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RESUMO

Criangas com o diagnostico de deficiéncia intelectual (DI) séo caracterizadas
por possuirem atrasos no desenvolvimento global, envolvendo areas
comportamentais, linguisticas, adaptativas e motoras. Diversos estudos
relacionam doencas neurodegenarativas com o agravo do quadro oxidativo em
células do sistema nervoso central além de sugerir alteragdes nos niveis de
fatores neurotroficos desses individuos. O objetivo do estudo foi avaliar
biomarcadores séricos de estresse oxidativo, neurotrofinas e vitaminas em
criancas e adolescentes com DI leve e correlacionar com testes de
aprendizagem para auxiliar no diagnostico e tratamento. Foi realizado um
estudo do tipo caso-controle onde foram avaliadas biomarcadores séricos no
soro de criangas com DI (n=16) frequentadoras do Centro Especializado em
Reabilitacdo II, localizado na Universidade do Extremo Sul Catarinense na
cidade de Criciima/SC comparadas a um grupo controle (n=18). A avaliacdo
neurocognitiva foi realizada através da escala de inteligéncia Wechsler (WISC-
IV) para o diagndstico da DI a fim da compreensdo dos aspectos afetados.
Para a andlise bioquimica foram avaliados os niveis cerebrais de fator de
crescimento nervoso (NGF-B) e niveis de enolase neurbnio espeficica (NSE),
marcadores de estresse oxidativo como glutationa reduzida (GSH), nitrito (NOy
), oxidacdo de diacetato de 2, 7’-diclorofluoresceina  (DFCH),
carbonilacdo de proteinas e atividade da superdxido dismutase (SOD) e
vitaminas B12 e D. As analises estatisticas foram realizadas através do
software Statistical Package for the Social Sciencies (SPSS) verséo 24.0, onde
o nivel de significancia adotado foi p <0,05. Os resultados mostraram uma
diminuicao dos niveis de NGF-3, um aumento da atividade de DCFH e carbonil
e diminuicdo dos niveis de vitamina B12 nas criangas com DI comparadas ao
controle. Em adicdo, houve uma correlacao positiva entre vitamina B12 e um
parametro do teste WISC-IV no grupo DI. Tais alteracbes desses
biomarcadores podem ser utilizadas como um complemento e auxilio ao
diagnéstico de DI a fim de garantir um tratamento efetivo, melhorando a
gualidade de vida dessas criancas.

Palavras-chave: Deficiéncia intelectual, criancas, estresse oxidativo, fator
neurotrofico, vitaminas.



ABSTRACT

Children diagnosed with intellectual disability (ID) are characterized by having
delays in global development, involving behavioral, language, adaptive and
motor areas. Several studies relate neurodegenative diseases with the
deterioration of the oxidative picture in cells of the central nervous system and
suggest changes in the levels of neurotrophic factors of these individuals. The
aim of the study was to evaluate serum biomarkers of oxidative stress,
neurotrophins and vitamins in children and adolescents with mild ID and
correlate with learning tests to aid diagnosis and treatment. A case-control
study was performed in which serum biomarkers were evaluated in the serum of
children with ID (n = 16) attending the Specialized Rehabilitation Center II,
located at the University of Santa Catarina in the city of Cricima. / SC
compared to a control group (n = 18). Neurocognitive evaluation was performed
using the Wechsler Intelligence Scale (WISC-IV) for the diagnosis of DI in order
to understand the affected aspects. For biochemical analysis we evaluated
brain levels of nerve growth factor (NGF-B) and levels of specific neuron
enolase (NSE), stress markers such as oxidative reduced glutathione (GSH),
nitrite (NO"), 2,7- dichlorofluorescin diacetate (DFCH), protein carbonylation
and superoxide dismutase (SOD) activity and vitamins B12 and D. Statistical
analyzes were performed using the Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) version 24.0, where the level significance level adopted was p <0.05.
The results of the present study showed a decrease in NGF-B levels, an
increase in DCFH activity and carbonyl and a decrease in vitamin B12 levels in
children with ID compared to control. In addition, there was a positive
correlation between vitamin B12 and a WISC-IV test parameter in the DI group.
Such alterations of these biomarkers can be used as a complement and aid to
the diagnosis of ID in order to guarantee an effective treatment, improving the
quality of life of these children.

Keywords: Intellectual disability, children, oxidative stress, neurotrophic factor,
vitamins.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Impactos da geracéo de radicais livres no desenvolvimento neural..22
Figura 2. Mecanismo proposto através do qual a vitamina B12 afeta o
funcionamento dO CEIEDIO.........uviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 26
Figura 3. Avaliacdo dos niveis de biomarcadores cerebrais NGF-f (A) e NSE
(B) no soro de criangas nos grupos controle € DI ..........ovveeiiiieiiiiiiiiiiciineeeen, 37
Figura 4. Avaliagdo dos niveis de biomarcadores de estresse oxidativo (A)
DCFH (B) Carbonil (C) Nitrito (D) GSH e (E) SOD no soro de criangas nos
grupos CONLIOIE € Dl .....ccooiiiieiiii e e e e e e eeaaes 38
Figura 5. Avaliacdo dos niveis de vitamina (A) B12 e (B) vitamina D no soro de
criangas Nos grupos Controle € DI ... 39
Figura 6. Correlacdo entre NGF- com IMO (A) e QIT (B) e correlagao entre
Vitamina B12 e ICV (C) nos grupos Controle € DI ..........cooovviiiiiiieceeeeeeiiiiinn, 40
Figura 7. Correlacdo entre Vitamina B12 e ICV no grupo DI ...........ovveeeenenn. 41



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Classificacdo da deficiéncia intelectual de acordo com o quociente de
11 =] o= o - P 18
Tabela 2. WISC-IV: Principais Subtestes para determinar o Quoeficiente de
Ta (=Y 1o [T ol = o ] = | 30
Tabela 3. Caracterizacdo da amostra de criancas e adolescentes pertencentes
A0 Grupo Controle € Dl ...ooeeeeeiii e 36
Tabela 4. Correlagdo entre biomarcadores cerebrais, estresse oxidativo e
vitaminas com parametros cognitivos através do teste WISC-IV nos grupos
CONLIOIE € Dl e 40
Tabela 5. Correlacdo entre biomarcadores cerebrais, estresse oxidativo e
vitaminas com parametros cognitivos através do teste WISC-IV no grupo DI . 41
Tabela 6. Correlagdo entre biomarcadores cerebrais, estresse oxidativo e
vitaminas com parametros cognitivos através do teste WISC-IV no grupo
CONEIOIE e 42
Tabela 7. Avaliagdo do teste WISC-IV em criangas do grupos Controle e



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AAIDD - Associagdo Americana de Deficiéncias Intelectuais e do
Desenvolvimento (do inglés, Associationon Intellectualand Developmental
Disabilities)

AAMR - Associacdo Americana de Deficiéncia Mental (do inglés, Association
on Mental Retardation)

APA — Associacdo Americana de Psiquiatria (do inglés, American Psychiatric
Association)

ATP - Adenosina Trifosfato

BDNF - Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (do inglés, Brain Derived
Neurotropfhic Factor)

CAT — Catalase

CER - Centro Especializado em Reabilitagédo

CCL - Comprometimento Cognitivo Leve

DA — Doenca de Alzheimer

DCF-DA -2’,7’-diclorofluoresceina (do inglés, 2’,7’-dichlorofluorescin)
DCFH-DA - Diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceina (do inglés,2’,7-
dichlorofluorescin diacetate

DI - Deficiéncia Intelectual

DNPT - 2,4-dinitrofenilhidrazina (do inglés, 2,4-dinitrophenylhydrazine)
DTNB- Acido 2,2'-dinitro-5-5"-ditio-dibenzoico (do inglés, 2,2'-dinitro-5,5'-
dithiodibenzoic acid)

EROs - Espécies Reativas de Oxigénio

ERNSs — Espécies Reativas de Nitrogénio

GPx — Glutationa Peroxidase

GSH - Glutationa Reduzida

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

IMO - indice de Meméria Operacional

IVP - indice de Velocidade de Processamento

IOP - indice de Organizacdo Perceptual

ICV - indice de Compreens&o Verbal

MDA - Malondialdeido



NGF - Fator de Crescimento Nervoso (do inglés, Nerve Growth Factor)
NO — Oxido Nitrico

NSE - Enolase Neurdnio Especifica (do inglés, Neuron Specific Enolase)
NT - Neurotrofinas

O+~ Radical superoxido

OHe- Radical hidroxila

OMS - Organiza¢do Mundial da Saude

QI - Quociente de Inteligéncia

SD — Sindrome de Down

SNC - Sistema Nervoso Central

SNP - Sistema Nervoso Periférico

SOD - Superéxido Dismutase

SPSS - Programa estatistico aplicado as ciéncias sociais (do inglés, Statistical

Package for the Social Sciencies)

TCE - Traumatismo Craniano Encefalico

TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TDAH — Transtorno de Déficit de Atencéo

UNESC - Universidade do Extremo Sul Catarinense

UNICEF - Fundo das Nacdes Unidas para a Infancia

WISC-IV- Escala de Inteligéncia Wechsler (do inglés, Wechsler Intelligence
Scale for Children)



SUMARIO

(RS0 ] 510070 J TR 15
LI DEFICIENCIA ..ottt et ee e eee e 15
1.2 DEFICIENCIA INTELECTUAL ...eeeeeeeeeeeeee et 16
LB ETIOLOGIA. ..ottt et e et e e e eee e 18
1.4 ESTRESSE OXIDATIVO ..ottt 20
1.5 NEUROTROFINAS ...ttt ettt e e e eee e 23
1.6 VITAMINAS ..ottt et et e et ee e et ee e eee e 25

2 OBJIETIVOS ...ttt ettt et e e e e 28
2.1 OBJIETIVO GERAL ..ottt ettt et 28
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .. .ottt ettt 28

3 MATERIAIS E METODOS ...ttt e e s e s 29
3.1 POPULACAO EM ESTUDO .....ooiviiiiieieie et 29
3.2 AVALIACAO NEUROCOGNITIVA ... 29
3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO ...ttt 30
3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO ....oeee e, 30
B GRUPOS ..ottt ettt 31
3.5 COLETA DE AMOSTRA BIOLOGICA ..o 31
3.6 ANALISES BIOQUIMICAS ..o 32

3.6.1. Glutationa reduzida (GSH) ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeees 32
3.6.2 OXid0 NHICO (NO) ...uviieiieeecee et 32
3.6.3 0OXIdaGa0 0 DCFH.......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 32
3.6.4 Carbonilacio de proteiNas......cccoeeeeeeriiiiiiiiiii e 33
3.6.5 Superoxido dismutase (SOD) ......coocuviiiieiiiieeeeeieeee e 33
3.6.6 Fator de crescimento do nervo (NGF-B) .......ocoovvrvviiiiiiiiieeeeeeeeenn, 34
3.6.7 Enolase neurdnio espeficica (NSE).......ccccceeeriiiiiiiiiiieine e 34
3.6.8 ViItAMINA BL2Z ..oeieeiie et e et e e eas 34
B.0.9 VIAMINA D oo e 35
3.7 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 35

A RESULTADOS . ..o 36

B DISCUSSAOQ ..ottt ettt ettt e et e e e e 43

B CONCLUSAO ... ettt 53

REFERENCIAS . ...ttt et ettt ettt et e et e e e e eee e 54

ANEXO oo 66

ANEXO 1 — CERTIFICADO DE APROVACAO NO COMITE DE ETICAE
PESQUISA EM SERES HUMANOS DA UNIVERSIDADE DO EXTREMO
SUL CATARINENSE ... ..o 67



15

1 INTRODUCAO

1.1 DEFICIENCIA

Nas ultimas décadas, a maneira como a sociedade se inter-relaciona
com as pessoas que possuem algum tipo de deficiéncia, vem sofrendo
constantes avancos e modificacdes. Hoje, existe o reconhecimento de que um
individuo com necessidades especiais, seja ela qual for o seu grau de
comprometimento, possui 0s mesmos direitos que um cidad&do considerado
sem deficiéncia pela medicina, podendo usufruir das mesmas oportunidades.
Cabe a sociedade como um todo, organizar-se de forma acessivel, e
disponibilizar recursos para atender com igualdade essa parcela da populacao
(Parmenter, 2008; Bezerra e Vieira, 2012).

O conceito de deficiéncia é originado da palavra deficientia, do latim,
no qual sugere algo imperfeito ou incompleto, que possua alguma falha no
funcionamento. O termo é amplamente utilizado na literatura para definir a
caréncia ou disfuncdo de uma condicdo anatdmica, fisioldgica ou psiquica
(Teddé, 2012). De acordo com Mishra e Gupta (2006), todas as pessoas
desenvolverdo algum tipo de deficiéncia, seja temporaria ou permanente em
algum periodo de suas vidas, principalmente os individuos que tiverem maior
longevidade e enfrentarem o envelhecimento. Considerando que a deficiéncia
esta inserida nas condicdes humanas, estudos que englobam ciéncias da
salde e social, avancam cada vez mais em busca de maiores esclarecimentos,
rompendo barreiras e quebrando paradigmas sobre o tema, visto que essa
parcela da populacdo vem crescendo, ganhando espaco na sociedade,
disputando gradativamente mais vagas de emprego, e, portanto, tendo maiores
participacdes no cendario econbmico e mercado de trabalho (Barnes, 1991;
Charlton, 1998; McConachie et al., 2006).

Existem vérios tipos e classificagcbes de deficiéncias, estas sao
distribuidas em trés grandes grupos envolvendo: saude fisica, sensorial e
intelectual (Dias e Oliveira, 2013). A Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS)
estima que no mundo, atualmente, existem mais de um bilhdo de pessoas
convivendo com alguma deficiéncia, sendo que 200 milh6es sao portadoras de

dificuldades funcionais (Hosseinpoor et al., 2013). Somente no Brasil, dados do



16

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) no ano de 2000, em torno
de 14,5% da populacdo possuia algum tipo de deficiéncia (Honora e Frizanco,
2008). No entanto, dez anos ap0s, uma nova pesquisa realizada pelo IBGE,
apontou uma crescente no numero de brasileiros portadores de algum tipo de
deficiéncia (visual, auditiva, motora ou intelectual), com 23,9% da populacéo
total, sendo mais predominante nas mulheres, com 26,5% dos casos
registrados. Nas duas pesquisas realizadas, a regido nordeste foi responséavel
pela maior prevaléncia de pessoas com pelo menos uma deficiéncia, enquanto
que a regido sul apresentou as menores taxas (IBGE, 2010). Entre os tipos
citados anteriormente, estudos sobre a deficiéncia intelectual (Dl), estdo cada
vez mais sendo exigidos na comunidade cientifica, com intuito de elucidar essa
condicdo, desenvolver novos testes e metodologias para acelerar o diagnostico
fisico e clinico, propor alternativas de tratamentos e minimizar possiveis danos

irreversiveis.

1.2 DEFICIENCIA INTELECTUAL

A DI é caracterizada principalmente por limitacbes do
desenvolvimento global, comportamental e adaptativo (Vissers et al., 2016).
Essas alteracfes neuroldgicas podem contribuir para um desempenho anormal
em determinada idade cronoldégica, dificultando a realizacdo de tarefas basicas
da rotina diaria, habilidades sociais e funcionais, comprometimento da
linguagem, entre outros distlrbios neuropsicomotores que, posteriormente,
dificultardo o desenvolvimento independente na vida adulta (Moeschler e
Shevell, 2014). Segundo Grossman (1983), o modo comportamental e
adaptativo pode ser dividido em diferentes &reas: comunicacdo, cuidados,
pessoais, utilizacdo de recursos comunitarios, autonomia, habilidades sociais,
saude, seguranca, trabalho, lazer e habilidades académicas. Para ser
considerado DI, o individuo deve possuir um déficit em pelo menos duas areas
citadas anteriormente.

A DI afeta aproximadamente 1% da populacdo mundial jovem,
sendo considerada uma das deficiéncias mais encontradas em criancas e
adolescentes (Vasconcelos, 2004; Amor, 2018). De acordo com a OMS,

durante muitos anos, individuos considerados deficientes intelectuais eram
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conhecidos popularmente como retardados mentais, excepcionais, invalidos ou
simplesmente deficientes (World Health Organization, 2010). O termo “retardo
mental”’, ainda é encontrado em certas literaturas, porém, apds algumas
publicacdes internacionais realizada pela Associacdo Americana de Deficiéncia
Mental (do inglés, American Associationon Mental Retardation - AAMR),
atualmente conhecida como Associagdo Americana de Deficiéncias Intelectuais
e do Desenvolvimento (do inglés, American Association on Intellectual and
Developmental Disabilities - AAIDD) prop6s uma nova abordagem do assunto,
difundindo mundialmente o conceito de DI (Salvador-Carulla e Bertelli, 2008;
AAIDD, 2010).

A grande maioria dos casos com DI séo identificados precocemente
na infancia, mais precisamente nos primeiros anos de vida, onde alguns
disturbios do desenvolvimento ja comecam a ser observados pelos pais ou
responsaveis (Luckasson et al., 2002). Mesmo com toda a manifestacao clinica
da crianca, pediatras e neurologistas costumam concluir o diagnéstico de DI
por volta dos 6 anos de idade, onde € possivel aplicar testes neuropsicolégicos,
fonoaudioldgicos e psicométricos, os quais revelam informacdes importantes
sobre questdes neuroldgicas da crianca, além de definir o quociente de
inteligéncia (QI) em diferentes areas. De acordo com a publicacdo apresentada
na versdo atualizada do Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-V), alguns critérios sdo necessarios para confirmar a hipétese
de DI, entre eles: a) Manifestacbes clinicas antes dos 18 anos de idade
(periodo de desenvolvimento), b) Déficits em pelo menos duas areas
intelectual/adaptativa (comunicacdo, habilidades sociais, independéncia,
trabalho, lazer, habilidades académicas, cuidados pessoais, vida doméstica,
uso de recursos comunitarios), c) Funcionamento intelectual inferior a média da
populacdo (QI aproximadamente 70 ou inferior (American Psychiatric
Association, 2014). O diagnéstico entdo sera realizado através da associacéo
dos testes cognitivos aplicados, com o QI da crianca.

Quando realizado testes de inteligéncia de maneira verbal e néo
verbal, o QI médio das pessoas € de 100 pontos. Por definicéo literal, um QI é
considerado baixo quando seus valores giram em torno dos 70 pontos, quadro
caracteristico da DI (Bartholomew, 2004). Com essas informacfes mais claras

e precisas, o laudo médico sera concluido com maior exatidao (Vissers et al.,
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2016; Amor, 2018). O grau de DI, no meio cientifico é descrito de diferentes
formas, sendo classificado como: leve, moderado, grave e profundo,

geralmente através da escala de pontuacéo do QI, demonstrado na Tabela 1.

Nivel da DI CID-10 AAMR APA
QIl: 50-69 QI: 50-55 a QIl: 55-70 + pelo menos
Leve IM: 9-11 anos 70-75 dois déficits
adaptativos
Médio ou Ql: 35-49 Ql: 35-40 a Ql: 35-54
Moderado IM: 6-8 anos 50-55
Ql: 20-34 Ql: 20-25 a Ql: 20-34 + déficits em
Gsrave ou IM: 3-5 anos 35-40 todas as oito
evero ;
categorias
Ql: <20 Ql: < 20-25 Ql: <20
Profundo IM: <3 anos

Tabela 1. Classificagdo da deficiéncia intelectual de acordo com o0 quociente de
inteligéncia. Abreviaturas: DI: Deficiéncia Intelectual. QIl: Quociente de Inteligéncia. IM: Idade
Mental de um adulto. CID-10: Classificacédo Internacional de Doencas para a DI de acordo com
a Organizagdo Mundial da Saude. AAMR: American Association on Mental
Retardation/Deficiency. APA: American Psychiatric Association. Fonte: APA, 2014,

Dentre os casos registrados de DI, nos considerados de grau leve, o
individuo muitas vezes é diagnosticado tardiamente, até mesmo na idade
adulta, visto que geralmente é caracterizado por dificuldades mais simples no
aprendizado, n&do necessariamente comprometendo sua autonomia e
independéncia social. Sua manifestacédo ocorre de forma néo sindrébmica. Ja os
casos de DI moderada, as dificuldades de aprendizagem s&do mais criticas e
significativas, como por exemplo, habilidades de leitura e escrita. Os individuos
podem adquirir no¢cdes basicas de comunicacdo social e adquirir certo nivel de
suficiéncia. Os casos de DI grave e profunda estdo diretamente relacionados
com a incapacidade total de tarefas do cotidiano, acarretando uma grave
reducdo do potencial de mobilizacdo e linguagem (Luckasson et al., 2002;
Schalock et al., 2010).

1. 3 ETIOLOGIA

Os fatores etiologicos da DI podem ser de origem genética,

ambiental, multifatorial ou idiopatica. Registros na literatura estimam que até o
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ano de 2005, em torno de 25% dos casos eram decorrentes de alteracdes
génicas, 25% de origem ambiental ou adquirida, e 50% de causas
desconhecidas (Rauch et al., 2006). Apesar das condicbes serem muito
variaveis, podem ser ainda subdivididos em fatores pré-natais, perinatais e pos-
natais. Dados fornecidos pelo Fundo das Nacdes Unidas para a Infancia
(UNICEF) indicam que no Brasil, as principais causas de DI estao relacionadas
com a nutricdo inadequada das méaes e criangas, doencas infecciosas e
problemas gerados nas fases pré e pos-natais (Honora e Frizanco, 2008).

Entre as causas nao genéticas envolvidas no processo de DI,
estudos apontam que as mais comuns e encontradas sao: prematuridade,
privacdo de oxigénio, infecgBes, uso de substancias teratbgenas (alcool,
drogas e/ou medicacdes), traumatismo craniano, desnutricdo calérico-proteica
da mée e/ou da crianca e intoxicacdo por chumbo (Kaufmann e Moser, 2000;
Toscano e Guilarte, 2005; Van Karnebeeck et al.,, 2005). A questdo social
também estd inserida no contexto, visto que, situacdes de violéncia doméstica,
falta de conhecimento dos responsaveis, baixo nivel socioeconémico,
abandono e exclusdo, estdo fortemente associados ao desenvolvimento
anormal da atividade cerebral (Honora e Frizanco, 2008). Ao tratar-se de
sindromes genéticas, a mais citada € a sindrome de Down, responséavel por
15% dos casos, seguidas das sindromes de Rett e do X-fragil (Michelson et al.,
2011). Apesar do grau de DI variar entre individuos, hoje em dia, sabe-se que
em muitos casos, o diagnostico é com base no histérico do individuo, e
informacdes desde o periodo pré-natal sdo coletadas para fornecimento de
maiores detalhes (Honora e Frizanco, 2008).

Como descrito anteriormente, sdo muitas as situacdes onde existe a
possibilidade de ocasionar alguma sequela neuroldgica, e essas podem
postergar o desenvolvimento cognitivo/intelectual saudavel. Uma alternativa
utilizada por neurocientistas para mensurar o nivel de lesédo, e a partir desta
propor alternativas terapéuticas, é a avaliagdo de biomarcadores de dano
cerebral (Zoethout et al.,, 2011). Existem diversos tipos de biomarcadores
descritos na literatura, entre eles: creatina quinase, adenilato quinase, lactato,
S100B, enolase neurdnio especifica (do inglés, neuron specific enolase —
NSE), além de marcadores de estresse oxidativo e fatores neurotréficos
(Kessler et al., 2007; Hu, 2008; Abdel Ghany et al., 2016).
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A NSE é uma proteina encontrada principalmente no citoplasma dos
neurbnios e como ndo é secretada fisiologicamente, seus niveis aumentados
no soro ou liquor indicam danos em células neurais (Kessler et al., 2007). Tem
como funcdo sinalizar diretamente danos nas estruturas e membranas dos
neurdnios, 0 que a torna uma das principais enzimas de marcacdo de lesao
cerebral. Casos como traumatismo craniano encefalico (TCE), hemorragia
intracerebral, choque séptico, infec¢des, ressuscitacdo cardiorrespiratoria e
neuroblastomas, sdo amplamente descritos por elevarem os niveis de NSE,
sugerindo possiveis alteracdes e morte de neurdnios (Rech et al., 2006;
Bohmer et al., 2011).

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO

Nas ultimas décadas, o numero de publica¢cdes relacionando o
estresse oxidativo com o sistema funcional do cérebro vem crescendo no
mundo todo. Apesar disso, 0s mecanismos ainda ndo sdo totalmente
compreendidos, 0 que se torna um desafio diario para os cientistas. Cada vez
mais, estudos clinicos e pré-clinicos sugerem o envolvimento do estresse
oxidativo com a patogénese de diversas doencas, entre elas, as que envolvem
o sistema nervoso e comprometem a qualidade de vida das pessoas (Crouch et
al., 2008; Berk et al., 2011; Manzanero et al., 2013).

O processo de respiracdo celular, também conhecido como
fosforilacdo oxidativa, € fundamental para a manutencédo e sobrevivéncia do
sistema energético do organismo humano, principalmente através da producéo
de adenosina trifosfato (ATP) (Green et al., 2007). Embora esse mecanismo
fisiolégico seja necessério, a fosforilacdo oxidativa produz moléculas altamente
reagentes, conhecidas como espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs
sdo moléculas que, em concentracdes elevadas, podem causar o0 estresse
oxidativo, e posteriores danos irreversiveis em estruturas importantes como
lipidios, proteinas e DNA. Além disso, sabe-se que o estresse oxidativo € um
fator que contribui para o surgimento de doencas cardiovasculares, cancer,
diabetes, envelhecimento precoce e alteragcdes neurolégicas (Adler et al., 1999;
Rahal et al., 2014).
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Entre as principais EROs encontradas estdo os radicais de
superoxido (O,*), de hidroxila (OH+) e o peréxido de hidrogénio (H.O). As
duas primeiras sao classificadas como radicais livres, pelo fato de possuirem
um elétron desemparelhado na sua ultima camada de valéncia, tornando-as
altamente reativas. Em contrapartida, o H,O, ndo possui elétron livre na sua
estrutura atdbmica, sendo considerado uma espécie reativa com alto poder
oxidativo (Yu, 1994; Mandal et al., 2010).

A fim de combater a superproducdo de moléculas reativas e um
posterior quadro de estresse oxidativo, 0 organismo possui mecanismos de
defesa antioxidante. O objetivo € evitar que as células figuem susceptiveis a
danos e mantenham sua homeostase, garantindo uma integridade tecidual
(Imai e Nakagawa, 2003). O sistema antioxidante pode ser de origem
enzimatica ou ndo enzimatica, porém, ambos trabalham em conjunto para
reduzir os efeitos de EROs em biomoléculas enddgenas. (Rahal et al., 2014)

O sistema de defesa enzimético é formado pelas enzimas
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPXx).
A SOD é encarregada de dismutar O, formando H,O,, enquanto que a CAT e
a GPx sdo responsaveis por converter o H,O, em 4gua e oxigénio molecular
(Chen et al., 2010). Ja o sistema ndo enzimatico € constituido por substancias
fisiolégicas como acido Urico, hormonios sexuais, bilirrubina, coenzima Q, entre
outros (Schneider e Oliveira, 2004). Existem também antioxidantes que podem
ser adquiridos através da suplementacdo, entre eles destacam-se o acido
ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), minerais e derivados fendlicos,
como os flavondides (Bianchi e Antunes, 1999).

O estudo de Mangialasche et al. (2009) destacou que 0 estresse
oxidativo cronico esta diretamente relacionado com o desenvolvimento de um
déficit cognitivo e possiveis conversdes para o quadro de deméncia. Outro fator
bastante atribuido aos danos cerebrais € o envelhecimento, fenbmeno onde
ocorre uma reducdo fisiologica da defesa oxidante e uma deficiéncia na
producdo de energia pelos neurdnios, provocando maiores concentragdes de
radicais livres e contribuindo para apoptose neural. Essas altera¢cdes envolvem
0 sistema sensorial, motor, aprendizado e memoéria (Zhu et al., 2004; Ansari e
Scheff, 2010).
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De acordo com Steckert et al. (2010), o cérebro metaboliza em torno
de 20% do oxigénio corporal, 0 que o torna uma estrutura altamente propensa
a danos oxidativos. Um estudo realizado por Manzanero et al. (2013) indica
que a geracdo de radicais livres e consequente estresse oxidativo esta
relacionado com o surgimento de lesdo neuronal, causando neurodegeneracao

e disfungéo cognitiva (Figura 1).

Geragao de
radicais livres

P TN

apoptotica SEUEEES LUEELE inflamatorios

Morte celular Liberacdo de mediadores

| ¢ 3

Perda de sinapses #\# «——— | Neuroinflamacao

Lesdo Neuronal

$

Neurodegeneracao

¥

Disfuncao Cognitiva

Figura 1. Impactos da geracé&o de radicais livres no desenvolvimento neural. A geracéo de
radicais livres causa morte celular apoptética, estresse oxidativo e liberacdo de mediadores
inflamatérios. Como consequéncia, surge uma lesédo neuronal causando a neurodegeneracgao e
disfuncéo cognitiva. Fonte: Adaptado de Manzanero et al. (2013).

Uma situacdo onde ocorre elevados indices de danos cerebrais,
associados a um prolongado periodo de internagdo hospitalar, € a
prematuridade em bebés (Bell et al., 2019). Dados da literatura indicam que
uma gestacao prematura, entre 24 e 34 semanas, combinado com baixo peso
do neonato e intercorréncias durante o parto (reanimacdo cardiaca,

oxigénioterapia) estdo ligadas a maiores niveis de estresse oxidativo em
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orgaos como cérebro e pulmao (Kapadia et al., 2013; Panfoli et al., 2018). Além
disso, Giuffre et al. (2015) relataram que o estresse oxidativo é um fator
contribuinte para diversas complicagcdes causadas pela prematuridade como:
displasia bronco pulmonar, enterocolite necrosante, hemorragia intraventricular
e encéfalomalacia periventricular. Outro fator importante que impacta no
desenvolvimento neurocognitivo desses bebés é a formacgdo incompleta e/ou
pouco desenvolvida do sistema antioxidante em seus organismos, uma vez que
a maior parte da concentracdo das moléculas antioxidantes sdo geradas ao
final da gestacéo (Robles et al., 2001; Ozsurekci e Aykac, 2016).

Evidéncias sugerem que o estresse oxidativo além de promover
danos associados ao cérebro, possui relacdes com fatores neurotroéficos.
Chauhan et al. (2009), demonstraram que criancas diagnosticadas com a
sindrome do espectro autista, possuem alteracfes nos niveis de neurotrofinas
em regides especificas do cérebro, a0 mesmo tempo que possuem um
aumento do quadro oxidativo. Existem outras patologias neuroldgicas que
possuem elos entre o estresse oxidativo e fatores neurotréficos, como por
exemplo a doenca de Alzheimer (Narisawa-Saito et at., 1996). De modo geral,
estudos correlacionam o aumento do estresse oxidativo com a fisiopatologia de
doencas que comprometem o funcionamento do cérebro (Hu e Russek, 2008;
Kapczinski et al.,, 2008). Sugere-se que tais alteracdes possuem ligacdes
diretas com fatores neurotréficos, e essas, podem ser em regides especificas

do tecido cerebral.

1.5 NEUROTROFINAS

As neurotrofinas (NT) sdo proteinas consideradas essenciais no
ambito do sistema nervoso dos mamiferos, atuando em uma série de
processos e reagbfes com alto grau de complexidade, dentre eles: a
consolidagdo do estado comportamental, formagdo de memdrias (curtas ou
duradouras) e o desenvolvimento do aprendizado geral (Yamada et al., 2002;
Lu et al.,, 2014). Antigamente, neurocientistas consideravam seu foco de
atuacdo apenas voltado para o crescimento de neurbnios. No entanto, nas

Gltimas décadas, estudos vém demonstrando que suas atividades biolégicas
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vao além, mediando diversas reacdes metabolicas, eventos de sinalizacéo
celular, processo de axogénese, regulacao da atividade sinptica, mielinizagéo,
diferenciacdo neural, além de garantir a sobrevivéncia, manutencdo e morte
neuronal (Arévalo e Wu, 2006; Lu et al., 2014).

Os neurbnios envolvidos sdo os dopaminérgicos, colinérgicos,
noradrenérgicos, e também neurbnios simpaticos e sensoriais do sistema
nervoso periférico (SNP), ambos atuando através de receptores especificos
(Barde, 1989; Mattson, et al., 2004). De acordo com Allen e Dawbarn (2006),
0S quatro principais representantes da familia das NT descritos até 0 momento
sdo as proteinas: fator de crescimento do nervo (do inglés, Nerve Growth
Factor - NGF), fator neurotréfico derivado do cérebro (do inglés, Brain Derived
Neurotropfhic Factor - BDNF) e as neurotrofinas 3 e 4 (NT-3 e NT-4). O
primeiro fator revelado pela literatura foi o NGF por volta do ano de 1950, onde
posteriormente seus descobridores foram laureados com o Nobel (Levi-
Montalcini e Hamburguer, 1951).

Tratando-se de fatores neurotroficos, diversos estudos
correlacionam patologias neurodegenerativas com niveis alterados de NT, ou
alguma disfuncdo na sua expressao génica, que comprometem suas vias de
sinalizacdo. Dentre as mais estabelecidas no segmento da neurociéncia, estao
a doenca de Parkinson, Alzheimer, quadros de depressdo, epilepsia e
Huntington. Todas tém em comum uma destruicdo gradativa e irreversivel das
células nervosas, acometendo diretamente a capacidade neuroldgica,
habilidades motoras e fungBes fisiologicas do individuo. Muitas dessas
alteracdes clinicas se assemelham ao quadro de déficit cognitivo dos
portadores de DI (Roux e Barker, 2002; Hu e Russek, 2008)

O estudo de Drzyzga et al. (2009) evidenciou uma relacéo entre
niveis de NT e sintomas depressivos, onde o estresse crbénico foi associado
com uma reducdo na expressdo génica de fatores neurotréficos, inibindo
cascatas sinalizadoras e, consequentemente, um aumento da gravidade do
guadro depressivo.

Quando avaliado a exposicdo de etanol em modelos pré-clinicos,
agudo e cronico, também se observou alteragdes nas concentracdes de NT em
células do hipocampo, o que pode ter contribuido para disfuncdes

comportamentais no grupo em experimento (Miller e Mooney 2004; Kerns,
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2005; Hauser et al., 2011). Outro disturbio de células nervosas que envolvem o
grupo das NT é a epilepsia. Alguns trabalhos indicam que fatores neurotroficos
sdo amplamente expressos no cérebro de roedores, principalmente em
estruturas associadas com a plasticidade sinaptica e epileptogénese no
hipocampo, por exemplo. Esses niveis aumentados podem exercer um papel
protetor, neutralizando a morte neuronal, porém, caso muito estimulado, pode
causar efeitos secundarios e potencializar a atividade epilética (Reibel et al.,
2000; Binder et al., 2001; Koyama e lkegaya, 2005).

1.6 VITAMINAS

Uma alternativa que vem ganhando espaco no meio cientifico é a
associagao entre vitaminas e o desenvolvimento cognitivo. Esse conceito tem
como objetivo auxiliar o neurodesenvolvimento através da suplementagdo com
micronutrientes (Benton, 2012; Bastons-Compta, 2018). De acordo com
Filgueiras et al. (2018), a modalidade de pesquisa é de grande relevancia, visto
que a caréncia nutricional de vitaminas essenciais, por exemplo, é um
problema de saude global que merece ser pautado entre as autoridades.

As vitaminas sdo compostos quimicos organicos que desempenham
uma série de atividades essenciais para a sobrevivéncia dos mamiferos.
Presente em diversos tipos de alimentos, seu papel enddégeno é responsavel
por atuar em diversas reacdes metabdlicas que envolvem crescimento,
manutencdo e defesa celular (Scarmeas et al., 2018).

Evidéncias recentes tém demonstrando na literatura, que padrbées de
alimentacdo inadequados, possuem efeitos diretos no desenvolvimento
neurolégico, tendo como fundamento a reducdo do volume e integridade
cerebral (Hooshmand et al., 2016; Luciano et al., 2017). Além disso, a nutricdo
tem sido relacionada com patologias que podem articular com a deméncia,
como diabetes e doencgas cardiovasculares (Riederer et al., 2017; Santos et al.,
2017). De acordo com Rathod et al. (2016), a caréncia nutricional de vitamina
B12, afeta a funcdo cerebral através dos niveis aumentados de homocisteina

que comprometem a func¢do neurovascular diretamente ou através do aumento
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do estresse oxidativo, aumentando o risco de comprometimento cognitivo
(Figura 2).

Ingestao alterada/Metabolismo da vitamina B12

A 4
Aumento de plasma/Homocisteina cerebral

Aumento do
Estresse Oxidativo

v

Alteracdo da funcéo
neurovascular D

Prejudica a funcao
cerebral

Aumento do risco de disturbios
neurolégicos e comprometimento cognitivo

Figura 2. Mecanismo proposto através do qual a vitamina B12 afeta o funcionamento do
cérebro. A ingestdo/metabolismo de vitamina B12 afeta a funcdo cerebral através de duas
vias. Niveis aumentados de homocisteina influenciam as neurotrofinas cerebrais e a funcéo
neurovascular diretamente ou através do aumento do estresse oxidativo que pode aumentar o
risco de disturbios neurolégicos e comprometimento cognitivo. Fonte: Adaptado de Rathod et
al. (2016).

Outros estudos indicam que criangcas prematuras apresentam niveis
reduzidos de substancias que combatem a acdo oxidante, como a vitamina E,
vitamina A e melatonina, além de menores concentracbes das enzimas
funcionais SOD e CAT (Abdel Ghany et al., 2016; Ozsurekci e Aykac, 2016).
Outros nutrientes como as vitaminas D e C sdo citadas na literatura, uma vez
que apresentam efeitos positivos sob dominios cognitivos (memoria,
aprendizado, processamento e funcionalidade), além de elevar o padréo
antioxidante e promoverem efeitos de neuroprotecdo (Parisotto et al., 2015;
Nerhus et al., 2017; AlJohri et al., 2018).
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Todos os dias, novos casos de pessoas com alteragcdes no
funcionamento cerebral séo registrados no mundo, e de maneira geral, estudos
vém utilizando biomarcadores como possiveis alvos terapéuticos, visto que é
uma area da neurociéncia com certa caréncia de informacfes. A0 mesmo
tempo, cresce a demanda de pesquisas que relacionam vitaminas com o
estresse oxidativo. Em virtude disso, € indiscutivel a importancia de
investimentos e colabora¢gdes da comunidade cientifica nesse segmento.

Uma vez que criancas com DI leve tem um dificil diagndstico e
tratamento, a busca de biomarcadores e suas alteracGes torna-se Util, pois
podem ocasionar um déficit de aprendizagem dificultando a inser¢do na vida
social e mercado de trabalho. Por esse motivo, busca-se investigar
biomarcadores relacionados a neurotrofinas, estresse oxidativo e vitaminas e

suas relacdes com a DI.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar biomarcadores séricos em criancas e adolescentes com

deficiéncia intelectual leve e correlacionar com testes de aprendizagem para

auxiliar no diagnéstico e tratamento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)
2)

3)

4)

5)
6)

7
8)

9)

Avaliar niveis de NGF-3 no soro de criancas com DlI;

Avaliar a correlacdo entre niveis de NGF-B com parametros cognitivos
atraves do teste WISC

Avaliar a producdo de espécies reativa de oxigénio, através do
Diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceina (DCFH) e nitrogénio no soro de
criangas com DI;

Avaliar a correlacdo entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio com parametros cognitivos através do teste WISC

Avaliar niveis de carbonilacdo de proteinas no soro de criangas com DI,
Avaliar a correlacdo entre a carbonilacdo de proteinas com parametros
cognitivos através do teste WISC

Avaliar a atividade da SOD no soro de criancas com DI;

Avaliar a correlacdo entre a atividade da SOD e parametros cognitivos
atraves do teste WISC

Avaliar niveis de glutationa reduzida (GSH) no soro de criancas com DlI;

10) Avaliar a correlacdo entre niveis de GSH e parametros cognitivos

através do teste WISC;

11) Avaliar niveis de vitamina B12 no soro de crian¢as com DlI;

12) Avaliar a correlagdo entre niveis de vitamina B12 e parametros

cognitivos através do teste WISC;

13) Avaliar niveis de enolase neurénio especifica no soro de criancas com

Dl;

14) Avaliar a correlagdo entre niveis de enolase e parametros cognitivos

através do teste WISC.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 POPULACAO EM ESTUDO

Para o desenvolvimento do presente estudo foram avaliadas 16
criangas e adolescentes de ambos os sexos, com idade entre 6 e 16 anos,
diagnosticadas com DI pela equipe multidisciplinar do Centro Especializado em
Reabilitacdo (CER). Para o grupo controle, foram recrutados 18 individuos
pareados em idade e sexo com o grupo com DI. O Unico critério para tal faixa
etaria da amostragem era idade inferior a 18 anos. A equipe do CER é formada
por profissionais médicos, enfermeiros, psicélogos, fisioterapeutas e
académicos da area da saude, que prestam servico gratuito para populacéo
local. O CER localiza-se na Universidade do Extremo Sul Catarinense
(UNESC), sendo este, referéncia para em torno de 27 municipios da regiao sul
de Santa Catarina.

A pesquisa foi iniciada apés aprovacdo pelo Comité de Etica e
Pesquisa em Seres Humanos da Universidade do Extremo Sul Catarinense,
tendo como base a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude
(ANEXO 1). Os sujeitos foram inicialmente convidados a participar da pesquisa,
autorizando sua realizacdo por meio de assinatura de um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

O estudo é do tipo caso-controle, onde dois grupos foram analisados
(grupo controle e grupo DI), e teve como varidvel analisada a Escala de
Inteligéncia Wechsler (do inglés, Wechsler Intelligence Scale for Children -
WISC-IV) para criancas e adolescentes com diagnostico da deficiéncia, e
compreensao dos aspectos mais ou menos afetados. O método utilizado, de
acordo com dados literais, é considerado padrdo ouro quando avaliado

parametros neurocognitivos (Malloy-Diniz et al., 2010)

3.2 AVALIACAO NEUROCOGNITIVA

O WISC constitui uma série de testes psicométricos que tem como
objetivo avaliar diferentes aspectos neuroldgicos dos individuos. Possui em sua

composicdo 10 subtestes centrais, que s&o distribuidos 4 em dominios
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especificos: Indice de memoria operacional (IMO), indice de velocidade de
processamento (IVP), Indice de organizagdo perceptual (IOP) e indice de
compreensao verbal (ICV) (Tabela 2). Através de um célculo realizado a partir
dos testes citados, é obtido o valor do Quociente de Inteligéncia Total (QIT) do
paciente (Styck e Waltkins, 2017).

Os Individuos com DI manifestam escores em torno de dois desvios-
padrdo ou mais inferior a média populacional, com uma margem de erro (em
geral, +5 pontos). Os testes com desvio-padrdo de 15 e meédia de 100,
representa um escore de 65-75 (70 £ 5), caracterizando a DI (APA, 2014).

Quoeficiente de Inteligéncia Total (QIT)

Dominios indice de indice de Indice de Meméria indice de Velocidade
Especificos Compreenséo Organizacéo Operacional (IMO) de Processamento
P Verbal (ICV) Percentual (IOP) (IVP)

Principai Similaridade Desenho do bloco Digitos periédicos Codificagcéo

rincipais . ST S ) . .

Vocabulario Raciocinio matricial Sequenciamento de | Sessdes de pesquisa de
Subtestes ~ . . , .
Compreensao Conceitos de imagem letras e nimeros simbolos

Tabela 2. WISC-IV: Principais Subtestes para determinar o Quoeficiente de Inteligéncia
Total. O WISC-IV é dividido em 4 em dominios especificos: indice de memoria operacional
(IMO), indice de velocidade de processamento (IVP), indice de organizacdo perceptual (IOP) e
indice de compreens&o verbal (ICV). A partir da média dos testes é realizado o valor do QIT.
Fonte: Adaptado da APA, 2014.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Criancas e jovens do sexo masculino e feminino, com idade inferior
a 18 anos, que tiveram capacidade de responder os testes disponibilizados na
pesquisa. Um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi disponibilizado

aos pais e/ou responsaveis, autorizando a participacdo do menor no estudo.

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos da pesquisa criangas e adolescentes com qualquer
tipo de diagndstico neurolégico (doenca neuroldgica fisica), entre elas: autismo,
sindrome Down, sindrome de Rett, sindrome do X-Fragil e paralisia cerebral.
Individuos que n&do possuiam a faixa etaria proposta para o estudo foram
excluidos. O ndo preenchimento do TCLE dos pais e/ou responsaveis também

teve o cancelamento da participagao no estudo.
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ApOs a triagem, 0s pesquisadores orientaram 0s pais e/ou
responsaveis, esclarecendo os procedimentos e objetivos do estudo, além da
probabilidade de beneficios da participacdo na pesquisa. Apds os devidos
esclarecimentos, 0s pais e/ou responsaveis que aceitaram 0s critérios

propostos, assinaram o TCLE autorizando a participacdo na pesquisa.

3.4 GRUPOS

Grupo controle (GC): O grupo € composto por criancas e
adolescentes submetidos aos testes oferecidos, que ndo foram diagnosticadas
com DI pela equipe multidisciplinar, ou que nao possuem qualquer outra
patologia clinica para posteriores comparacdes com 0 grupo experimental,
pareado em idade, sexo e nivel socioeconémico.

Grupo Experimental (GE): O grupo é formado por criancas e
adolescentes que se encaixaram no perfil de DI apds aplicacdo dos testes pela

equipe multidisciplinar.

Todos os participantes do grupo controle (GC) e do grupo
experimental (GC) foram inicialmente submetidos a uma avaliacdo individual.
Em seguida, foi realizada uma pesquisa socioeconémica com 0s participantes
envolvidos, para coleta de dados gerais. Posteriormente, houve a aplicagdo do
teste de cognicdo para o diagndstico da deficiéncia intelectual, para

compreensao dos aspectos mais ou menos afetados.

3.5 COLETA DE AMOSTRA BIOLOGICA

Foram coletados 20 ml de sangue de todos os participantes. Os
participantes foram recebidos um de cada vez em uma sala equipada nas
dependéncias do CER, onde foram realizadas as coletas sanguineas.

Apoés o procedimento de coleta, uma parte do material biologico
(soro) foi enviada ao Laboratorio de Biomedicina Translacional da UNESC para

realizagdo das analises bioguimicas das amostras. A outra parte do material foi
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enviada para o Laboratério Diagnosticos do Brasil, referéncia no Pais inteiro

como laboratdrio de apoio para realizacao de andlises séricas.

3.6 ANALISES BIOQUIMICAS

3.6.1. Glutationa reduzida (GSH)

Os niveis de glutationa foram determinados como descrito por Hissin
e Hilf (1976) com algumas adaptacdes. A GSH foi mensurada apds a
precipitacdo da proteina com 1mL proteina de acido tricloroacético 10%. Na
amostra contendo 30uL de soro foi adicionado um tampéao de fosfato 800 mM,
pH 7,4 e 500um de Acido 2,2'-dinitro-5-5'-ditio-dibenzoico (DTNB). A
absorbancia foi lida a 412nm. Uma curva padrao de glutationa reduzida foi

usada para calcular os niveis de GSH nas amostras.

3.6.2 Oxido nitrico (NO)

A producédo de NO é estimada espectrofotometricamente a partir da
formacdo de nitrito (NOy). Para mensurar o teor de nitrito das amostras, as
aliquotas contendo 50uL de soro foram incubadas com o reagente de Griess (1
% de sulfanilamida em 0,1 mol/L de HCI e 0,1% de N- (1-naftil) etilenodiamina
di-hidrocloreto) a temperatura ambiente durante 10 min. Em seguida, a
absorbancia foi lida a 540 nm utilizando um leitor de microplacas. O teor de
nitrito foi calculado com base numa curva padrao construida com NaNO, (Chae
et al., 2004).

3.6.3 Oxidacéao de DCFH

A producdo de EROs foi avaliada utilizando o DCFH-DA (LeBel et
al., 1990) com algumas modifica¢cdes. Apos a preparacdo de homogenatos, as
aliguotas das amostras contendo 10uL de soro foram incubadas com DCFH-
DA 10 uM a 37°C durante 30 minutos e a formacao foi cessada a 4°C. O
DCFH-DA foi desesterificado no interior das células por esterases endogenas
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para o acido livre ionizado. O DCFH é entdo oxidado por hidroperoxidos
formando 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF-DA) e foi monitorado com excitacao e
emissdo de comprimentos de onda de 488 e 525 nm, respectivamente
utilizando um espectrofotbmetro de fluorescéncia SpectraMax (California,
EUA).

3.6.4 Carbonilacao de proteinas

A concentracdo de proteina das fragcbes de proteina solavel é
determinada de acordo com Levine et al. (1990). Nas amostras contendo
100uL de soro o teor de proteinas carboniladas foi medido pela formacao inicial
de derivados de hidrazona de proteina marcada usando 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPT). Estes derivados foram extraidos sequencialmente
com acido tricloroacético a 10% seguido de tratamento com etanol / acetato de
etilo, 1: 1 (vol / vol) e reextraccdo com &cido tricloroacético a 10%. O
precipitado resultante foi dissolvido em hidroxido de sodio 3%. Cada amostra
possui sua propria leitura de branco, passando pelo mesmo tratamento sem a
adicdo do reagente de cor DNPT. Os resultados foram mostrados para cada

amostra lida a 370 nm em um espectrofotémetro.

3.6.5 Superoéxido dismutase (SOD)

A SOD foi mensurada pela inibicdo da oxidacdo da adrenalina
adaptado de Bannister e Calabrese (1987). As amostras contendo 30uL de
soro foram homogeneizadas em tampao fosfato de sédio 20 mM + KCI 140 mM
pH 7,4. Os volumes de 5, 10 e 15 pL foram retiradas das mesmas, nas quais
foram adicionados 5 L de catalase (0,0024 mg/mLde &gua destilada), tamp&o
de glicina 175185 pL (0,75g em 200 ml de agua destilada a 32°C, pH 10,2) e 5
pL adrenalina (60 mM em agua destilada +15 mL/mL de HCI fumegante). As
leituras foram realizadas por 180s em intervalos de 10s e medido em leitor de
ELISA a 480nm. Os valores foram expressos em unidade de SOD por

miligrama de proteina (U/mg de proteina).
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3.6.6 Fator de crescimento do nervo (NGF-B)

Os niveis de NGF foram determinados no soro das criancas de
ambos os grupos. O material foi homogeneizado em solucdo de fosfato com
um inibidor de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) centrifugadas a
3.000 xg por 5 min e o sobrenadante foi utilizado para as determinagcdes. Os
niveis neurotroéficos, foram determinados utilizando kits ELISA comerciais de
NGF (R & DS, Inc., DY556) seguindo as recomendacdes do fabricante. Os
niveis de proteina foram determinados utilizando o método de Lowry (1951)

com albumina de soro bovino como padrao.

3.6.7 Enolase neurdnio espeficica (NSE)

Amostras de soro das criancas de ambos os grupos foram utilizadas
para determinar niveis de NSE. A dosagem de NSE foi avaliada através da
técnica de imunoensaio enzimatico, utilizando kits ELISA comercial especifico
para NSE (Wallac OY, Turku, Finlandia) de acordo com recomendagdes do

fabricante. O limite de deteccéo considerado € de 1,0 pg/L.

3.6.8 Vitamina B12

Para determinar os niveis de vitamina B12, houve uma colaboracéo
do Laboratério Diagnésticos do Brasil (referéncia no pais todo como laboratério
de apoio). As amostras de soro das criancas de ambos os grupos foram
enviadas para o laboratorio citado. Os resultados foram expressos em pg/mL.
Valores sdo considerados baixos quando sua concentracao € inferior a 200
pg/mL (Morreti et al., 2004). O método utilizado para a dosagem da vitamina
B12 é a quimioluminescéncia (Diagndsticos do Brasil, 2019).
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3.6.9 Vitamina D

As amostras de soro das criancas de ambos os grupos foram
enviadas para o Laboratorio Diagnosticos do Brasil, o qual realizou a analise
dos niveis da vitamina D. Os resultados foram expressos em ng/mL. Os valores
sdo considerados baixos quando sua concentracdo é inferior a 20 ng/mL
(Maeda, 2014). O método utilizado para a dosagem é a quimioluminescéncia
(Diagnosticos do Brasil, 2019).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Foi elaborado, primeiramente, um banco de dados em planilhas do
software Microsoft Excel versdo 2010 para organizacado e apresentacdo das
andlises descritivas de cada varidvel. Os dados foram exportados para o
software StatisticalPackage for the Social Sciencies (SPSS) verséo 24.0, a fim
de analisar a correlacdo entre as variaveis. O nivel de significancia adotado foi
p <0,05 com intervalo de confianca de 95%.

Para averiguar a distribuicdo dos dados quanto a normalidade foi
utilizado o teste de Shapiro-Wilk, o qual € indicado para amostras pequenas
Wagner (2004). As variaveis quantitativas foram apresentadas como média e
desvio padrdo e as variaveis qualitativas foram expressas por meio de
frequéncia e porcentagem.

Para comparacdo das médias das variaveis quantitativas entre os
grupos Controle e DI foi realizada por meio dos testes t de Student para
amostras independentes. A investigacao da existéncia de associacdo entre as
variaveis qualitativas e os grupos Controle e DI foi investigada por meio dos
testes Qui-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher.

A correlacdo entre os indicadores quantitativos do teste de WISC IV
com os biomarcadores inflamatorios e os biomarcadores de estresse oxidativo
foi investigada com o calculo do coeficiente de correlacdo de Spearman.

As representacgOes graficas foram produzidas utilizando o software
GraphPad\Prism5
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4 RESULTADOS

Os dados da caracterizacdo da amostra estudada estdo dispostos
na Tabela 3. Neste estudo foram avaliadas 34 criancas e adolescentes de
ambos os sexos, alocados em dois grupos, Grupo DI (n=16) compostos por
individuos com a carateristica em estudo e o Grupo Controle (n=18), o qual foi
pareado de acordo com sexo e idade. No grupo controle, 58,8% (n=10) eram
do sexo masculino, 41,2% (n=7) sexo feminino e apenas um participante ndo
informou o0 sexo. A média de idade dos controles foi de 10,71 (x3,3) anos. Ja
no Grupo DI, 56,3% (n=9) eram do sexo masculino e 43,8% (n=7) do sexo

feminino, com média de idade de 10,81 (+2,7) anos.

Caracteristicas da Controle (n = 18) DI (n = 16)

populacéo N (%), Média (zdp) n (%), Média (xdp) Valor-p
Sexo
Masculino 10 (58,8) 9 (56,3) 0,881
Feminino 7 (41,2) 7 (43,8)
N&o Informado 1 - 0 -
Tipo de parto
Normal 7 (50,0) 9 (60,0) 0,588
Cesaria 7 (50,0) 6 (40,0)
N&o Informado 4 - 1 -
Idade (anos) 17 10,71 (£3,3) 16 10,81 (+2,7) 0,926"

Peso ao Nascer (kQ) 10 2,95 (x0,6) 13 2,82 (x0,5) 0,601"
Est. ao Nascer (cm) 10 48,35 (£3,1) 10 47,70 (£2,9) 0,6327

Tabela 3. Caracterizacdo da amostra de crian¢gas e adolescentes pertencentes ao Grupo
Controle e DI.

tValores obtidos por meio da aplicacdo do teste t de Student para amostras independentes.
"yValores obtidos por meio da aplicagdo do teste Qui-quadrado de Pearson.
Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Inicialmente, foram avaliados os niveis dos biomarcadores cerebrais,
fator de crescimento nervoso (NGF-B) e enolase neurdnio especifica (NSE), no
soro das criancas pertencentes ao grupo controle comparado com o grupo de
criancas com DI. Observa-se que em relacdo aos niveis de NGF-3, houve uma
diminuicdo (p <0,001) no grupo DI em relagcdo ao grupo controle. Quanto a
NSE, ndo houve diminuicdo estatisticamente significativa entre 0s grupos
(Figura 4).
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Figura 3. Avaliac@o dos niveis de biomarcadores cerebrais NGF-B (A) e NSE (B) no soro
de criangas nos grupos controle e DI. Os resultados representam média + desvio padrdo. Os
valores do NGF-B estéo expressos em pg /mg de proteina e os valores de NSE estdo expostos
em pg /ml . *p<0,05 em comparagdo ao grupo controle.

As analises bioquimicas dos biomarcadores de estresse oxidativo,
incluindo DCFH, carbonil, nitrito, GSH e SOD estdo descritas na Figura 5. Os
resultados demonstram que apenas DCFH e carbonil obtiveram uma alteracdo
estatisticamente significativa entre o0s grupos (p<0,046 e p<0,009
respectivamente). O grupo com DI apresentou média (xdp) superior para 0s

niveis de DCF e carbonil em comparacéo ao grupo controle.
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Figura 4. Avaliacdo dos niveis de biomarcadores de estresse oxidativo (A) DCFH (B)
Carbonil (C) Nitrito (D) GSH e (E) SOD no soro de criangcas nos grupos controle e DI. Os
resultados representam média + desvio padrédo. Os valores de DCFH e GSH estao expressos
em U fluorescéncia/mg de proteina, Carbonil em nmol/mg de proteina, Nitrito em umol/mg de
proteina e SOD em unidade/mg de proteina. *p<0,05 em comparacdo ao grupo controle.
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Os niveis de vitaminas B12 e D estéo dispostos na Figura 6. Apenas
o nivel de vitamina B12 apresentou diferenca estatisticamente significativa
(p=0,038) entre o grupo DI quando comparado ao grupo controle. O grupo DI
apresentou média (xdp) inferior de vitamina B12 comparado ao grupo controle.
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Figura 5. Avaliacdo dos niveis de vitamina (A) B12 e (B) vitamina D no soro de criangas
nos grupos controle e DI. Os resultados representam média + desvio padrdo. Os valores de
B12 estdo expressos em pg/ml e a vitamina D em ng/ml. *p<0,05 em comparacdo ao grupo
controle.

Ao correlacionar os indicadores quantitativos do teste WISC-IV com
biomarcadores cerebrais, estresse oxidativo e vitaminas em todos os individuos
do estudo através do coeficiente de correlacdo de Spearman, observa-se que
houve uma correlagcdo positiva moderada com alguns indicadores do teste:
NGF com QIT e IMO (rs = 0,624 e p <0,01) e Vit B12 com ICV (rs = 0,533 e p
<0,05). Outras correlacBes ndo obtiveram significAncia estatistica (Tabela 4 e
Figura 6).



Geral (n = 34)

s QIT ICV IOP IMO VP
NGF 0,624** 0,264 0,416 0,624* 0,425
DCFH -0,239 0,117 -0,333 -0,228 -0,257
Carb -0,339 4,68 0,281 0,314 -0,303
Enol 0,206 -0,087 0,348 0,007 -0,037
Nitr 0,102 -0,204 -0,036 0,017 0,058
GSH 0,175 -0,001 0,169 0,256 -0,046
Vit B12 0,131 0,533+ 0,370 0,154 0,042
Vit D -0,364 0,151 -0,398 0,276 -0,379
SOD 0,157 0,115 0,27 0,186 0,038

Tabela 4. Correlagéo entre biomarcadores cerebrais, estresse oxidativo e vitaminas com
parametros cognitivos através do teste WISC-IV nos grupos Controle e DI.
Legenda: r, - Coeficiente de correlacao de Spearman

*p < 0,05
**p < 0,01
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Figura 6. Correlacdo entre NGF-8 com IMO (A) e QIT (B) e correlagao entre Vitamina B12
e ICV (C) nos grupos Controle e DI. Os resultados estdo apresentados através do rg (rs =
0,624 e **p<0,01 para correlacdo entre NGF-  com IMO e QIT e rs = 0,533, *p<0,05 para
Vitamina B12 e ICV). IMO — indice de Meméria Operacional; QIT — Quoeficiente de Inteligéncia
Total; ICV — indice de Compreens&o Verbal.
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Ao realizar a correlacdo entre os indicadores quantitativos do teste
WISC-IV com biomarcadores cerebrais, estresse oxidativo e vitaminas apenas
no grupo DI, através do coeficiente de correlagcdo de Spearman, percebe--se
que a vitamina B12 foi a Unica variavel que obteve uma correlacdo positiva
moderada com parametro cognitivo ICV (rs = 0,669 e p <0,05) (Tabela 5 e

Figura 7)

DI
fs QIT ICV IOP IMO VP
NGF 0,008 -0,254 -0,060 0,077 0,014
DCF2 -0,286 -0,067 -0,305 -0,098 -0,172
Carb -0.643 -0,500 -0,504 -0,545 -0,429
Enol 0,236 -0,061 0,419 -0,354 -0,436
Nitr 0,017 -0,262 0,216 -0,299 -0,060
GSH -0,009 -0,074 -0,019 0,012 -0,430
Vit B12 -0,291 0,669* -0,024 -0,591 0,524
Vit D -0,592 0,374 -0,571 -0,549 -0,640
SOD -0,559 -0,128 -0,460 -0,292 -0,312

Tabela 5. Correlagédo entre biomarcadores cerebrais, estresse oxidativo e vitaminas com
parédmetros cognitivos através do teste WISC-IV no grupo DI.

Legenda: rs - Coeficiente de correlacdo de Spearman

*p < 0,05

Dispersao simples entre ICV e Vit B12 (DI)
R Linear = 0 503
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Figura 7. Correlagcdo entre Vitamina B12 e ICV no grupo DI. Os resultados estao
apresentados através do rs (rs = 0,669 e *p<0,05). DI — Deficiéncia Intelectual; ICV — Indice de
Compreensao Verbal.

Na Tabela 6, realizou-se as mesmas correlagdes, mas dessa vez
apenas no grupo controle, onde nenhuma variavel apresentou correlagdo com

parametros cognitivos
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" CONTROLE

S QIT ICV IOP IMO VP
NGF -0,086 0,657 -0,261 -0,551 -0,837
DCF2 -0,060 -0,300 0,300 -0,051 0,049
Carb 0,005 -0,314 0,029 0,145 0,359
Enol -0,351 -0,342 -0,348 0,406 0,239
Nitr 0,204 -0,200 0,-300 0,359 0,158
GSH -0,148 -0,147 0,75 0,403 0,062
Vit B12 0,613 0,100 0,821 0,359 0,316
Vit D -0,721 -0,700 -0,410 0,051 0,053
SOD -0,216 0,800 0,400 -0,316 -0,211

Tabela 6. Correlagcdo entre biomarcadores cerebrais, estresse oxidativo e vitaminas com
parametros cognitivos através do teste WISC-IV no grupo Controle.
Legenda: rs - Coeficiente de correlacdo de Spearman

Quando aplicado o Teste WISC-IV, observa-se que as criancas do

grupo Controle apresentam uma média de QIT maior comparada as criangas
com DI (p<0,001). Trés dos quatro dominios (IOP, IMO e IVP) obtiveram

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, onde o grupo DI obteve

uma pontuacao inferior ao controle (Tabela 7).

Controle (n = 18) DI (n = 16)

Teste WISCIV  —0Vghia @dp)  n Média (zdp) 2o P
QIT 9  82,33(+7,76) 13 65,92 (+7,79) <0,0017
ICV 6 82,67 (+17,98) 12 69,17 (+12,99) 0,086"
IOP 6 89,67 (+9,81) 12 75,33 (+11,09) 0,0177
IMO 6 88,17 (#5,04) 12 68,92 (+10,74) 0,001"
VP 6  88,00(+6,75) 12 72,00 (+14,85) 0,0247

Tabela 7. Avaliagcdo do Teste WISC-IV em criangcas do grupo controle e com DI
Legenda: TValores obtidos por meio da aplicacdo do teste t de Student para amostras

independentes.
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5 DISCUSSAO

Criancas com DI encontram vérios desafios, como o preconceito,
dificuldade de inclusdo em grupos e de aprendizado. Uma vez que o
diagnéstico da DI é dificil, baseado apenas nos testes de QI, algumas criancas
ficam sem diagnostico e tratamento acarretando diversas consequéncias na
vida infantil e adulta. Esse estudo teve como objetivo avaliar biomarcadores
séricos em criancas e adolescentes com DI leve e correlacionar com testes de
aprendizagem para auxiliar no diagndstico e tratamento. O NGF-8 parece ser
um marcador mais especifico para DI devido a sua funcdo de desenvolvimento
cerebral e sua correlagdo com a cognicdo observada no trabalho; ainda
marcadores de estresse oxidativo foram aumentados no grupo DI apontando
esse como um fator importante na etiologia da doenca.

As NT séo essenciais no processo de aprendizagem e memaria, por
atuar como fator de plasticidade neuronal, modulando o trofismo nas sinapses,
formacdo de espinhas dendriticas e estimulando sinais de neurotrasnmissores
(Benussi et al., 2017). Dentre elas o NGF-B desempenha um papel critico
significativo no desenvolvimento e manutencdo de neurdnios colinérgicos, 0s
quais tém sido implicados nos processos de memdria e aprendizagem
(Guneyet et al., 2014; Yang et al., 2014). Estudos sugerem que este fator
neurotréfico apresenta-se diminuido a medida que o organismo atinge o
envelhecimento, dificultando a conservacdo dos neurdnios colinérgicos e
desempenhando um papel no declinio da fungéo cognitiva (Perovic et al., 2014,
Budni et al., 2016; Campos et al., 2016). Gu et al. (2009), sugere através de
resultados imunohistoquimicos que implantes cerebrais com elevados niveis de
NGF humano melhoram significativamente a capacidade de aprendizado e
memoéria espacial de roedores submetidos a doenca de Alzheimer, além de
promover maior sobrevida aos neuronios.

Embora os efeitos benéficos do NGF-B em déficits
de memédria relacionados a idade estejam bem relatados, o papel terapéutico
dessa NT nos déficits de memaria que ocorrem em individuos jovens ainda néo
esta claro. Jakubowska-Dogru e Gumugbas (2005) investigaram o efeito
da administracéo crénica de NGF-f na memodria de trabalho espacial em ratos

Wistar adultos jovens com deficiéncia de memaria. O estudo demonstrou que a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jakubowska-Doğru%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15911119
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gümüşbaş%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15911119
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administracdo intracerebroventricular de NGF-B melhorou significativamente a
memoéria de trabalho espacial neste grupo de ratos, a qual é equivalente a
memo©éria declarativa ou de curto prazo em humanos.

Na literatura, ndo ha estudos que avaliaram a relacdo entre os niveis
séricos de NGF- em criancas e adolescentes com DI. No entanto, a producéo
alterada desta neurotrofina durante fases criticas do desenvolvimento tem sido
associada a fisiopatologia de alguns disturbios psiquiatricos, bem como de
sindromes associadas a deficiéncia de aprendizado (Campos et al., 2016). Em
criancas e adolescentes com sindrome de Williams (SW), doenca rara que
causa grande prejuizo cognitivo, foram encontrados niveis aumentados de
NGF-B comparados com crian¢as do grupo controle e com Sindrome de Down
(SD) (Calamandrei et al., 2000). Em contrapartida, nossos resultados apontam
uma diminuicdo desta neurotrofina, sugerindo que essas diferencas em relacao
a doencas com fisiopatologia mais definidas que a diminuicdo do NGF-3 possa
ser um efeito mais caracteristico para a DI.

Em relacdo a cognicdo, Kuban et al. (2018) afirma em seu estudo
gue em criancas que nasceram extremamente prematuras, um nivel mais alto
de neurotrofinas no geral estd associado a um menor risco de
comprometimento cognitivo na idade escolar. Ao avaliar 812 criangas de 10
anos com amostras de sangue coletadas no periodo neonatal, foi observado
gue elevacdes de proteinas neurotroéficas circulantes durante as primeiras duas
semanas de vida estdo associadas a um menor risco de cognicédo prejudicada
aos 10 anos de idade. Sabe-se que as neurotrofinas sdo importantes
reguladores da fung¢éo neuronal nos cérebros em desenvolvimento e adultos. A
sua desregulacao, nas fases iniciais do desenvolvimento cerebral, pode afetar
a funcdo das células cerebrais e pode resultar em vulnerabilidade as doencas
neuropsiquiatricas e declinio cognitivo (Guneyet et al., 2014; Campos et al.,
2016; Triaca et al., 2016). Os niveis de NGF- nao foram alterados em criancas
com autismo ou retardo mental no estudo de Nelson et al. (2001). Nossos
resultados apontam a diminuicdo desse biomarcador cerebral, o qual pode ser
considerado uma ferramenta mais especifica para a DI e poderia ser usado
como um possivel biomarcador no diagnostico e tratamento de criangcas com

essa deficiéncia que somente possuem diagndstico clinico.
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A NSE é uma proteina que quando é secretada em altos niveis
apontam para danos em estruturas e células neurais, tornando-a uma enzima
de marcacao de lesdo cerebral (Kessler et al., 2007). A literatura também né&o
aborda sobre a relacéo entre criancas com DI e niveis de NSE. Massaro et al
(2014) realizou um estudo com a hipétese de que o aumento dos niveis séricos
de NSE medidos durante o tratamento de hipotermia no periodo neonatal
estaria associado a um resultado prejudicial no desenvolvimento neurolégico
aos 15 meses em criancas com encefalopatia neonatal. Foram avaliados 49
recém-nascidos com encefalopatia neonatal e o desfecho do desenvolvimento
neurolégico foi classificado por escores que refletiam os resultados cognitivos e
motores. Niveis elevados de NSE durante a hipotermia foram associados com
o0 aumento da gravidade do desfecho, onde se obteve uma associacao entre
NSE e o resultado cognitivo e motor com um Odds ratio (OR) de 2,1 (95% ClI,
1,2-3,6).

Tem sido relatado que os niveis séricos de NSE estédo elevados em
pacientes pediatricos com danos neuronais, como leséo cerebral traumatica e
disturbios neurolégicos agudos (Zurek e Fedora, 2012 e Shiihara et al., 2014).
Takano et al. (2017) em um relato de caso avaliaram um menino de quatro
anos apresentando um profundo atraso no desenvolvimento, encefalopatia
epiléptica e atrofia cerebral precoce e encontrou elevados niveis séricos de
NSE. Em 2016, o mesmo autor relatou altos niveis de NSE em uma menina de
3 anos com atraso grave de desenvolvimento (Takano et al., 2016). O dano nas
células neuronais causa o vazamento da NSE no compartimento extracelular e
na corrente sanguinea, podendo ser detectada no soro ap6s uma lesao
traumatica ou acidente vascular cerebral (Zurek e Fedora, 2012). Portanto as
alteracdes observadas na NSE em pacientes foram durante insultos severos ao
SNC. Sugere-se em nosso estudo que o0s niveis dessa proteina ndo tenham
sido alterados devido ao fato das criancas incluidas ndo possuirem nenhuma
patologia ou trauma. Os resultados foram em resposta a alguma alteragcdo nos
processos cognitivos e ndo em efeitos de traumas, mostrando que criangas
com DI possuem um funcionamento muito parecido com criangcas sem 0
diagnoéstico, e as alteragcbes nesses pacientes devem ser bastante sutis,

necessitando buscar biomarcadores especificos.
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Sabe-se que o estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio
entre a producdo de EROs e/ou ERNs e as defesas antioxidantes (Betteridge
2000). Tanto as EROs quanto as ERNs séo radicais livres propriamente ditos
ou compostos que produzem radicais livres por interacdo com diversos
componentes incluindo lipideos, proteinas e DNA podendo causar danos
celulares e levando ao prejuizo cognitivo e dano de memoria (Lichtenberg e
Pinchuk, 2015). E notavel que o estresse oxidativo estd envolvido nos
mecanismos patogénicos de varios disturbios neurodesenvolvimentais e
neurodegenerativos, embora em muitos casos ndo esteja claro se o estresse
oxidativo é uma causa ou consequéncia da patologia (Filosa et al., 2015).
Thanan et al. (2014) afirmam que este € pelo menos fundamental para um
grande numero de doencas cerebrais, incluindo Parkinson, Alzheimer,
sindrome de Down, esquizofrenia, depressdo e disfuncbes cognitivas. O
estresse oxidativo, em especial durante as fases mais sensiveis e iniciais do
desenvolvimento cerebral, pode ter um impacto adverso nos circuitos cerebrais
importantes para o neurodesenvolvimento adequado (Cruz, 2017). O estresse
oxidativo esta sendo proposto como um fator comum de doencas que ainda
ndo tem marcadores bioquimicos conhecidos como a esquizofrenia e autismo,
afetando o balanco excitatério e inibitério neuronal (Steullet et al., 2017). Visto
gue sdo doencas que também afetam a cognicdo, assim como a DI, a busca e
identificacdo de biomarcadores torna-se necessaria para a deteccao,
prevencao e tratamento aprimorados.

Alteracdes metabdlicas cronicas podem representar um fator de
risco para o desenvolvimento de comprometimento cognitivo, deméncia ou
doencas neurodegenerativas. Hiperglicemia cronica em ratos foi associada ao
diabetes e obesidade, alterando vias de sinalizacdo redox intracelular e
afetando a cognicdo (Remor et al., 2018). Em contrapartida, nosso estudo
mostrou alteracdes somente de DCFH e carbonilacdo de proteinas e as
criangas ndo tinham nenhum diagnostico de patologias metabdlicas. A
obesidade é descrita como um fator indutor de estresse oxidativo e, além disso,
esta associada com déficit cognitivos em modelos animais e como fator de
risco para deméncias (Manna e Jain, 2015; Morris et al.,, 2015; Dye et al.,

2017). As criangas em nosso trabalho ndo apresentavam alteragbes no peso e
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indice de massa corporal (dados ndo mostrados), portanto esses fatores
corporais nao foram preponderantes para as alteragdes nos teste cognitivos.

Em relagdo aos biomarcadores de estresse oxidativo avaliados,
apenas os niveis de DCFH e os grupamentos carbonil de proteinas obtiveram
diferenca estaticamente significativa, possuindo um aumento no grupo DI em
comparacao as criangas controles. As meédias de nitrito, GSH e a atividade da
SOD néo tiveram significancia estatistica comparada ao grupo controle. Uma
limitacdo de nosso estudo foi que avaliamos somente uma parte do sistema
antioxidante, e também somente alguns biomarcadores de estresse oxidativo;
portanto ndo podemos excluir que outros fatores relacionados ao sistema redox
nao foram afetados e devem ser avaliados em futuros trabalhos. Considerando
que os niveis de DCFH encontram-se elevados e ndo houve alteracdo nas
defesas antioxidantes avaliadas, sugerimos que esse excesso de EROs pode
induzir ao dano as células no grupo DI, contribuindo para o prejuizo intelectual.

Criangas que sofreram trauma de abuso ou negligencia tém maior
probabilidade de sofrer desordens psiquiatricas e alteracdes na cognicéo e isso
foi relacionado a reducédo do volume do hipocampo associados a uma menor
capacidade antioxidante do sistema glutationa (Alameda et al., 2018). Em
nosso trabalho ndo ocorreram alteracdes nos niveis de glutationa sérico,
entretanto as criancas avaliadas néo possuiam relatos de trauma,
considerando a DI como uma forma diferente de alteragcbes daquelas
observadas em patogenias mais bem descritas. Uma alteracdo no sistema
glutationa também ocorre em um modelo de epilepsia em ratos com diminuicéo
da performance cognitiva, e a modulacéo desse sistema restaura a funcdo de
memoria, apontando a importancia do sistema redox para o aprendizado
(Abdel-Wahab et al., 2015).

Em um estudo utilizando ratos Wistar com disfungdo cognitiva
mostrou uma diminuicdo nas atividades de GSH, CAT e SOD. Além disso, as
analises de correlacdo demonstraram que os déficits cognitivos estavam
estreitamente relacionados com a producdo de EROs e ERNs (Wang et al.,
2014). Row et al. (2002) relataram que a hipoxia intermitente causou um
aumento do estresse oxidativo e déficits na aprendizagem espacial em ratos

jovens. Solanki et al (2017) sugerem um nexo causal entre déficits
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comportamentais e cognitivos e elevado estresse oxidativo, resultado da
diminuicdo das enzimas antioxidantes SOD e GSH em ratos.

Hajjar et al. (2018) realizou uma coorte com 511 participantes
saudaveis, de idade média de 49 anos, os quais foram acompanhados por
quatro anos, com uma avaliacdo cognitiva anual. Houve um aumento do
estresse oxidativo refletido pela diminuicdo de GSH no inicio do estudo e isso
foi associado a um declinio cognitivo nos quatro anos, sugerindo que o
estresse oxidativo pode ser um biomarcador que precede o declinio cognitivo.
Em estudos avaliando criangas com SD é observado um aumento das enzimas
SOD e CAT e uma diminuicdo nos niveis de GSH e carbonil (Garlet et al.,
2013; Parisotto et al., 2015). J& em criancas com TDAH, os niveis de GSH
também estavam diminuidos, e em relacdo as enzimas SOD e CAT néo
houveram diferencas comparadas ao controle. As diferencas observadas entre
o estudo em criancas SD e TDAH, e as criangcas com DI neste trabalho,
apontam que a fisiopatologia da doenca e seus efeitos na cognicdo sao
diferentes, e, portanto os biomarcadores também devem ser diferentes. Em um
modelo de uma doenca de malformacdo congénita o uso de antioxidante
melhorou a funcdo mitocondrial e diminuiu o estresse oxidativo com auxilio na
performance cognitiva de roedores, sendo indicado o tratamento com
antioxidantes para esta doenca, a qual tem efeitos muito severos incluindo a
baixa expectativa de vida (Fernandez et al., 2019).

Mecanismos de defesa antioxidante sdo incompletamente
desenvolvidos ou deficientes em recém-nascidos prematuros (Panfoli et al.,
2018). Em neonatos had uma diminuicdo das enzimas antioxidantes SOD,
catalase e glutationa peroxidase (Ozsurekcki et al.,, 2016). Altos niveis de
malondialdeido (MDA), um marcador de dano oxidativo, normalmente induzido
por radicais livres e H,O,, foi encontrado em bebés que tinham menor escore
em escala de funcdo cerebral associado ao nascimento prematuro. A
prematuridade é um fator que ja foi descrito como fator de risco para doencas
psiquiatricas e funcdo cognitiva (Panfoli et al., 2018). As criangas do presente
estudo apresentavam estatura e peso iguais ao grupo controle, excluindo a
prematuridade e fatores associados ao parto com causa da DI.

Para simular o estresse oxidativo in vivo Zhang et al. (2015)

realizaram uma cultura de células, as quais foram estimuladas com perdxido de
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hidrogénio para induzir o estresse oxidativo. Os niveis de EROs intracelular
foram analisados através do DCFH-DA, que € permeavel as células e sensivel
a oxidacdo. Os resultados indicaram um aumento do DCFH relacionado ao
aumento estresse oxidativo nessa cultura de células. Em camundongos com
déficits cognitivos induzidos por acido domoico foi observado um aumento nos
niveis de EROs refletido pelo aumento do DCFH e dano proteico pelo aumento
dos niveis de carbonil (Wu et al., 2013).

Os danos causados pelas EROs sdo capazes promoverem uma
série de reacdes de oxidacdo proteica, prejudicando o metabolismo e funcéo
celular, causando a destruicdo da célula (Grimm et al., 2011). No cérebro, a
geracado excessiva de ROS pode causar morte celular e apoptose de neurdnios
e astrocitos, levando a danos neuronais permanentes (Zhang et al., 2015).
Para avaliar o dano as proteinas, o teor de carbonil é o indicador mais
comumente utilizado na oxidacdo proteica. A carbonilagcdo de uma proteina é
considerada uma das modificagbes mais irreversiveis e danosas, sendo
considerado um dos principais marcadores de estresse oxidativo (Fedorova et
al., 2014). O aumento de carbonil tem sido observado em varias doencas
humanas, incluindo doenca de Alzheimer (DA), diabetes e SD (Dalle-Donne et
al., 2003). Nossos resultados demonstraram um aumento dos niveis de
carbonil indicando que as criancas com DI possuem maior dano proteico.

Corroborando com nossos achados, individuos com SD possuem
maiores niveis de carbonilacdo de proteina (Zithanova et al., 2006; Ordonez et
al., 2010). Em adolescentes com SD foram encontrados niveis mais altos de
carbonil em criancas quando comparados aos controles, e estes niveis foram
revertidos pelo treinamento aerébico em intensidade moderada (Ordonez et al.,
2010). Isto sugere que a proteina carbonil pode ser utiliza como biomarcador
de estresse oxidativo tanto na SD quanto na DI. Estes resultados nos levam a
postular que estratégias as quais diminuissem o0 estresse oxidativo seriam
interessantes para o tratamento de criangas com DI.

Um estudo em adultos revelou que os danos no DNA e 0s niveis
de proteina carbonil sdo preditores de alteracdes cognitivas em individuos
saudaveis (Abdul Sani et al., 2018). A hipoxia induziu estresse oxidativo e
consequente comprometimento cognitivo em ratos e foi observado um aumento

de carbonil e nitrito, os quais foram revertidos pelo tratamento com flavanoide
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(Kandikattu et al., 2017). O 6xido nitrico (NO) € um radical livre formado pela
conversdo de arginina em citrulina e sua liberagdo é observada no estresse
oxidativo. O NO é produzido durante a hipoxia e induz ao comprometimento da
memoria pela inibicdo da atividade da acetilcolinesterase (Udayabanu et al.,
2008). Carmeli et al. (2012) analisaram os niveis de metabdlitos de NO em 15
idosos diagnosticados com DI e observaram um aumento desse radical livre
quando comparados aos individuos controles. Em contrapartida, nosso estudo
nao observou diferenca significativa nos niveis de NO nas criancas com DI.

Em relacdo as vitaminas, em nosso estudo observou-se uma
diminuicdo dos niveis séricos de vitamina B12 em criangcas com DI em relagéo
ao controle, enquanto a vitamina D n&o houve diferengca estaticamente
significativa. Um trabalho recente publicado por Bousselamti et al. (2018)
sugere que a deficiéncia de vitaminas na alimentacado infantil esta diretamente
ligada com atrasos no neurodesenvolvimento, principalmente no periodo de
amamentacao por maes vegetarianas, onde o leite € carente de vitamina B12.
A prevaléncia de deficiéncia de vitamina B12 em adultos com deficiéncia
intelectual foi de 25,5% em um centro de assisténcia residencial em Israel
(Morad et al., 2005).

A vitamina B12 é essencial para o desenvolvimento do cérebro, a
mielinizacdo neural e afuncado cognitiva. Niveis inadequados de vitamina
B12 durante a gravidez e a infancia tém sido associados ao comprometimento
do desenvolvimento cognitivo (Rush et al., 2014; Venkatramanan et al., 2016).
Corroborando com nossos resultados, Siuda et al. (2009) compararam 55
casos de adultos com comprometimento cognitivo leve (CCL) com 44 controles
saudaveis pareados por idade e sexo; onde descobriram que o0s pacientes com
CCL possuiam baixos niveis séricos de vitamina B12. A melhora nos escores
dos testes cognitivos foi observada em pacientes com deficiéncia de vitamina
B12 que estavam com CCL (Kalita e Misra, 2008) ou que apresentavam maior
comprometimento cognitivo (Aaron et al., 2005). A terapia com vitamina B12 foi
benéfica em ambos os grupos, produzindo melhorias moderadas na cognicao.

Ao realizar a correlacédo entre o teste WISC-IV com biomarcadores
cerebrais, estresse oxidativo e vitaminas no grupo de criangas com DI,
percebe--se que a vitamina B12 foi a Unica varidvel que obteve uma correlacéo

positiva com o teste, no parametro cognitivo ICV. Sabe-se que o diagndstico da
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DI é realizado através da associacao de testes cognitivos e o Ql. O WISC-IV é
0 padrdo-ouro para avaliar a capacidade cognitiva global e foi aplicado nas
criancas com DI e controles. De acordo com a pontuagéo obtida, observou-se
que as criancas com DI apresentaram uma menor média em trés dos dominios
do teste (IOP, IMO e IVP). A média final do QIT foi de 65,92 pontos
caracterizando a DI de grau leve. Segundo Bartholomew (2004) um QI é
considerado baixo quando seus valores sdao em torno dos 70 pontos, quadro
representativo da DI.

Corroborando com nossos dados, uma metanalise compreendendo
7.688 participantes relevou uma associacao entre comprometimento cognitivo
e deficiéncia de vitamina D (Etgen et al., 2012). Outra metandlise sugeriu que
concentracfes mais baixas de vitamina D estdo associadas com a piora da
funcado cognitiva e maior risco de DA (Balion et al., 2012).

A vitamina D esta envolvida no metabolismo do calcio e dos 0ssos,
além de ser reconhecida como um neuroesteroide que modula multiplas
funcdes cerebrais. Em uma revisao sistematica baixos niveis de vitamina D
foram associados com pior desempenho cognitivo (OR = 1,24, IC = 1,14-1,35)
e declinio cognitivo (OR = 1,26, IC = 1,09-1,23) (Goodwill e Szoeke, 2017). A
populacdo idosa apresenta alta prevaléncia de hipovitaminose D, devido a méa
alimentacéo e fatores fisiol6gicos. Soni e Kos et al. (2012) demonstraram que a
vitamina D estd associada a um melhor desempenho cognitivo, onde individuos
com deficiéncia de vitamina D tém um risco de comprometimento cognitivo de
até quatro vezes maior do que individuos com niveis normais.

A suplementacdo de acido fdlico, vitaminas B6 e D em pacientes
com DA diminuiu marcador de danos, mas ndo afetou a cognicéo, o que mostra
que somente uma suplementacao vitaminica ndo é o suficiente para reverter
danos na cogni¢cédo na DA (Zhang et al., 2016). No estudo de Zandi et al. (2004)
gue suplementou adultos com vitaminas E e C, houve uma reducdo nos casos
de Alzheimer, sugerindo que tal mecanismo seja em virtude das propriedades
antioxidantes apresentada pelos compostos ofertados aos participantes. A
vitamina D tem sido mais associada com diminuicdo da performance cognitiva
e também com casos de deméncia (Byrn e Sheean, 2019). Em nosso trabalho
nao observamos alteragcbes na concentragcdo dessa vitamina, talvez porque

essas alteragfes na vitamina estejam associadas a fatores ambientais, como
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baixa exposicdo ao sol e envelhecimento, portanto ndo seria uma associacao
adequada a populacao do estudo.

As vitaminas tém um efeito muito importante na regulacdo de
diversas etapas do metabolismo, portanto acredita-se que a normalizacao dos
niveis de vitaminas, principalmente vitamina B12 no caso de criancas com DI,
possa ser uma forma acessoria no tratamento, em conjunto com outras formas
de tratar e modificar os biomarcadores mais especificos como NGF-B e
diminuicdo do estresse oxidativo para auxiliar de uma maneira efetiva essas

criancas.
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6 CONCLUSAO

Os biomarcadores relacionados a neurotrofinas, estresse oxidativo e
vitaminas surgem como possiveis alvos para auxiliar no diagndéstico e propor
uma possivel alternativa terapéutica na DI. Os resultados do presente estudo
demostram que criangas com DI possuem menores niveis de NGF, maiores
niveis de DCF e carbonil, refletindo o estresse oxidativo e diminuicdo dos niveis
de vitamina B12. Ao correlacionar as variaveis com o teste WISC-IV observou-
se que o grupo DI obteve uma correlagdo positiva com a vitamina B12 no
indicador ICV.

As alteracdes desses biomarcadores tornam-se Gteis para auxiliar no
diagndstico e tratamento dessas criangas, as quais enfrentam varios desafios
no seu cotidiano, a fim de realizar uma intervengdo precoce e melhorar o
quadro cognitivo e sua qualidade de vida. Devido ao limitado diagnéstico,
algumas criangas vivem sem saber que possuem DI, comprometendo sua vida
adulta em atividades sociais e no mercado de trabalho. Portanto tais alteracdes
podem ser vistas como um complemento ao diagnéstico, utilizado em
associacdo com os testes cognitivos e o QI da crianga para melhor efetividade

no tratamento.
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