idosos com DA
(tabela 3).

Para identificar possiveis associacBes entre a ingestdo alimentar e niveis
plasmaticos e eritrocitarios de zinco e selénio em funcdo da presenca da DA, foram
realizadas analises de regressdo logistica bruta e ajustada por idade, sexo, IMC e renda
em toda a amostra e, posteriormente, por grupos separados. Na maioria dessas analises,
apenas a concentracdo plasmatica de zinco apresentou associa¢do com a ingestao diéria
deste mineral pelos idosos (tabela 4).

Diante do comportamento ndo parameétrico das concentracbes se selénio
eritrocitario, esse marcador nao pode ser inserido na analise de regressao, entretanto foi
realizado andlise decorrelagdo entre as concentragfes plasmaticas e eritrocitarias e a
ingestdo diaria de selénio e ndo foi identificado nenhuma associagdo (p > 0,050 em todas

as analises).
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Ingestdo alimentar e reservas organicas vs. Doenca de Alzheimer
A influéncia da ingestdo alimentar e das concentragdes organicas (plasma e

eritrocitos)desses minerais sobre a chance do idoso desenvolver a Doenca de Alzheimer
foi verificada pormeio de modelos de regressdo logistica multivariada, ajustados por
possiveis fatores deconfundimento (sexo, idade, IMC, escolaridade e renda).

Foi identificado que o0 aumento de cada 1 pg/L nas concentracgdes eritrocitarias de
selénio reduz em aproximadamente 3,0% as chances do idoso ter diagndstico de DA, em
todosos modelos, independente do ajuste pelos possiveis fatores de confundimento.

A concentracdo de zinco no plasma apresentou associacdo com o diagnostico da
DA apenas quando a ingestdo diéria deste mineral ndo foi inserida no modelo. De modo
que a relacdo direta zinco plasmatico x DA deixou de existir ao ser considerado a ingestdo
total de zinco, uma vez que a concentracdo plasmatica deste mineral apresentou

correlacdo positiva e direta da ingestdo alimentar (tabela 4).
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Tabela 1. Perfil socioeconémico, estilo de vida, condigdes de salde e estado nutricional

AD NAD
(n=34) (n=68) P OR IC 95%
n % N %

Sexo

Homens 12 30,8 22 28,2 .

Mulheres 27 69,2 56 71,8 0.773" 088 0,382-2,048
Escolaridade

> 5 anos de estudo 12 30,8 45 57,7 .

< 5 anos de estudo 27 69,2 33 42,3 0,006% 3,07 1,358 -6,931
Renda

>1SM 28 71,8 46 59,0 a

<1SM 1 282 1 41.0 0,175* 0,56 0,246 - 1,296
Situacéo conjugal

Possui companheiro(a) 28 71,8 46 59,0

Né&o possui 1 282 1 41,0 0,175* 0,56 0,246 - 1,296
companheiro(a)
HAS

Sim 22 56,4 47 61,0 a

Nio 17 43.6 30 39.0 0,631 0,83 0,378 — 1,804
DM

Sim 10 25,6 10 12,8 .

NZo 79 74.4 63 872 0,082* 234 0,881 -6,238
Outras doencas cronicas

Sim 3 7,7 9 11,5 b

N0 36 92.3 69 88.5 0,747 0,64 0,163 —2,508

Mean SD Mean SD P IC 95%

Idade 74,05 6,90 71,83 6,53 0,100° - -4,868 — 0,432
IMC 27,72 4,58 26,05 4,47  0,064° - -0,096 — 3,428

de idosos com e sem doencga de Alzheimer — Macei0, Alagoas, 2019.

AD = Alzheimer Disease group; NAD = No Alzheimer Disease group; SM = Salério
minimo — equivalente a R$ 937,00/més, aproximadamente.
3 Teste qui-quadrado de Pearson; ° Teste incondicional de Barnard; © t-test.
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Tabela 2. Frequéncia e Odds ratios ponderados da associacdo entre ingestdo de zinco e

selénio e a Doenca de Alzheimer em idosos — Maceid, Alagoas, 2019.

AD NAD Crude? AdjustedP®

n % n % OR (CI 95%) OR (CI 95%)
Zinco
> RDA 10 2564 16 2051 1 (reference) 1 (reference)
EAR — RDA 2 5,13 9 1154 1,23(0,49-3,07) 1,39 (0,48 - 4,04)
<EAR 27 69,23 53 67,95 0,44 (0,09 - 2,16) 0,53 (0,09 - 3,20)
Selénio
> RDA 9 23,08 11 141 1 (reference) 1 (reference)
EAR - RDA 4 10,26 4 513 1,98 (0,74 - 5,35) 1,55 (0,51 - 4,75)
<EAR 26 66,67 63 80,77 2,42 (0,56 - 10,43) 1,16 (0,22 - 6,24)

AD = Alzheimer Disease group; NAD = No Alzheimer Disease group; EAR = Estimated
Average Requerement; RDA = Recommended Dietary Allowances. OR = Odds ratio. Cl

95% = Confidence interval 95%.

4Modelo ndo ajustado a nenhum fator de confundimento.
YModelo ajustado por sexo, idade, IMC, renda e escolaridade.
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Tabela 3. Associacdo entre niveis séricos e eritrocitarios de zinco e selénio com a Doenca de Alzheimer em idosos — Macei6, Alagoas, 2019.
AD NAD

Plasm total total P C195%
zinc, n (%) 39 4 (10,3%) 78 1(1,3%) 0,0422 0,949 - 81,629
Selenium, n (%) 39 21 (53,8%) 78 20 (25,6%) 0,003° 1,506 - 7,599
Zinc, mean (SD) 39 90,01 (16,40) 78 101,26 (16,16) 0,001° 4,937 - 17,555
Selenium, mean (SD) 39 45,99 (15,33) 78 57,17 (16,61) 0,001° 4,887 - 17,478
Eritrocites

Zinc (< 1% quartile), n (%) 39 12 (30,8%) 78 20 (25,6%) 0,557° 0,442 - 2,595
Selenium (< 1% quartile), n (%) 39 20 (51,3%) 78 9 (11,5%) <0,001° 3,164 - 20,584
Zinc, mean (SD) 39 35,87 (7,22) 78 36,07 (7,46) 0,893° -2,672 - 3,062
Selenium, median (Min; Max) 39 58,54 (34,69; 165,31) 78 76,96 (26,33; 173,67) <0,001d -

AD = Alzheimer Disease group; NAD = No Alzheimer Disease group. OR = Odds ratio. Cl 95% = Confidence interval 95%. SD = standard
desviation
2 Teste incondicional de Barnard; ® Pearson chi-square; © t-test; ¢ Mann-Witney test



Table 4. Coeficientes regressores lineares para associacdo entre ingestdo alimentar e concentracdes organicas de zinco e selénio em idosos com e

sem doenca de Alzheimer (DA). — Macei0, Alagoas, 2019.
Total AD NAD

Crude Adjusted Crude Adjusted Crude Adjusted
B2  p-valor® B&  p-valor® B2  p-valor® B2  p-valo® B  p-valor® B*  p-valor®

Ingestdo de zinco

ZiNncO0 plasmético 0,256 <0,001 0,296 0,002 0441 0,006 0470 0,006 0,243 0,034 0,194 0,089
ZiNCO eritrécitos -0,122 0,166 -0,099 0,279 -0,025 0,868 -0,134 0482 -0,157 0,165 -0,129 0,256
R2 0,125 0,156 0,197 0,251 0,073 0,390
R2 ajustado 0,110 0,110 0,152 0,110 0,048 0,152
Ingestéo de selenium
Selenium plasmatico -0,148 0,111 -0,144 0,116 -0,218 0,18 -0,172 0,300 -0,074 0,522 -0,085 0,464
R2 0,148 0,299 0,218 0,421 0,074 0,249
R2 ajustado 0,022 0,089 0,047 0,177 0,005 0,062

AD = Alzheimer Disease group; NAD = No Alzheimer Disease group; EAR = Estimated Average Requerement; RDA = Recommended Dietary

Allowances. OR = Odds ratio. Cl 95% = Confidence interval 95%.
Crude = Sem ajuste. Adjusted = Ajustado por sexo, idade, IMC e renda.



Tabela 5. Modelos de Regressdo Logistica Multipla para associagao entre Doenca de Alzheimer com niveis plasmaticos, eritrocitarios e ingestao
alimentar diaria de zinco e selénio em idosos — Macei0, Alagoas, 2019.

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3

p OR IC 95% P OR IC 95% p OR IC 95%
Crude
ZiNnco plasma 0,116 0,977 (0,949 - 1,006) 0,021 0,968 (0,942 - 0,995) - - -
ZiNnCo eritrocitos 0,861 0,994 (0,932 - 1,060) 0,898 1,004 (0,944 - 1,068) - - -
Selenio piasma 0,165 0,977 (0,945 - 1,010) 0,145 0,977 (0,946 - 1,008) - - -
Selenio eritrscitos 0,013 0,970 (0,947 - 0,994) 0,012 0,970 (0,948 - 0,993) - - -
Ingestdo dietética de zinco 0,147 0,906 (0,793 - 1,035) - - - 0,125 0,985 (0,859 - 1,325)
Ingestdo dietética de selénio 0,472 1,007 (0,988 - 1,027) - - - 0,166 1,062 (1,016 - 1,325)
Adjusted
Zinco plasma 0,298 0,985 (0,956 - 1,014) 0,039 0,994 (0,945 - 0,999) - - -
ZiNCO eritrécitos 0,970 1,001 (0,927 - 1,082) 0,902 1,005 (0,931 - 1,084) - - -
Selenio plasma 0,176 0,977 (0,944 - 1,011) 0,160 0,977 (0,945 - 1,009) - - -
Selenio eritrocitos 0,038 0,974 (0,951 - 0,999) 0,041 0,975 (0,952 - 0,999) - - -
Ingestdo dietética de zinco 0,200 0,915 (0,978 - 1,023) - - - 0,125 0,985 (0,859 - 1,325)
Ingestdo dietética de selénio 0,979 1,000 (0,956 - 1,014) - - - 0,166 1,062 (1,016 - 1,325)

AD = Alzheimer Disease group; NAD = No Alzheimer Disease group; EAR = Estimated Average Requerement; RDA = Recommended Dietary
Allowances. OR = Odds ratio. Cl 95% = Confidence interval 95%.
Crude = Sem ajuste. Adjusted = Ajustado por sexo, idade, IMC, renda e escolaridade.



DISCUSSAO

Alguns estudos tentaram explicar possiveis associass@es entre as concentracdes de
zinco e selénio para o desenvolvimento da Doenga de Alzheimer (Socha et al., 2021; Vural
et al., 2020),2°3 porém os resultados sdo inconclusivos e, por vezes contraditorios,
especialmente pela auséncia de uma analise mais robusta e que inclua a avaliacdo sobrea
interferéncia da ingestdo alimentar sobre as reservas organicas desse minerais. Essa pesquisa
realizou uma avaliagdo ampliada do status de zinco e selénio em idosos com e sem
Alzheimer pareados por idade e sexo e identificou que os estoques eritrocitarios de selénio
sdo mais baixos nos idosos com Alzheimer, independente da ingestdo didria dessemineral.
Por outro lado, as baixas concentracdes plasmaticas de zinco, identificadas em idosos com
Alzheimer, parecem estar mais associadas a baixa ingestédo alimentar que a ocorréncia da
doenca.

Entre as variaveis sociodemogréaficas avaliadas, apenas o tempo de estudo associou-
se a presenca da DA, onde os idosos com menos anos de estudo tiveram maior risco para o
desenvolvimento da doenca, corroborando com dados de metanalises onde se observa que o
estimulo mental por meio de atividades educativas e de leitura apresentam-se como fator de
protecdo para o desenvolvimento da DA e outras sindromesdemenciais.®

Poucos estudos avaliaram a ingestdo diaria de zinco e selénio em idosos com
sindromes demenciais e mais restrito ainda é o nimero de pesquisas que envolveram
pacientes com critérios clinicos para DA.*%% Destaca-se que ambos 0s grupos apresentaram
baixa ingestdo alimentar de zinco e selénio, porém apenas a média de ingestdo diaria de
zinco foi menor nos idosos com Alzheimer, corroborando com os achados de Li et al., 2019
que encontrou menor ingestdo desse nutriente em idosos com déficit cognitivo.* Essa
associacdo nao se manteve em nenhum dos modelos da regressaodesse estudo.

Os resultados da ingestdo desses minerais pelos participantes da pesquisa pode ser
reflexos da realidade do consumo desses nutrientes na populacéo brasileira. Segundo Tureck
et al., 2017 a frequéncia de pessoas com ingestdo inadequada de nutrientes antioxidantes é
elevada no Brasil, sendo essa frequéncia de inadequagio maior entre as pessoas idosas.>!

De modo geral, a média de ingestéo de zinco e selénio identificada nesta pesquisafoi
menor que a maioria das médias identificadas em outros estudos com idosos, independente
de apresentarem déficit cognitivo ou ndo, as quais variaram entre 7,2 a 18,6 mg/dia para o
zinco e entre 28,0 a 102 pg/dia para ingestdo de selénio.*3%-3! Este achadopode ser reflexo

da regionalidade dos padrdes de ingestdo alimentar e do publicoenvolvido nos diferentes



estudos, uma vez que a amostra dessa pesquisa foi formada porpessoas de baixa renda
atendidas em um servico publico de saude, as quais teriam dificuldade para aquisi¢do de
alimentos conhecidos como as principais fontes de zinco eselénio como carnes, frutos do
mar e oleaginosas. Esta hipotese pode ser fortalecida comos resultados de pesquisa anterior
desenvolvida por este grupo de pesquisadores no mesmo espaco geografico, porém com
outro idosos, que identificou média de ingestdo similar aencontrada nesta pesquisa,® de modo
que a baixa ingestdo de zinco nessa amostrapode estar associada a outros fatores sociais,
econdmicos, culturais e ambientais, mas ndoa Doenca de Alzheimer.

Considera-se importante destacar que a ingestdo diaria desse nutriente apresentou
correlacdo direta e moderada com os niveis plasmaticos de zinco, fortalecendo a hipdteseque
a baixa concentracdo plasmatica de zinco, frequentemente observada na DA, pode ser
consequéncia da baixa ingestdo desse mineral e ndo, necessariamente, do aumento das
demandas metabdlicas promovidas pelo estresse oxidativo, sendo esta ultima a principal
hipotese levantada por diversos pesquisadores até 0 momento.*32 Nesta pesquisa, 0 grupode
idosos com DA também apresentou menores concentracfes de zinco no plasma, mas nao
nos eritrocitos.

Estudo desenvolvido por Rodrigues et al., 2017, apesar de n&o identificar diferenca
nas concentracdes de zinco plasmatico, também identificaram correlacdo positiva e
moderada entre a ingestao desse mineral e os niveis de zinco no plasma de idosos com e sem
DA, fortalecendo a hipdtese de que as concentracfes plasmaticas de zinco nos idosos com
Alzheimer podem estar diretamente associadas a baixa ingestdo desse mineral.®

Apesar disso, ndo foi possivel afirmar que 0 aumento das demandas desses minerais
na DA ndo esteja também provocando reducdo dos seus niveis circulantes, umavez que o
desenho dessa pesquisa ndo nos permitiu inferir uma relagdo de causalidade entre ingestéo
alimentar - concentracdo plasmética — Doenga de Alzheimer, pois seria necessario a
realizacdo de estudo longitudinal, prospectivo capaz de identificar a sequéncia em que esses
eventos acontecem.

Sabe-se que o zinco é cofator enzimatico de enzimas importantes para o equilibrio
oxidativo como a superdxido dismutase e componente de outras proteinas como a
cobre/zinco superdxido dismutase (Cu-Zn-SOD) e metalotioneinas, amplamente utilizadas
para reducdo de danos celulares em sistema nervoso central na presenca do estresse
oxidativo!®3* e que também ¢é responsavel pela regulagdo da atividade sinaptica e que a
deficiéncia deste metal pode comprometer processos metabolicos importantes,

desencadeando a neurodegeneracdo e morte celular em sistema nervoso central,



contribuindo para o desenvolvimento da DA.3>*¢ Além disso, as reservas de zinco séo labeis
no organismo humano, especialmente no plasma, de forma que o aumento das demandas
desse mineral pode ser rapidamente refletidos em suas concentracdes circulantes.®’

Do mesmo modo, as concentragdes plasmaticas de selénio entre os participantes
desta pesquisa foram menores no grupo DA. Outros pesquisadores também identificaramessa
associacdo,®® corroborando com os resultados da importante revisio sistematica com
metanalise desenvolvida por Reddy et al.®

O selénio tém sido um importante nutriente estudado na DA por apresentar papelde
protecdo celular a danos provocados pelo estresse oxidativo por compor uma gama de
estruturas proteicas, entre elas a selenoproteina P, que dificultam a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO).3“° Vincent et al., identificaram associacio positiva entre as
concentracdes de selénio em alguns reservatdrios organicos e a DA.*

Importa destacar que os niveis plasméticos e eritrocitarios de selénio ndo se
correlacionaram com a ingestdo alimentar dos idosos e que alteracdes nesses reservatorios
podem ser decorrentes do aumento das demandas metabolicas no grupo de idosos com DA,
seja por resposta inflamatdria de fase aguda e/ou estresse oxidativo.

Considerando que o estresse oxidativo é um dos primeiros eventos observados no
desenvolvimento da DA e esta envolvido na etiologia da doenca e, considerando que nesta
pesquisa ndo foi observado associacdo desse mineral com nenhum outro fator estudado,
postula-se que as menores concentracBes desse mineral nos idosos com Alzheimer
possam estar associadas a esgotamento devido ao aumento das demandas metabdlicas
apresentadas pelo envelhecimento e pela progressdo da DA 404244

Por outro lado, é importante destacar que as células eritrocitarias sdo os principais
sitios de armazenamento desses minerais e a mobilizacdo para dentro ou fora doseritrocitos
ocorre de maneira mais lenta e que baixas concentra¢fes desses minerais nessereservatorio
sdo geralmente observadas em demandas cronicas associadas a ingestdo insuficiente por
longo periodo de tempo.*® Neste estudo ndo foi observado diferenca nasconcentragoes
eritrocitarias de zinco, mas o grupo DA apresentou maior frequéncia de idosos agrupados no

1° quartil e mediana inferior ao grupo NDA.



Finalmente, partindo-se do pressuposto que a diferenga nas concentracGes
plasméticas de zinco sofreu influéncia direta da ingestdo didria deste mineral,
caracterizando-se uma deficiéncia aguda deste mineral secundaria a baixa ingestao; que néo
foi observado associacao entre as concentracdes eritrocitarias desse mineral e que osniveis
de selénio no plasma e nos eritrcitos foram mais baixos nos idosos com DA e ndosofreu
influéncia da ingestdo alimentar, é possivel que as baixas concentracbes de zinco
frequentemente observada na DA sofra maior influéncia de fatores agudos e externos,
especialmente da ingestdo alimentar, que da propria doenca. Em contrapartida, as
concentracdes de selénio parecem estar diretamente relacionadas a doenca de Alzheimer,
sendo esta uma deficiéncia cronica que precisa ser melhor investigada para uma correta
intervencdo.

O presente estudo apresenta algumas limitacdes, entre as quais a auséncia de uma
avaliacdo ampliada de marcadores do estresse oxidativo e o desenho da pesquisa que ndonos
permite identificar relagdes de causa e efeito entre as variaveis independentes e os desfechos
estudados, entretanto este ndo era o objetivo principal da pesquisa, devendo serrespondida
por outros estudos epidemiol6gicos e prospectivos. Outra importante limitacdo é a avaliacdo
do consumo alimentar que apresenta sempre possibilidade de viésde preenchimento dos
inquéritos, especialmente pela necessidade de resgate da memdriados avaliados, para
corrigir essa limitacdo e minimizar os riscos de vieses, optou-se peloregistro alimentar
preenchido diariamente pelo cuidador ou familiar do idoso e toda a tabulacéo foi feita por

um Unico pesquisador treinado e em duplicata.

CONCLUSAO

A ingestdo diaria de zinco e selénio mostrou-se inadequada na maioria dos idosos
inseridos nesta pesquisa, independente do diagnostico da doenca, entretanto os idosos com
Alzheimer apresentam menor ingestdo média de zinco e esta ingestdo parece interferir
diretamente nas concentracOes plasmaticas desse mineral que também foi menorno grupo de
idosos com a doenca.

Por outro lado, a concentragdo de selénio no plasma e nos eritrocitos sao mais baixas
em idosos com a Doenca de Alzheimer e ndo apresenta correlagdo com a ingestédoalimentar,
favorecendo a hipdtese de que existe uma maior demanda organica por este mineral na

Doenca de Alzheimer.
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7. CONCLUSAO GERAL

A fisiopatologia da Doenca de Alzheimer ainda ndo esta totalmente elucidada eos
fatores associados ao seu desenvolvimento vem sendo estudado ao longo dos anos.Uma
das hipGteses mais aceitas € que o0 estresse oxidativo seja um dos principais fatores
associados a aparecimento e progressao da doenca, entretanto os estudos ainda séo
contraditdrios e ndo séo suficientes para identificar os fatores desencadeantes desse estresse
e sua associacao direta com a DA.

Nesta pesquisa, inicialmente investigamos as possiveis associacdes entre as
concentracdes de zinco e selénio no plasma e nos eritrocitos de idosos com e sem a DA,
sendo o plasma um indicador de deficiéncia aguda e os eritrécitos um marcador depossivel
deficiéncia cronica.

Em uma andlise inicial, sem considerar a ingestao alimentar desse nutriente, foi
identificado que baixas concentragfes de zinco estdo presentes no plasma de idosos com
DA, caracterizando um desequilibrio atual entre oferta e demanda organica.

Do mesmo modo, os resultados dessa pesquisa sugeriram que as concentragdes
plasmaticas e eritrocitarias de selénio apresentam associacao com a DA e que, em analise
ajustada, as baixas concentracgdes eritrocitarias de selénio puderam predizer maior chance
de pessoas idosas serem diagnosticadas com DA.

Entretanto, os determinantes das baixas concentracbes desses nutrientes, assim
como o desenvolvimento da DA sédo de causas multifatoriais e embora possam estar
associados entre si, outros fatores ambientais precisam ser investigados como a idadee a
ingestdo alimentar diaria. Além disso, estudos longitudinais precisam ser desenvolvidos
para melhor elucidar essa relacgéo.

Nesse sentido, seguiu-se a investigagdo buscando possiveis relagfes entre fatores
que, em associacdo, pudessem melhor elucidar a relacao do zinco e do seléniocom a DA.

Nesse sentido, investigou-se a associacdo entre ingestdo alimentar e idade



com as concentragfes desses minerais, bem como na unido desses fatores (ingestao e
niveis plasmaticos e eritrocitarios) com a DA.

Observou-se que a idade, per si hdo conseguiu justificar as baixas concentracbes
desses nutrientes observadas em idosos com DA, especialmente porquea amostra dos dois
grupos foi pareada por idade e embora tenha sido observada uma tendéncia de associacao
da idade com baixas concentracdes de zinco e selénio (dado ndo apresentado), essas néo
foram confirmadas em andlises multiplas ajustadas.

Destacamos que a ingestdo diaria de zinco e selénio se mostrou inadequada na
maioria dos idosos inseridos desta pesquisa, independente do diagnéstico da doenca,
entretanto os idosos com Alzheimer apresentam menor ingestdo média de zinco e esta
ingestéo parece interferir diretamente nas concentracdes plasmaticas desse mineral.

Por outro lado, a concentracdo de selénio no plasma e nos eritrocitos séo mais
baixas em idosos com a Doenca de Alzheimer e ndo apresenta correlacdo com a ingestao
alimentar, favorecendo a hipétese de que existe uma maior demanda organicapor este
mineral na Doenca de Alzheimer e que as baixas concentragfes de zinco nesses idosos

parecem ser consequéncias da baixa ingestdo alimentar.
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Apresentacédo do Projeto:

Trata-se de um estudo do tipo caso-controle, formado por dois grupos de idosos de ambos os sexos,sendo
0 grupo | constituido por individuos com diagnostico clinico da Doenca de Alzheimer e o grupo Il formado
por idosos sem diagndstico da doencga, todos acompanhados no Ambulatério de Geriatria e Gerontologia de
um hospital pablico de Maceid. Seréo coletadas variaveis sociodemogréficas, histéria familiar de deméncia,
Mini Exame do estado Mental, Mini Avaliacdo Nutricional, composicao corporal e dngulo de fase

por meio da bioimpedancia elétrica, medidas antropométricas (peso, altura do joelho, IMC, prega cutanea
subescapular) e avaliagdo bioquimica e concentragfes plasmaticas dos antioxidantes: zinco, selénio e Vit E.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

- Identificar possiveis associacdes entre a composicao corporal, reservas corporais de antioxidantes e
angulo de fase em idosos com Doenca de Alzheimer.

Objetivos Secundarios:

- Caracterizar os idosos em relacédo aos fatores de risco para desenvolvimento da Doenca de Alzheimer;
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- Avaliar o estado nutricional através da antropometria, Mini Avaliacdo Nutricional (MAN), marcadores
biologicos e Bioimpedancia Elétrica (BIA);

- Avaliar concentragdes plasmaticas de Zinco, Selénio, Vit E, Vit B12 e Acido félico em idosos;

- Associar o0 estado nutricional com estégio cognitivo;

- Identificar fragilidade celular por meio da avaliagao do angulo de fase;

- Avaliar a aplicabilidade do angulo de fase como fator preditivo para o declinio da capacidade cognitiva
nesta populacao;

- Comparar os resultados entre grupo de idosos com e sem Doenca de Alzheimer.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos referem-se ao desconforto que os participantes poderdo sentir ao responder aos questionarios,
pois ha questdes pessoais, que podem constrangé-los e ao possivel desconforto que as avaliagbes
antropométricas, coleta de sangue e bioimpedancia podem ocasionar a eles, caracterizando-se como riscos
minimos. Esse constrangimento sera minimizado com 0s esclarecimentos prestados pela pesquisadora e
demais membros da equipe de gerontologia. Os beneficios diretos se referem ao fato de que todos os
voluntarios terdo sua assisténcia geriatrica e nutricional e/ou encaminhamentos necessarios, assegurados
pela pesquisadora principal deste estudo. Além disso, esses dados serdo importantes por fornecerem
informacdes para o melhor planejamento da terapia ambulatorial, visto que serdo de acesso do nutricionista
e do geriatra responsaveis pelo ambulatério, propiciando-lhes mais informagGes para a avaliagdo dos
beneficios do método empregado e do sucesso do tratamento/cuidados prestados, assim como para a¢des
educativas voltadas aos envolvidos nos cuidados a esses pacientes, 0 que representa ganhos cientificos e
sociais. Os beneficios indiretos da pesquisa referem-se as politicas publicas e de gestdo em salde,
contribuindo para a melhoria da atencédo em saude e qualidade de vida em idosos.

Comentérios e Consideracfes sobre a Pesquisa:
Trata-se de investigagdo de importancia para o grupo estudado, considerando que os resultados poderao
auxiliar no planejamento das acdes em salde para idosos, um grupo que cresce numericamente a cada ano
e gue apresenta particularidades em seu manuseio.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:

Os termos foram apresentados satisfatoriamente.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Protocolo atende as recomendacdes éticas da Resolucdo 466/12.

Situacédo do Parecer:
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PROTOCOLO DE PESQUISA:

1. IDENTIFICACAO

Data: / / Horario:
Prontuéario:

Nome: Sexo: 1. (
YJE 2. )M

Idade: Data de nasc: /[ Naturalidade: Procedéncia:

Estado civil: 1.( ) Solteiro 2.( ) Casado 3.( ) Unido estavel 4.( ) Divorciado
5.( ) Viavo

Endereco:

Telefone: e-
mail:

Escolaridade:

1.( ) Analfabeto 2.( ) 1°G incomp 3.( )1I°Gcomp 4. )2°Gincomp 4.( )
2°G comp 5.( ) 3°G incomp 6.( ) 3°G comp

Situacao Profissional:

1.( )Empregado 2.( ) Desempregado 3. ( ) Trabalho informal 4.( ) Aposentado/
pensionista 5. ( ) Estudante Profisséo renda familiar
mensal R$

Histéria da doenca atual — hda (relato de caso):

Historia patologica pregressa — hpp
- DOENCAS CRONICAS (Diagnéstico? Inicio da doenga? Hospitalizagdes? Tratamento? etc.)

- CIRURGIAS (tipos, motivos, periodo):

OBSTETRICA E GINECOLOGICA:
NUmero de gestacgoes: Numero de filhos:

Historia familiar — (DM, HAS, Dislipidemia, CA, Obesidade, outros).



Histéria pessoal e social — HPS

Condicdes de moradia: 1.( ) Familiares 2.( ) Sozinho

Area de moradia: 1.( ) Area urbana 2.( ) Arearural 3.( ) Instituicdo de longa
permanéncia

Saneamento basico (esgotamento sanitario): 1.( ) Sim 2.( ) Ndo

Agua encanada: 1.( ) Sim 2.( ) N&o Coleta de lixo: 1.( ) Sim
2.( ) Nao

i id
Etilismo: 1.( ) Sim 2.( ) Nao 3.( ) abstémio ha

Tipo de bebida, frequéncia e dose:

Tabagismo: 1.( ) Sim 2.( ) N&o 3.( ) abstémio ha
Tipo de fumo, frequéncia e
quantidade/dia:

Pratica de atividade fisica: 1.( ) Sim 2.( ) Nao

Qual? Frequéncia (vezes/semana): Duracgédo (tempo):

Sono e repouso:

1.( ) Ndotem insbnia 2. ( ) Apresenta dificuldade pra dormir ~ 3.() Acorda varias vezes a
noite

4.( ) Dorme durante o dia Numero de horas de sono a noite Durante o
dia

2. DADOS CLINICOS

2.1 — Antecedentes gastrointestinais:
Tipo de alimento

Alergia alimentar: 1( ) Sim 2( ) Néo
Intolerancia: 1( ) Sim 2( )Néao
Pirose: 1( ) Sim 2( ) Nao
Nauseas: 1( ) Sim 2( )Nao
Voémito: 1( ) Sim 2( ) Néo
Regurgitacéo: 1( ) Sim 2 ( ) Nao

2.2 — Ritmo Intestinal:
Ritmo intestinal: 1.( )Normal 2.( )lento 3.( ) aumentado

Consisténcia das fezes: 1.( )Normal 2.( ) liquida 3.( )pastosa 4.( )ressecada
Freq evacuacdes:

2.3 = Trato Urinario:



Ritmo urinario 1 ( ) Normal 2 ( ) oliguria 3 ( ) poligria 4 ( ) andria
Aspecto 1.( ) Normal 2.( ) Claro 3.( ) Concentrada

2.4 — Cardiovascular e Respiratério
FC: bpm PA: / Dispinéia: 1.( ) Sim 2.( )Nao FR: ipm

3. AVALIACAO FISICA

3.1 — EXAME FiSICO NUTRICIONAL

Deplecédo de massa
muscular: 1.( )Sim 2.( )Néo

Cabeca:

Pescoco:

Tronco:

Membros superiores:

Membros inferiores:

Comunicacéo/linguagem: ( )Clara ( ) Incompreensiva ( )outra alteracdo

CondicBes de mucosa e pele: ( )Hidratada ( )Desidratada ( ) Ciandtica
(' )lctérica () Ulcera por presséo

Elasticidade da pele: ( YNormal () Diminuida
Mucosas: ( )Hipocromica (' )Normocromica () Hipercromica
Acuidade auditiva: (" )Normal (' )Diminuida () Uso de aparelho auditivo
Acuidade visual: (' )Normal ( )Diminuida () Uso de lente corretiva
Boca: Denticdo superior ( )Total () Parcial ( )Uso de protese

Dentigéo inferior ( )Total () Parcial ( ) Uso de protese

Mucosa ( )Hipocromica () Normocromica () Hipercromica

Lingua ( )Normal ( )Magenta ( ) Saburrosa

Lesdes ( )Sim ( )Nao Especificar:

Sangramento em gengivas ( )Sim ( YNéo
Abdome: ( )Plano ( ) Globoso ( ) Doloroso () Gravidico ( ) Escavado
Membros superiores: ( )Edema ( )Amputacdo ( ) Lesbes () Varicosos
Membros inferiores: ( )Edema ()Amputacéo () Lesdes (') Varicosos

3.2 - AVALIACAO ANTROPOMETRICA

Peso atual (kg): IMC (kg/m3):
Peso usual (kg): CC (cm):
Peso ideal (kg): CQ (cm):
Adequacéo de peso (%): RCQ:

Estatura (m): Perda de peso (kg/%):




Dobras cutaneas:

Tricipital (mm):

Bicipital (mm):

Subescapular (mm):

Supra-iliaca (mm):

> Dobras cutaneas:

% gordura corporal:

Diagndstico Nutricional Antropométrico:

Tempo de PP:

Classificacdo PP:

CB (cm):

CMB (cm):

AMB corrigida (cm?):

AGB (cm?):

4. AVALIACAO BIOQUIMICA

HDL colesterol (mg/dL)

EXAME/DATA REFERENCIA
Hematdcrito (%) 35-45%
Hemoglobina (g/dL) 12-15,5
Hemacias (milhdes/mm3) 4-6,9
Colesterol total (mg/dL) ATE 200
>40 (homem)

>50 (mulher)
>60(mulher PM)

LDL colesterol (mg/dL) 100-129
Triglicerideos (mg/dL) ATE 150
Glicemia de jejum (mg/dL) 70-100
Acido drico (mg/dL) 2-5
Creatinina (mg/dL) 0,4-1,3
Albumina (g/dL) 3,5-4,8
Linfocitos 20-50 ou 1.500-5.000
Plaquetas 150.000 / 400.000
Proteinas totais 6,4-8,1
Creatina 04-1,3
Ferro sérico (ug/dL) 40-160

6 — 159 (mulher)

Vit B12 (pg/mL)

Ferritina (ug/dL) 28 — 397 (homem)
Transferrina (mg/Dl) 200-400
174-878




5. DADOS DIETETICOS

DIA ALIMENTAR HABITUAL

REFEICOES

DIA ALIMENTAR HABITUAL (DAH)

RECORDATORIO 24H

Desjejum

Lanche da Manha

Almocgo

Lanche da Tarde

Jantar

Ceia

Total

Carboidratos

Proteinas

Lipideos

Calorias

Record. 24h

INGESTAO HiDRICA:

Preferéncias
alimentares:

Aversoes:

Jafez ou faz alguma dieta especial:

() Sim

() N&o

Especificar:

Restricdo de: SAL 1.( ) Sim 2.( ) Néo

Suplementacdo Nutricional: 1.(

) Sim

Local onde faz as refei¢cdes:

Apetite: 1(

) Preservado

Dificuldade de degluticao:

1.( )Sim

2.( )Reduzido

2.( )Nao

ACUCAR 1. () Sim
2.( )Né&o

Qual:

Quem prepara:

2.( ) N&o

3.() Aumentado




ESCALA GERIATRICA DE DEPRESSAO - GDS

1. Vocé esta basicamente satisfeito com sua vida? ........cccccoevvveeiinnennn. Sim NAO

2. Vocé se aborrece com freqUENCIA?. .......eeveiiiiieiiiiiie e SIM Néao

3. Vocé se sente um indtil nas atuais Circunstancias?..........cccccvveeviveenn. SIM Né&o

4. Vocé prefere ficar em casa a sair e fazer coisas novas?. ........c.......... SIM Néao

5. Vocé sente que sua situacdo nao tem saida? ......cccccceeeevvicciiiieeneeennn, SIM Néao

6. Vocé tem medo que algum mal VA [he aCoNteCer?......eveeiiiiiiiieeeeee e cccieee e SIM
N&o

7.Vocé acha que sua situacdo € sem

ESPEIANGAS?. . eevieieeiiiriieiire e SIM Né&o

8. Vocé acha maraviln0S0 €Star VIVO? ........uuiviiiiiiiiiiiiiiie e a e Sim
NAO

9. VOCE sente que SUa Vida ESTA VAZIA?.........cueiiiiiieee ittt e siaee e sraeea e ee
SIM Néo

10. Vocé sente que a maioria das pessoas esta melhor que

VOCE? it SIM Nao

11. Vocé se sente com mais problemas de memdéria do que a maioria?...........cccceeeee....
SIM Néo

12. Vocé deixou muitos de seus interesses e atividades? .........cccccovviieeeiiiiieeee e
SIM Nao

13. Vocé se sente de bom humor a maior parte do tempo?.......cccccvevvivviveiiiiieee e,
Sim NAO

14. VOCE se sente Cheio de ENEIGIAT........cccuiiiiieii e e e e e e e e
Sim NAO

15. Vocé se sente feliz a maior parte do temMpPO?.......ccuvviieiiiiiiee e
Sim NAO

GDS: /15




NI

Mini Avaliacao Nutricional®
Mini Nutritional Assessment MINA™

Sobrenome: Nome: Sexo: Data:

Idade: Peso (kg): Altura (cm): Leito:

Preencher a primeira parte deste questionadrio, indicando a resposta. Somar os pontos da Triagem. Caso o escore seja igual ou inferior a 11,
concluir o questiondrio para obter a avaliacao do estado nutricional.

Triagem J Quantas refeicoes faz por dia?

0 = uma refeicao
A Nos ultimos trés meses houve diminuicao da ingesta 1 = duas refeicoes
alimentar devido a perda de apetite, problemas digestivos ou 2 = tresrefeicoes D
dificuldade para mastigar ou deglutir?
0 = diminuicao severa da ingesta K 0 paciente consome:
1 = diminuicao moderada da ingesta + pelo menos uma porcao didria de leite
2 = sem diminuicao da ingesta D ou derivados (queijo, iogurte)? sim OO0 nao O
+ duas ou mais porcoes semanais
B Perda de peso nos tltimos meses de legumes ou ovos? sim [0 nao O
0 = superior a trés quilos + carne, peixe ou aves todos
1 = nao sabe informar os dias? sim [0 nao [0
2 = entre um e trés quilos 0.0 = nenhuma ou uma resposta «sim»
3 = semperda de peso |:| 0,5 = duas respostas «sim»
1,0 = trés respostas «sim» D | I:l
C Mobilidade
0 = restrito ao leito ou a cadeira de rodas L 0 paciente consome duas ou mais porcoes
1 = deambula mas nao ¢ capaz de sair de casa diarias de frutas ou vegetais?
2 = normal D 0 = nao 1 = sim D
D Passou por algum estresse psicologico ou doenca aguda M Quantos copos de liquidos (agua, suco, cafe, cha, leite)
nos ultimos trés meses? 0 paciente consome por dia?
= sim 2 = nao D 0.0 = menos de trés copos
0,5 = trés a cinco copos
E Problemas neuropsicologicos 1,0 = mais de cinco copos (] I ]
0 = demeéncia ou depressao graves
1 = demeéncia leve N Modo de se alimentar
2 = sem problemas psicologicos D 0 = nao é capaz de se alimentar sozinho
1 = alimenta-se sozinho, porém com dificuldade
F Indice de massa corporea (IMC = peso [kg] / estatura [m]?) ¢ = alimenta-se sozinho sem dificuldade
(1) - I:;E I<N1Ig =1 0 O paciente acredita ter algum problema nutricional?
2 = 21<IMC<23 0 = acredita estar desnutrido
3 = IMC=>23 |:] 1 = nao sabe dizer
2 = acredita nao ter problema nutricional D
Escore de trlagem (subtotal, maximo de 14 pontos) D D P Em comparacao a outras pessoas da mesma idade,
como o paciente considera a sua propria saude?
12 pontos ou mais  normal; 0.0 = nao muito boa
desnecessario continuar a avaliacao 0,5 = nao sabe informar
1,0 = boa
11 pontos ou menos  possibilidade de desnutricao; 2.0 = melhor D ' D

continuar a avaliacao

Q Circunferéncia do braco (CB) emcm

Avaliacao global 00= CB<21
05= 21<CB<22

o1y . s 10= CB>22 ][]
G 0 paciente vive em sua propria casa (nao em casa geriatrica !
ou hospital ; : :
B n‘az ) 5 sdin ] R Circunferéncia da panturrilha (CP) em cm
0 = CP<31 1=CP231 L]
H Utiliza mais de trés medicamentos diferentes por dia? .
0 - sim 1 = nao [] Avaliacao global (maximo 16 pontos) HRERE
I Lesoes de pele ou escaras? Escore da t"agem D D
0 = sim 1 = nao [] Escore total (maximo 30 pontos) L1 0.0
Ref.: Guigoz Y. Vellas B and Garry PJ. 1994. Mini Nutritional A A practical tool for
grading the nutritional state of elderly patients. Facts and Research in Gerontology. Supplement - 5 =
#215.50. _ - Avaliacao do Estado Nutricional
Rubenstein LZ, Harker J, Guigoz Y and Vellas B. Compr Geriatric A (CGA) and
the MNA: An Overview of CGA, Nutritional Assessment, and Development of a Shortened Version . : I:l
of the MNA. In: "Mini Nutritional Assessment (MNA): Research and Practice in the Elderly”. Vellas de 17 a 23,5 pontos risco de desnutricao
B, Garry PJ and Guigoz Y, editors. Nestlé Nutrition Workshop Series. Clinical & Performance
Programme, vol. 1. Karger, Bale, in press. menos de 17 pontos desnutrido D

©1998 Societe des Produits Nestle S.A., Vevey, Switzerland, Trademark Owners

11.99 BRA



(Folstein, Folstein & McHugh, 1975)

Paciente:

Data de avaliacéao: Avaliador:

Orientacéo
1) Dia da Semana (1 ponto)
2) Dia do Més (1 ponto)
3) Més (1 ponto)
4) Ano (1 ponto)
5) Hora aproximada (1 ponto)
6) Local especifico (andar ou setor) (1 ponto)

7) Instituicdo (residéncia, hospital, clinica) (1 ponto)

8) Bairro ou rua proxima (1 ponto)
9) Cidade (1 ponto)
10) Estado (1 ponto)

Memoria Imediata

AN AN AN AN A A A A S
N N N N N N N N N N

Fale trés palavras nédo relacionadas. Posteriormente pergunte ao paciente pelas 3

palavras. D& 1 ponto para cada resposta correta.

( )

Depois repita as palavras e certifique-se de que o paciente as aprendeu, pois mais

adiante vocé ira pergunti-las novamente.

Atencéo e Calculo

(100-7) sucessivos, 5 vezes sucessivamente (93,86,79,72,65)

(1 ponto para cada célculo correto)

Pergunte pelas trés palavras ditas anteriormente
(1 ponto por palavra)

1) Nomear um relégio e uma caneta (2 pontos)
2) Repetir “nem aqui, nem ali, nem 1a” (1 ponto)

( )

Evocacéo

( )
Linguagem

( )

( )

3) Comando:’pegue este papel com a méo direita, dobre ao meio e coloque no

chéao (3 pontos)

4) Ler e obedecer:"feche os olhos” (1 ponto)
5) Escrever uma frase (1 ponto)

6) Copiar um desenho (1 ponto)

Escore: ( / 30)

! INTERPRETAGAO DO MINI EXAME DO ESTADO MENTAL (MMSE)

Pontuacéao Escolaridade
<24 Altamente escolarizado
<18 Ginasio

<14 Analfabeto

)
)
)
)

AN AN/

Diagnéstico

Possivel deméncia
Possivel deméncia
Possivel deméncia



Paciente: ?|dade:
Data de Avaliacéo:

ESCREVA UMA FRASE

COPIE O DESENHO

2 CONTINUAGAO MINI-MENTAL



