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RESUMO

A Doenca de Parkinson é um distarbio degenerativo e progressivo do sistema nervoso central,
e sua etiologia ndo foi totalmente esclarecida. Recentemente os metais ganharam importancia
etioldgica para essa doenca e o cabelo tem atraido consideravel atencdo como um biomarcador
de niveis bésicos desses elementos no corpo humano. O objetivo desse estudo foi avaliar as
concentragOes de Ca, Fe e Zn em cabelos de pacientes com Doenga de Parkinson e investigar
as variacOes dessas concentracfes de acordo com caracteristicas como sexo, idade, tempo e
gravidade da doenca. Vinte e seis individuos preencheram os critérios de inclusdo para este
estudo, e foram realizadas entrevistas para investigar o historico"de doenca de cada um e
comorbidades associadas. E aplicou-se a Escala de Estagios de Incapacidade de Hoehn e Yahr
(Degree of Disability Scale - HY). Cerca de 0,1 g de cada ¢abelo coletado foi submetido a
decomposicdo em bloco digestor por 30min a temperatrande 902 e apos foram realizadas as
quantificaces dos metais por FAAS (Espectrometria por Absergdo Atdmica com Chamas). Os
resultados demonstraram uma significativa reducae dos niveis das concentracdes de Ca e
aumento da concentracdo de Zn nas amostras de cabelo, dos{pacientes comparados com as
amostras coletadas no grupo controle. Uma reducdode Fe foi observada, porém nédo se mostrou
estatisticamente significativa. Na comparacdo dos subgrupos dos pacientes por sexo uma
diferenca significativa foi encontradasapenas para o elemento Fe, 0 sexo masculino apresentou
concentracdo menor do que no sexo feminino. As concentracdes dos elementos de acordo com
0s estagios da doenca foram observadas que o Ca diminui drasticamente e 0 Zn aumentou,
quando comparados o estagie. inicial com @'estagio mais avancado. Na divisdo por subgrupos
de tempo de doenca, foi notavel apenas aumento das concentragdes de Zn. Nas comparacdes
por idade, ndo foramencontradas diferencas significativas nos subgrupos. Ha relacdo entre a
Doenca de Parkinson, o-aumento de Zn, deficiéncia de Ca e também de Fe (apesar de ndo ter
sido significativa nesse estude) em cabelo de pacientes com Doenca de Parkinson. O avango
do tempo de‘deenga e da gravidade da doenga sdo acompanhados pela variacdo de Zn e Ca.

Palavras-Chave: Doenca de Parkinson, zinco, ferro, calcio, cabelo, biomarcador



ABSTRACT

Parkinson's disease is a progressive and degenerative disorder of the central nervous system,
and its etiology is not fully understood, recently the metals have gained importance in the
etiology for this disease and the hair has attracted considerable attention as a biomarker of basic
levels of these elements in the human body. The aim of this study was to evaluate the
concentrations of Ca, Fe and Zn in hair from patients with Parkinson's disease and investigate
the variations of the concentrations according to characteristics such as gender, age, disease
duration and others. Twenty-six individuals met the inclusion criteria for this study, and
interviews were conducted to investigate the disease history of each one and associated
comorbidities; and it was applied the Degree of Disability Scale of Hoehn and Yahr. After,
about 0.1 g of each collected hair was submitted to the digestion inidigester block for 30 min at
a temperature of 90 °C and after it was performed the metals quantification by FAAS (Flame
Atomic Absorption Spectrometry). The results showed a significant reduction in the levels of
Ca concentration and increased Zn concentration in the hair samples, of the patients compared
with the control group and a reduction of Fe was observed howeversit was not statistically
significant. Comparing the subgroups of patients by:sex, a significant difference was found only
for Fe element, males had lower concentration than in femalgs. The concentrations of the
elements according to the stages of the disease'was observed that Ca decreases drastically and
Zn increased when comparing the initial stage to theflater stage. In the division by subgroup of
time of disease, there was remarkable, only increasing in the Zn concentrations. Comparisons
by age, there were no significant differencesin the subgroups. There is a relationship between
Parkinson's disease, the increasefof Zn, Ca deficiency as well as Fe (though not have been
significant in this study) in thehair of patients with Parkinson's disease. The progress of the
disease duration and severity of disease are accompanied by the variation of Zn and Ca.

Keywords: Parkinson’s disease, zinc,iron, calcium, hair, biomarker
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP) é um distarbio do neurodegenerativo, progressivo,
caracterizado pela deterioracdo do sistema dopaminérgico dos neurdnios da substancia negra
(revisado por Lees et al., 2009). O diagndstico € realizado pela identificacdo dos seus sinais e
sintomas motores, tais como tremor de repouso, rigidez, dificuldade da marcha, alteragbes
posturais (Friedman & Millman, 2008).

A etiologia dessa doenca ndo é totalmente clara, prineipalmente devido a diversos
fatores genéticos e ambientais que interagem resultando no desenvolvimento dessa doenca. A
exposicdo ambiental e ocupacional aos componentes,.com acGes neurotoxicos (metais,
pesticidas, herbicidas), alteracbes dietéticas (alimentos industrializados, agucar, vitaminas,
gorduras animal e etc.) e o envelhecimento atuam conjuntamente aumentando 0s riscos e a

predisposicdo a doenca (Squitti et al., 2002),

Apo6s importantes investigacfes realizadas a’ algumas décadas atrds a Doenca de
Parkinson passou a ser considerada uma “doenca ambiental”. A primeira evidencia foi
apresentada por Zayed et al. (1990) que realizaram um estudo epidemioldgico no Canada em
que encontraram uma correlagéo positiva®entre o aumento do risco para Doenca de Parkinson
e a exposicdo a trés‘metais: manganés, ferro e aluminio. E Rybick et al. (1993) demonstraram
que municipiosfcom, inddstrias de papel, quimica, ferro, cobre ou categorias relacionadas
tiveram significativamente taxas mais elevadas de mortalidade por Doenca de Parkinson do que
municipios semfessas inddstrias. E varios outros estudos tem apresentado outros fatores
ambientais como pesticidas, herbicidas, e metais na origem da doenca (Hertzman et al., 1994;
Alschuler, 1999; Gorell et al., 1999; Le Couteur et al., 1999).

Os metais ligam-se com a alfa-sinucleina (principal proteina relacionada a Doenca de
Parkinson), provocando alteragdes que transformam sua estrutura, acelera a agregacgéo e
fibrilagdo que, posteriormente, resultardo em agregados proteicos conhecidos como corpos de
Lewys (Uversky et al., 2001) que se acumulam na substancia negra provocando degeneragéo
desse nucleo cerebral. Os avangos das técnicas espectroquimicas vém contribuindo para
compreensdo de uma importante hipotese que se refere as variagdes das concentragdes de
metais em diversas amostras biologicas de pacientes com Doenca de Parkinson. No entanto a

maior parte das investigacdes sobre metais, como fator etioldgico dessa doenca foram baseadas
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em andlises de tecidos post-mortem de algumas regides cerebrais desses pacientes (Forte et al.
2005).

As analises nos niveis de elementos em outros tecidos e também em fluidos corporais
de pessoas vivas tornaram-se alvo de importantes investigagdes, e assim analises neuroquimicas
recentes, de determinacdo e quantificacdo desses elementos, apresentaram-se alteradas em
amostras biologicas de diversos tecidos e fluidos desses pacientes como liquido cérebro
espinhal, sanguineo, cerebral, e cabelo (Forte et al., 2005; Miyake et al., 2011; Zhao et al.,
2013; Xiaojun et al., 2013; Fukushima et al., 2013).

Importante ressaltar que o cabelo recebeu uma consideravel atencdo como biomarcador
de niveis basicos de metais no corpo humano para analises de exposi¢do ocupacional, ambiental
em testes farmacoldgicos com elementos potencialmentemiocivos a muitos anos atras (D’Ilio et
al., 2000; Klevay et al., 2004), principalmente pelas vantagens € particularidades que o destaca
de outras amostras comumente utilizadas, tais.eemo como sangue, soro, urina. Dentre elas a
capacidade de refletir o acumulo referente/a absorcéo de substancias pelo corpo humano, esse
fendmeno de acumulacéo visto apenas no ¢abelo, conduz a uma maior concentracdo de metais
nesse tecido comparados com osdfluidos (Senofenté et al., 2000; Forte et al., 2005). A maior
parte dos estudos foram focados na earacterizacdo da distribuicdo de metais no cabelo de
individuos saudaveis e sdorescassos os dados relacionados a presenca de elementos no cabelo

de individuos afetades pela Doenca de Parkinson (Forte et al., 2005).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ADOENCA DE PARKINSON

2.1.1 Consideracdes gerais da Doenca de Parkinson

A Doenca de Parkinson (DP) € um disturbio crénico, degenerativo e progressivo do
sistema nervoso central, e tem como caracteristica fisiopatologica a degeneracao dos neurénios
dopaminérgicos da substancia negra, levando a redugdo da quantidade de neurénios produtores

de dopamina na via nigroestriatal e dos neurdnios contendo neur nina no tronco cerebral,

Kastner et al., 1992)

Putamen
Ntcleo Caudado

Téalamo
Globo palido (parte lateral)

Nucleo Subtalamico
Globo palido (parte medial)

Substancia Negra

Figura 1: Neuroanatomia dos ndcleos da base: regido do sistema nervoso associada a
Doenca de Parkinson. Fonte: http://cienciasecognicao.org/

As estimativas da incidéncia e das taxas de prevaléncia da DP sdo dificeis de analisar
devido a marcante variacdo entre os diferentes estudos e populacfes. Ainda assim pode-se
considerar que nos paises desenvolvidos, a DP afeta cerca de 0,3% de toda a populacdo, mais
gue 1% daqueles com mais de 60 anos ou superior a 4% desses com mais de 80 anos (De Lau
& Breteler, 2006).
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Dados Uteis podem ser obtidos em portais epidemiol6gicos do Governo brasileiro, 0s
quais registram que no pais, ja que ndo existem estimativas oficiais para essa doenga, mas que
a expectativa de vida aumentou pelo crescimento de 21 % da populacdo acima de 65 anos,
propiciando estimar-se uma populacdo acima de 200 mil individuos com DP (Souza et al.,
2011).

2.1.2 Etiologia

A DP é considerada quanto a sua etiologia como idiepética, mas também alguns
pesquisadores vém colocando alguns fatores, como predisposi¢éo genéticagexposicéo a toxinas
ambientais, exposicdo ocupacional crbénica a metais_ especificos, /estresse oxidativo,
anormalidades mitocondriais, e também alteracbes advindas de.envelhecimento cerebral como
desencadeadores da doenga (Lewis et al., 2007; Pinheire, 2006).

Tratando-se de fatores ambientais, pode-se apontar 0 us0 de agua de pocos contaminadas
por substancias toxicas, exposicdo a pesticidas e ‘herbicidas, verificados em maior frequéncia
em zonas rurais, como fatores de“risco para, desenvolvimento da doenca. Outros fatores
ambientais sdo as exposi¢cGes acupacionais de longo prazo a produtos quimicos industriais,
como manganés, mercurio.e solventes (Lewis et al., 2007). O estresse oxidativo advém dos
desequilibrios em meganismos que geram anormalidades nas mitocéndrias com a formagao de
radicais livres. Fatores genéticos envolvidos de forma direta na DP, ndo séo evidentes, mas
suspeita-se que alguns genes,de forma indireta favorecem o desenvolvimento dessa patologia.
E as disfunc@es mitocondriais que por meio de uma cascata de eventos que levam a morte
celular programada, por a¢6es decorrentes da combinacdo de fatores toxicos e genéticos (Yang
et al., 2010; Pereira & Garrett, 2010; Teive, 2005).

A combinacdo dessas alteracdes reforca a atual hipdtese de uma causa multifatorial para
doenca, onde a predisposicdo genética e a exposicdo a fatores toxicos ambientais, agem em
conjunto com as contribuicdes do envelhecimento cerebral tais como a perda neuronal

progressiva, comum com o0 avanco da idade (Pereira & Garrett, 2010; Teive, 2005).
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2.1.4 Fisiopatologia, Sinais e Sintomas

A investigacOes fisiopatoldgicas da Doenca de Parkinson, de acordo com Teive (2005),
Yao e Wood (2009) e Levy et al., (2009) demonstram que essa patologia é neurodegenerativa,
progressiva, e observa-se a presenca de alteragdes multiplas nos sistemas dopaminérgicos,
colinérgicos, serotoninérgicos e noradrenérgicos).

A despigmentacdo é a principal alteracdo identificada em analises morfologicas dos
neurdnios dopaminérgico e de melanina (figura 2). Ficando evidente nesses estudos que o grau
de perda de dopamina esta relacionado com branqueamento da substdncia negra. A
despigmentacdo também estd associada a perda da dopamina que € um neurotransmissor
produzido pelos neurdnios dopaminérgicos da substancia negra. Os neurénios dessa regido
enviam projecOes para o estriado, que sdo nucleos que®stéo envelvidosdo processamento da
informacdo, em outros nicleos que sdo os ganglios da/basen Assim essas alteracdes que
comegam na substancia negra, reduzem as projegdes para o estriado, provocando déficits no

processamento pelos ganglios da base, prejudicandoefas,atividades do cortex motor, que resulta

em grandes prejuizos no controle dos movimentos voluntarios, caracterizando da Doenca de
Parkinson (Friedman & Millmang2008; Teive;2005).
AB

Figura 2: Neurdnios da substancia negra, (A) paciente com Doenga de Parkinson, (B)
individuo controle, sem a Doenga de Parkinson.Fonte: http://cienciasecognicao.org/

Outra alteracdo vista em estudos morfologicos dos nucleos envolvidos na doenga, é a
presenca de corpusculos formados de agregados de a-sinucleinas, denominados corpos de
Lewys, estes corpusculos sdo inclusdes citoplasmatica dos eosindfilos, presentes na substancia

negra, e que de forma patologica por mecanismos desconhecidos acabam se aglomerando em
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grande quantidade. Esses corpusculos, comegcam a se desenvolver a medida que a doenca
progride e os neurdnios se degeneram (Teive, 2005; Barnham & Bush, 2008).

S&o observadas também a degeneracdo de neur6nios de outros nucleos alem da substancia
negra, tais como nos nucleos do pedinculo-pontino. E a combinacdo dessa perda neuronal com
um aumento da inibicdo do proprio ndcleo do peddnculo-pontino, desinibe as vias reticulo-
espinhal e vestibulo-espinhal, produzindo uma contragdo excessiva dos musculos posturais,
caracterizando uma outra alteragdo motora caracteristica da Doenca de Parkinson, as
instabilidades posturais (Souza et al., 2011).

Diante do conhecimento quanto a fisiopatologia da DPssesda melhor compreenséo
quanto as areas cerebrais acometidas na DP, foi proposto a diyiséo dos estagios da doenca em
6. O nucleo motor dorsal dos nervos glossofaringeo e vago, sdo as regides onde ocorre
inicialmente o comprometimento, e também na &rea reticular intermedidéria e do ntcleo olfatorio
anterior, nesse momento apenas 0 processo neurodegenerativo esta concentrado nas projecoes
dopaminérgicas para o putamendorso-lateral{(Souza et al.;;2041).

No segundo estagio existe 0 comprometimento adicional de outros nucleos como os da
rafe, reticular gigantocelular, e dogocus cerlleos. NO terceiro estagio, entdo observa-se o
acometimento da parte compacta da substancia negra do mesencéfalo. E ja no quarto e quinto
estagio observa-se prejuizos em areas prosencefalicas, mesocortex temporal, associativas do
neocdrtex e neocOrtexdpre-frontal.“Porsfim, ocorre 0 comprometimento de areas cortex pré-
motor e area motora primaria (Azevedo et al.,2009).

As alteracoes nos diversos nucleos apresentados acima, trazem como consequéncia o
surgimento'des sinais e sintomas motores da doenga, também chamados de sinais cardinais,

que sao: rigidez, tremor de repouso, bradicinesia e instabilidade postural (Figura 3).
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Figura 03: Sintomas motores da Doenca de Parkinson (tremor, bradicinesia, alteragdes
posturais, dificuldades de marcha). Fonte: www.neuroclinicanatal.com.br

A DP é em sua fisiopatologia caracterizada, por déficits e perdas neuronais ndo apenas
no sistema dopaminérgico, também por perdas e comprometimentos em outros neurénicos e
projecdes monoaminérgicas, cComo 0s serotonérgicos e o noradrenérgicos, envolvendo diversos
ndcleos neuronais e neurotransmissores, podendo ser considerada uma complexa sindrome
clinica, patoldgica e bioguimica de causa multifatorial por meio da interacdo de fatores
genéticos e ambientais. Assim pode-se considerar a presenca frequente dos sintomas nao-
motores, como déficit cognitivo, alteracdes psiquiatricas como depressdo, e ansiedade, e
também os distarbios do sono (Brito dos Santos et al., 2013). Esses'fatores somados as
alteracdes motoras se intensificam com o avanco dasdoenca ‘aumentando assim o grau de
incapacidade da doenca e diminuindo a qualidade de vida desses\pacientes (Yang et al., 2010;
Yao & Wood, 2009).

2.1.3 Os metais na etiologia da Doenca de Parkinson

A acumulag&o de metais como Fe, Cue Mn na substancia negra (SN) tem um importante
papel na etiologia daDoenca de Parkinson, e assim pode-se observar que uma atencdo especial
é dada a esses estudos ‘desdeé décadas passadas (Graham, 1984) aos dias atuais. De acordo com
Dusek et al. (2014) diversositipos de investigacdes vem confirmando essa hipdtese, tais como:
(1) estudos “epidemioldgicos fornecem informacgdes quanto a relacdo entre a exposicdo
ambientais e ocupacionais por longo prazo a metais e o risco de desenvolver a Doenca de
Parkinson (Dick et al., 2007; Zayed et al., 1990); (2) Estudos clinicos observacionais que
trouxeram o conhecimento do acumulo de metais em pacientes com diversas alteracoes
cerebrais que geralmente foram observadas alteracfes na concentracdo de Fe no cérebro
(Dexter et al., 1991; Logroscino et al., 1997) (3) Estudos dos processos bioquimicos e
moleculares das concentragOes de metais e sua relagdo com a expresséo de enzimas reguladoras
de metais por meios de amostras post-mortem do Sistema Nervoso Central (4); Estudos com
modelos animais que examinaram a relacdo entre a exposi¢do a altos niveis de metais e
investigacOes que analisaram os efeitos da quelagdo como forma de tratamento; (5) Estudos
analiticos das concentracdes desses componentes e de proteinas reguladoras de metais no
Liquido Encefalo Raquidiano (Zhao et al., 2013).
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Os metais Ferro, Zinco, Célcio e outros sdo considerados metais essenciais para a
homeostase do corpo humano, por participar de muitos processos fisiolégicos e também
metabolico principalmente no sistema nervoso central (Rivera-Mancia et al., 2010). A reducéo
da concentracdo desses componentes essenciais no corpo humano € considerada atualmente
causa de diversos tipos de doencas incluindo as doengas neurodegenerativas, e também por
outro lado, 0 excesso devido alteragdes no metabolismo e exposi¢do ambiental e ocupacional a
esses elementos, podem também levar a interacBes anormais com proteinas, lipidios e acidos

nucleicos resultando por fim em resultar em doencas neurologicas (Barnham & Bush, 2008).

De acordo com Barnham e Bush (2008) as concentracdes.desses componentes podem
variar de acordo com o tipo de amostra bioldgica utilizada como biomarcador, nos estudos que
examinaram em tecido cerebral verificaram que a elevacdo das, niveis de ferro na substancia
negra (regido associada a doenca de Parkinson) é a principal causa dorestresse oxidativo nessa
regido cerebral desencadeando uma cascata de eventosfenzimaticos que resultam na morte
neuronal desse importante grupo de célulasdprodutoras desxdopamina, e essa mesma alteracao
das concentragbes desse componente também provocam a formagdo de corpos de Lewy,
principal caracteristica histologica_dasDoenga de Parkinson. O cobre, e também o0 Zn podem
acarretar essas alteracdes que resultam na'estresse oxidativo e morte neuronal (Rivera-Mancia
et al., 2010). Essa hipdtese é reforcada diante do pressuposto de que a proteina a-sinucleina
(principal proteina quefcomp@es 0s'corpos de Levy), interagem com o0s metais que levam a
reticulacéo e acelera a agregacao dessa proteina (Barnham & Bush, 2008).

2.2 O CABELO HUMANO

2.2.1 Consideracdes Gerais Sobre o Cabelo Humano

O interesse pelo uso do cabelo como matriz para analise de elementos quimicos e outras
substancias surgiu em 1857 para esclarecer uma ocorréncia de envenenamento decorrente,
principalmente pela ingestéo de arsénio (Gaillard & Pépin, 1997). Atualmente ele é considerado
um “dosimetro bioldgico”, “filamento de registro” ou “espelho do ambiente” tornando-se um
dos melhores biomarcadores de contaminagdo ambiental (Pozebon et al., 1999).

Diversos estudos mostraram que quando hd uma consideravel exposicao a determinados

elementos quimicos, tanto por contato com ambientes contaminados ou por meio de ingestéo,
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apos determinado tempo essas substancias se acumulam principalmente no cabelo (Arnold &
Sachs, 1994, Bermejo-Barrera & Rossi, 1995, Wilhelm e Muller, 1996), tornando esse tecido
ideal para avaliar tanto a exposicédo atual quanto o historico de exposi¢des desse individuo, por
meio da determinacdo de elementos traco ou macrominerais relevantes a saiude (Arnold &
Sachs, 1994).

Esse tecido tem sido preferencialmente escolhido nas investigagGes das ciéncias
ambientais e da saude, e por muito mais anos pelas ciéncias forenses ou criminalisticas. S&o
realizadas ndo somente a determinacdo de elementos traco, mas também de compostos
organicos para as investigacoes de uso abusivo de drogas (Frazéo, 2008). A concentracdo de
elementos traco no cabelo é utilizada nas ciéncias da saude para auxiliar no diagnostico de
distarbios de aprendizagem, emocionais e nutricionais; assim como para avaliar doencas e
distdrbios metabdlicos (Pozebon et al., 1999).

O cabelo é considerado um importante biemarcador para analise de elementos traco
devido a sua capacidade de refletir a concentragdo dos mesmas elementos no organismo. A
partir dessas informac0es, estratégias de tratamento podem serelaboradas como recomendagoes
dietéticas e até mesmo intervencGes mais diretas como a eliminacdo dos metais pesados do
organismo por meio da quelaciof(Passwater &Cranton, 1987). De acordo com Chatt e Katz
(1998), no cabelo sdo encontrados quase todasos elementos estaveis da tabela periddica, exceto
nos casos em que ocorrasalguma eliminagao pelo metabolismo celular. Todos os elementos
comuns neste tipo de‘amostras ja podem ser detectados e quantificados por técnicas analiticas
atualmente disponiveis.

Os elementos Cr, Co,)Cu, Mn, Mo, Ni, Se, Sn, V e Zn s&o considerados essenciais ao
organismo, desde que suas concentracdes permanecam em equilibrio, quando presentes em
excesso essas alteragdes desencadeiam vérias doencas alterando o funcionamento de diferentes
Orgaos e sistemas e até mesmo a morte 0 mesmo acontece também quando ha a diminuicdo ou
falta desses elementos. Outros como TI, As, Sh, Bi e Hg sdo considerados tdxicos, sendo
prejudicial a saude qualquer concentracdo (Pozebon et al., 1999).

2.2.2 Morfologia e Fases de Desenvolvimento do Cabelo

O cabelo humano apresenta diversas fungdes tais como: protecdo do couro cabeludo dos
raios solares contra queimadura e outros efeitos da radiacdo, protege da abrasdo mecanica, €
um adereco sexual e também um isolante térmico (Robbins, 2002). A prote¢édo dos raios solares

é garantida pela presenca da melanina que tambeém é responsavel pela sua coloracao.
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O cabelo consiste em um filamento, com didmetro que variam entre 15 a 120 pum,
dependendo da etnia. Constituido basicamente de queratina que atravessam a epiderme, se
formam a partir dos foliculos (Figura 4), que sdo grandes invaginacdes localizados na derme
que contém componentes glandulares e musculares. Na estrutura axial do filamento s&o
observadas duas partes o talo ou haste, parte externa, livre e visivel, a outra parte é a raiz ou

bulbo, que esta localizado internamente na pele (Robbins, 2002).

Bk ' Glandula
) Corpusculo sebacea
sudoriparo 70 eissner{
; ‘ Camada cornea

Epiderme | (queratinizada)

Terminagao
nervosa livre

Derme—{ ' : Glandula
& N J sudoripara

Musculo eretor
do pélo

Tecido subcutaneo
(adiposo)

Foliculo piloso

Figura 04: Foliculo piloso e sistemas associados ao filamento de cabelo — Fonte: Robins, 2002.

Morfologicamente o cabelo é divido em trés camadas: (1) a cuticula que esta localizada
na superficie da fibra, consiste em uma fina cobertura protetora de camadas de células achatadas
tipo escamas, sobrepostas; (2) o cértex que € a principal camada, formada por um conjunto de
células cilindricas denominada de matriz, é onde esta localizado seu principal constituinte, a
queratina e (3) a medula que ocupa a camada interna do foliculo e podem nao esta presente em
todos os tipos de cabelo (Chatt & Katz, 1988).

O ciclo de desenvolvimento de cada foliculo pode ser dividido em trés fases

representadas na Figura 5.



24

FASE

FASE FASE
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haste
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em taco

de fio de ¢
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papilla
dérmica
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dérmica

Figura 05: Fases de desenvolvimento do cabelo (anagena, catagenagtelogena) — Fonte: Merk,
Sharp e Dohme (2008).

Estas fases sdo descritas abaixo:

1. Anagena: € o estigio de desenvolvimentoye €rescimento ativo dos filamentos, o
foliculo é irrigado por vasos sanguineos, poronde substanciasqresentes nos fluidos circulantes
chegam no cabelo e sdo absorvidas. Evidencia-se que 90% dos filamentos de um individuo
estdo nesse estagio, exceto em casosem quesha presenca de problemas causados por doengas
do couro cabeludo ou contaminagao por /metais pesados.

2. Catagena: esse é um estagio transitorio, com algumas semanas de duracdo, nesse
momento o cabelo para‘de crescer eairrigacdo sanguinea é interrompida determinando assim
a morte do filamento.‘Cercade 1% dos filamentos de um individuo encontram-se nesse estagio.
Um outro fator que pode provocar a morte do cabelo é quando hé a contaminagdo com metais
pesados tais.eomo T, Cd e Hg (Pozebon et al., 1999).

3. Teldgena: Nesse estagio hé a queda do cabelo que é empurrado por um novo foliculo

gue nasce no mesmo local (Chatt & Katz, 1988).

2.2.3 Composic¢édo quimica do Cabelo

A composi¢do quimica do cabelo humano consiste de aproximadamente 65-95% de
queratina, demais componentes sdo os lipidios (estruturais e livres), agua, pigmentos (melanina)
(Robbins, 2002; Harrison & Sinclair, 2004; Bhushan, 2008). E também por elementos
considerados macrominerais tais como Ca, Mg, Na, K e Cl, e os elementos trago Fe, Zn, Cu,
Mn, 1, Cr, Se e Mo (Pozebon et al., 1999).
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As queratinas ou proteinas queratinosas consiste em um grupo de proteinas complexas,
caracterizadas como fibrosas, altamente estaveis, ricas em ligacGes de dissulfeto que confere a
esse grupo resisténcia a acdo de enzimas e tornando-as também de dificil solubilidade. Essas
caracteristicas sdo revertidas por meio do rompimento das pontes de dissulfeto por reacoes de
oxidagéo ou redugdo como exposto na Figura 06 (Dawber, 1996; Valkovic, 2000; Bhushan,
2008). Os principais aminoacidos que compdes as cadeias peptidicas das proteinas queratinosas
do cabelo (Figura 07) sdo: a cisteina (15,9%), serina (12,2%), acido glutamico (12,2%), prolina
(8,4%), treonina (7,6%), arginina (6,5%), entre outros (Valkovic, 2000; Bhushan, 2008).

queratina

~CH,- 547 S-CHy -3 ligagéo dissulfeto
8
-NH; 0©-C ligagao ibnica

~+
5 o~
N -H °0 = C ligagao de hidrogénio

:

Figura 06: Estrutura secundaria da queratina do cabelo — e ligagBes quimicas entre os
aminoéacidos. Fonte:http://gnint.sbg.org.br/.

Essas proteinas estdo imersas na matriz do cortex que é composta por células proteicas
ricas em tirosina e S, estdo presentes também de forma significativa na cuticula (camada mais
externa do filamento). A queratina ndo possui coloracdo, sendo a presenca de melanina no
cortex que fornece cor ao cabelo, e é derivada a partir de melandcitos presentes no foliculo
piloso (Bolduc & Shapiro, 2001).
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Figura 07: Férmalas estruturais dos aminoédcidos que compdem as proteinas -
Fonte:http://gnint.sbqg.org.bi/.

A présenca de numer@sos residuos de cisteinas (Figura 06) contendo enxofre, conferem
as cadeias de queratinas a formacéo de ligagdes dissulfeto que sdo covalentes, cruzadas e fortes
entre as cadeias adjacentes. A forma, estabilidade e textura do cabelo s&o determinadas
principalmente por essas liga¢fes. Durante o processo de umidificacdo do cabelo essas ligacbes
dissulfetos permanecem intactas e por isso a fibra sempre retorna a sua forma original. Porem
demais ligacbes que também interagem com as cadeias polipeptidicas: interacdes de Van der
Waals, ligagdes de hidrogénio e ligacbes ibnicas, podem ser rompidas pela acdo da agua
(Bolduc & Shapiro, 2001; Harrison & Sinclair, 2004; Bhushan, 2008).
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2.2.4 Absorcéo de Elementos Quimicos Pelo Cabelo

Elementos traco presentes nos fluidos corporais que estdo em constante circulagdo
incorporam-se continuamente ao cabelo durante seu crescimento, dando viabilidade ao registro
da variacdo da concentracdo de determinado elemento durante os diferentes periodos, que
podem ser posteriormente medida. Anélises morfofisioldgicas e da composi¢cdo quimica do
cabelo evidenciam que as diferentes regibes podem apresentar diferentes potenciais de
distribuicdo de elementos tracos, algumas regides podem facilitar a uma maior incorporagédo
enquanto outras dificultam (Bencze, 1990).

A absorcéo enddgena dos elementos da-se a partir da raiz, e sao advindos de diversos
fluidos corporais como linfa, sangue, liquidos extracelulares, €uja concentracdo é diretamente
proporcional a quantidade que é incorporada no filamento, Em um tempo médio de 30 dias,
apos a absorc¢do, acontece o equilibrio do elementa‘no cabelo."Os mecanismos desse processo
ndo sdo bem elucidados, mas € aceita a hipdtesedaincorporacdoqor gradiente de concentracao,
de forma passiva (Pozebon et al., 1999).

A contaminacdo exogena do cabelo, por elemgntos advindos de cosméticos, fumaca,
poeira, 0 suor e sebo produzidos por glandulasspresentes no couro cabeludo, promovem o
arraste de substancias externas. E também pela agua, devido a caracteristica hidrofilica do
cabelo. A fixacdo dos elementos presentes na dgua acontece na queratina e em alguns casos
diretamente a membrana das células. Interacdes eletrostaticas entre as camadas da cuticula
podem reter elementos arrastados pela poeira em quantidades expressivas principalmente
quando estastiver danificada,(Pozebon et al., 1999).

A presenga de determinado componente nesse tecido é um indicativo de sua absorcéao e
da exposicao do individuo a esses elementos, porém ndo determina se a exposicgdo foi exdgena
ou enddgena, ja que a queratina que compde a maior parte do cabelo combina-se tanto com
elementos de fontes exdgenas e enddgenas (Chatt & Katz, 1988, Bencze, 1990)

Tratando-se de valores padrdo e faixas de concentracdo consideradas normais, 0s
estudos demonstraram grandes variagdes devido a interferéncia de vérios fatores como
localizacdo geogréfica, sexo, ocupacao, idade, habitos alimentares, uso de medicamentos, todos
eles podem alterar de forma significativa a concentracdes de elementos no cabelo em dada
populacdo. Pozebon et al. (1999) apresenta a faixa de valores considerados normais a partir de

estudos encontrados na literatura (Tabela 1).



Tabela 1: Concentragfes normais de elementos traco e macrominerais em cabelo humano.

Elemento Concentragio, |ig/g Elemento Concentragio, lUg/g
Ag 0,16 - 0.70 Mg 1.49 - 567
Al 0.10 - 36 Mn 0.04 - 24
As 0,03 -25 Mo 0.03 - 2.16
B 0,88 - 0,98 Na 0,02 - 2,02
Ba 0,76 - 1.41 Ni 0.002 - 4.05
Br 2- 35 Pb 0,004 - 95
Ca 017 - 4,692 Pd < 0,02
Cd 0.04 - 5.3 Pt <0.05
Cl 0.12-14 Rb 0,06 - 5,34
Co 0,07 - 1.7 S 733
Cr 0,08 - 2.50 Sb 0.05 - 0.06
Cs 0.05-1 Se 0.002 - 6.6
Cu 6.0 - 293 Sn 0.036 - 8.30
Fe 10 - 900 Sr 1.7 - 860
Ga 1-250 Ti 013 - 12
Hg 03-122 Y 160
I 0,03 -42 n 27
K 4-700 p 773
Li 9 -460 °

a: mg/g: b: ng/g

Fonte: Pozebonet al. (1999)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar as concentra¢fes dos metais célcio, ferro e zinco em cabelos de pacientes com

Doenca de Parkinson.

3.2 Objetivos Especificos

. Investigar as concentracbes de metais em cabelo_de pacientes com a doenca e
compara-las com o grupo controle.

. Verificar o estagio de incapacidade motora dos.individuos e avaliar se ha associacao
dos estagios de incapacidade e as¢alteraces nas concentracdes de metais
encontradas no cabelo.

. Analisar a variacéo das concentractes dos metais estudados de acordo com sexo,

idade e tempo de doenca.
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4 JUSTIFICATIVA

As recentes evidéncias demonstraram que o estudo das concentracfes de metais, além
de serem importantes na explicacdo etioldgica da Doenca de Parkinson, podem ser teis como

biomarcadores dessa doenca, e guiar novos critérios de diagndstico e tratamento dessa doenca.

A utilizacdo do cabelo como biomarcador tem importantes vantagens quando
comparadas aos fluidos corporais utilizados em outros estudos (sangue, urina, soro, liquido
encéfalo raquidiano), primeiro devido a sua particular fisiologia, estrutura e composicao
quimica, e assim pode refletir a circulacéo total de certos elementos no corpo. E segundo devido
ao fendmeno de acumulacdo, a concentracdo de metais no cabelo é maior do que nos fluidos
(Senofonte et al., 2000). A distribuicdo de elementos no cabelo de.individuos saudaveis foi
extensivamente analisada por diversos outros estudes, porem dados a respeito da presenca de
metais em cabelo de individuos afetados pela’Doeenca de Parkinson é escasso (Forte et al.,
2005).

Sendo assim esse estudogjustifica-se, peladnecessidade de maiores esforgos para
explicacdo da etiologia da [Doencas dey Parkinson, e desenvolvimento de melhores
biomarcadores, que sejam de facilacesso e que possam ser analisados por meio técnicas simples
de alta exatiddo. E gue contribuam~para a elaboracdo de novas formas de diagnostico e
estratégias de prevencao; sendo que essa doenca ainda permanece sem cura, e as terapias ainda

sdo ineficazes,
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5 METODOS

5.1 Sujeitos da Pesquisa:

A populacdo deste estudo foi composta de todos os pacientes com Doenca de
Parkinson cadastrados no Nucleo Regional de Saude na unidade de Jequié-Ba até o més de
dezembro de 2014. Foram encontrados cadastros de 60 pacientes, dentre eles 26 individuos
preencheram os critérios de incluséo para este estudo. Adicionalmente, 30 individuos também
residentes da cidade de Jequié-Ba, de ambos 0s sexos e com a meésma faixa etaria, sem a doenca
foram convocados aleatoriamente para constituir o grupo controle.

Foram incluidos os individuos com diagnaéstico cenfirmado de Doenca de
Parkinson realizado por um médico neurologista,“em use@ continuo ou ndo de medicamento
dopaminérgica, de ambos os sexos e de qualquer faixa etariad E para impedir que variaveis
conflitantes interferissem nos resultados de forma‘direta ou indireta, foram adotados como
critério de exclusdo de ambos os grupas: tratamento de alguma outra doenca organica
neurogénica ou psiquiatrica, presenca de historico de outras alteracGes neurolégicas além da
Doenca de Parkinson, historica neuroc€irurgico, disturbios cardioldgicos, respiratorios, renais
ou hepaticos, anormalidades de absercao_intestinal; infecgdes ativas; ingestdo de hormonios da
tireoide ou de litio,dqualquer outro consumo de drogas psicoativas, exceto para medicacdo
antiparkinsoniana,’eonsumo de vitaminas ou suplementos minerais e ou utilizacdo de objetos
metalicos n@ corpo (proteses-eirurgicas).

As abordagens ao paciente foram realizadas em domicilio, e consistiram de entrevistas
para investigar o historico de doenca dos individuos e comorbidades associadas; aplicacdo da
Escala de Estagios de Incapacidade de Hoehn e Yahr (Hoehn & Yahr 1967) para avaliacdo do
estado geral. No grupo controle foi realizado entrevista para analise do histérico de doenca dos
individuos e comorbidades associadas. A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB sob protocolo n.
38942814.1.0000.0055 e todos os pacientes leram e assinaram o termo de consentimento livre
e esclarecido (CTLE).
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5.2 Coleta e Tratamento das Amostras de Cabelos:

As amostras de cabelo foram coletadas especificamente na regido suboccipital dos
individuos a uma distancia média de 1 cm do couro cabeludo. O armazenamento foi feito por
meio de tubos plastico individuais em auséncia de luz e umidade até serem submetidos a
lavagem, secagem e cominuicdo (Figura 7). Recomenda-se que as amostras de cabelo devem
ser submetidas a lavagem externa adequada para eliminar contaminagdes do meio, pois o nivel
de metais no cabelo poder ser alterado devido a contato com contaminantes externos tais como
poeira ambiental, suor, descamacgdo da epiderme, bem como_detergentes e cosméticos de
tratamento estético. Apos a eliminacdo desse interferentes podemos quantificar apenas 0s

componentes acumulados na estrutura interna do cabelo.

4

Figura08: “Certe/de cabelo em regido occipital e recipiente plastico utilizado para
armazenamento, Fonte: Fonte: www.uov.com.br e epimed.com.br

Apds a coleta, as amostras foram submetidas a etapa de lavagem para a remocéao de
particulas de poeira, suor, gordura e outros contaminantes, por meio da imerséao individual em
uma solucdo de Triton X-100 5% (v/v), com agitagdo manual por 5 min e enxague trés vezes
com agua deionizada. Logo em seguida, realizou-se a secagem a temperatura ambiente. Apos
secar, cerca de 0,1 g de cabelo de cada amostra foi entédo pesado e transferido para tubos de
vidro e uma mistura 2:1 de HNOs e H20, (Merck, Alemanha) foi adicionado.

Agua deionizada obtida de um sistema de purificacdo de agua (QUIMIS, Sdo Paulo,
Brasil) foi utilizada para preparar todas as soluc@es. Todos os reagentes usados foram de grau
analitico. A vidraria utilizada foi mantida em solugdo de HNO3z 5% v/v durante por no minimo

24horas, para descontaminagao antes do uso.
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A digestdo das amostras foi realizada em bloco digestor, e vidros de reldgio foram
utilizados para manter os tubos devidamente cobertos, a temperatura foi mantida a 90°C, e ap0s
digeridas, as amostras foram transferidas para baldes volumétricos com volumes completados
até 10 ml com &gua deionizada. Em cada ciclo, uma amostra em branco do reagente foi incluida
para avaliar o grau de contaminagdo pelos metais estudados durante o processo de digestdo
acida.

\

inagao de Metais nas Amostras de Cabelos

Os metais estudados foram determinados nos digeridos das amostras de cabelo usando-
se um Espectrémetro de Absorcdo Atdmica com Chamas - FAAS (Analist 200 - Perkin Elmer)

apresentado na Figura 10.
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Figura 10: Espectrdmetro ‘de Absorcdo Atdmica com Chamas - FAAS. Fonte:

http://alichemy.ig.uspdor

Os parametros adotados para o funcionamento do equipamento foram aqueles
recomendados pele fabricante. As condi¢Bes operacionais do sao listados na Tabela 2. O Limite
de quantificacdo (LQ) foi calculado e de acordo com recomendacdes da IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry) - matematicamente expresso como dez vezes 0 desvio
padrdo do branco dividido pelo coeficiente angular da curva analitica — ap6s esses valores foram
multiplicados pelo volume da solugdo da amostra (10 mL) e divididos pela massa (0,1g) 0s

valores encontrados foram: Calcio, 36 (ug/g); Ferro, 30 (1g/g) e Zinco 32 (U1g/g).
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Tabela 2: Parametros operacionais do espectrometro de absorcdo atdmica com chama para
determinacéo de Ca, Fe e Zn nos digeridos das amostras de cabelo.

Parémetros Valores de Trabalho
Altura do queimador (mm) 13,5
Vazao do fluxo de gas acetileno (L/min) 2,0
Vazéo do fluxo de ar (L/min) 13,5
Taxa de aspiragdo da amostra (mL/min) 5,0

Operacgdo das Lampadas de Catodo Oco

Ca Fe Zn
Comprimento de onda (£) nm 422.67 248.33 215.86
Largura da fenda (mm) 0,6 1,35 50
Corrente da lampada (mA) 20 30 15

5.4 Analiseséstatisticas

Os dados foram analisados utilizando o programa Statistical Package for Social
Sciences (SPSS), verséo 20.0 for Windows (SPSS, Chicago, IL, EUA). As variaveis categoricas,
sexo, estagio deincapacidade, e idade foram analisadas quanto a distribuicdo de frequéncia
absoluta e relativa. Para as variaveis quantitativas idade, tempo de doenca, e concentracdo dos
metais nas amostras foram apresentados seus valores de média, mediana, e desvio padréo

percentuais.

A andlise estatistica das concentra¢fes dos elementos iniciaram com exclusdo dos
outliers (por abordagem de aproximacgédo em que os valores superiores e inferiores a 1,5 vezes
a diferenca interquartil foram considerados como valores aberrantes). Apds os dados foram
analisados quanto a normalidade, verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e em seguida
foram tratados por testes estatisticos paramétricos, sem necessidade de outras transformacdes,
todos os testes utilizados foram ANOVA, test t e correlacdo de Pearson. Os parametros so6 foram

considerados significativos quando o valor de p <0,05.
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6.1Caracteristicas gerais dos pacientes
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Quanto as caracteristicas gerais dos pacientes estudados, verificou-se que 69,2% foram

do sexo masculino, 46% dos individuos possuiam idade entre 60 a 70 anos, e a média de idade

foi de 69,8 + 14,7 anos. Quanto a idade de inicio verifica-se que a maior parte dos individuos,

ou seja, 65,3%, apresentaram 0s primeiros sintomas entre 60 e-#5,anos, porém destaca-se

também um percentual de 27% de individuos que apresentaram/inicio precoce da doenca. Todos

0s pacientes utilizavam pelo menos um medicamento \ antiparkinsoniano (levodopa,

pramipexole, amantadina, biperideno). Estas estatisticas sao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas gerais dos pacientes.com DP investigados, Jequié-BA, Brasil, 2015.

Caracteristicas Gerais N Frequéncia (%)
Sexo (Parkinson — Controle)  Feminina 8-14 30,8 — 46,2

Masculino 18-16 69,2 - 53,8
Idade (Parkinson — Controle) <'60 anos 5-12 19,2 - 39,6

60 a 70 anos 12-13 46,2429

> 70 anos 9-5 34,6 — 16,5
Idade de Inicio Inicio Precoce (<de 50 anos) 7 27,0

Inicio comum (50 a 75 anos) 17 65,3

Inicio tardio (>75 anos) 2 7,7
Estagios da Doenga (H &Y) | 6 23,0

| 2 7,7

1l 9 34,6

v 6 23,0

Vv 5 19,2

N total = 26, e percentual total 100%
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6.2 Concentracdes dos metais estudados nas amostras de cabelo

A Tabela 04 apresenta os valores das concentracfes dos elementos analisados nos
cabelos dos pacientes com Doenca de Parkinson (DP) e no grupo controle (GC). Observa-se
que a média das concentragdes de Ca (Calcio) e Fe (Ferro) foram mais baixas nos pacientes
com DP do que no GC. O inverso € observado na concentracdo de Zn (Zinco) que apresentou
concentragcdes mais elevadas nos pacientes e menores no grupo controle.

Ao analisar a diferenca entre as médias da concentracdo dos elementos nos GC e dos
pacientes com DP verificou-se que a média foi significativamente mais baixa para concentracdo
de Ca nos pacientes (p = 0,04) e foi significativamente mais alta'para concentracdo de Zn (p =

0,003), e ndo houve diferenca significativa entre as médias de concentracao de Fe.

Tabela 4: Ca, Fe e Zn quantificados (ug/g) em cabele defindividuos do grupo controle e dos
pacientes com Doenca de Parkinson.

Ca Fe Zn
Média 866.92 63.96 438.46
Desvio Padrao 220.33 39.98 190.34
Mediana 451.36 49.13 451.56
Grupo Controle P25 329.70 41.83 288.13
P75 1085.26 67.75 528.04
Média 680.39** 53.59 619.58*
Pacientes P Desvio Padrao 177.63 17.99 267.03
Mediana 380.13 47.62 604.12
P25 309.50 43.89 472.06
P75 713.52 58.53 694.23

Indicativos dos valores de p ( *(p<0,05), **(p<0,01)) quando pacientes comparados com controle, ANOVA de um
critério.

Quando separados por sexo (Figura 11), verificou-se que os pacientes do sexo masculino
apresentaram, ligeiramente, uma concentracao de Fe em cabelo menor (47.8 + 14.7 pg/g) que o
sexo feminino (58.8 + 14.95 ug/g). A diferenca entre as médias da concentracdo nesses dois
grupos foi considerada significativa para o elemento Fe (p = 0,02). As concentracdes de Ca
também se apresentaram discretamente reduzida no sexo masculino (488.36 + 368.2 ug/g) em

comparacdo com o sexo feminino (540.0 + 325.9 ug/g) porém ndo se mostrou significativa.
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Quanto ao Zn houve maior concentra¢do no sexo masculino (626.4 £ 243.3 pg/g) e menor no
sexo feminino (605.9 £+ 327.0 pg/g) (Figura 11).

Concentracdo de Ca x Sexo

A 10001

8001
6001
4001

2001

Feminino Masculino

Concentracdo de F€ X Sex0

1009

B *

=

T
Feminino Masculino

Concentragdo de Zn x Sexo

1000
8001
600
4001

2001

Feminino Masculino

Figura 11: Concentragédo dos elementos em cabelo subdivididos por Sexo (A) concentragdo de
Ca (B) concentracéo de Fe (C) Concentracdo de Zn. *(p < 0,05), ANOVA de um critério. Fonte:
Dados provenientes da analise das amostras de cabelo.
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A divisédo por subgrupos de idade (< 60 anos, 60 a 70 anos e > 70anos), observadas na
Figura 12, apresentou um gradativo aumento das concentracdes de Ca com o avanco da idade,
em cabelo dos pacientes que apresentavam menos de 60 anos verificou-se uma consideravel
reducdo nas concentracfes de Ca (298.92 + 104.9 ug/g) quando comparados com o subgrupo
de 60 a 70 anos (372.12 = 189.8ug/g) acentuando-se mais quando comparados com 0s
individuos mais idosos (612.24 + 326.7 pg/g), porém essas diferencas ndo foram consideradas

significativas.

As médias das concentracfes de Zn também apresentaram uma discreta redu¢do com o
avanco da idade, os pacientes com menos de 60 anos apresentaram.es;valores 585.4 + 40.3 ug/g,
nos pacientes com menos de 60 anos, 550.8 + 106.3 pg/g para os pacientes de 60 a 70 anos e
553.5 + 239.9 ug/g para os pacientes acima de 70 anos. Ja para o Fe os valores ndo foram
menores apenas entre 0s pacientes com menos de 60 anos e os demais grupos, e ndo foram
observadas decréscimo nas médias das concentracoes,cam o avanco da idade. Os resultados
guanto as analises das diferencas entre as medias das.concentracoes de Fe e Zn nos subgrupos

por idade, e das correlagdes entre idade e Zn, idadé e Fendo foram significativas.
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Figura 12: Concentracdo dos elementos em cabelo subdivididos por grupos de idade em anos
(A) concentracdo de Ca (B) concentracdo de Fe (C) Concentragdo de Zn. Fonte: Dados
provenientes da anélise das amostras de cabelo.
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Quanto as concentracfes dos elementos de acordo com os estagios da doenca (Figura
13) verificou-se decréscimo acentuado na média das concentracfes de Ca entre 0s pacientes no
estagio inicial (correspondente ao estagio 01) da doenca (593.72 £ 217.69 ug/g) e o0 estagio mais
avancado, correspondente ao estagio 05, (308.47 + 138.8 ug/g), cuja diferenca das medias entre
esses estdgios foi significativa (p = 0,001). Foi verificado um acentuado aumento na
concentra¢do Zn quando comparado o estagio inicial (475.38 + 187.47 ug/g) e 0 estagio mais
grave (906.6 = 300.7 pg/g) com diferenca significativa (p = 0,04). Quanto ao Fe foi observada
uma discreta reducdo na média da concentracdo desse elemento com o avango da doenca, a
média no estégio inicial foi 56.18 + 12.55 pug/g e no estadgio mais avancado 45.53 + 1.90 ug/g,

porém sem significancia estatistica.
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Figura 13: Concentracéo dos elementos em cabelo subdivididos por estagios da doenca (Hohen
e Yahr 1967) (A) concentracdo de Ca (B) concentracao de Fe (C) Concentracdo de Zn. #E01 vs
E05*(p < 0,05), **(p < 0,01), ANOVA de um critério. Fonte: Dados provenientes da analise

das amostras de cabelo.
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As medias das concentragdes dos elementos também foram analisadas por subgrupos de
tempo de duracdo da doenca (<10 anos, de 10 a 20 anos e >20 anos). A média de concentracédo
do Ca foi maior nos pacientes com menos de 10 anos da doenga (665.2 + 441.2 ug/g) do que
nos pacientes com tempo de doenca entre 10 e 20 anos (331.8 £ 86.8 pg/g) e dos pacientes com
mais de 20 anos de doenca (473.4 + 181.8 ug/g). Considerando o elemento Fe a média das
concentracdes foram menores nos pacientes com menos de 10 anos (50.3 £ 12.6 ug/g), e nos
pacientes entre 10 e 20 anos (46.6 + 53.1 ug/g) e foi maior para os pacientes (55.1 * 7.9ug/g)
com mais de 20 anos de doenca. As medias da concentracao de Zn aumentaram gradativamente
entre 0s grupos, verificou-se uma média 528.1 + 121.2 ug/g ndS pacientes com menos de 10
anos, 562.3 £ 175.7 pg/g nos pacientes com 10 a 20 anos e 771.8 = 109.8 ug/g nos pacientes
com mais de 20 anos de doenca. As diferencas entre asamedias folverificada entre os elementos
e 0s subgrupos por tempo de doenca, e foi significativa@apenas para o Zn (p = 0,05) e nédo

significativa para os demais elementos (Figurasd4)
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Figura 14: Concentracdo dos elementos em cabelo subdivididos por grupos por tempo de
doenga em anos (A) concentracdo de Ca (B) concentracdo de Fe (C) Concentragdo de Zn.
*(p<0,05), ANOVA de um critério. Fonte: Dados provenientes da analise das amostras de
cabelo.
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4 DISCUSSAO

A proposta desse estudo foi avaliar a concentragdes de metais em cabelo de pacientes
com Doenca de Parkinson e investigar as variacfes dessa concentracdo de acordo com
caracteristicas como sexo, idade, tempo de doenca e gravidade da doenca. Os resultados
encontrados sugerem que ha um decréscimo na concentracdo de Ca no cabelo de pacientes com
DP e hd uma notavel reducdo desse metal nos estagio mais grave da doenca, assim como foram
descritos por Forte et al. (2005) que avaliou metais em cabelo de pacientes com Doenca de
Parkinson e observou decréscimos na concentracdes desse elemento e Pande et al. (2005)
também verificou essa variagdo, porém utilizando soro sangdineo como matriz bioldgica, e
esses mesmos autores encontraram menores concentrages de'Ca no estagio mais avancado da

doenca.

O envolvimento do decréscimo do Ca na patogenia e no aumento da gravidade da
doenca pode ser explicada pela dependéncia crescente de €a pelos neurdnios da substancia
negra, com avango da idade. Os canais de Ca do tipa L necessitam de Ca extracelular para
serem mantido em atividade autbnoma essa,depéndéncia pode representar um estresse
metabolico constante em mitgcdndrias, com a producdo de radicais livres de Oxigénio,
acelerando o envelhecimento celular e morte desses neurdnios (Sumeier 2007; Sumeier et al.,
2010; Dryanovski et al., 2013).

Quando faram separados por sexo nenhuma mudanga significativa foi vista entre 0s
individuos<studados. E a discreta reducao desse elemento observadas com o avanco da idade
e com o tempo-de doenca, que aqui ndo tiveram significancia, foram inesperados ja que o Ca

decresce com o avango da idade (Sumeier, 2007).

Os resultados deste estudo demonstraram uma visivel reducdo das concentracdes de
Fe quando comparados com o grupo controle, mas apesar de ndo ter sido significativa a
diferenca, essa reducdo do Fe foi observada em outros estudos, em cabelo (Forte et al. 2005;
Bocca et al., 2006), soro sanguineo (Logroscino et al., 1997), liquido cérebro espinhal (Bocca
et al., 2006), pode-se considerar que em uma amostra maior essa diferenca poderia ser
considerada significativa, nesse estudo. Na analise das diferencas nas concentragdes, de acordo
com algumas caracteristicas dos pacientes, verificou-se que no sexo feminino ha uma
concentracdo maior de Fe do que no sexo masculino assim como nas investigacdes de Bocca et

al. (2006) e Forte et al. (2005). Estes resultados sugerem a existéncia de alteragcdes nos sistemas
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que regulam a sintese das principais proteinas responsaveis pelo metabolismo do ferro no corpo,
assim como no cérebro de pacientes com Doenga de Parkinson, que podem ao longo do tempo,
acelerar a entrada de ferro no cérebro e diminuir sua concentracdo no compartimento
extracelular, isso explica 0 aumento da deposicdo desse elemento encontrado na substancia
negra (Dexter et al., 1991; Logroscino et al., 1997; Lotfipour et al., 2012) e consequentemente

reduzindo sua concentragdo em outros tecido como o cabelo.

O aumento da concentragdo de Zn no cabelo foi marcante tanto nesse estudo e quanto
em outras investigagdes que também utilizou cabelo como biomarcador para os metais na
Doenca de Parkinson (Forte et al., 2005; Bocca et al., 2006). Efei,marcante 0 aumento da
concentracdo desse metal no estagio mais grave da doenca e 0 aumento gradativo com o0 avanco
do tempo de doenca. As concentracdes de Zn ndo mudaram quando houveram comparacoes
entre os sexos, ou diferencas por faixa de idade, o inverso foi verificadopor Bocca et al., (2006)

em cabelo, e Zhao et al., (2013) no plasma sanguinea.

As alteracGes nas concentracdes de Zn iniClam uma cascata de eventos que sdo 0S
principais fatores da patogénese da DP (Urvesky et al., 2001; Stelmashook et al., 2014), os
disturbios em seu equilibrio intracelular podempeatisar um aumento na producdo de radicais
livres (Isaiev et al., 2012), e [intensificar ‘@yprocesso de agregacdo e acumulagdo da alfa-
sinucleina (Urvesky et al42001): A participacdo do Zn na crescente producéo de radicais livres
de oxigénio causa disfungdo das mitocondrias (Leuner et al., 2012; Aizenman et al., 2000). E
0 estresse oxidativo poadée induzir a liberacdo de zinco a partir de metal-proteinas e, por
conseguinteg afetar @ equilibrio da sua concentracdo no cérebro e ativar vias apoptdticas da
morte celular (Aizenman et al., 2000) que resultam finalmente na disfuncdo e morte dos

neurdnios da substancia negra (Stelmashook et al., 2014; Greenough et al., 2013).

O papel dos metais no envolvimento da etiologia da doenca tem se apresentado
complexo, e mesmo ap6s extensas investigacdes, permanecem pouco compreendida as
alteracdes encontradas nas concentracdes de macroelementos nas diversas matrizes bioldgicas
analisadas, uma das razoes € o numero limitado de observacdes, e as marcantes variagoes
populacionais (Zhao et al., 2013). Ainda assim Pande et al. (2005) conseguiram demonstrar, a
partir de algoritmos computacionais, que a variagdo na concentragdo de metais tem um valor
diagnostico, para Doenca de Parkinson. Esses pesquisadores demonstraram as zonas de
variacdo da concentracdo de metais que levam o individuo do estado saldavel para a Doenca de

Parkinson, tomando o soro sanguineo como parametro.
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Nesse estudo o perfil dos pacientes quanto a frequéncia de faixa de idade, sexo, idade
de inicio e estagios da doenca sdo similares com outras investigacfes que analisaram metais e
sua relacdo com a Doenca de Parkinson (Forte et al., 2005; Miyake et al., 2011; Zhao et al.,
2013; Xiaojun et al., 2013; Fukushima et al., 2014). Os interferentes foram minimizados com
rigorosos critérios de inclusdo e exclusdo das amostras. E nenhum dos metais analisados
apresentavam alta volatilidade, garantindo que houveram perdas desses elementos devido a

temperatura de digestéo.

Algumas limitacOes vistas nesse estudo € que outros metais também analisados como
Mn (Manganés), Co (Cobalto), e (Cd) Cadmio em nossas amostrassestavam abaixo do limite
de detecgéo e 0 numero das amostras de cabelos de pacientes com a doenga aqui utilizados foi

reduzida.
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CONCLUSAO

A partir desses resultados esse estudo permite sugerir que ha uma relacdo entre a
Doenca de Parkinson, o aumento de Zn, deficiéncia de Ca em cabelo de pacientes com Doenca
de Parkinson. O avango do tempo de doenca e da gravidade da doenca sdo acompanhados pela
variacdo de Zn e Ca. O avanco da idade ndo afetam de forma significativa as concentragdes dos
3 elementos analisados nesse estudo. Isoladamente apenas no caso do Fe essas concentracdes

se diferenciam por sexo.

O cabelo pode ser considerado um biomarcador Util para analises de desequilibrios das
concentracOes de Fe, Ca e Zn, em DP determinados por meio de.uma técnica de alta preciséo e
de facil acesso como o FASS. Outros estudos comgdmaiores subgrupos sao necessarios para
melhores esclarecimentos sobre a possibilidade do uso dessa matriz bioldgica e a inferéncia
eficaz dos desequilibrios desses elementos para DP e também para sugerir valores de referéncia,
que aumentaria a eficiéncia do cabelo como bigmarcador tanto para Doenca de Parkinson
quanto para os estagios dessa doengasEssas informagdes sao importantes para a elaboragéo de
estratégias de diagnostico e prevencdoqda, doenca, além da elaboracdo de novas terapias

medicamentosas.
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APENDICE A

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado(a) Senhor(a), sou Altair Brito dos Santos e estou realizando juntamente com o professor
Marcos de Almeida Bezerra, o estudo: Avaliacdo da Concentracdo de Metais em Cabelo de Pacientes
com Doencga de Parkinson. Gostariamos de convida-lo para participar dessa pesquisa. Mas antes
iremos esclarecer alguns pontos importantes e se o Sr.(a) estiver de acordo podera assinar no final
concordando em participar da pesquisa.

e Esse estudo tem como objetivo avaliar as concentracfes dexmetais presentes no cabelo de
pacientes com essa doenca, e também compreehder se isso temgima relacdo com outros
problemas como depressao, ansiedade, e problemas com'a seno.

e Essa pesquisa € importante para explicar o papeltdos métais nessa doenca, e em outras
alteracdes pioram ainda mais a qualidade de vida‘e estado de saude dos pacientes (depressao,
ansiedade, disturbio do sono). Esse conheciménto‘@muito importante para os profissionais de
diferentes areas que ajudam a tratar essa doenca, porque vai permitir a utilizacdo desses
resultados para elaborar melhore,tratamento, e odiagnostico da doenca.

e No inicio apés assinar esse terma’ n@s retiraremos na regido da sua nuca, uma pequena
guantidade cabelo (cerca 'l grama) € nesse cabelo que vamos verificar a quantidade de metais
presentes. Apos nos.aplicaremos alguns protocolos, em uma se¢do com média de 60 min, os
protocolos serdopara analisare,sono, investigar as presenca e o historico de outras doencas,
e a presenca de depressao e ansiedade, investigardo a presenca de altera¢cdes do movimento,
e avaliard memgria.

e Essa pesquisa podera oferecer ao Senhor (a) um pequeno desconforto psicoldgico apenas no
sentidoyde demorar um pouco fazendo a entrevista e aplicando os protocolos, mas vocé sera
consultado, no inicio e durante a secéo, sobre esse desconforto durante a aplicagdo desses
protocolos. Se houver algum problema podemos pausar a qualquer momento até que o Senhor
(a) autorize oretorno da entrevista.

e Todas as informagdes aqui coletadas seréo confidenciais e tratadas como segredo profissional;

e A sua participacdo na pesquisa € voluntaria e livre de qualquer forma de remuneragéo, que
sera confirmada apds o Sr.(a) assinar 2 vias deste termo (importante mencionar que todas as
paginas devem ser assinadas), sendo que uma ficar4d com o Sr.(a) e outra com o pesquisador.

e Consentimento para participacdo: Eu estou de acordo com a participacado no estudo descrito
acima. Eu fui devidamente esclarecido quanto os objetivos da pesquisa, aos procedimentos aos
quais serei submetido e os possiveis riscos envolvidos na minha participacdo. Os pesquisadores
me garantiram disponibilizar qualquer esclarecimento adicional que eu venha solicitar durante o
curso da pesquisa e o direito de desistir da participacdo em qualquer momento, sem que a minha
desisténcia implique em qualquer prejuizo a minha pessoa ou a minha familia, sendo garantido
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anonimato e o sigilo dos dados referentes a minha identificacdo, bem como de que a minha
participagdo neste estudo ndo me trard nenhum beneficio econémico.

Eu, , aceito livremente participar do
estudo intitulado “AVALIACAO DA CONCENTRAGCAO DE METAIS NA EM CABELO DE
PACIENTES COM DOENCA DE PARKINSON” desenvolvido sob responsabilidade do académico
Altair Brito dos Santos, e do Professor Marcos de Almeida Bezerra da Universidade estadual do
Sudoeste da Bahia (UESB).

Local , / /

Nome do Participante

Nome da pessoa ou responsavel legal

Polegar direito

COMPROMISSO DO PESQUISADOR

Eu discuti as questdes acima apreseAtadas com cadajparticipante do estudo. E minha opini&o que cada
individuo entenda os riscos, beneficios e obriga¢des relacionadas a esta pesquisa.

Jequié, Data: /| |

Assinaturayde Pesquisador

Para maiores informagdes, pode entrar em contato com:

Endereco:

Comité de Etica em Pesquisa da UESB — CEP/UESB; Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia —
UESB; CAP - 1° andar; Av. José Moreira Sobrinho, S/N - Bairro: Jequiezinho; CEP: 45.206-510;
Jequié — Babhia;

Atendimento ao Publico: de segunda a sexta, das 8 as 12 e das 14 as 18 h.
Telefone: (73) 3528 9727

Enderecos eletrénicos: cepuesb.jg@gmail.com ou cepjg@uesb.edu.br
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ESCALA DE ESTADIAMENTO DE HOEHN E YAHR

ESTAGIO 0 nenhum sinal da doenca.

ESTAGIO 1 doenca unilateral.

ESTAGIO 2 doenca bilateral sem comprometer o equilibrio

ESTAGIO 3 doenca bilateral de leve a moderada, alguma instabilidade
postural, fisicamente independente.

ESTAGIO 4 incapacidade grave, aindacapaz de ficar ereto sem ajuda

ESTAGIO 5 preso a_ eadeira dexrodas ou leito. Necessita de ajuda.









