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RESUMO

O cobre (Cu) desempenha um papel crucial e importante nas fungdes do sistema
nervoso central. Ele participa, por exemplo, como cofator para enzimas responsaveis
pela respiracéo celular, neurotransmissédo e defesa antioxidante. Porém, o excesso
deste metal é neurotdxico, pois contribui para a formacao de espécies reativas de
oxigénio, enquanto que a sua diminuigdo afeta a sintese de cuproenzimas. Ainda,
descreve-se na literatura que um desequilibrio na homeostase do cobre pode estar
envolvido com doengas neurodegenerativas. Neste contexto, o objetivo desta
revisao foi de realizar uma pesquisa na literatura acerca das concentracdes de cobre
encontradas em individuos diagnosticados com doenca de Alzheimer (DA) ou de
Parkinson (DP), verificando se os niveis do metal estdo alterados. Buscou-se
também analisar os resultados obtidos pelos autores sobre os efeitos de excesso de
cobre e sua relagcdo com essas doencas em modelos experimentais in vivo. Ainda,
foram incluidas as publicagcbes que mensuraram 0s niveis de cobre em modelos
utilizados para mimetizar essas doencas. As buscas foram realizadas nas bases de
dados PubMed (MEDLINE), Embase, LILACS e SciELO, usando as palavras-chaves
“‘copper” AND “Parkinson”, e “copper” AND “Alzheimer”, em artigos publicados entre
2011 e 2020. Ao fim das buscas e da selegdo, 53 artigos cumpriam os critérios de
inclusédo pré-estabelecidos para as publicagdes relacionadas a DA, mostrando que
14 observaram aumento nas concentragbes de cobre, 11 observam diminuig¢ao, e
nove nao observaram diferencas nas concentracoes do metal em diferentes
amostras analisadas. Quinze artigos utilizando modelos experimentais relacionaram
0 excesso de cobre com a doenga, e quatro mediram as concentragdes de cobre em
modelos que mimetizam a DA. Para a DP, 27 artigos cumpriam os critérios pré-
estabelecidos, sendo que trés observaram aumento nas concentragdes de cobre nos
participantes, 12 observam diminuigdo, e seis ndo observaram diferengas. Quatro
publicacdes avaliaram os efeitos do excesso de cobre em modelos experimentais e
relacionaram os resultados com a doencga, e duas mediram as concentragbes de
cobre em modelos que mimetizam a DP. Apds analise, observou-se que o0s
diferentes resultados observados nos estudos podem estar associados a baixa
quantidade de individuos participantes, aos diferentes biofluidos analisados ou
distintas regides cerebrais entre as publicagbes, e a nédo levar em conta nas

comparagdes tanto o sexo dos participantes como o estagio da doenca que os



individuos se encontram. Os artigos que analisaram os efeitos do excesso do metal
em animais verificaram que o cobre esta relacionado ao estresse oxidativo,
agregacao de proteinas, neuroinflamagao, disfungcdo mitocondrial, morte celular,
perda das fung¢des cognitivas e reducéao da atividade locomotora, os quais também
sdo descritos na DA e na DP. Apenas um dos artigos verificou que as concentragdes
de cobre estavam diminuidas no encéfalo de um dos modelos usados para
mimetizar a DP. Conclui-se que nos estudos com humanos existem discrepancias
nas concentragdes de cobre nas amostras analisadas; e que os animais expostos ao
cobre apresentaram alteracbes semelhantes as observadas nos individuos afetados
pelas doengas. Ainda, nos animais utilizados para mimetizar as doengas
neurodegenerativas nao foram verificadas modificagcbes nas concentracdes de cobre

na maioria dos artigos analisados.

Palavras-chave: metais, doencas neurodegenerativas, toxicidade.



ABSTRACT

Copper performs an important role in the central nervous system functions. For
example, it is a cofactor of enzymes responsible for cell respiration,
neurotransmission and antioxidant defense. However, high copper levels are
neurotoxic, since it contributes to the generation of reactive oxygen species, while
copper decrease affects the synthesis of cuproenzymes. Moreover, it is described in
the literature that copper dyshomeostasis could be related with neurodegenerative
diseases. In this way, this review was performed with the aim of carrying out a search
in the literature about copper levels in Alzheimer’s and Parkinson’s diseases patients
(AD and PD, respectively), verifying if the metal levels are modified. Also, it was
intended to gather the literature results about the effects of high copper levels and its
relationship with AD and PD in experimental models in vivo. Publications that
measured copper levels in models used to mimic these diseases were also included.
PubMed (MEDLINE), Embase, LILACS and SciELO databases were used, using the
keywords “copper” AND “Parkinson”, and “copper’ AND “Alzheimer”; and articles
published between 2011 and 2020 were selected. At the end of searches and
selection, 53 articles related to AD were included. Fourteen observed an increase in
copper levels, 11 a decrease, and nine did not observe differences in the metal levels
in different samples analyzed. Fifteen articles established a relationship between
high copper levels and AD, and four measured copper concentrations in models that
mimic this disease. Related to PD, 27 articles met the pre-established criteria, three
of which observed an increase in the copper status of patients, 12 observed a
reduction and six did not observe differences. Four publications evaluated the effects
of copper in experimental models and established a relationship between high
copper levels and PD development, and two evaluated copper concentrations in
experimental models that mimic this disease. After analysis, it was observed that the
different results observed in the studies could be associated with low number of
participants, or with biofluids or cerebral area that authors used to measure copper;
besides some publications did not take into account both the sex of the participants
and the stage of the disease in which the individuals were. Articles that analyzed the
effects of high copper levels in animals verifyed that this condition is related to
oxidative stress, neuroinflammation, mitochondrial dysfunction, cell death, and

reduced both cognitive functions and locomotor activity, which are also described in



AD and PD. It could be concluded that the studies with humans have presented
discrepancy in the copper concentrations in different samples analyzed; and animals
exposed to high copper levels presented modifications similar to that observed in
humans with AD or PD. Moreover, in animal models used to mimic

neurodegenerative diseases changes in copper concentrations were not observed in

most of the articles analyzed.

Keywords: metals, neurodegenerative diseases, toxicity.
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1 INTRODUCAO

O cobre (Cu) é um elemento integrante da tabela periddica essencial em
metabolismos oxidativos para realizar processos bioldgicos vitais e fundamentais.
Encontrado em pequenas quantidades, faz parte do grupo de oligoelementos
necessarios para o organismo, sendo adquirido através da dieta alimentar, da agua
ou suplementos alimentares (SCHWARZ, 2013, BOST et al., 2016, ALTARELLI et
al., 2019). Alimentos como nozes e miudos sdo ricos em cobre, cereais e frutas em
menor grau. A concentracdo de Cu na agua potavel também pode variar
dependendo da composicdo do lengol freatico e dos sistemas de encanamento
domeéstico (BOST et al., 2016).

Intracelularmente, esse metal atua principalmente como cofator ou
componente estrutural de varias enzimas, incluindo Cu/Zn superdoxido dismutase
(SOD1), citocromo c¢ oxidase (CcO), ceruloplasmina (Cp) e dopamina-B-hidroxilase
(DBH) (TROCELLO et al, 2010, KAPLAN; MARYON, 2016, NAVARRO,
SCHNEUWLY, 2017); sendo a diminuigdo dos niveis deste metal critico para a
correta manutencdo da atividade dessas enzimas. Ainda, o cobre desempenha
varios outros papéis importantes no sistema nervoso central (SNC), sendo liberado
nas sinapses, afetando a transmissao neuronal, a potenciagdo a longo prazo, a
plasticidade sinaptica e a morte celular por excitotoxicidade, além de modular vias
de sinalizacao induzidas por fatores neurotréficos em varias etapas do processo de
transducéo do sinal (D'AMBROSI; ROSSI, 2015). No entanto, um aumento nas
concentracdes deste metal possui efeito citotoxico, principalmente relacionados a
inibicdo de fungado de proteinas (LETELIER et al., 2005) e a produgédo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) pela reagdo de Fenton (URIU-ADAMS; KEEN, 2005), o
que pode levar ao estresse oxidativo, danos ao DNA e até a morte celular
(SCHEIBER; DRINGEN, 2013).

Neste sentido, o SNC ¢é altamente suscetivel a danos oxidativos, visto que
requer um alto nivel de oxigénio, devido sua alta demanda energética e contém uma
abundancia de lipidios suscetiveis a peroxidagdao. Além disso, possui uma baixa
defesa antioxidante em comparagcdo a outros tecidos, 0 que colabora para a
propagacéo do estresse oxidativo (LIMON-PACHECO; GONSEBATT, 2009). Ainda,
0 cérebro concentra uma grande quantidade de cobre para uso metabdlico e

alteragbes na homeostase do metal neste tecido podem estar relacionado a algumas
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patologias neurologicas ou neurodegenerativas, como as doengas de Wilson (DW),
de Menkes (DM), de Parkinson (DP) e de Alzheimer (DA).

1.1 METABOLISMO DO COBRE

O cobre proveniente da dieta tem sua absor¢do na mucosa intestinal, mais
especificamente no duodeno, pelos enterdcitos (célula do epitélio intestinal que
absorve os produtos da digestao), através de transportadores especificos de cobre.
O metal é entdo transferido para enzimas dependentes de cobre através de
metalochaperonas. Dos enterécitos, o metal é liberado para a circulacdo porta
através da proteina de transporte ATPase7A (ATP7A), presente na membrana
basolateral destas células, sendo transportado até o figado ligado a albumina, a
transcuprina, as a2-macroglobulinas, ou a aminoacidos (Figura 1) (CATER et al.,
2006, GOTO et al., 2020, BISAGLIA; BUBACCO, 2020, SQUITTI et al., 2021).

O figado é o principal 6rgdao que regula e controla a concentracdo e
distribuicdo de cobre para os demais tecidos do organismo, incluindo o cérebro
(DOGUER; HA; COLLINS, 2018, GOTO et al., 2020, WITT; SCHAUMLOFFEL;
SCHWERDTLE, 2020). Nos hepatdcitos, a captacédo desse metal é realizada pelos
transportadores de cobre, os quais transferem o metal as chaperonas para ser
incorporado nas proteinas dependentes de cobre, como ATPase7B (ATP7B), que
incorpora o metal na Cp. Em condigbes normais, 85-95 % do cobre total esta ligado
a Cp (Cp-Cu). Assim, ocorre a liberagédo do Cp-Cu na corrente sanguinea para que o
metal seja distribuido aos demais tecidos (Figura 1). Ainda, em torno de 10-15 % de
cobre é liberado na corrente sanguinea como cobre nao ligado a ceruloplasmina (Cu
ndao-Cp), que pode se ligar a albumina, transcuprina ou a outras moléculas
(TAPIERO; TOWNSEND; TEW, 2003, BREWER, 2008, SQUITTI et al., 2021).
Ainda, o excesso de cobre é eliminado do organismo através da bile, também pelo
transportador ATP7B (COBINE; MOORE; LEARY, 2021).
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Figura 1- Absorcdo e metabolismo do cobre no organismo humano
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A) Absorgdo do cobre na mucosa intestinal. O cobre é reduzido pelas redutases de Cu” a
Cu®, para que possa ser absorvido pelos enterdcitos. A internalizagdo do cobre por essas células
ocorre através dos transportadores de cobre. A transferéncia para enzimas dependentes de cobre é
feita pelas metalochaperonas. A proteina de transporte ATPase7A (ATP7A) é responsavel pela
exportagcdo do metal dos enterdcitos, e sua liberagdo para a circulagdo portal. Nos hepatécitos, os
transportadores de cobre transferem o metal as chaperonas de cobre, para este ser incorporado nas
cuproproteinas. O cobre é eliminado do organismo através da bile, pelo transportador ATP7B. Este
transportador também incorpora o cobre na ceruloplasmina (Cp), que € liberada na corrente
sanguinea (Cp-Cu) para que o cobre seja distribuido aos demais tecidos, inclusive ao sistema
nervoso central, onde os astrocitos fazem a captacdo do metal e o disponibilizam para outras células
neurais. B) Detalhamento sobre o metabolismo intracelular do cobre. A captagdo do cobre ocorre
pelos transportadores especificos presentes na membrana plasmatica, onde este é incorporado no
citoplasma trafegando intracelularmente até as proteinas de ligacdo ao cobre (chaperonas de cobre
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ou metalochaperonas), como Atox1 (chaperona antioxidante 1 de cobre, disponibiliza o cobre as
ATPases ATP7A e ATP7B, dependendo da célula), CCS (chaperona de cobre para superoxido
dismutase) e Cox e Sco (chaperonas de cobre para citocromo ¢ oxidase). Ainda, intracelularmente o
cobre pode ligar-se a metalotioneina (MT) ou a glutationa (GSH).

Zf,n;%ziéaptado de VERWILST; SUNWOO; KIM, 2015, BISAGLIA e BUBACCO, 2020, SQUITTI et

Independentemente do tipo celular, primeiramente o cobre deve ser reduzido
para ser transportado até o citoplasma. Sabe-se que o cobre tem dois estados de
oxidacdo, Cu* (monovalente) e Cu?* (divalente), sendo inicialmente encontrado na
forma de Cu?'. Para que seja incorporado na célula, o Cu?* é reduzido por uma
redutase que converte-o em Cu®, para que, desta forma seja transportado para o
meio intracelular através de transportadores especificos do tipo Ctr1, Ctr2
(transportadores de cobre 1 e 2) ou DMT1 (transportador de metal divalente 1)
(DOGUER; HA; COLLINS, 2018, GOTO et al., 2020, WITT; SCHAUMLOFFEL;
SCHWERDTLE, 2020). Trés redutases cupricas foram identificadas até o momento:
citocromo b férrica/cuprica redutase, STEAP2 (do inglés six-transmembrane
epithelial antigen of prostate 2) e DCYTB (citocromo B duodenal) (DOGUER; HA;
COLLINS, 2018).

O Ctr1 é a principal proteina de importacdo de cobre, sendo encontrado na
membrana plasmatica. O transportador Ctr2 realiza principalmente o transporte do
cobre para as organelas, mas pode ser encontrado presente na membrana
plasmatica, porém, em menor quantidade sendo menos utilizado, por ser um
transportador mais seletivo (WEE et al., 2013). Além disso, o DMT1 também atua no
transporte do cobre para o interior da célula. Tanto o Ctr1 quanto o DMT1 sao os
transportadores mais utilizados na entrada do cobre nas células (CHEN et al., 2016,
ILYECHOVA et al., 2019), mas se ambos atuam no transporte através da membrana
eles devem ter uma relagdo compensatéria, como sugerido por LIN e colaboradores
(2015). Estes pesquisadores relataram que quando ha um aumento da concentragao
de cobre extracelular ha uma diminuicao da captagdo do cobre pelo Ctr1, assim o
DMT1 desempenharia um maior papel no transporte deste metal de forma
compensatoria (LIN et al., 2015).

O cobre é incorporado no citoplasma onde trafega intracelularmente até as
proteinas de ligacgdo ao cobre, denominadas chaperonas de cobre ou
metalochaperonas (Figura 1). Essas incluem a Atox1 (chaperona antioxidante 1 de

cobre), CCS (chaperona de cobre para SOD1), e Cox e Sco (chaperonas de CcO;
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onde as mais conhecidas e importantes sdo Cox19, Cox17, Cox23, Cox11, Sco1 e
2). As proteinas Cox e Sco sdo responsaveis pela destinagdo do cobre para as
mitocdndrias. A Cox17, 19 e 23 atuam na transferéncia do cobre para a Sco1/2 e a
Cox11, localizadas na membrana mitocondrial interna, que atuam na montagem da
CcO (BARROS; JOHNSON; TZAGOLOFF, 2004, BODE et al., 2015). No entanto,
alguns estudos relatam que o cobre € destinado as mitocondrias ligado a uma
molécula nao proteica, e ndo pelas chaperonas citadas acima, e somente no interior
das mitocoéndrias que este metal seria incorporado as metalochaperonas
responsaveis pela montagem da enzima CcO (COBINE et al., 2004, COBINE et al.,
2006, DODANI et al., 2011).

A Atox1 disponibiliza o cobre as ATPases ATP7A e ATP7B (dependendo da
célula), localizadas na rede trans do Aparelho de Golgi, e responsaveis pela
formagdo de cuproenzimas nesta organela. Um aumento nas concentragdes do
metal no citosol estimula a translocacédo de ATP7A/B do Aparelho de Golgi para a
membrana plasmatica e/ou para uma vesicula proxima a membrana, para que
ocorra a exportagao do cobre. Sendo assim, essas ATPases sdo uma das principais
responsaveis por manter a homeostase do cobre intracelularmente (SKOPP et al,,
2019, GOTO et al., 2020, BISAGLIA; BUBACCO, 2020). Ja a CCS fornece cobre
para a SOD1 e é responsavel pela sua maturacdo, o que leva a sua ativacao
(SKOPP et al., 2019, GOTO et al., 2020, BISAGLIA; BUBACCO, 2020). Além disso,
intracelularmente o cobre esta ligado a metalotioneina (MT) ou a glutationa (GSH),
dois antioxidantes que evitam que haja danos oxidativos durante o processo de
internalizacao do cobre (Figura 1) (KUMAR et al., 2016).

Em relagdo ao SNC, as primeiras células a entrarem em contato com o cobre
proveniente da circulacdo sado os astrécitos, que fazem parte da barreira
hematoencefalica (BHE). Essa localizagdo privilegiada permite que sejam as
primeiras células do SNC a terem contato com diversos ions e moléculas
provenientes da corrente sanguinea (DRINGEN et al., 2007, SCHEIBER; SCHMIDT;
DRINGEN, 2012). Neste contexto, sdo células eficientes na captagdo do cobre,
protegendo os neurdnios do efeito téxico do Cu, ja que os neurbnios sao células
mais susceptiveis a uma elevagao nas concentragbes deste (ASHRAF et al., 2019).
A eliminagao do cobre pelos astrocitos € realizada pelas ATPases ATP7A e ATP7B,
sendo 0 mais expresso nestas células o transportador ATP7A (SCHEIBER;
SCHMIDT; DRINGEN, 2012). Os astrécitos sdo também os responsaveis por
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disponibilizar o cobre para as demais células do SNC, como os neurbnios
(SCHEIBER; DRINGEN, 2013).

1.2 CUPROENZIMAS

A homeostase do cobre € essencial para que este metal possa desempenhar
varias fungdes intracelularmente. Ele atua principalmente como cofator ou
componente estrutural das enzimas lisil oxidase, DBH, peptidil-glicina a-amidante
monoxigenase, tirosinase, CcO, SOD1 e superoxido dismutase extracelular (SOD3)
(TROCELLO et al., 2010, KAPLAN; MARYON, 2016, NAVARRO, SCHNEUWLY,
2017).

A lisil oxidase (LOX) atua principalmente na sintese do colageno e de
elastina, proteinas presentes na matriz extracelular de tecidos conjuntivos. As quatro
diferentes isoformas desta enzima contém um dominio de ligacdo ao cobre
(POMILIO; CIPRIAN-OLLIVIER; VITALE, 2016). O metal é essencial para a
reoxidagdo de outro cofator da LOX, a lisil tirosilquinona, a qual atua na
desaminacdo oxidativa dos residuos de lisina e hidroxilisina presentes em
precursores do colageno e da elastina (AKAGAWA; SUYAMA, 2001). Este processo
€ essencial para a estabilizacdo das fibrilas de colageno e para a integridade e
elasticidade da elastina madura (SIEGEL et al, 1982, POMILIO; CIPRIAN-
OLLIVIER; VITALE, 2016).

A DBH faz parte de uma via que envolve varias enzimas para a producao de
catecolaminas, que atuam como neurotransmissores ou horménios (VACCARI et al.,
1996, RAHMAN et al., 2014, GONZALEZ-LOPEZ; VRANA, 2020). Nesta via, a DBH
realiza a conversao da dopamina em norepinefrina/noradrenalina, possuindo dois
sitios cataliticos contendo cobre, que desempenham diferentes funcdes na atividade
enzimatica da DBH (ASH et al., 1984). A DBH pode ser encontrada tanto na forma
soluvel ou ligada a membrana (LI et al., 2020).

Outra enzima dependente de cobre é a peptidil-glicina a-amidante
monoxigenase (PAM), a qual é essencial para a sintese de varios neuropeptidios
importantes, como ocitocina, vasopressina, corticotrofina, substancia P,
neuropeptideo Y, colecistocinina e gastrina. A PAM apresenta dois dominios
cataliticos (PROHASKA et al., 2005, BOUSQUET-MOORE; MAINS; EIPPER, 2010)

sendo que um de seus dominios, denominado peptidilglicina-a-hidroxilante
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monooxigenase (PHM), é capaz de se ligar ao cobre e catalisa a hidroxilacdo da
glicina C-terminal em um grande numero de neuropeptideos inativos (PROHASKA et
al., 2005, PROHASKA; BRODERIUS, 2006). O outro dominio ¢é peptidil-a-
hidroxiglicina a-amidante liase (PAL), que é responsavel por hidrolisar o produto
anterior liberando glioxilato e o produto peptidico amidado resultante ao final do
processo (PROHASKA et al., 2005, PROHASKA; BRODERIUS, 2006).

A cuproenzima tirosinase atua na oxidagao de tirosina para a sintese da
melanina, que da pigmentagcdo a pele humana, sendo a agao enzimatica desta
proteina também dependente de cobre (HARIRI; SAEEDI; AKBARZADEH, 2021). O
sitio ativo dessa enzima contém dois atomos de Cu sendo cada um ordenado por
trés residuos de histidina (RAMSDEN; RILEY, 2014).

Na CcO, componente do complexo IV da cadeia de transporte de elétrons, o
cobre também tem um papel como cofator. Esta enzima pertence a familia de heme-
cobre oxidases (HCO), que séo proteinas que possuem em sua estrutura um atomo
de cobre associado ao grupamento heme (GAO et al., 2012, KHALFAOUI-HASSANI
et al., 2018). O complexo IV é responsavel por bombear prétons através da
membrana mitocondrial interna, assim como os complexos | e lll, para a formagao do
potencial de membrana mitocondrial, essencial para a sintese de ATP. Ainda, é o
complexo terminal da cadeia respiratéria, atuando como catalisador da redugao do
oxigénio (Oz) a agua (H20) (KHALFAOUI-HASSANI et al., 2018). A CcO possui 14
subunidades, sendo trés formando seu centro catalitico, € duas destas possuem
cobre. Uma delas (subunidade MT-CO1) contém um centro redox que possui dois
grupamentos heme (a e a3) com um atomo deste metal (Cug) associado ao heme
a3; e a outra (subunidade MT-CO2) contém um centro redox contendo dois atomos
de cobre (Cup). Os elétrons provenientes do citocromo ¢ fluem no sentido CuA,
heme a, heme a3-Cug e O, (BRISCHIGLIARO; ZEVIANI, 2020). Desta forma, os
ions de cobre sédo essenciais para a transferéncia de elétrons neste complexo, tanto
que um defeito na insercdo do cobre nesta oxidase leva a doengas mitocondriais em
humanos, ressaltando a importancia do metal para a sua atividade enzimatica
(EKICI et al., 2014).

Por fim, as enzimas superoxido dismutases (SOD) s&o responsaveis por
desempenhar papel antioxidante por serem capazes de dismutar radicais superdxido
em oxigénio e peréxido de hidrogénio (H20;) (TIWARI et al., 2019). A Cu/Zn SOD ou

SOD1 é um homodimero, com cada um de seus monémeros ligados a ions de cobre
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e zinco sendo encontrada em maior quantidade no citoplasma das células
(FETHEROLF et al, 2017). Ja a SOD extracelular (SOD3), que também possui
cobre e zinco, € um tetramero que consiste de dois dimeros ligados entre si por
pontes dissulfeto e € encontrada no espacgo extracelular (OURY et al., 1996, KIM et
al.,, 2015). O cobre é essencial para que essas duas isoformas da SOD possam
exercer sua atividade redox, que ocorre em dois passos (PERRY et al., 2010).
Primeiramente, a ligagdo da enzima ao superéxido promove a redugao de Cu(ll) a
Cu(l), formando O,. Apds, a reagao da enzima com um segundo superoxido resulta
na oxidacao de Cu(l) e geracédo de H,O, (FETHEROLF et al., 2017).

Além de ser essencial para a atividade das cuproenzimas citadas acima, este
metal também age na homeostase do ferro, sendo que o ferro e o cobre sao
essenciais para a atividade da ceruloplasmina, que atua convertendo o ferro a ion
férrico, permitindo que este possa se ligar a transferrina (principal meio de transporte
do ferro sérico) e ser transportado para o plasma. A ceruloplasmina também

transporta cobre no plasma (DIAZ et al., 2015).

1.3 ALTERACOES NA HOMEOSTASE DO COBRE

Uma alteragdo na homeostase do cobre pode levar ou a um acumulo deste
metal, o que € toxico, ou a uma diminui¢do da sua concentracdo, levando a uma
deficiéncia. Estes danos podem ser reversiveis ou ndo, mas em ambos 0S casos 0
organismo responde com resultados negativos, como ocorre na progressdo de
algumas doengas neurodegenerativas ou na fisiopatologia da DW e da DM
(ZISCHKA; EINER, 2018).

O cobre possui atividade redox, o que € de suma importancia para o papel
biolégico de varias proteinas (como descrito acima), por isso, a deficiéncia deste
metal pode levar a alteragbes na atividade das cuproenzimas. Porém, a sua
atividade redox também o torna téxico, pois pode formar radicais livres por reagdes
de Fenton e Haber-Weiss. A reacao de Fenton envolve a transformagao do H,O, em
um radical hidroxila (URIU-ADAMS; KEEN, 2005). Na reacdo de Haber-Weiss,
ocorre a geragao de radicais hidroxila a partir de H2O, e superdxido na presenca
de ions de ferro e/ou cobre (Figura 2) (KEHRER, 2000, LEITAO et al., 2017). As
ERO geradas nessas reagbes podem reagir com lipidios, proteinas e acidos

nucleicos (MONTES et al., 2014), o que pode levar ao estresse oxidativo, danos ao
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DNA e até a morte celular, causando problemas cognitivos nos individuos ou em
modelos animais onde a concentracdo deste elemento encontra-se elevada
(SCHEIBER; DRINGEN, 2013, ZHOU et al., 2015, PAL; PRASAD, 2015).

Figura 2 - Reacg&o de Fenton e de Haber-Weiss

(0;" pode reciclar os metais de

Fe'fCu®™ + 0" — Fe''fCu" + Oy transi¢dio para a rea¢io de Fenlon

Fe'/Cu’ + H:0: — Fe'/Cu® + HO + HO Reagio de Fenton |
FefCu’

0" + H:0» — O» + HO + HO® | Reacio de Haber-Weiss |

Reacgéo de Fenton: é catalisada pelo ferro (Fe2+) ou cobre (Cu®), junto com o peréxido de hidrogénio
(H20,), formando o radical hidroxila (HO*) altamente reativo. Ja a reagcdo de Haber-Weiss ocorre
através da unido entre superoxido (O,-) e H,O,, para a formagéo do HO', onde o Fe®* ou Cu® sdo os
catalisadores da reacgao

Fonte: GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007.

Ainda, os efeitos citotoxicos associados a elevagao das concentracdes de
cobre podem estar relacionados a ligacdo do metal diretamente as proteinas,
principalmente em residuos de cisteina e histidina, o que pode levar a inibigao
dessas enzimas (BRYCE; GURD, 1966, SUZUKI; KARASAWA; YAMANAKA, 1989,

LETELIER et al., 2009).

1.3.1 Doencga de Menkes (DM)

A DM é uma doenga autossémica recessiva ligada ao X, caracterizada por
sintomas neurolégicos, como retardo mental e convulsdes, além de hipotermia,
dificuldades de alimentagdo e diminuicdo do ténus muscular (CANKORUR-
CETINKAYA; ERASLAN; KIRDAR, 2013). A doenga resulta da mutagdo na proteina
transportadora ATP7A, a qual é expressa em quase todos os tipos celulares, exceto
nos hepatécitos (CANKORUR-CETINKAYA; ERASLAN; KIRDAR, 2013). Devido a
isso 0 cobre se acumula no citosol por ndo ser transportado para fora da célula.
Considerando que a ATP7A esta presente nos enterdcitos, ocorre uma falha na
absorcao do metal e transporte para o figado e, consequentemente, para as demais
células do organismo, o que leva a deficiéncia geral de cobre, que € a principal
caracteristica desta doenga (BHADHPRASIT et al., 2012). Dependendo da

localidade, os relatos acerca da incidéncia da doenca diferem. Na Australia, a
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incidéncia é de 1 para 40.000 nascidos vivos, enquanto na Europa € de 1 para
300.000 (VAIRO et al.,, 2018), sendo uma doenga com maior predominancia em
criancas do sexo masculino. No Brasil ndo ha relatos sobre a incidéncia da doenca
(AGUIAR et al, 2012). A doengca tem tratamento, sendo utilizado uma
suplementagcdo de cobre-histidina pela via intravenosa (PULKIT; NEERA, 2018,
VAIRO et al., 2018). Entretanto, estudos tém demonstrado que esse tratamento é

eficiente somente se realizado durante o periodo neonatal (VAIRO et al., 2018).

1.3.2 Doenga de Wilson (DW)

Ao contrario da DM, na DW ocorre o acumulo de cobre no organismo. A DW é
uma doenga autossOmica recessiva causada por uma mutacdo no transportador
ATP7B, o que leva a um defeito na excregado de cobre do organismo pelo figado,
ocorrendo o acumulo de cobre principalmente neste 6rgdo, mas também em tecidos
extra-hepaticos como cérnea, cérebro e rins (SEO et al., 2018, GREIG et al., 2019,
DONG et al., 2020). Acredita-se que os efeitos observados em outros tecidos, como
no SNC de individuos com DW, sdo secundarios aos danos hepaticos, ja que a
exposicao do SNC a elevadas concentragcdes de cobre esta relacionada com o
aumento deste metal na corrente sanguinea, devido ao excesso de cobre no figado
ou mesmo devido a morte dos hepatdcitos (PFEIFFER, 2007, ROBERTS et al.,
2012).

Os sintomas neurolégicos sao tardios, mas quando apresentados sao
variados, desde alteragbes neuroldgicas como irritabilidade, ansiedade, depresséo,
até alteragdes psiquiatricas (BEHARI; PARDASANI, 2010, BANDMANN; WEISS;
KALER, 2015). Ainda, os pacientes com DW apresentam tremor, parkinsonismo,
perturbagcdes da marcha, disartria ou convulsdes (ALA et al., 2007). A incidéncia
global mostrada na literatura € 1: 30.000 pessoas acometidas pela DW, podendo
mudar de pais para pais (CZLONKOWSKA et al., 2018, MULLIGAN; BRONSTEIN,
2020). E uma doenga sem cura, mas é controlada com ajuda de farmacos quelantes,
diminuindo o acumulo do cobre (SMOLINSKI et al, 2019). No entanto, a
administracao destes deve ser finamente regulada, para ndo causar uma deficiéncia
do metal nos pacientes.

Além de sujeitos com DW e DM, alteragbes na homeostase do cobre no SNC

tém sido relacionados ao envelhecimento (SERPA et al., 2008) e também com a
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progressdo de doencas neurodegenerativas, como a DA e a DP (RIVERA-MANCIA
et al., 2010, TIFFANY-CASTIGLIONI; HONG; QIAN, 2011).

1.3.3 Relagao do excesso de cobre com a Doenga de Alzheimer (DA)

A DA é a doenga neurodegenerativa, multifatorial, que mais acomete as
pessoas com mais de 60 anos, sendo as principais caracteristicas desta doenga a
perda da memoria, alteragdes na personalidade e de comportamento, declinio
cognitivo, perda das fungbes sensoriais e motoras, e problemas psiquiatricos
(SIMUNKOVA et al., 2019). Segundo relatério da Organizagdo Mundial da Saude de
2015 (OMS, 2015) se estima que a prevaléncia mundial de deméncia seja de 47,5
milhdes, sendo que no Brasil o numero de pessoas com a doenga atinge cerca de
1,2 milhdo. Prevé-se que o numero de pessoas com DA no mundo chegue a 65,7
milhdes em 2030, e a 115,4 milhdes em 2050 (DADALTO; CAVALCANTE, 2021).

A DA esta associada com o acumulo e agregacao do peptideo B-amiloide (AR)
extracelular - que formam as placas amiloides, conhecidas também como placas
senis - e com a hiperfosforilacdo da proteina tau, presente em emaranhados
neurofibrilares intracelulares (YANO et al., 2003, PATEL; ASCHNER, 2021). Ainda,
caracteristicas comuns as doencas neurodegenerativas, como neuroinflamagao,
disfungcdo mitocondrial, estresse oxidativo e morte celular também sao descritos na
DA (MATHYS; WHITE, 2017). O avancgo desta doenga neurodegenerativa influencia
no papel da comunicagao entre neurénios, podendo resultar na morte neuronal ou
na perda das suas funcdes devido ao acumulo de placas amiloides entre os
neurdnios, bloqueando a comunicagao neuronal (PATEL; ASCHNER, 2021).

Como pode ser observado na Figura 3, os peptideos 3-amiloide sdo formados
por cerca de 38 a 43 residuos de aminoacidos, sendo gerados através da clivagem
enzimatica da proteina precursora amiloide (APP), presente na membrana
plasmatica, pela B- e y-secretases, que formam assim os peptideos AB. A acao
destas enzimas pode ocorrer por duas vias diferentes: a via ndo amilodoigénica e a
via amilodoigénica. Na primeira, a APP é primeiramente clivada pela a-secretase e
posteriormente pela y-secretase, formando peptideos AB 17.4042 OU pela B-secretase
(BACE1), ocorrendo a formacao do peptideo AB 1.16. Ja na segunda via, a APP sofre
clivagens consecutivas pelas B- e y-secretases formando peptideos AP 140142
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(CHEIGNON et al., 2018). As placas senis sdo formadas devido a clivagem da APP

por essa via, pois esses peptideos tendem a se agrupar (CHEIGNON et al., 2018).

Figura 3 - Vias ndo amilodoigénica e amilodoigénica de formagao de peptideos AR
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Via ndo amiloidogénica: ocorre a clivagem da proteina precursora amiloide (APP) através da a-
secretase, a qual ocorre dentro do dominio AR (em verde) para gerar o fragmento C terminal CTFa
(C83), que permanece na membrana, e o fragmento N-terminal sAPPa (soltvel). O fragmento CTFa é
entdo clivado por y-secretases formando o fragmento P3 extracelular e o dominio intracelular da APP
(AICD). Via amiloidogénica: ocorre devido a agédo da B-secretase, que cliva a APP em fragmentos
CTFB (ou C99) e sAPPp, seguido pela clivagem de CTFB por y-secretases em fragmentos
extracelulares AB e fragmento intracelular da APP (AICD).

Fonte: adaptado de CHEN et al., 2017.

Em relacdo aos emaranhados neurdfibrilares intracelulares caracteristicos da
DA, estes sdo gerados a partir da hiperfosforilagdo da proteina tau, que faz com que
esta se agregue formando esses emaranhados, o que causa um colapso no
citoesqueleto neuronal (MARTELLI; MARTELLI, 2014). A hiperfosforilagdo reduz a
capacidade da proteina tau em estabilizar os microtubulos, afetando a dinamica
microtubular, o que consequentemente leva a alteragbes no transporte intraneural
(PAULA; GUIMARAES; FORLENZA, 2009).

Além disso, alguns estudos tém demonstrado a relagédo entre alteragbes na
homeostase de ions metalicos, como o cobre, com o inicio e progressao desta
doencga. O cobre possui capacidade de se ligar ao peptideo AB, acelerando a sua
agregagao e assim promovendo a formagéo das placas senis (ROBERTS et al,
2012, MATHYS; WHITE, 2017). De fato, ions de Cu®* foram observados nessas
placas, diretamente ligados ao peptideo AP, e estdo envolvidos na geragdo de

estresse oxidativo via reagcdo de Fenton e Haber-Weiss nos pacientes com esta
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patologia (MATHYS; WHITE, 2017) e nos demais efeitos neurotoxicos observados
na DA, como a inibicdo da CcO ou a ativagao da microglia (CROUCH et al., 2005,
ESKICI; AXELSEN, 2012, GHOSH; DEY, 2013, YU et al., 2015, BULCKE et al.,
2017). Ja foi mencionado que essa capacidade de ligagao do cobre as placas senis
pode provocar diminuicdo nos niveis desse metal nas células cerebrais (DEIBEL;
EHMANN; MARKESBERY, 1996, SIMUNKOVA et al., 2019). Outros estudos
mencionam que esse acumulo de cobre dentro das placas AB faz com que ocorra
um aumento dos niveis do metal no cérebro de individuos em comparagédo com
controles (MATHYS; WHITE, 2017, LIU et al., 2019).

O excesso de cobre também pode diminuir o conteudo de neprilisina (NEP),
uma protease envolvida na degradagdo do peptideo AB (IWATA et al., 2000,
SHIROTANI et al., 2001, LI et al., 2010). Relata-se na literatura que os niveis de
NEP sdo menores no cérebro de individuos com DA do que em individuos que nao
apresentam a doenca (YASOJIMA et al., 2001, MARUYAMA et al., 2005, IWATA;
HIGUCHI; SAIDO, 2005, SHI et al, 2005). Ainda, o excesso de cobre poderia
aumentar a expressao da BACE1, que por sua vez possui alta afinidade pelo metal
(ANGELETTI et al., 2005, KITAZAWA; CHENG; LAFERLA, 2009, CHAMI;
CHECLER, 2012). A APP também é uma proteina ligante de cobre, reduzindo Cu®*" a
Cu® (HESSE et al.,, 1994, ATWOOD et al., 2004). Nesta reacdo, pode ocorrer a
geracao de ERO contribuindo para o estresse oxidativo observado no cérebro com
DA (MULTHAUP et al.,, 1996, ESKICI; AXELSEN, 2012). Estudos in vitro
demonstram que células neuronais expostas ao cobre tém um aumento de APP na
membrana plasmatica, pois, além de aumentar a expressdo dessa proteina, esse
metal estimula o trafego desta para a superficie celular (ACEVEDO et al., 2011).
Desta forma, é possivel concluir que o excesso de cobre pode indiretamente
aumentar a producdo do peptideo AB, por aumentar o conteudo de BACE1 e a
translocacao de APP para a membrana plasmatica, além de diminuir a degradagéao
de AB devido a diminuicao do conteudo de NEP.

Nesta patologia, o cobre também esta envolvido na fosforilacdo e agregacéao
da proteina tau, além de aumentar a toxicidade de seus agregados proteicos
(BULCKE; DRINGEN; SCHEIBER, 2017). Para os autores, existe uma relagao entre
o cobre e a proteina tau através do promotor do gene tau (MAPT) que é regulado
pelo fator de transcricdo Sp1, o qual é responsivo ao Cu (BULCKE; DRINGEN;
SCHEIBER, 2017). Ainda, os residuos de histidina contidos em diferentes regides da
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proteina tau s&o potenciais sitios de ligacdo para ions metalicos, como o cobre, e
esta ligacdo pode aumentar a tendéncia da proteina a se agregar (BACCHELLA et
al., 2019).

1.3.4 Relacao do excesso de cobre com a Doenca de Parkinson (DP)

A DP é a segunda doenga neurodegenerativa de maior incidéncia na
populagdo idosa e, assim como a DA, € um exemplo de doenca multifatorial
relacionada ao envelhecimento que afeta milhares de pessoas todos os anos (FU,
GAO, YUNG, 2019, Parkinson’s Foundation). E uma doenga neurodegenerativa
debilitante, que afeta a capacidade de locomogao dos individuos (BALESTRINO;
SCHAPIRA, 2019). Os principais sintomas da doenga sao tremor, rigidez,
bradicinesia / acinesia, instabilidade postural, podendo incluir outros sintomas
motores e ndo motores, evoluindo conforme a doenca progride (BJORKLUND et al.,
2018; BALESTRINO; SCHAPIRA, 2019). Estima-se que afete 6 milhdes de pessoas
ao redor do mundo com 60 anos ou mais (AASETH; DUSEK; ROOS, 2018). No
Brasil, a notificacdo da DP nao é obrigatéria, o que dificulta a exatiddo dos numeros
de individuos acometidos, mas se estima que pode chegar a 200 mil pessoas
afetadas (SANTOS et al., 2022). A expectativa de vida dos individuos acometidos
por esta doenga € mais curta do que a da populagdo idosa em geral, mas com
tratamento adequado essa expectativa volta a aumentar (AASETH; DUSEK; ROOS,
2018). A DP afeta duas vezes mais homens do que mulheres, mas nas mulheres a
doencga evolui mais rapidamente com taxa de mortalidade mais elevada (CERRI,
MUS, BLANDINI, 2019).

As principais caracteristicas desta patologia sdo a perda dos neurdnios
dopaminérgicos na substancia negra do cérebro (AASETH; DUSEK; ROOS, 2018,
CERRI, MUS, BLANDINI, 2019) e a presenga de agregados de proteinas
intracelulares, denominados corpos de Lewy, que sao constituidos por fibrilas de a-
sinucleina (LI et al., 2020, BISAGLIA; BUBACCO, 2020, BALESTRINO; SCHAPIRA,
2019). Os corpos de Lewy recebem essa nomenclatura devido a Fritz Heinrich Jakob
Lewy que foi o primeiro a relatar seu surgimento na DP (ENGELHARDT,
2017). Esses corpos sao formados principalmente pela proteina a-sinucleina, por
proteinas neurofilamentares e pela ubiquitina (VAZ et al., 2010). O surgimento dos

corpos de Lewy ocorre através do mal dobramento da proteina a-sinucleina,
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ocorrendo a formacédo de oligbmeros e posteriormente fibrilas insoluveis. No
momento que essas fibrilas se associam a moléculas como proteinas
neurofilamentares e ubiquitina, ocorre a formagao dos corpos de Lewy (Figura 4)
(FRANCO; NAVARRO; MARTINEZ-PINILLA, 2019, FAN; LIU; WU, 2021).

Figura 4 - Formacéao dos corpos de Lewy
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Estrutura em 3D da proteina a-sinucleina e a progressao de monémeros a oligdmeros e fibrilas, que
podem interagir com diferentes proteinas e resultar na formagao dos corpos de Lewy, observados na
doencga de Parkinson.

Fonte: adaptado de ARNAOUTOGLOU; O’'BRIEN; UNDERWOOD, 2018.

Analises in vitro sugerem que o cobre pode promover a formagao de
conformacgdes da proteina a-sinucleina que tendem a se agregar, pois a mesma
apresenta afinidade por este metal (PAIK et al., 1999, UVERSKY; LI; FINK, 2001,
BINOLFI et al., 2006, BISAGLIA; BUBACCO, 2020). Além disso, o cobre esta
envolvido na oxidagdo da dopamina, o qual promove a geragcdo de compostos
téxicos, como ERO e dopamina-quinona (PALUMBO et al., 1987, PHAM; WAITE,
2014). Estudo de Spencer e colaboradores demostrou semelhangas com a
afirmacao anterior, pois em seus estudos observaram que o produto final dessa
oxidagao da dopamina com o cobre gera danos ao DNA (SPENCER et al., 2011).
Em outro estudo foi observado a diminuigdo da enzima antioxidante SOD e de GSH,
junto com um acentuado aumento do malondialdeido (MDA), produto da
lipoperoxidagao, em cérebro de ratos expostos ao cobre (OZCELIK; UZUN, 2008).

Ainda, como ja citado anteriormente, o excesso de cobre que alguns autores
relatam nesta patologia pode ser neurotdxico por catalisar a formagéo de ERO pelas

reacdes de Fenton e Haber-Weiss, e pela ligagdo direta do metal com residuos de
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cisteina e histidina de proteinas, o que pode alterar a fungao destas (LETELIER et
al., 2009).

1.3.5 Relagao da diminuigao dos niveis de cobre com a DA e com a DP

Em contrapartida ao excesso do cobre, a diminuigdo deste metal também tem
sido descrita na DA e DP, sendo as consequéncias da deficiéncia do metal
semelhantes nas duas patologias. A diminuigdo das concentragbes de cobre pode
promover a reducido da atividade de cuproenzimas, o que pode estar relacionado
com a neurodegeneragdo observada nestas doencgas. Isso pode ocorrer, por
exemplo, com a atividade da ceruloplasmina (também conhecida como ferroxidase
ou ferro(ll):oxigénio oxidorredutase), onde o déficit de cobre ocasiona o aumento dos
niveis de ferro devido ao mal funcionamento desta enzima, que é responsavel pela
reducdo de Fe** a Fe** (GANGANIA et al., 2016, GENOUD et al, 2017). O aumento
das concentracbes de ferro também leva ao estresse oxidativo pelas reagbes de
Fenton e Haber-Weiss (BUSH, 2003, BELAIDI; BUSH, 2016).

Outras enzimas que podem apresentar a atividade prejudicada pela
deficiéncia de cobre sdo a SOD1 e a CcO (BULCKE et al., 2017). O mal
funcionamento da CcO acarreta em falhas na respiragdo celular e
consequentemente na producao de ATP, o que pode levar a disfungdo mitocondrial,
a qual ja é amplamente descrita tanto na fisiopatologia da DA como na da DP
(WANG et al., 2014, MISRANI; TABASSUM; YANG, 2021). Ja a diminuigdo da
atividade da SOD1 pode ocasionar o acumulo de ERO intracelular levando ao
estresse oxidativo, também envolvido na fisiopatologia destas doengas (TRIST;
HARE; DOUBLE, 2019). Neste sentido, ja foi observado que a SOD1 pode ser
encontrada nos corpos de Lewy, e que a agregacao dessas proteinas ocorre devido
a um decréscimo na incorporagao do cobre, que pode estar relacionado com a
deficiéncia do metal (ROUDEAU et al.,, 2015). Ainda, o déficit do metal diminui a
expressdao de proteinas relacionada ao sistema antioxidante por afetar a
translocacao de Nrf2 para o nucleo, fator de transcricao relacionado a expressao de
genes que codificam para essas proteinas, o que também colabora com o
estabelecimento do estresse oxidativo (JIANG et al., 2014, SONG et al., 2014).

Ainda, a atividade da DBH pode ser alterada quando ha uma diminuicdo das

concentracbes de cobre. Foi demonstrado que a deficiéncia do metal diminui a
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atividade da enzima, causando uma deficiéncia da dopamina, resultando em varios
disturbios neurolégicos, incluindo a DP, pois € a partir da dopamina que se tem a
formacao de neurotransmissores essenciais (RAHMAN et al., 2014).

Outro fato importante que deve ser ressaltado € que o cobre é de extrema
importancia ao SNC, pois ele esta ligado ao processo de desenvolvimento do
encéfalo, atuando na mielinizagdo, além de atuar também diretamente nos
receptores dos neurotransmissores e com proteinas sinapticas, afetando desta
forma o comportamento neuronal (GAIER; EIPPER; MAINS, 2013, GROMADZKA et
al., 2020). Estudos também destacam o papel do cobre no aprendizado, na memoria
e no ritmo circadiano (ACKERMAN; CHANG, 2018). Assim sendo, uma diminuicdo
nas concentragdes desse metal ocasionaria um defeito nas sinapses, ndo ocorrendo
a transmissao adequada de impulsos nervosos, 0s quais s&0 responsaveis, por
exemplo, pela aquisicdo e consolidagdo da memoria e pelo aprendizado, o que pode
estabelecer uma relagdo entre a deficiéncia em cobre e o desenvolvimento de
doencgas neurodegenerativas.

Desta forma, estudos sdo necessarios para compreensao da relagao entre a
homeostase do cobre no SNC e o inicio e progressdo de doencgas
neurodegenerativas, pois ainda existem controvérsias na literatura sobre este tema
(BISAGLIA; BUBACCO, 2020). Além disso, estudos em animais tem observado que
a absorgdo, o conteudo e a distribuicdo desse metal sdo alterados durante o
envelhecimento, aumentando a vulnerabilidade para a progressdao de doencgas
relacionadas ao SNC (WANG et al, 2010). Neste sentido, a presente revisao
sistematica da literatura tem o intuito de fornecer informacbdes para melhorar a
compreensao entre alteracbes na homeostase do cobre e a progressédo das doengas
neurodegenerativas de Alzheimer e de Parkinson, reunindo estudos que analisaram
os niveis de cobre em tecidos post-mortem e em biofluidos de individuos com estas
doencas, ou de modelos experimentais destas, analisando de forma critica os dados
fornecidos pelos autores. Além disso, essa revisdo faz a analise das evidéncias da
relagdo do excesso de cobre com a DA e com a DP obtidas através de pesquisas

realizadas em modelos experimentais.

2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar uma revisao sistematica da literatura cientifica com artigos em lingua
inglesa sobre o envolvimento das alteragbes nas concentragbes de cobre nas
doencas neurodegenerativas de Alzheimer (DA) e de Parkinson (DP), analisando
artigos que verificaram as concentragdes deste metal em individuos e em modelos
experimentais destas doengas; assim como analisar artigos que descrevem o0s

efeitos do excesso de cobre em modelos animais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Descrever por meio de revisao sistematica dos artigos publicados entre os
anos de 2011 e 2020 se em individuos com DA ou com DP ocorrem alteragdes nas
concentragcbes de cobre em biofluidos (como sangue, urina, liquido
cefalorraquidiano) e tecidos post-mortem, além de observar se as concentragdes de
cobre em biofluidos podem ser utilizados para fins de diagnéstico dessas doencas;

2) Verificar se as concentragdes alteradas de cobre podem estar relacionadas
a gravidade da DA e da DP;

3) Analisar artigos publicados entre 2011 e 2020 que mensuraram as
concentracdes de cobre em modelos experimentais destas doencas;

4) Observar os efeitos do excesso de cobre e sua relacdo com a DA e com a
DP em modelos experimentais através de uma revisdo sistematica de artigos
publicados entre 2011 e 2020.

3 JUSTIFICATIVA

As doencas neurodegenerativas sdo um grupo muito heterogéneo de doencas
que acometem os humanos, mas todos apresentam sinais e sintomas que levam a
pessoa a sofrer com seus danos (DAVIS; LEYNS; HOLTZMAN, 2018). Com a idade
e a expectativa de vida aumentando, o risco de desenvolver doencas
neurodegenerativas também aumenta resultando em grandes problemas a saude
humana. Para algumas dessas doengas, como DP e DA, as causas ainda ndo sao

totalmente conhecidas assim como seu possivel tratamento, mas para outras
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doencas relacionadas ao SNC, como DW e DM, temos melhor compreensao de
seus mecanismos e seus tratamentos (GITLER; DHILLON; SHORTER, 2017). Para
ambos os casos, se estuda a relagdo do cobre com o surgimento e progressao das
doencas que afetam o SNC, seja por uma falta deste no organismo ou por seu
excesso, pois seu papel no SNC ainda nao é totalmente compreendido. Neste
sentido, alguns estudos relatam um aumento nas concentragbes de cobre em
individuos com DA ou com DP, enquanto outros relatam uma diminuicdo nas
concentracdes do metal. Desta forma, existe uma necessidade de novos trabalhos,
inclusive revisdes sistematicas, que investiguem a relagdo da homeostase do cobre
com a DP e com a DA.

Ainda, existem evidéncias observadas em modelos animais que demonstram
que o cobre pode promover a agregacao de proteinas relacionadas a DA e a DP, e
que o excesso do metal pode causar estresse oxidativo, além de causar danos
cognitivos. E necessario que estas evidéncias sejam reunidas na forma de uma

revisao sistematica, para desta forma direcionar novas pesquisas sobre o tema.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

Neste trabalho realizou-se uma revisao sistematica de literatura, que consiste
em uma revisao planejada que visa responder uma pergunta especifica utilizando
métodos explicitos e sistematicos (ROTHER, 2007). E um método de pesquisa que
busca localizar, avaliar e sintetizar evidéncias obtidas através de estudos publicados
que sejam veridicos, apropriados e validos (MARINHO; CELESTE, 2013). Através
desta revisao, procurou-se responder as seguintes questdes norteadoras:

1) Alteragbes nas concentragdes do cobre estdo relacionadas a DA e a
DP?

2) Os niveis de cobre nos biofluidos (sangue, urina, liquido
cefalorraquidiano) e tecidos post-mortem estdo alterados em individuos
diagnosticados com essas doengas?

3) As concentracbes de cobre em biofluidos podem ser considerados

com fins diagndsticos para essas doengas?
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4) As concentragdes alteradas do metal podem estar relacionadas com o
estagio das doengas?

5) Quais sdo os efeitos de concentragdes aumentadas de cobre
relacionados a DA e a DP evidenciados em modelos experimentais?

6) Os modelos animais utilizados para mimetizar a DA ou a DP
apresentam alteracdes nas concentracoes de cobre em biofluidos ou no tecido

cerebral?

4.2 REGISTRO E PROTOCOLO

O protocolo da revisdo sistematica foi incluido no Registro Prospectivo
Internacional de Revisbes Sistematicas (PROSPERO) sob o protocolo numero
CRD42021268819. Esta revisao foi realizada de acordo com os itens sugeridos pelo
PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analysis)
(PAGE et al., 2021).

4.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO E INCLUSAO

4.3.1 Estudos sobre alteragées nas concentragcées do cobre em biofluidos ou

tecidos post-mortem de individuos com DA ou DP

Os critérios de inclusédo dos artigos nesta revisao sistematica foram:

o Artigos originais publicados em inglés entre os anos de 2011 a 2020;

o Publicagdes que analisaram as concentracbes de cobre no sangue,
urina, liquido cefalorraquidiano e tecidos post-mortem de individuos com diagnéstico
de DA e DP.

Ainda, para a inclusdo dos artigos nesta revisao, os controles utilizados pelos
pesquisadores deveriam ser idosos que nao apresentavam doencgas
neurodegenerativas.

Em relagdo aos critérios de exclusao, foram excluidos os artigos com as
seqguintes caracteristicas:

1) Meta-analises, revisdes, resumos, hipoteses e pontos de vista;

2) Estudos em individuos com outras doengas neurodegenerativas;

3) Estudos em individuos com outros disturbios metabdlicos do cobre;



38

4) Estudos em individuos com a DA ou com DP onde os niveis de cobre n&o
foram mensurados;
5) Estudos em seres humanos expostos ao excesso de cobre através da dieta

Ou por exposicao ocupacional.

4.3.2 Estudos que relacionam o excesso de cobre com a DA e com a DP em

modelos experimentais in vivo

Os critérios de inclusédo utilizados estéo listados abaixo:

o Artigos originais publicados em inglés entre os anos de 2011 a 2020;

o Estudos sobre os efeitos do aumento das concentragcées de cobre em
ratos, camundongos ou coelhos e que relacionam o excesso deste metal com a DA
ou com a DP;

o Estudos que analisaram as concentracbes de cobre em modelos
experimentais de DA e DP (ratos, camundongos ou coelhos).

Além disso, para a inclusdo das publicagdes nesta revisdo, os controles
utilizados pelos pesquisadores deveriam ser animais ndo expostos ao cobre. No
caso dos artigos que analisaram as concentragbes de cobre em modelos
experimentais que mimetizam as doencas, foram incluidos os que comparavam os
niveis do metal nestes animais com animais considerados controles destes modelos.

Ja os critérios de exclusio pré-estabelecidos foram:

1) Meta-analises, revisdes, resumos, hipoteses e pontos de vista;

2) Estudos in vitro, ex vivo e in silico;

3) Estudos de avaliagao dos efeitos de nanoparticulas de cobre;

4) Estudos que analisaram os efeitos de quelantes de cobre ou de uma dieta
deficiente em cobre em modelos experimentais;

5) Estudos que utilizaram outras espécies diferentes de ratos, camundongos
ou coelhos;

6) Estudos que nao relacionam um aumento de cobre em modelos

experimentais (ratos, camundongos ou coelhos) com a DA ou com a DP.

4.4 ESTRATEGIAS DE BUSCA
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O inicio das buscas nas bases de dados ocorreu no primeiro semestre de
2021 e foi finalizada no segundo semestre do mesmo ano. As buscas foram
realizadas nas bases de dados PubMed (MEDLINE), Embase, LILACS (Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude) e SciELO (Scientific Electronic
Library Online). Utilizou-se uma estratégia de busca que foi adaptada a cada banco
de dados (Quadro 1). Foram selecionados artigos na lingua inglesa, que foram
publicados entre os anos de 2011 a 2020.

As palavras-chaves utilizadas nas buscas foram “copper” AND “Parkinson” e
“‘copper” AND “Alzheimer”. O operador booleano “AND” foi utilizado para que
somente os artigos que relacionem os dois termos fossem encontrados pelas bases
de dados. A busca foi realizada por dois revisores (F.S.G. e V.G.), de forma

independente.

Quadro 1- Protocolos de busca para as bases de dados pesquisadas

Banco de dados Palavras chaves Filtros
PubMed (MEDLINE) “copper” AND | - Artigos em inglés
“Parkinson” e “copper” |- Artigos publicados
AND “Alzheimer” entre os anos de 2011
até 2020
Embase “copper” AND | - Artigos em inglés
‘Parkinson” e “copper” |- Artigos publicados
AND “Alzheimer” entre os anos de 2011
até 2020

- Fonte: Embase

- Artigos e artigos em

progresso
LILACS “copper” AND
“‘Parkinson” e “copper” | Ndao foram utilizados
AND “Alzheimer” filtros
SciELO “‘copper” AND | - Todas as colecbes
‘Parkinson” e “copper” |- Todas as areas
AND “Alzheimer” tematicas

Fonte: elaborado pela autora
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4.5 SELEGCAO DOS ARTIGOS E EXTRACAO DOS DADOS

Apos as buscas nas bases de dados primeiramente foram identificadas as
duplicatas, as quais foram removidas manualmente pelos autores. A sele¢cao dos
artigos incluidos ocorreu por dois revisores independentes (F.S.G. e V.G.),
realizando a leitura de titulos e dos resumos. Quando havia alguma duvida se a
publicagdo cumpria os critérios de inclusao pré-estabelecidos, foi realizada a leitura
do texto completo. Os titulos dos artigos foram inseridos em planilhas do software
Microsoft Office Excel 2010, a fim de separar os artigos que cumpriam os critérios de
inclusdo e os que nao cumpriam estes critérios (artigos excluidos), para posterior
leitura completa dos textos para extracdo dos dados. Nos casos em que nao havia
concordancia entre os revisores, uma reunido por videoconferéncia foi agendada
para debate, e se ndo fosse possivel entrar em concordancia um terceiro revisor
seria acionado. Todos os artigos foram debatidos seguindo os critérios de exclusao
e inclusao ja estabelecidos.

Apos, foi realizada a leitura completa dos artigos e os dados destes foram
extraidos a partir do texto, tabelas e/ou graficos. A tabulagdo destes dados foi feita
utilizando o software Microsoft Word 2010. No caso de impedimento de acesso ao
texto completo, os autores foram contatados uma vez ao més, durante trés vezes.

As informacgdes coletadas das publicagdes foram diferentes dependendo se o
estudo foi realizado em modelos experimentais ou em individuos diagnosticados
com a DA e DP, como segue abaixo:

a) Estudos em humanos: para andlise dos dados dos niveis de cobre em
individuos diagnosticados com a DA e DP vs controles.

- Dados extraidos: titulo; autores; ano da publicacdo; pais onde ocorreu o
estudo; amostra coletada para a mensuracdo das concentracbes de cobre
(biofluidos ou tecidos post-mortem) e metodologia; numero de individuos
participantes da pesquisa; concentracbes medias de cobre nos participantes
diagnosticados com as doencgas e em individuos saudaveis; e as conclusdes dos
autores.

b) Estudos em modelos experimentais: para andlise dos 1) dados dos efeitos

da exposicdo a altas concentragcdes de cobre vs controles e sua relagdo com as
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doencgas de Alzheimer ou de Parkinson; 2) dados dos niveis de cobre em modelos
experimentais da doenga de Alzheimer ou de Parkinson vs controles.

- Dados extraidos:

1) Titulo; autores; ano da publicagdo; pais onde ocorreu o estudo; espécie
utilizada; tecido analisado; concentragcdes de cobre usadas para simular o excesso
de cobre; modo e duracao dos tratamentos; resultados e a conclusdo dos autores.

2) Titulo; autores; ano da publicagao; pais onde ocorreu o estudo; espécie
utilizada; informagdes sobre 0 modelo experimental usado para mimetizar a doenga
de Alzheimer ou de Parkinson; metodologia utilizada para medir cobre e
concentracdes médias de cobre no modelo experimental da doenga e em animais do

grupo controle.

4.6 AVALIACAO DE QUALIDADE DOS ESTUDOS

Os revisores fizeram uma avaliagdo independente do risco de viés dos
estudos em humanos que foram incluidos na revisdo, usando a escala de
Newcastle-Ottawa (Anexo A). Esta escala consiste em uma pontuagao que varia de
zero a nove estrelas. As maiores pontuacgdes indicam estudos de alta qualidade e a
baixa pontuacdo indica estudos de baixa qualidade metodologica. Ja para os
estudos que relacionam o excesso de cobre com a DA ou com a DP em modelos
experimentais, ou para os estudos que analisaram os niveis de cobre em modelos
animais que mimetizam estas doencgas, os revisores avaliaram a qualidade das

publicagdes através do Nature Reporting Checklist (Anexo B).

5 RESULTADOS

5.1 DOENCA DE ALZHEIMER

Referente a DA, um total de 978 artigos foram encontrados na base de dados
PubMed (MEDLINE), 187 na Embase, 12 artigos na base LILACS e trés artigos no
SciELO, totalizando 1.180 artigos que foram inicialmente identificados. Com a
remocgao das duplicatas e através da leitura dos titulos e resumos foram excluidos
1.117 artigos (917 no PubMed (MEDLINE), 185 na Embase, 12 na LILACS e trés no

SciELO) por né&o cumprirem os critérios de inclusdo pré-estabelecidos,
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permanecendo 63 artigos para analise. Porém, n&o foi possivel fazer a leitura
completa de dois artigos, pois estes ndo estavam disponiveis e o autor ndo nos
enviou o manuscrito, sendo estes excluidos, totalizando 61 artigos incluidos (os dois
excluidos foram da base PubMed). Apds a leitura do texto completo, foram ainda
excluidos oito artigos. Sete destes n&o comparavam os niveis de cobre em
individuos com DA em relagdo as concentragdes do metal em idosos sem doencas
neurodegenerativas, € um ndo comparava as concentracdes de cobre em modelos
experimentais da doenga com animais considerados controles, mas sim com o
encontrado em placas amiloides de humanos. Desta forma, ao final 53 artigos

cumpriam os critérios de inclusdo pré-estabelecidos (Figura 5).

Figura 5 - Fluxograma indicando as diferentes fases de selec&do dos estudos
relacionados a DA

Cobre e Doenga de
Alzheimer

Registros recuperados em 4 bases de dados

-] PubMed (MEDLINE) (n = 978) - -

& Eimbusen=187) Registros duplicados entre

e e S SO bases de dados

= LILACS (n = 12) = e e

g SCIELO (n = 3) 8

— Total de registros (n = 1.180 publicacdes)

el Registros avaliados por leitura de titulos e Registros excluidos durantj

@ e resumos e a 1° fase de selecdo

& n = 1.175 artigos J n=1.117 artigos
Registros excluidos durante a 27 fase de
selegdo
- Excluido devido a ndo ter acesso completo (n =

e 2

S Artigos avaliados por leitura dos textos completos - Autores ndo compararam os niveis de cobre em

éc% """"" (n=63 [Tt pacientes em relacdo aos controles (n=7)

= - Ndo comparava as concentracdes de cobre em

modelos experimentais da doenca com animais
controles (n=1)

Total de artigos excluidos (n = 10)

Inclusdo

Fonte: elaborado pela autora em https://miro.com/app/dashboard/ (2022).

Os estudos foram realizados em 15 paises diferentes (Figura 6) (um no Brasil,

um na Coréia, sete na Italia, um no Egito, oito na China, dois na Turquia, dois na
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Espanha, trés na India, trés na Australia, um no Japao, dois na Franga, trés no
Reino Unido, dois na Nova Zeldndia e Reino Unido, onze nos Estados Unidos da
Ameérica, um na Polbnia, um na Inglaterra e Nova Zelandia, dois na Argentina e um

no Ira).



44

Figura 6 - Paises onde os estudos foram realizados

W L L > ) :
Wy 50 L=
s 18 S
K [ DA/ pacientes I T
- - DA / modelos experimentais 20 @

DP / modelos experimentais
I P / vacientes

Doenca de Alzheimer: estudos em participantes onde foram observados aumento nas concentragdes
de cobre em comparagao aos idosos nao diagnosticados com doengas neurodegenerativas - nimero
1 ao 14 (em azul):

1) VAZ et al., 2017 2) PARK; LEE; PARK., 2014 3) ROZZINI et al., 2018 4) SQUITTI, R et al., 2013 5)
SQUITTI et al., 2017 6) SQUITTI et al., 2013 7) SIOTTO et al., 2016 8) ALSADANY et al., 2012 9)
KOC et al., 2015 10) SINGH et al., 2014 11) TALWAR et al., 2017 12) GONZALEZ-DOMINGUEZ;
GARCIA-BARRERA; GOMEZ-ARIZA., 2014 13) JAMES et al., 2012 14) PU et al., 2017.

- Doenga de Alzheimer: estudos em participantes onde foram observados diminuicdo nas
concentracbes de cobre em comparacdo aos idosos ndo diagnosticados com doencas
neurodegenerativas - numero 15 ao 25 (em azul):

15) MOYNIER et al., 2020 16) GRAHAM et al., 2014 17) ASHRAF et al., 2019 18) XU et al., 2017 19)
XU et al., 2016 20) SCHOLEFIELD et al., 2020 21) SCHRAG et al., 2011 22) SHERE et al., 2018 23)
AKATSU et al., 2012 24) REMBACH et al., 2013 25) NOWICKA et al., 2011.

- Doencga de Alzheimer: estudos em participantes onde os autores ndo observaram diferengas nas
concentragcbes de cobre em comparagdo aos idosos nao diagnosticados com doengas
neurodegenerativas -nimero 26 ao 32 e 52 (em azul):

26) GIACCONI et al., 2019 27) PAGLIA et al., 2016 28) REMBACH et al., 2013 29) GONZALEZ-
DOMINGUEZ; GARCIA-BARRERA; GOMEZ-ARIZA., 2014 30) MCINTOSH et al., 2012 31)
MUELLER et al., 2012 32) SZABO et al., 2016 33) XU et al., 2017 52) ARSLAN et al., 2016.

- Doencga de Alzheimer: estudos in vivo com animais expostos ao excesso de cobre — nimero 34 ao
47 e 53 (em vermelho):

34) CHEN et al., 2019 35) YAO et al., 2018 36) YU et al., 2018 37) YU et al., 2015 38) MAO et al.,
2012 39) TAN et al., 2019 40) HSU et al., 2019 41) LIM et al., 2020 42) DECI et al., 2013 43) LUNG et
al., 2013 44) SINGH et al., 2013 45) PILOZZI et al., 2020 46) BEHZADFAR et al., 2017 47) ARNAL et
al, 2013 53) ARNAL et al., 2013.

- Doenga de Alzheimer: estudos em modelos experimentais que mimetizam a doengca em que os
autores mensuraram as concentragoes de cobre — nimero 48 ao 51 (em vermelho):

48) MOYNIER et al., 2019 49) LESKOVJAN et al., 2011 50) XU et al., 2016 51) MA et al., 2011.

- Doenga de Parkinson: estudos em participantes onde foram observados aumento nas
concentracbes de cobre em comparagdo aos idosos nao diagnosticados com doencgas
neurodegenerativas - nimero 60 ao 62 (em amarelo):

60) FUKUSHIMA et al., 2011 61) FATTAH et al., 2020 62) KUMUDINI et al., 2014.

- Doenga de Parkinson: estudos em participantes onde foram observados diminuicdo nas
concentracbes de cobre em comparagdo aos idosos nao diagnosticados com doengas
neurodegenerativas - nimero 63 ao 74 (em amarelo):

63) GENOUD et al., 2017 64) DAVIES et al., 2014 65) GANGANIA et al., 2016 66) SANYAL et al.,
2019 67) KARPENKO et al., 2017 68) ILYECHOVA et al., 2018 69) GARDNER et al., 2017 70)
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JOPPE et al., 2020 71) SAMIA et al., 2013 72) ZHAO et al., 2013 73) FUKUSHIMA et al., 2013 74)
KIM et al., 2018.

- Doencga de Parkinson: estudos em participantes onde nio viram diferenca nas concentragdes de
cobre em comparagao aos idosos nao diagnosticados com doengas neurodegenerativas — numero 75
ao 80 (em amarelo):

75) AJSUVAKOVA et al., 2020 76) MARIANI et al., 2015 77) MARIANI et al., 2013 78) SCHIRINZI et
al., 2016 79) WILLKOMMEN et al., 2017 80) LING; BHIDAYASIRI., 2011.

- Doenga de Parkinson: estudos em modelos experimentais expostos ao excesso de cobre — numero
54 e 55 (em verde):

54) ROJAS et al., 2012 55) CARMONA et al., 2019.

Doenga de Alzheimer: estudos em modelos experimentais expostos ao excesso de cobre - nimeros
56 ao 59 (em verde):

56) CRUCES-SANDE et al., 2019 57) ABBAOUI; GAMRANI., 2018 58) ABBAOUI; HIBA; GAMRANI.,
2017 59) ABBAOUI et al., 2017.

Fonte: elaborado pela autora Microsoft PowerPoint 2010.

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados obtidos pelos autores que
analisaram as concentracdes de cobre em individuos com a DA. Observa-se que 14
artigos verificaram aumento nas concentragcdes de cobre, 11 artigos observaram
diminuicdo e nove nao observaram diferengas nas concentragdes do metal. Destes,
dois artigos mediram as concentragdes do metal no sangue e dois em eritrocitos
isolados, sete no plasma, 16 no soro, um em cabelo, nove no tecido cerebral post-
mortem, um no liquido cefalorraquidiano e um na urina. Em quatro estudos a analise
foi realizada em mais de um tipo de amostra, dessa maneira houve replicacdo da

mesma publicagao.

Tabela 1 — Valores de cobre em participantes com doencga de Alzheimer em
comparagao com controles

Amostra Autores N° de individuos
Sangue SINGH et al., 100 DA
2014 100 controles
Aumento das
Sangue (as
concentragoes analises foram
d br feitas em VAZ et al., 2017 32 DA
€ cobre eritrocitos 32 controles
isolados)
Soro e cabelo KOC, E.R et al., 45 DA
2015 23 controles
Soro SQUITTI et al., 93 DA
2013a 48 controles
Soro SQUITTI et al., 399 DA

2013b 303 controles
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GONZALEZ-
DOMINGUEZ,
Soro GARCIA- 25 DA
BARRERA, 25 controles
GOMEZ-ARIZA,
2014b
Soro PARK, LEE, 89 DA
PARK., 2014 118 controles
Soro SIOTTO et al., 84 DA
2016 58 controles
Soro PU et al., 2017 125 DA
40 controles
Soro SQUITTI et al., 89 DA
2017 147 controles
Soro TALWAR et al., 108 DA
2017 159 controles
44 deméncia
devido a DA
36
comprometimento
Soro ROZZINI et al., cognitivo leve
2018 devido a DA
28 controles
Plasma ALSADANY et al., 25 DA
2012 25 controles
Tecido cerebral
post-mortem 15 DA
(lobo frontal e JAMES etal, 15 controles
2012
temporal, e
cerebelo)
30 DA (cérebro
T post-mortem)*
Diminuicao das 27 controles
concentragoes (cérebro post-
Eritrécitos REMBACH et al., mortem)
de cobre

2013b

40 DA (eritrocitos)
40 controles
(eritrocitos)




Soro

Plasma

Plasma

Plasma e tecido
cerebral post-
mortem
(giro cingulado)

Tecido cerebral
post-mortem
(giro do lobo

temporal)

Tecido cerebral
post-mortem
(hipocampo e

amigdala)

Tecido cerebral
post-mortem
(neocortex)

Tecido cerebral
post-mortem
(hipocampo,

cortex cerebral,
cerebelo, giro

temporal médio e

giro cingulado)

Tecido cerebral
post-mortem
(hipocampo,

SHERE et al.,
2018

NOWICKA et al.,

2011

ASHRAF et al.,
2019

SCHOLEFIELD et

al., 2020

SCHRAG et al.,
2011

AKATSU et
al., 2012

GRAHAM et al.,
2014

XU et al., 2016

XU et al., 2017

44 DA
52 controles

20 DA
18 controles

44 DA
44 controles

9 DA
9 controles

8 DA sem
evidéncias de
CAA (angiopatia
amildide cerebral)
8 DA com CAA
grave
6 controles

15 DA
(hipocampo)
12 controles
(hipocampo)

18 DA (amigdala)
16 controles
(amigdala)

14 DA moderada
28 DA grave
26 controles

9 DA
9 controles

9 DA
13 controles

47
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cortex cerebral,
cerebelo, giro
temporal médio e
giro cingulado)

Tecido cerebral
post-mortem

MOYNIER et al.,

10 DA

(regiao preé- 2020 10 controles
frontal)
Sangue, plasmae  MCINTOSH et 19 DA
N3o ha urina a.l 2012 24 controles
diferengas nas Soro MUELLER et al., 14 DA
- 2012 19 controles
concentracoes
de cobre entre Soro REMBACH et al., 211 DA
. 4 s 2013a 768 controles
individuos com
DA e controles GONZALEZ-
DOMING,UEZ;
Soro GARCIA- 30 DA
’BARRERA; 30 controles
GOMEZ-ARIZA.,
2014a
Soro ARSLAN et al., 24 DA
2016 15 controles
Soro XU et al., 2018 42 DA
43 controles
Plasma PAGLIA et 34 DA
al., 2016 40 controles
Plasma GIACCONI et al., 95 DA
2019 84 controles
Tecido cerebral
post-mortem SZABO et al., 14 DA
(cortex frontal) e 2016 15 controles

liquido
cefalorraquidiano

*Somente nestes pacientes houve diferengas em relagao aos controles

CCA: angiopatia amil6ide cerebral; DA: Doenca de Alzheimer.

Fonte: elaborado pela autora
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Na Tabela 2 sdo observados os resultados encontrados pelos autores em 15
artigos que relacionaram o excesso de cobre com a doencga, utilizando modelos
experimentais. Ainda, um artigo, apesar de incluido nesta revisdo (SCHREURS;
SMITH-BELL; LEMIEUX, 2013), ndo consta na tabela pois os autores nao
observaram diferengcas nos parametros analisados nos animais expostos ao cobre
em relagdo ao grupo controle. Destes, quatro publicagdes analisaram os efeitos do
excesso de cobre no cérebro (de forma geral), nove no hipocampo, cinco no coértex
cerebral, um no estriado e um isolou microglias apos exposi¢gao dos animais ao
cobre, para analisar os efeitos do metal neste tipo celular especifico. Em quatro
estudos foram usadas diferentes regides para a analise dos resultados, assim houve

replicagdo da mesma publicagéao.

Tabela 2 - Principais caracteristicas da relagao entre exposi¢céo ao cobre e doenca
de Alzheimer em animais

Autores Modelo Amostra Resultados
Experimental
Microglia
Camundongos isolada do Neuroinflamagéo e
C57BL/6 J (WT) e cérebro fendtipo
LIM et al., 2020 J20 (transgénicos) degenerativo da
machos e fémeas  Hipocampo e microglia
expostos a 1,3 cortex cerebral
ppm de CuCl; na l Funcgdes cognitivas
agua de beber por (WT-Cu vs WT and
3-5 meses J20-Cu vs WT)
Camundongos
transgénicos
APP/PS1 fémeas TNeuroianamagéo
PILOZZI et al., expostos a dose Estriado
2020 diaria de 300 mg TAB e APP
Cu/Kg por 24 dias
na alimentagao
Camundongos l Numero de copias
B6129SF2/J (WT) do DNA
e triplo mitocondrial,
CHEN et al., transgénicos para Hipocampo biogénese e fusao
2019 AD (3xTg-AD) mitocondrial
expostos a 0,13
ppm de CuCl; na T Fissdo mitocondrial
agua de beber por
2 meses

lFungéo mitocondrial




T Estresse oxidativo
(WT-Cu vs WT)

Proteinas de
plasticidade
sinaptica
(WT-CuvsWTe
3xTg-AD-Cu vs
3xTg-AD)

T Degeneracao
axonal
(83xTg-AD-Cu vs
3xTg-AD)

Alteracdes do perfil
fosfoprotedmico
(WT-Cu e 3xTg-AD-
Cu)

Alteracdes na
expressao de
proteinas
associadas a
mitocdndrias (WT-
Cu) e na expressao
de proteinas
associadas a
sinapses
(3xTg-AD-Cu)

TAB
Camundongos (cerebrovasculatura
C57BL/6J (WT) ou do cértex, J20-Cu vs
J20 (transgénicos) J20)
machos e fémeas Cortex
HSU et al., expostos a 1,3 cerebral i LRP1 (envolvido na
2019 ppm de CuCl; na depuracgao de AB)
agua de beber por
9 meses T Neuroinflamacéao

lFungéeS cognitivas
(WT-Cu vs WT)

lFung()es cognitivas
Camundongos
TAN et al., 2019 Kunming machos Hipocampo TDano dentritico
expostos a CuCl,
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(0,1,0,250u 0,5

T Neuroinflamagéo

nmol) no
hipocampo
T Estresse oxidativo
l Fungbes cognitivas
Tag
Camundongos
machos triplo l Funcao

transgénicos para

mitocondrial e

YU et al., 2018 AD (3xTg-AD) Hipocampo proteinas sinapticas
expostos a 0,13
ppm de CuCl; na T Estresse oxidativo
agua de beber por e apoptose
2 ou 12 meses
(para teste Alteracdes no
comportamental) proteoma
mitocondrial e
nuclear
Camundongos
Tg2567 machos T Neurdnios
expostos a imunorreativos para
YAO et al., 0,1mg/L de Cérebro AB
2018 CuSOq4 na agua (Colesterol-Cu vs
de beber Colesterol)
Ratos Wistar (WT) l Funcdes
machos e ratos cognitivas
injetados com A
BEHZADFAR et (intrahipocampal) Hipocampo TEstresse oxidativo e
al., 2017 expostos a CuSOq4 dano mitocondrial
(50, 100 e 200
mg. kg ™. dia) na l Fungao mitocondrial
agua de beber por (WT-Cu vs WT,
21 dias AB-Cu vs WT e AB-
Cu vs AB)
Camundongos
triplo transgénicos l Funcgdes cognitivas
para AD (3xTg-
YU et al., 2015 AD) expostos a Hipocampo

250 ppm de

l CPLX-1/2
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CuSOq4 na agua
de beber por 6

Alteracbes na
expressao de

meses proteinas
TEstresse oxidativo
Ratos Wistar
ARNAL et al., machos expostos TAB
2013a a 3 mg/L de Cortex cerebral
CuSOq4 na agua e hipocampo TNeuroianamagéo
de beber por 8 (WT-CuvsWTe
semanas WT-Cho-Cu vs WT-
Cho)
Ratos Wistar TEstresse oxidativo
ARNAL et al., machos expostos  Coértex cerebral
2013b a 3 mg/L de e hipocampo AB no cértex
CuSO4 na agua de cerebral
beber por 2 meses (WT-CuvsWTe
WT-Cu-Cho vs WT-
Cho)
Coelhos brancos
machos da Nova
DECl et al., Zelandia expostos Cérebro TCéIuIas AB
2012 a 0,24 ppm de imunopositivas no
CuSOq4 na agua cortex
de beber por 10
semanas
Camundongos
B/6C3F1 machos TLigagéo de AP-1
LUNG et al., expostos a 0,5 Cérebro ao DNA
2013 ppm de CuSO4 na
agua de beber por
3 meses
AP (cérebro, WT-Cu
Camundongos vs WT; cortex e
C57BL6 (WT) e hipocampo, APP
camundongos sw/0 - Cu vs APP
SINGH et al., APP sw/0 sw/0)
2013 expostos a 0,13 Cérebro

mg/L de CuSOy4
na agua de beber
por 90 dias

LRP1 (envolvido na
depuracgao de AB)
(capilares cerebrais;
WT-Cuvs WTe
APP sw/0-Cuvs
APP sw/0)

T Estresse oxidativo
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(cortex cerebral;
WT-Cuvs WT e
APP sw/0-Cuvs
APP sw/0)

T Neuroinflamacéao

l Funcdes cognitivas
(APP sw/0 - Cu vs

APP sw/0)
Ratos Sprague-
Dawley com
MAO et al., oclusdo da artéria  Cortex cerebral TAB e de proteinas
2012 carétida (2VO) e hipocampo relacionadas com a
expostos a 250 producao de AP

ppm de CuCl; na
agua de beber por
3 meses

DA: Doenga de Alzheimer; LRP1: proteina 1 relacionada ao receptor de lipoproteina de baixa
densidade; BBB: barreira hematoencefalica; AB: beta amildide; CuSQO,: sulfato de cobre; CuCl,:
cloreto de cobre; PPM: partes por milhdo; AP-1: proteina ativadora-1; CPLX-1/2: Complexina; APP:
proteina precursora amiloide; WT: do inglés wild type (selvagem); WT-Cu: animais WT expostos ao
cobre; WT-Cho: animais WT alimentados com uma dieta hipercolesterolémica; WT-Cu-Cho: animais
WT expostos ao cobre e alimentados com uma dieta hipercolesterolémica; mg: miligramas; Cu/Kg:
cobre por kg.

Fonte: elaborado pela autora

Na Tabela 3 observa-se que quatro artigos mediram as concentragdes de
cobre em modelos que mimetizam a DA, os quais ndo encontraram diferencas em
relacdo aos controles. Em uma publicagdo, os autores mensuraram as
concentragdes de cobre no soro € no cérebro de camundongos APPgy./PSEN1dE9
(ou APP/PS1) machos e fémeas. Neste modelo, os animais duplo trangénicos co-
expressam uma APP quimérica de camundongo/humano com a mutacdo sueca
(APPswe) € 0 gene da presenilina-1 (PS1) humana com a variante de delegdo do
exon 9 (PSEN1dE9), ambos os quais causam DA familiar de inicio precoce (FINNIE
et al., 2017). Em outra publicagdo, os autores mediram as concentragdes de cobre
no cortex cerebral e no hipocampo no mesmo modelo experimental, mas somente
utilizaram fémeas no estudo. Um artigo utilizou camundongos triplo transgénico
(3xTgAD) machos, e as mensuragdes foram realizadas no cérebro. Neste modelo,
0s animais possuem a mutagcdo APPs,. humana, uma mutagdo no gene da PS1
(PS1m146v) € @inda uma mutagcdo no gene que codifica para uma proteina tau que

tende a se agregar (taupzoi) (ODDO et al., 2003). Por fim, um artigo foi realizado
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com camundongos SAMP8 machos, onde os niveis de cobre foram medidos no
hipocampo. Esses camundongos possuem uma senescéncia acelerada espontanea
e sao usados como modelo de DA por desenvolver precocemente déficits de
aprendizado e memoria, junto com outras caracteristicas da DA. Esses
camundongos exibem um aumento relacionado a idade em A, fosforilagdo da tau e

estresse oxidativo (BUTTERFIELD; POON, 2005, FARR et al., 2019).

Tabela 3 — Valores de cobre em modelos animais de doengas de Alzheimer

Autores Modelo Amostra Resultados
experimental
Controles:
Camundongos
MOYNIER et al., C57BL/6 C3H Nao ha diferenca
2019 Soro e cérebro  nas concentragoes
Modelo DA: de cobre entre o
camundongos modelo de DA e os
APP,./PSEN1dE9 controles
machos e fémeas
Controles:
Camundongos
129/C57BL6 Nao ha diferenca
XU et al., 2016 machos Cérebro nas concentracoes
de cobre entre o
Modelo AD: modelo DA e os
camundongos controles
3xTgAD machos
Controles:
Camundongos
B6C3F1/J fémeas Nao ha diferenca
LESKOVJAN et Cortex nas concentracoes
al., 2011 Modelo DA: cerebral e de cobre entre o
Camundongos Hipocampo modelo de DA e os
camundongos controles
APP4w./PSEN1dE9
fémeas
Controles:
Camundongos N&o ha diferenga
SAMR1 machos nas concentracoes
MA et al., 2011 Hipocampo de cobre entre os
Modelo AD: camundongos
camundongos SAMR1 e SAMP8

SAMP8 machos

DA: doenca de Alzheimer
Fonte: elaborado pela autora



95

5.2 DOENCA DE PARKINSON

Utilizando os critérios de busca pré-definidos, 348 artigos foram encontrados
na base de dados PubMed (MEDLINE), 77 na Embase, 12 na LILACS e 1 resultado
foi encontrado na base de dados SciELO, totalizando 438 publicagdes. Apds a
remogao das duplicatas, foi realizada a leitura dos titulos e resumos, e foram
excluidos 407 artigos (319 no PubMed (MEDLINE), 75 na Embase, 12 no LILACS e
um no SciELO), permanecendo 31 artigos que cumpriam os critérios de inclusao.
Ainda, um artigo do PubMed foi excluido devido a ndo termos conseguido o texto
completo com o autor. Com isso, 30 artigos foram incluidos para analise. Apos a
leitura do texto completo, foram ainda excluidos trés artigos, pois os autores nao
compararam o0s niveis de cobre em participantes com DP em relacdo as
concentragbes do metal em idosos sem doengas neurodegenerativas. Desta forma,

ao final 27 artigos cumpriam os critérios de inclusao pré-estabelecidos (Figura 7).
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Figura 7- Fluxograma indicando as diferentes fases de sele¢ao dos estudos
relacionados a DP
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Fonte: elaborado pela autora em https://miro.com/app/dashboard/ (2022).

Observou-se que os estudos foram realizados em 16 paises diferentes
(Figura 5) (dois na China, um no Ir4, trés na india, dois na Australia, trés na Russia,
um na Nova Zelandia, dois na Alemanha, um na Tunisia, um no Jap&o, um na
Coréia do Sul, trés na Italia, um na Tailandia, um na Espanha, trés no Marrocos, um
no México e um na Franca).

Na Tabela 4, sao apresentados os resultados obtidos pelos autores que
analisaram as concentracdes de cobre em individuos com a DP. Observa-se que
trés dos artigos incluidos observaram aumento nas concentracées de cobre, 12
observam diminuicado e seis ndo observaram diferengas nas concentracbes do metal
entre os participantes acometidos pela DP e individuos considerados controles.
Destes, um artigo mensurou as concentragdes do metal no sangue, trés na urina, 12

no soro, trés no plasma, quatro no tecido cerebral post-mortem, um no cabelo e um



no liquido cefalorraquidiano

o7

(em trés estudos os autores mensuraram as

concentracdes de cobre em mais de uma amostra, desta maneira houve replicagcéo

da mesma publicagao).

Tabela 4 — Valores de cobre em participantes com doenga de Parkinson
comparados aos controles

Amostra

Autores

N° de individuos

Aumento das

Sangue e urina*

FUKUSHIMA et

71 DP

concentragoes al., 2011 71 controles
de cobre
Soro FATTAH et al., 110 DP
2020 110 controles
Plasma KUMUDINI et al., 150 DP
2014 170 controles
Soro e urina FUKUSHIMA et 52 DP sem
Diminuicio das al., 2013 depressao
¢ 19 DP com
concentragoes depressao**
70 controles
de cobre
Soro SAMIA et al., 48 DP
2013 36 controles
Soro GANGANIA et al., 35 DP
2016 33 controles
Soro KARPENKO et 50 DP
al., 2017 50 controles
Soro ILYECHOVA et 50 DP
al., 2018 50 controles
Soro KIM et al., 2018 325 DP
304 controles
Soro SANYAL et al., 214 DP

2019

213 controles
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Plasma

Tecido cerebral
post-mortem
(substancia
negra, locus
coeruleus e
cortex)

ZHAO et al., 2013

DAVIES et al.,
2014

238 DP
302 controles

10 DP
10 controles

Tecido cerebral GARDNER et al., 9 DP
post-mortem 2017 8 controles
(bulbo olfatério e
tecido do trato)
Tecido cerebral GENOUD et al., 13 DP
post-mortem 2017 11 controles
(substancia
negra, giro
fusiforme e cortex
occipital)
Tecido cerebral JOPPE et al., 5 DP
post-mortem 2020 4 controles
(mesencéfalo)
Soro, urina e AJSUVAKOVA et 13 DP
N3o ha cabelo al., 2020 14 controles
diferengas nas Soro LING; 41 DP
o BHIDAYASIRI, 26 controles
concentragoes 2011
de cobre entre
individuos com Soro MARIANI et al., 22 DP
2013 49 controles
DP e controles
Soro MARIANI et al., 92 DP
2015 112 controles
Plasma SCHIRINZI et al., 35 DP
2016 65 controles
Liquido WILLKOMMEN et 33 DP

cefalorraquidiano

al., 2017

101 controles

* Somente na urina foi observada uma elevagao dos niveis de cobre. No soro ndo foram observadas

alteragdes

** Somente nestes participantes houve diferengas em relagéo aos controles

Fonte: elaborado pela autora
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Quanto as publicacbdes que utilizaram animais, os resultados obtidos podem
ser observados na Tabela 5 e na Tabela 6. Quatro artigos avaliaram os efeitos do
excesso de cobre em modelos experimentais, ja dois artigos mediram as
concentragcdes de cobre em modelos que mimetizam a DP. Nos animais expostos a
altas concentragdes de cobre, cinco analisaram os efeitos do excesso do metal no
estriado, cinco na substancia negra, um no cértex pré-frontal, trés na area tegmental
ventral e um no feixe prosencefalico medial (as analises foram realizadas em

diferentes regides, dessa maneira houve replicagao das mesmas publicagdes).

Tabela 5 - Principais caracteristicas da relagao entre exposicéo ao cobre e doenca
de Parkinson

Autores Modelo Amostra Resultados
experimental

Ratos Sprague-
Dawley machos Estriado,

expostos ao substancia TEstresse oxidativo
CuCl; (2 mg negra e cortex
Cu?'/Kg), i.p., por frontal
30 dias
CRUCES- Imunorreatividade
SANDE et al., Administragao para TH (6-OHDA e
2019 intraestriatal de 6-OHDA + CuCl, vs
6-OHDA em ratos Estriado e controles)
Sprague-Dawley substancia
machos seguido negra TEstresse oxidativo
da administracao (CuCl,, 6-OHDA e 6-
unica de 0,88 mg OHDA + CuCl; vs
de CuCl; controles)
Ratos Wistar
ABBAOUI; machos expostos Estriado, lAtividade locomotora
GAMRANI., ao acetato de substancia
2018 cobre na dose de  negra e area
0,125% na agua tegmental l Imunorreatividade
de beber por 6 ventral para TH e GFAP
semanas
ABBAOUI; Ratos Wistar Estriado, l Atividade locomotora
HIBA; machos expostos substancia
GAMRANI., ao acetato de negra, feixe
2017 cobre 10mg/Kg, prosencefalico Imunorreatividade
i.p., por 3 dias medial e area para TH
tegmental

ventral
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Ratos Wistar Estriado,
ABBAOUI et machos expostos substancia lAtividade locomotora
al., 2017 ao acetato de negra e area
cobre 10 mg/kg, tegmental
i.p., por 3 dias ventral Imunorreatividade

para TH

i.p: injecdo intraperitoneal; TH: tirosina hidroxilase; 6-OHDA: 6-hidroxidopamina; GFAP: proteina
acida fibrilar glial.
Fonte: elaborado pela autora

Nos estudos realizados com animais que mimetizam a DP onde os niveis de
cobre foram mensurados, um utilizou o modelo da administragdo de MPP™" (1-metil-4-
fenilpiridina) e um o modelo da administracdo de 6-OHDA (6-hidroxidopamina). O
MPP* é uma neurotoxina usada para mimetizar a DP em camundongos, pois resulta
em disfungdo mitocondrial, danos neuronais (dopaminérgicos), diminuicdo do ATP e
agregacao de a-sinucleina, o que leva a morte celular (PINGALE; GUPTA, 2020).
Ja a 6-OHDA causa degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos na regiao
nigroestrial, causando diminuicdo nos niveis de dopamina (PINGALE; GUPTA,
2020). No artigo que utilizou MPP™, o cobre foi mensurado no estriado, mesencéfalo,
cerebelo e coértex pré-frontal. Ja na publicacido onde o modelo da doencga foi induzido
pela administracao de 6-OHDA, os autores mediram as concentracdes de metal na

substancia negra e na area tegmental ventral.

Tabela 6 - Valores de cobre em modelos animais de doengas de Parkinson

Autores Modelo Amostra Resultados
experimental

Administracao de Substancia Nao ha diferencas nas

CARMONA et 6-OHDAi.c.v. em negra e concentragdes de
al., 2019 ratos Wistar area tegmental cobre entre o modelo
ventral de DP e os controles
l Cobre no corpo
estriado e
mesenceéfalo no
Administragio de Estriado, modelo de DP
ROJAS etal., MPP'i.c.v.em mesencéfalo,
2012 camundongos cerebelo e Nao ha diferenga nas
Swiss machos cortex pre- concentragdes de
frontal cobre em cortex pré-

frontal e cerebelo entre
o modelo de DP e os
controles

i.c.v: intracerebroventricular; DP: Doenga de Parkinson; MPP": 1 -metil-4-fenilpiridina; 6-OHDA: 6-
hidroxidopamina.
Fonte: elaborado pela autora
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5.3 ANALISE DE QUALIDADE DOS ARTIGOS

Na tabela 7, sdo descritos os resultados que foram obtidos através da analise
dos artigos relacionados a DA pela escala de Newcastle-Ottawa. Quatro artigos
obtiveram nota maxima (9 estrelas) sendo considerados de boa qualidade
metodoldgica, juntamente com 17 artigos também considerados de boa qualidade
obtendo entre 6-8 estrelas; 13 artigos foram considerados de qualidade mediana (3-
5 estrelas) e nenhum artigo foi considerado de baixa qualidade metodolégica

(inferior a 3 estrelas).

Tabela 7 - Escala Newcastle-Ottawa para estudos em humanos, referente aos
artigos que analisaram os niveis de cobre em individuos com DA

Autores
VAZ et al., 2017 SN ok
PARK; LEE; PARK., 2014 S ok
ROZZINI et al., 2018 Fe XA e Ao Aotk
ALSADANY et al., 2012 PAQ*gAgt grgt oty

KOC et al., 2015 Yo iodedk

SQUITTI et al., 2013b Hoteoke
SQUITTI et al., 2017 Yot Yol
SINGH et al., 2014 DA QAQ* QA Sk gk g
GONZALEZ-DOMINGUEZ;
GARCIA-BARRERA; GOMEZ- Yok Yol
ARIZA., 2014b
SQUITTI et al., 2013 a LA Q* @+ a* g g
TALWAR et al., 2017 )9 giaiaigtay
JAMES et al., 2012 YooY fole ik
PU et al., 2017 A A
SIOTTO et al., 2016 YedeYede e
MOYNIER et al., 2020 et Yoo
GRAHAM et al., 2014 AR
XU et al., 2017 LA QAQ* QA QL gk A QL Qe
ASHRAF et al., 2019 F e Yok Aok ok



XU et al., 2016 AN
SCHRAG et al., 2011 L0 0 0 0 0 o
SHERE et al., 2018 Yook Yook
AKATSU et al., 2012 Yok Yook
SCHOLEFIELD et al., 2020 AN

REMBACH et al., 2013b - 0 ¢
NOWICKA et al., 2011 1A 920" 02 ¢
GIACCONI et al., 2019 YooY Yook
REMBACH et al., 2013 a FeAF Aok
GONZALEZ-DOMINGUEZ;
GARCIA-BARRERA; GOMEZ- P ek
ARIZA, 2014 a
MCINTOSH et al., 2012 Yo Yodedk
XU, J etal., 2018 FAPH ek
PAGLIA et al., 2016 Yok Yok
MUELLER et al., 2012 P ek
SZABO et al., 2016 Yo iodedk
ARSLAN et al., 2016 Yool
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Fonte: elaborado pela autora

Na Tabela 8, sdo demonstrados os resultados da qualidade dos artigos
relacionados a DP, onde 11 artigos obtiveram acima de 6 estrelas, significando que
os artigos sdo considerados de boa qualidade metodoldgica. Nove artigos obtiveram
entre 3-5 estrelas, demonstrando ter uma qualidade mediana e um artigo apresentou

uma qualidade inferior (menor que 3 estrelas).

Tabela 8 - Escala Newcastle-Ottawa para estudos em humanos, referente aos
artigos que analisaram os niveis de cobre em individuos com DP

Autores
FUKUSHIMA et al., 2011 VA QAQk O i @k @k @i g
FATTAH et al., 2020 ek
KUMUDINI et al., 2014 D @tk o* aid
GENOUD et al., 2017 Yok

GANGANIA et al., 2016 Yoo Yook
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KARPENKO et al., 2017 FA AN HNOK
ILYECHOVA et al., 2018 FXk ANk
SANYAL et al., 2019 Sl e ok
GARDNER et al., 2017 Sl Aok X
JOPPE et al., 2020 ok
SAMIA et al., 2013 FAAAANK
ZHAO et al., 2013 Sl Aok X
DAVIES et al., 2014 Yook
FUKUSHIMA et al., 2013 S ok
KIM et al., 2018 L QA Qi gttt akake
AJSUVAKOVA et al., 2020 Yook
MARIANI et al., 2015 Yook
MARIANI et al., 2013 S Aok
WILLKOMMEN et al., 2017 Yok
SCHIRINZI et al., 2016 PAQ*gAgtorgk oty
LING; BHIDAYASIRI., 2011 PAQ*gAgkorat oty

Fonte: elaborado pela autora

Nos estudos com animais e que relacionaram os efeitos do excesso de cobre
com a DA, ou ainda que mensurassem o0s niveis de cobre em modelos
experimentais da doenca, em cinco artigos o percentual de respostas "sim" as
perguntas do Nature Reporting Checklist (Anexo B) foi maior que 50%; em nove
esse percentual foi de 40-49%, e em seis publicagdes esse percentual ficou abaixo
de 40% (Figura 8). As respostas assinaladas como “sim” significam que os autores
cumpriam os critérios determinados. Ainda ndo é comum avaliar a qualidade
metodoldgica dos artigos envolvendo modelos experimentais, e os questionarios
acerca dessa avaliacdo nao sdo conhecidos pelos pesquisadores ou mesmo pelos
editores e revisores de publicagdes cientificas, o que poderia explicar a falta de

informacdes exigidas quando se aplica o questionario.
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Figura 8 - Escala Nature Reporting Checklist para os estudos em modelos animais
qgue relacionam o excesso de cobre com a DA ou que mensuraram os hiveis de

cobre em modelos experimentais da doenca

Pilozzi et al., 20204 42% 12% I
Lim et al., 20204 48% 16% [ se%
Tan et al., 20194 46% S %
Moynier et al., 2019 46% 2% 2%
Hsu et al., 2019~ 39% 13% I
Chen et al., 20194 44% 8% A%
Yuetal, 20184 29% 1% e el
Yao et al., 20184 48% 13% I
Behzadfar et al., 2017 - 43,5% 43% 0 822%
Xuetal., 20164 58% L A%
Yuetal., 2015- 38% 8% 4%
Lung et al., 2015+ 37,5% 12,5% 0 0%
Singh et al., 2013+ 22% 1% 2%
Schreurs et al., 20134 59% [, T —
Arnal et al., 2013a+ 62.5% 85%  28%
Arnal et al., 2013b - 52% 9 o0 AEe
Mao et al., 2012 a1,7% 128% 0 we%
Deci et al., 20124 52% 45% = 435%
Ma et al., 2011+ 38% &%  se%
Leskovjan et al., 2011 4 44% L | ——]
1

0 100

Sim Parcialmente mm Nao

Fonte: elaborado pela autora utilizando GraphPad Prism 7

Na Figura 9, pode-se perceber que trés artigos que relacionam o excesso de
cobre com a DP em modelos animais atingiram 50% dos critérios que correspondem
a “sim” para as perguntas do Anexo B. Dois artigos ficaram em torno dos 40% e

apenas um artigo ficou abaixo, correspondendo a 30% de respostas “sim”.
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Figura 9 - Escala Nature Reporting Checklist para os estudos em modelos animais
gue relacionam o excesso de cobre com a DP ou que mensuraram os niveis de
cobre em modelos experimentais da doenga

Cruces-Sande et al., 2019 4 50% 8% 42%

Carmona et al., 2019 1 50% 8% 42%
Abbaoui & Gamrani, 2018 - 46% 12,5% 41,5%

Abbaoui et al., 2017a 4 42% 4% 54%

Abbaoui et al., 2017b = 54,2% 12,5% 33,3%

Rojas et al., 2012 33,3% 8,3% 58,33%
0 1(')0
Sim Parcialmente Nao

Fonte: elaborado pela autora utilizando GraphPad Prism 7

6 DISCUSSAO

6.1 ESTUDOS EM INDIVIDUOS COM DA OU COM DP

Pesquisas realizadas nos ultimos anos vém relacionando alteragbes na
homeostase de metais, como o cobre, com o inicio e progressao da DA e da DP. No
entanto, observam-se divergéncias entre os autores sobre se as concentragcbes de
cobre estdo aumentadas ou diminuidas em individuos com essas patologias. Desta
forma, essa revisdo sistematizou os resultados disponiveis na literatura sobre o
tema, publicados entre os anos de 2011 a 2020.

Como descrito nos resultados, 25 publicagcbes observaram que ocorre uma
alteracdo nas concentragbes de cobre em individuos com DA, sendo que 11
verificaram que havia uma diminuicdo nas concentragdes de cobre e 14 um
aumento. No entanto, nove publicagdes citam que nao ha alteracdes na homeostase
do cobre em individuos com DA. Para a DP, 15 artigos observaram que ocorreu uma
alteracao na homeostase do cobre, sendo que em trés foi observado um aumento
das concentragdes deste metal e 12 observaram uma diminuigdo. Ainda, em seis
publicacdes os autores mencionam que nao observaram nenhuma diferenga nas
concentracdes de cobre.

Existem alguns fatores que podem influenciar nos resultados observados
pelos autores, os quais poderiam estar ocasionando essas diferencas observadas

na literatura. Um desses fatores pode estar relacionado a qual amostra foi realizada
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a analise. Para a doenga de Alzheimer, 10 artigos que realizaram a analise em soro
observaram aumento das concentracbes do metal, uma publicagdo verificou
diminui¢cdo, e cinco nao observaram alteragcbes. Ja em relagdo aos autores que
analisaram os niveis de cobre no plasma, verificou-se que uma publicagcéo
apresentou aumento das concentracdes nesta amostra, trés verificaram que houve
diminuicdo das concentragdes e trés ndo observaram nenhuma alteracio. Isso
indica que as mensuragdes de cobre no soro ou no plasma nao poderiam ser
usadas para fins diagndsticos de DA, considerando as publicagbes analisadas. Em
relacdo as demais amostras utilizadas pelos autores, somente dois artigos
analisaram as concentragbes do metal no sangue total, os quais uma publicagéo
observou aumento das concentragcdes de cobre e uma publicacdo n&o observou
nenhuma diferenca entre os individuos com DA e sem a doenga. Eritrécitos isolados
também foram utilizados para a mensuragao dos niveis de cobre, onde um estudo
observou aumento dos niveis do metal, enquanto que outra verificou uma diminuigao
nos individuos com a DA. Os niveis de cobre na urina e no cabelo foram
mensurados somente em dois estudos, os quais observaram aumento nas
concentracdes de cobre no cabelo dos participantes, e na urina nao viram diferencas
significativas. Assim, ndo é possivel indicar se as mensuragdes de cobre no sangue,
na urina e no cabelo poderiam ser utilizados para fins diagnosticos de DA, ja que
poucos estudos analisaram o metal nestas amostras.

Quanto aos estudos em individuos com a doenga de Parkinson, um artigo que
realizou analise em soro observou aumento das concentragdes de cobre, sete
publicacdes verificaram diminuicdo, e quatro ndo observaram alteragdes, também
indicando que as mensuracgdes de cobre no soro nao poderiam ser usadas para fins
diagndsticos de DP, considerando os artigos publicados entre 2011 e 2020. Nas
publicacdes que analisaram os niveis de cobre no plasma, um estudo mostrou
aumento nas concentragdes, um diminuigao dos niveis de cobre, e um ndo observou
nenhuma alteracdo nessas concentracdes nos individuos em comparagdo aos sem
doencas neurodegenerativas. Referente as concentracdes do metal no sangue total,
apenas em um artigo foi realizada a analise neste biofluido, o qual apresentou
aumento em individuos com DP. Para as analises do cobre em amostras de cabelo
e urina, uma publicagdo verificou aumento dos niveis de cobre na urina, uma
verificou diminuicdo nesta mesma amostra, € um observou que n&o houve

diferengas nos niveis de cobre tanto no soro quanto na urina dos acometidos pela



67

doenca. Novamente devido a baixa quantidade de estudos utilizando essas
amostras ndo € possivel afirmar que as mensuragdes dos niveis deste metal tanto
no sangue, na urina € no cabelo poderiam ser usadas para fins de diagndstico da
DP.

Muitos autores utilizam o plasma assim como o soro para as avaliagdes, pois
sao amostras mais acessiveis para se obter e com a possibilidade de serem
coletadas varias vezes, se necessario, para verificagdo dos niveis dos
oligoelementos, como o cobre (ASHRAF et al., 2019). Xu et al. (2018) mencionam
que alguns autores consideram a mensuragdo dos metais no plasma um bom
biomarcador para reunir informagdes acerca do diagndstico referente aos disturbios
do SNC. No entanto, outros estudos apontam que o soro e o plasma nao sao
adequados para as avaliagbes das concentragdes dos metais, pois nestas amostras
podem ser observadas alteragbes nas concentragcdes destes ao longo do dia, e
também tem a influéncia da ingestdo de certos alimentos que contém metais na sua
composi¢do (HAMMER et al, 1971, KOC et al., 2015). Akyol e colaboradores
descrevem que o melhor material para analise seriam os cabelos e as unhas, pois
suas taxas de renovacao sao mais lentas e menos susceptiveis a influéncias da
dieta, permanecendo por mais tempo as concentragdes de metais nessas amostras
se comparado ao soro (AKYOL et al., 1997). No entanto, para a coleta os cabelos
devem ser limpos e todo material usado neste procedimento deve ser estéril para
evitar contaminagdes externas; assim como para a coleta de urina, pois se nao
coletada e/ou armazenada adequadamente essas amostras sdo sujeitas a
contaminagdes (AJSUVAKOVA et al.,, 2020). O liquido cefalorraquidiano pode ser
uma alternativa as pesquisas por ser um potencial substituto do tecido cerebral nas
medigbes de oligoelementos no SNC por ser um material de facil obtengcao se
comparado aos tecidos post-mortem (SZABO et al., 2016). Entretanto, somente dois
artigos analisaram os niveis de cobre no liquor em individuos com DA ou com DP,
nos quais em ambos nao foi observado que houve diferenca nos niveis de cobre
nessas amostras (SZABO et al., 2016).

Alguns autores comentam que diferentes metodologias empregadas na
analise das concentragdes dos metais podem influenciar em resultados
contraditérios; ou até mesmo o tipo de amostra utilizada no estudo pode causar
diferencas as quais poderiam interferir nos resultados (VAZ et al., 2017,
SCHOLEFIELD et al., 2021). Além disso, Zhao e colaboradores mencionam que
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estudos com baixa quantidade de individuos participantes podem influenciar
negativamente estudos de avaliacdo destes metais nos fluidos biolégicos (ZHAO et
al.,, 2013). Xu e colaboradores também sugerem pesquisas com maior numero de
participantes e um monitoramento mais frequente para que os niveis plasmaticos
dos metais sejam testados a fim de serem usados como biomarcadores para o
diagndstico de doencgas relacionadas ao SNC (XU et al., 2018). Mas, devido ainda
existir um pequeno numero de estudos que utilizem as mesmas amostras para as
andlises das concentragcbes de cobre, ou até mesmo diferentes metodologias
utilizadas para medir os oligoelementos, os resultados encontrados pelos autores
sdo divergentes. Desta forma, a comparagcdo dos resultados entre os diferentes
autores se torna dificil, ndo permitindo uma conclusao clara de que as amostras ou
metodologias usadas para a mensuragao do cobre poderiam ser validadas para fins
diagnosticos (PAGLIA et al., 2016).

Ainda, além de analisar os artigos que utilizaram amostras que poderiam vir a
ser utilizadas para fins diagndsticos, também foi avaliado neste trabalho artigos que
analisaram os niveis de cobre em tecidos post-mortem de individuos com DA ou
com DP. Assim, poderiamos verificar se existem diferengcas nas concentragdes do
metal dependendo da regido do encéfalo analisada, o que poderia indicar se o cobre
se depositaria em algum local especifico, ou ainda se a caréncia do metal é
encontrada somente nas regides mais afetadas das doencgas. Desta forma, verificou-
se que apenas em uma publicagdo os resultados mostram um aumento do cobre
labil no lobo frontal e temporal de tecido post-mortem de individuos com DA (os
quais os autores correlacionam com o aumento do estresse oxidativo observado
nesta publicagdo), mas verificou-se a diminuicdo do cobre total nestas mesmas
regides (JAMES et al., 2012).

Ainda, sete dos artigos mencionam que houve diminuigcdo nas concentragdes
de cobre em diferentes regides do cérebro de individuos com DA. O enriquecimento
de AB com Cu" nas placas senis explicaria essa diminuigdo de cobre observada no
cérebro desses participantes (MOYNIER et al., 2020). Outra hipotese é que a
diminuicdo observada possa ser causada pela perda da massa cerebral e de células
como neurdnios e astrocitos, o que é frequente em idosos com estagios avangados
da doenca (GRAHAM et al., 2014). Sendo assim, quanto maior o estagio de Braak e
Braak (sistema que descreve os estagios da DA de acordo com a area cerebral onde

os emaranhados neurofibrilares estdo presentes), menor sdo os niveis de cobre,



69

como verificado na regidao pré-frontal do cérebro (MOYNIER et al.,, 2020). Outro
mecanismo para a diminuicdo de cobre no encéfalo pode ser devido ao fato de que
as regides afetadas em individuos com DA sao alteradas pela formagédo de
N(épsilon)carboximetilisina (CML) que coordena o cobre bivalente, pois atua como
um quelante do metal, assim alterando a homeostase do cobre (SASAKI et al., 1998,
XU et al., 2016). Ademais, é citado na literatura que a BHE pode estar comprometida
na DA, causando alteragcdes nos niveis de cobre e de outros metais no SNC
(AKATSU et al., 2012). Neste sentido, Rembach e colaboradores (2013b)
observaram uma diminuicdo nos niveis de cobre no cortex frontal de individuos com
DA, mas néao verificaram diferengas nos eritrécitos isolados, sugerindo que essa
alteracdo seja destinada apenas ao cérebro. A diminuigdo das concentragdes do
metal nessa regido do cérebro pode ser explicada devido a ser uma area mais
susceptivel a apresentar uma caréncia de cobre do que os tecidos periféricos
(REMBACH et al., 2013b).

Em relagdo a analise das concentragcdes de cobre em tecidos post-mortem de
individuos com DP, Genoud e colaboradores (2017) analisaram diferentes regides
do cérebro desses participantes, onde verificaram a diminuicado dos niveis de cobre
na substancia negra, local onde ocorre a neurodegeneragao primaria que afeta os
movimentos dos participantes, e no giro fusiforme, onde ocorre a sinucleinopatia e
atrofia. Além disso, os autores realizaram a analise no coértex occipital como um
controle para este estudo, pois ndo apresenta danos causados pela degeneracgao,
onde nao foram notadas alteracées nas concentragdes do metal (GENOUD et al,,
2017). Gardner e colaboradores (2017) analisaram os niveis do metal no bulbo
olfatério, que é a primeira regido onde ha o acumulo de agregados da proteina a-
sinucleina durante a DP (DANIEL; HAWKES, 1992). Esses autores também
encontraram uma diminuicdo nos niveis de cobre, sendo isso observado em locais
do bulbo olfatério onde ocorre a deposi¢ao dos agregados (GARDNER et al., 2017).
Além desses autores, Davies e colaboradores (2014) ja haviam observado que a
diminuicdo dos niveis de cobre nos participantes é observada principalmente em
locais onde ha o acumulo de a-sinucleina, como nos neurénios pigmentados da
substancia negra, onde o Cu interage com a neuromelanina (DAVIES et al., 2014).

Assim como os materiais biolégicos mencionados mais acima, ha uma
escassez de publicagdes que avaliaram os niveis de cobre em tecidos post-mortem.

Um problema enfrentado pelos pesquisadores € a caréncia de material, pois ndo ha
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doacbes suficientes para responder certas questdes. Assim, ndo se pode afirmar
que um local especifico do encéfalo possa ser observado acumulo ou caréncia de
ions cobre nessas amostras, pois as regides utilizadas para os estudos geralmente
sd0 as que ja se sabem que sdo as mais afetadas pelas doengas, existindo poucas
publicagdes que analisem as diferengas entre regides mais e menos suscetiveis a
degeneragdo. Ainda, ndo € possivel afirmar se as alteragbes da homeostase do
cobre observada nestes locais sejam o fator desencadeante da degeneracgéao, ou a
consequéncia desta. Um fato que acaba chamando a atengdo € que a maioria dos
estudos realizados com tecidos post-mortem percebeu uma diminui¢gdo nos niveis de
cobre, diferentemente do observado em soro e plasma onde os resultados
apresentados na literatura foram mais heterogéneos, tanto em estudos com
individuos com DA ou com DP. No entanto, esse fato ndo é debatido pelos autores,
até porque isso so foi possivel perceber a partir da revisao sistematica dos dados.
Por outro lado, ndo somente o tipo de amostra analisada (diferentes biofluidos
ou tecidos post-mortem) poderia estar influenciando na discrepancia encontrada na
literatura. Outro fator que poderia influenciar seria a analise do cobre considerando o
sexo dos participantes. Somente sete artigos verificaram se existiam diferengas nos
niveis de cobre entre homens e mulheres com as doengas neurodegenerativas
(cinco realizados em individuos com DA e dois em individuos com DP). Um artigo
em individuos com DA e um em individuos com DP verificaram que ha diferengas
nas concentragcdes de cobre entre os sexos, e entre individuos saudaveis e os com
as doencas, observando que mulheres possuem niveis de cobre mais altos que os
homens (ROZZINI et al., 2018). Rembach et al. (2013a) e KIM et al. (2018) também
observaram que as mulheres apresentavam niveis de cobre mais altos que os
homens, apesar de nao verificarem diferengas nas concentragdes do metal
comparando os individuos saudaveis com os individuos com DA (REMBACH et al.,
2013a). Fato que os autores explicam pela presenga do horménio estradiol sendo
um horménio sexual feminino (ARREDONDO et al., 2010, KIM et al., 2018). Os
estrogénios poderiam ter uma ligagédo com a gravidade do dano cerebral ou mesmo
ser um fator de risco para a DA, pois esses hormbnios assim como o cobre sao
responsaveis por modular muitos neurotransmissores, como serotonina, dopamina,
glutamato, acido gama-aminobutirico e acetilcolina (KIM et al., 2018; ROZZINI et al.,
2018). O estudo de Davidoff e colaboradores (1978) observou que em individuos

que faziam uso de estrogénio havia o aumento dos niveis de cobre e de Cp, 0 que
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poderia sugerir uma relagéo entre o horménio e o metal. Uma explicagdo para essa
relagdo € que os estradidis modulam o conteudo dos transportadores de cobre,
aumentando assim a absor¢do do metal (DI DOMENICO et al., 1996, ARREDONDO
et al., 2010). Desta forma, pode-se sugerir que 0s pesquisadores considerem que 0s
niveis de cobre possam ser diferentes entre homens e mulheres, e que € importante
realizar comparagdes somente dentro do mesmo sexo, apesar deste fato ndo ser
consenso entre as publicagdes analisadas. Alguns autores podem néo ter observado
alteragdes neste parametro entre individuos saudaveis e individuos afetados por
essas doencgas pois ndo consideraram este fato, aumentando o erro / desvio padrao
da média, mascarando um resultado real.

Da mesma forma, a maioria dos autores nao realizou comparagdes entre 0s
diferentes estagios das doencgas, que também pode ser um fator que poderia
influenciar nos niveis de cobre encontrados nos participantes acometidos, apesar de
que alguns autores nao verificaram diferengcas (PARK; LEE; PARK, 2014,
KARPENKO et al., 2017). Ja outros, que serdo citados abaixo, descrevem que ha
alteragcbes na homeostase do cobre nos estagios mais avangados das doencgas
neurodegenerativas. No entanto, deve-se considerar que nem sempre foram
utilizados os mesmos critérios para a definicdo dos estagios, o que dificulta a
comparacgao entre os diferentes artigos.

Para a DA, as comparagbes entre os estagios foram verificadas mais
frequentemente do que nas publicagcdes em individuos com DP. Em relagdo a DP,
Zhao e colaboradores (2013) menciona que foi apenas nos participantes com tremor
acinético-rigido e misto que as concentragbes de cobre estavam diminuidas no
plasma. Nesta patologia, os individuos podem ser classificados de acordo com tipos
de tremores que os acometem (tremor-dominante, acinético-rigido e misto). O tremor
tipo rigido acinético mostra uma maior perda neuronal na regido ventrolateral da
substancia negra zona compacta, enquanto que no tremor dominante a perda mais
severa ocorre na regiao medial mais do que na lateral, além de no campo
retrorubral; j3 o misto apresenta as duas caracteristicas (EGGERS et al., 2011).
Estes autores ainda mostram que esses individuos onde foi observado a diminui¢cao
das concentragcdes de cobre no plasma eram mais idosos, fato que pode ser devido
a idade afetar diretamente a absor¢cdo dos oligoelementos provenientes de uma
dieta nesses participantes. Assim, podemos também levar em conta a idade em que

0s sujeitos sdo acometidos por essas patologias e a alteragdo nos niveis de metais
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por conta do envelhecimento, e ndo somente devido ao estagio mais avangado da
doenca.

Quanto aos resultados observados em individuos com DA relacionando os
niveis de cobre com diferentes estagios da doenga, Vaz e colaboradores (2017)
separaram os sujeitos do estudo em individuos sem comprometimento cognitivo
(CDR-0; controles), e de acordo com os estagios da doenga em deméncia muito leve
(CDR-0,5), deméncia leve (CDR-1), deméncia moderada (CDR-2), ou deméncia
grave (CDR-3). Essa pesquisa mostra que principalmente nos estagios CDR-2 e
CDR-3 da DA os niveis de cobre estdo aumentados no sangue (VAZ et al., 2017).
Rozzini e colaboradores compararam os niveis de cobre no soro em controles, com
comprometimento cognitivo leve e individuos com DA. Os resultados mostraram que
nesses dois grupos (comprometimento cognitivo leve e paciente com DA) os niveis
de cobre livre estavam aumentados quando comparados ao grupo controle, mas
ainda foram maiores em sujeitos com DA (ROZZINI et al., 2018).

Nos estudos de Alsadany e colaboradores (2012), e PU e colaboradores
(2017), os autores dividiram os sujeitos com DA em individuos que apresentavam
deméncia leve, moderada ou severa. Foi verificado que os niveis de cobre no
plasma em individuos foram maiores do que nos controles nos grupos moderado e
grave, porém nao foram observadas diferengas entre os estagios moderado e
severo (ALSADANY et al., 2013). Esse padrao também ocorreu no estudo de Pu et
al. (2017), onde o aumento das concentracbes de cobre no soro ocorreu nos
estagios severo e moderado da doenga em comparagdo com os outros grupos (PU
et al., 2017). Ainda, um estudo de Gonzalez-Dominguez; Garcia-Barrera; Goémez-
Ariza (2014a), os autores apenas realizaram comparagdes das concentragdes de
cobre em sujeitos com comprometimento cognitivo leve e participantes acometidos
pela DA, observando que os niveis de cobre estdo aumentados no soro conforme o
avangco da idade. Os autores sugerem que com o passar da idade o
comprometimento da memdria se torna mais prejudicado e concomitantemente os
niveis de cobre tendem a aumentar, levando as doengas neurodegenerativas
(GONZALEZ-DOMINGUEZ; GARCIA-BARRERA; GOMEZ-ARIZA, 2014b).

No entanto, como ja citado anteriormente, Moynier et al. (2020) observou em
coértex cerebral post-mortem que quanto maior o estagio de Braak e Braak, menor
sdo os niveis de cobre, pelo menos no SNC (MOYNIER et al., 2020). Essa relagéao

também foi observada na publicacdo de Graham e colaboradores, onde as
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comparagdes foram realizadas entre individuos com DA moderada e com DA grave
(GRAHAM et al., 2014). No entanto, os niveis de cobre podem sofrer influéncia com
0 avango da idade sofrendo um declinio gradual; desta forma, essa diferenca pode
estar relacionada com a idade e ndo com o estagio avangado da doenca (GRAHAM
et al., 2014), como também citado anteriormente para os individuos com DP.

Além do estagio das doencgas, outro fator que poderia ser levado em conta
pelos autores seria a de distinguir nas publicagdes os individuos com DA e DP
esporadica e familiar, para verificar se ha alguma diferengca nas concentragcbes de
cobre entre elas. No entanto, nos artigos analisados nesta revisdo, ndo ha essa
distincdo ou ainda a informacdo de quanto tempo os individuos haviam sido
diagnosticados com as doencgas. Compreende-se que ha dificuldades em recrutar
voluntarios para este tipo de estudo, mas essa distingdo poderia vir a esclarecer
algumas lacunas que existem sobre o tema.

Neste sentido, alguns autores tém observado que as concentragbes de cobre
podem variar de acordo com polimorfismos genéticos, o que torna a comparagao
entre os individuos, sejam eles saudaveis ou apresentando alguma patologia, ainda
mais complexa. Por exemplo, Singh et al. (2014) notaram que os niveis de cobre
foram maiores em participantes com DA que apresentavam um alelo especifico no
gene para a citocromo P450 e para glutationa-S-transferase, quando comparado aos
participantes que possuiam a presenga de outro alelo nestes genes (SINGH et al.,
2014). Ainda, outro estudo em sujeitos com DA concluiu que ha uma relagao entre
maiores niveis de cobre e uma variante presente no gene da ATP7B (SQUITTI et al.,
2013). A presenca de polimorfismos no gene que codifica para a proteina parkina
também pode estar relacionado com a homeostase do cobre, como observado em
individuos com DP (SANYAL et al., 2019).

Ainda, os autores poderiam ter levado em conta a medicacao utilizada pelos
individuos para atenuar os danos causados pelas patologias, pois dependendo da
composi¢ao, o medicamento também poderia causar alteragcdes nas concentracoes
de cobre. Na doengca de Parkinson poucas publicagbes mencionam o0s
medicamentos usados pelos participantes do estudo, trazendo a levodopa como
principal medicamento utilizado no tratamento da DP, mas nao fazem comparagoes
mais profundas comparando os que utilizavam a medicagdo com os que nao faziam
0 seu uso para melhor compreensao dos niveis de cobre nestes sujeitos. Apenas um

artigo menciona que nao houve diferengas significativas nos niveis dos
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oligolementos quando os participantes faziam uso deste medicamento (YOUNES-
MHENNI et al., 2013). Em relagdo a doenca de Alzheimer, um artigo de Giacconi e
colaboradores (2019) comparou o grupo que usava como medicacgao inibidores da
Acetilcolinesterase (AChEI) com os que que nao faziam o uso desta, observando
que estes ultimos apresentaram niveis de oligoelementos mais altos. No entanto, é
possivel compreender que este € um fator de dificil analise, pois como os
participantes sado idosos, provavelmente fazem uso de outras medicagdes para as
distintas comorbidades que possam apresentar.

O numero de sujeitos onde foi realizada a analise ou a qualidade
metodoldgica dos estudos também poderia estar afetando os resultados. Porém,
quando realizamos comparagdes entre os artigos que utilizaram um maior numero
de individuos com os que utilizaram um numero limitado, percebeu-se que mesmo
os primeiros apresentam resultados variaveis. Além disso, mesmo nos estudos com
maior numero de participantes, os autores mencionam que ha limitacdes em suas
pesquisas, e que nao é possivel afirmar com certeza qual é o fator que leva ao
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas, e se a desregulacdo da
homeostase do cobre esta envolvida em todos os casos (FATTAH et al., 2020).
Ainda, analisando a qualidade metodoldgica dos estudos pela escala de Newcastle-
Ottawa, percebe-se esta ndo influenciou os resultados obtidos, pois de toda forma
os resultados sao divergentes dentro da mesma classificagao da escala.

E importante também citar que os estudos foram realizados em diferentes
paises, e o0s niveis de cobre podem ser influenciados pela dieta e por fatores
ambientais. Os autores comentam que tanto a poluicdo ambiental quanto a
alimentagao influenciam os niveis dos metais no organismo, inclusive no SNC
(SCHIRINZI et al., 2016). Um estudo realizado no sul da india mostrou que os
participantes que apresentavam alguma ligagdo com o meio rural possuiam niveis
maiores de cobre no plasma do que os individuos que moravam nas areas urbanas,
fato que pode ser relacionado com uma exposi¢cao ocupacional nessas areas, ja que
muitos produtos quimicos usados na agricultura tém cobre na sua formulagao
(KUMUDINI et al., 2014). No estudo de Singh e colaboradores (2014), foi realizada
uma comparagao se uma dieta alimentar vegetariana e nao vegetariana poderia
influenciar quanto as concentragdes de cobre no sangue dos participantes, mas nao
foi verificado diferenga significativa (SINGH et al., 2014). Ainda, no estudo de
Moynier et al. (2020) também é mencionado que a dieta, além da idade e do sexo
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nao influenciam nas concentragdes dos metais (MOYNIER et al., 2020). Para Paglia
e colaboradores (2016), ndo se pode fazer uma discussdo mais elaborada sobre
esse tema, devido ao assunto ser ainda desconhecido no meio cientifico sem poder
afirmar que habitos alimentares contribuem para o surgimento dessas doencgas. Por
isso, devemos dar énfase na importancia de se realizar revisbes sistematicas e
detectar os problemas para que assim os autores possam se aprofundar em
pesquisas futuras.

Apesar da falta de consenso na literatura sobre o tema, Sparks e Schreurs
(2003) e Morris et al. (2006) mencionam que tanto em modelos animais quanto em
estudos feito com humanos uma dieta suplementada com cobre acelera o declinio
cognitivo e o surgimento das placas amiloides (MCINTOSH et al., 2012), sendo um
processo inicial ao surgimento da doenga de Alzheimer (VAZ et al., 2017). Ja outros
autores afirmam que os individuos que possuem uma diminuicdo nos niveis de
cobre nos biofluidos tem maior risco de desenvolver DP; enquanto que os que
apresentam maiores concentragdes do metal apresentam menor risco (ILYECHOVA
et al., 2018; KIM et al., 2018). No entanto, estudos também concluem que ha uma
fraca associagcdo dos niveis alterados do metal com o surgimento das doencgas
neurodegenerativas (ZHAO et al., 2013).

Ainda que nem todos os individuos acometidos com DA ou DP apresentem
uma alteragdo nos niveis de cobre, como descrito até o momento, varios estudos
que utilizaram modelos experimentais nos levam a crer que um excesso de cobre no
organismo pode estar relacionado com o inicio e progressao de doencgas
neurodegenerativas, podendo agir como um fator causal das formas esporadicas de
DA e DP. Vale ressaltar que essas patologias sao de origem multifatorial, podendo
estar envolvidos ndo somente fatores ambientais, mas também genéticos. A seguir,
sera descrita a associagao encontrada na literatura entre o excesso de cobre e a DA

e DP evidenciada em modelos experimentais.

6.2 ESTUDOS EM MODELOS EXPERIMENTAIS: EFEITOS DO EXCESSO DE
COBRE EM ANIMAIS

Os modelos animais podem servir para auxiliar os pesquisadores a entender
o papel dos metais nas doengas neurodegenerativas. Desta forma, além de analisar

as publicacdes envolvendo estudos sobre os niveis de cobre em biofluidos e tecidos
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post-mortem de sujeitos com a DA ou DP, a presente revisao de literatura também
possuiu o intuito de analisar os artigos publicados entre os anos de 2011 a 2020 que
utilizaram animais que foram expostos a altas concentragbes de cobre, onde os
autores correlacionaram essa exposicao ao metal com a DA ou com a DP.

A exposicdo dos animais ao cobre ocorreu de maneiras distintas, tanto por
injecao intraperitoneal (i.p.) quanto na agua de beber dos animais, ou ainda atraves
da dieta (adicionado na ragao). O metal foi administrado na forma de acetato de
cobre ((CH;COOQO),Cu), cloreto de cobre (CuCl,) ou sulfato de cobre (CuSQ,4). As
concentragcdes e o periodo que 0s animais eram sujeitos variava de acordo com o
estudo, sendo esse ultimo por dias ou meses. As areas do cérebro analisadas pelos
pesquisadores também foram distintas, sendo as principais o estriado, a substancia
negra, o coértex frontal, o feixe prosencefalico medial e a area tegmental ventral, para
estudos relacionando o excesso de cobre com a DP (Tabela 5); e hipocampo, cértex
cerebral, cérebro e estriado, para os estudos que correlacionaram os efeitos de altas
concentracdes do metal a DA (Tabela 2).

Muitas das publicagdes analisadas, como pode ser verificado nas Tabelas 2 e
5, concluem que os efeitos causados pela exposi¢cao ao cobre estao relacionados ao
estresse oxidativo, devido ao metal estar envolvido na reacéo de Fenton e de Haber-
Weiss, que geram radicais instaveis, como as ERO (por exemplo, radicais hidroxila)
(SINGH et al.,, 2013, CRUCES-SANDE et al.,, 2019). Além disso, o cobre afeta o
sistema antioxidante por alterar a atividade de enzimas como a glutationa
peroxidase (GPx) e SOD, e causar a diminuigdo de GSH; além da sobrecarga desse
metal aumentar a peroxidagao lipidica cerebral, levar a oxidacdo do DNA e a
nitrotirosinagéo de proteinas (ARNAL et al., 2013a,b, SINGH et al., 2013, YU et al.,
2018, TAN et al., 2019).

Desta forma, o excesso de cobre induz um ambiente pré-oxidativo, o que
pode contribuir para os estagios iniciais da DA e da DP (ARNAL et al., 2013b), ja
que o envolvimento do estresse oxidativo em doengas neurodegenerativas, e até
mesmo outras patologias, € amplamente descrito na literatura estar relacionado a
fisiopatologia dessas doengas (TAN et al., 2019). Sabe-se que tanto na DA como na
DP ocorre o aumento da geracdo de ERO e de ERN (espécies reativas de
nitrogénio), alteragbes no sistema antioxidante, peroxidagdo lipidica, e
oxidacao/nitrotirosinagao de proteinas ou do DNA, resultando em estresse oxidativo

que compromete a saude e sobrevivéncia celular (SINGH et al., 2013, SMEYNE;
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SMEYNE, 2013, TONNIES; TRUSHINA, 2017, HEMMATI-DINARVAND et al., 2019,
BUTTERFIELD; BOYD-KIMBALL, 2020). Assim, através das alteracées encontradas
em seus estudos, alguns autores acreditam que uma sobrecarga de cobre poderia
acelerar o surgimento das doencas neurodegenerativas (CHEN et al., 2019).

Alteragdes relacionadas a mitocondria também podem estar envolvidas em
uma maior geracéo de radicais livres, resultando em estresse oxidativo. No estudo
de Behzadfar e colaboradores (2017) a exposigdo ao cobre por trés semanas foi
responsavel por gerar estresse oxidativo nas mitocodndrias hipocampais, ja que
essas organelas s&o os principais alvos de uma sobrecarga de cobre, pois realizam
0 armazenamento do metal intracelularmente (KIM; NEVITT; THIELE, 2008,
DODANI et al., 2011). Neste sentido, ja foi verificado que a exposi¢gdo ao cobre
causa uma inibicao da funcao destas organelas e um aumento da producédo de ERO
mitocondriais (YU et al., 2018, CHEN et al., 2019). Estudos também apontam uma
reducao de proteinas relacionadas ao metabolismo energético, incluindo CcO e acil-
coenzima A tioesterase 2, sugerindo que a exposi¢cdo ao cobre afeta o metabolismo
energético (CHEN et al., 2019). A disfungcdo mitocondrial causada pelo excesso do
metal leva a perda do potencial de membrana, o que resulta no déficit na sintese de
ATP, podendo levar a morte celular por apoptose, ja que as mitocdndrias tem papel
fundamental na sobrevivéncia celular atuando como moderadores deste processo
(BEHZADFAR et al., 2017).

Analises protedmicas também demonstraram que a exposi¢ao ao cobre causa
aumento de proteinas antioxidantes mitocondriais, como NAD(P)* transidrogenase
mitocondrial (NNT), provavelmente para tentar remover as ERO produzidas no
interior desta organela. Ainda, foi observada uma diminuicdo na expressao de
proteinas envolvidas na biogénese e fusdo mitocondrial, como PGC1-a, Nrf1, Nrf2,
Tfam, OPA1, Mfn1 e Mfn2, e a diminuigdo do numero de copias do DNA
mitocondrial. Por outro lado, foi verificado um aumento nas proteinas Drp1 e Fis1,
responsaveis pela fissdo mitocondrial (YU et al, 2018, CHEN et al., 2019). A
alteracdo na expressao dessas proteinas pode ocorrer devido a geracao de estresse
oxidativo causada pelo excesso de cobre, o que induz o processo de fissdo para
eliminar mitocéndrias disfuncionais por mitofagia, além de estar relacionada com a
apoptose (LIU et al., 2020, WANG et al., 2020).

Atualmente se sabe que para ambas as doengas (DA e DP) a presenga de

mitocdndrias disfuncionais estdo relacionadas ao surgimento destas, além da
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desregulagdo na dinamica mitocondrial (fissdo e fusdo), mitofagia defeituosa e
mutagdes no mtDNA (SUBRAMANIAM; CHESSELET, 2013, YAN; WANG; ZHU,
2013). Ainda, mutagdes em genes como parkina e PINK1 (relacionada a mitofagia),
e DJ-1 (localizada nas mitocéndrias), sdo observadas em algumas formas de DP.
Todo esse conjunto leva a problemas na geragédo de energia, producdo de ERO e
apoptose (SUBRAMANIAM; CHESSELET, 2013, YAN; WANG; ZHU, 2013). Desta
forma, acredita-se que o excesso do cobre acelera processos que levam ao
surgimento das doengas neurodegenerativas, pois, além do estresse oxidativo
comentado anteriormente, também causa disfungdo mitocondrial, e alteragdes na
dindmica e biogénese desta organela (CHEN et al., 2019; BEHZADFAR et al., 2017).
Apesar de alteragdes mitocondriais serem descritas tanto na DA como na DP, nos
estudos incluidos na presente revisdo somente autores que relacionaram o0 excesso
de cobre com a DA analisaram estes parametros. Mas, como a disfuncio
mitocondrial também ocorre na DP, podemos hipotetizar que o excesso de cobre,
por causar alteragbes nesta organela, pode estar relacionado ao surgimento desta
doenca.

Como comentado anteriormente, alteragbes mitocondriais podem
desencadear a morte celular por apoptose. Neste sentido, Yu e colaboradores
observaram que o cobre acima das concentragdes fisiologicas resulta em apoptose
de células hipocampais (YU et al., 2018), o que pode relacionar a exposi¢ao ao
metal com a morte neuronal observada em individuos com DA. Ainda, as altas
concentracdes de cobre aos quais 0os animais foram expostos nos estudos incluidos
nesta revisdo tem a capacidade de torna-lo neurotéxico, levando a morte dos
neurénios dopaminérgicos através de um dano oxidativo, observada através de uma
diminuicdo da imunorreatividade para tirosina hidroxilase (TH) (YU et al., 2018,
ABBAOUI; GAMRANI, et al., 2018, CRUCES-SANDE et al., 2019). Neste sentido,
recorda-se que a morte dos neurdnios dopaminérgicos € uma caracteristica da DP,
relacionando o excesso do metal com a neurodegeneragdo observada nos
individuos (SOUZA et al., 2011). O cobre também € responsavel por gerar lesdes
oxidativas em astrdcitos, verificado através da diminuicido da imunorreatividade para
GFAP, levando a morte celular. Assim, essas células ndo desempenham seu papel
de protecdo aos neurbnios no SNC, o que pode estar relacionado ao
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas (ABBAOUI; GAMRANI, et al.,
2018).
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A morte dos neurdnios observada na DA ainda esta relacionada a deposicéo
das placas amiloides, formadas pela oligomerizagdo de AR, as quais tém um papel
crucial no surgimento desta patologia. Neste contexto, observou-se que esse
processo pode ser causado pela associacdo do cobre juntamente com o H;O,
(PILOZZI et al., 2020). Além do mais, com o aumento do estresse oxidativo causado
pela exposi¢cado ao cobre, observou-se que ocorre 0 aumento de ligagdo de AP-1 ao
DNA - ja que o AP-1 é regulado pelo status redox das células; assim, o aumento da
ativacdo deste fator de transcricao pelo cobre pode contribuir para a formagao de
AB, pois resulta no aumento da expressao de BACE1 (que cliva a APP) (LUNG et
al., 2013. Observou-se ainda que o cobre em excesso aumentou o numero de
células AB imunopositivas no encéfalo (DECI et al., 2012, MAO et al., 2012, ARNAL
et al., 2013b) e causou um aumento da expressdo do gene da APP (proteina
precursora amiloide) que, por consequéncia, pode aumentar a deposi¢cao de AP
(PILOZZI et al., 2020).

Esse aumento de AB também pode ocorrer devido a problemas na sua
eliminagdo através da BHE, causando o acumulo deste peptideo e resultando na
formagdo das placas senis, podendo ser uma causa do surgimento da DA
relacionado ao excesso de cobre (DECI et al., 2012, MAO et al., 2012, SINGH et al.,
2013, HSU et al., 2019, PILOZZI et al., 2020). A LRP1 (proteina 1 relacionada ao
receptor de lipoproteina de baixa densidade), envolvida na depuracédo de A, ja é
conhecida por diminuir com a idade e nos estagios iniciais da DA (HSU et al., 2019).
Estudos verificaram que, quando ocorre uma exposi¢cao ao cobre, os niveis de LRP1
sdo reduzidos, causando um grande aumento de AP no parénquima cerebral
(SINGH et al., 2013, HSU et al., 2019, STORCK et al., 2016). Além disso, o metal é
responsavel pela nitrotirosinagdo de LRP1 dos capilares, causando sua degradagao
pelo proteossomo (SINGH et al., 2013).

E amplamente reconhecido que os agregados de AP sdo neurotoxicos,
resultando em comprometimento cognitivo nos sujeitos com DA, o que leva a
deméncia (BEHZADFAR et al., 2017, HSU et al., 2019). Neste sentido, foi observado
que os animais possuem um comprometimento da memodria quando expostos ao
excesso de cobre (SINGH et al., 2013, YU et al., 2015, YU et al., 2018, HSU et al,,
2019, LIM et al., 2020), pois as altas concentragées do metal afetam o hipocampo,
sendo esta uma das regides responsaveis pela memoaria (TAN et al., 2019). Ainda,

estudos indicam que a CPLX tem um papel ativo nas fungdes cognitivas, assim



80

quando CPLX-1 e CPLX-2 estdo diminuidas ha maior comprometimento da
memoria, como observado em camundongos expostos ao cobre (YU et al., 2015).

O comprometimento cognitivo causado pela exposicédo ao metal observado na
literatura ainda pode estar relacionado a degeneragao axonal e dendritica, verificado
por Chen e colaboradores e Tan et al., respectivamente (CHEN et al., 2019, TAN et
al., 2019). Além disso, autores tém verificado que a exposigao ao cobre resultou em
reducao na fosforilagdo de Camk2a, que é critica para indugdo da plasticidade
sinaptica (YU et al., 2018, CHEN et al., 2019). Além do mais, analises relacionadas a
expressao de proteinas associadas a sinapses revelaram alteragcdes nos receptores
de glutamato do tipo NMDA, que s&o os responsaveis pela regulagéo da plasticidade
sinaptica; além de observarem a diminui¢gao de proteinas relacionadas a plasticidade
sinaptica de curto e longo prazo (sinaptofisina e GIuR-2, respectivamente) (YU et al.,
2018, CHEN et al.,, 2019). Essa diminuicdo na sinaptofisina resulta em danos na
liberacdo de neurotransmissores, causando disfuncdo sinaptica e acarretando no
comprometimento da memoria (YU et al., 2018).

Enquanto que a DA ¢é caraterizada pelo comprometimento cognitivo, a
principal caracteristica da DP sdo os sintomas motores, como tremor no repouso,
bradicinesia, rigidez, marcha arrastada e instabilidade postural (BEITZ, 2014). Neste
sentido, os artigos incluidos nesta revisdo observaram que a atividade locomotora é
reduzida nos animais expostos ao cobre (ABBAOUI; HIBA; GAMRANI, 2017,
ABBAOUI et al., 2017, ABBAOUI; GAMRANI, 2018). A atividade locomotora esta
relacionada ao sistema dopaminérgico, pois se sabe que a dopamina € um
modulador neuroquimico atuando no comportamento locomotor nas areas nigro-
cortico-estriatais, areas afetadas pela DP (ABBAOUI; HIBA; GAMRANI., 2017,
ABBAOUI et al., 2017). No estudo de Cruces-Sande e colaboradores (2019), onde
os animais foram expostos ao cobre e a 6-OHDA (via intraestriatal), foi observado
um grave dano nos neurbénios dopaminérgicos devido ao estresse oxidativo, pois 0
cobre é capaz de catalisar a auto-oxidagdo de 6-OHDA, causando danos muito
maiores do que apenas a agao dos dois compostos isoladamente (CRUCES-SANDE
et al., 2019).

Por fim, a neuroinflamagao observada por alguns autores apds a exposigao
ao cobre é um evento também observado em doengas neurodegenerativas, como
revisado em Kwo e Koh (2020). Arnal e colaboradores (2013b) observaram que o

ambiente pré-inflamatorio e pro-oxidativo desencadeado pelo excesso de cobre
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resulta na ativacédo de calpainas, o que ja foi descrito em individuos com DA, o que
pode contribuir com a morte neuronal (SAITO et al.,, 1993, ARNAL et al., 2013a).
Lim e colaboradores (2020) mostraram que o metal causa a degeneragdo da
microglia, e que esse processo degenerativo leva ao excesso de sinapses, perda
neuronal, secre¢cdo de citocinas pro-inflamatorias, aumento de AP e declinio
cognitivo (LIM et al, 2020). A secrecdo de citocinas pro-inflamatérias e de
prostaglandinas apds a exposicdo ao metal também foi observada por outros
autores, confirmando que o excesso de cobre pode resultar em neuroinflamacgao, e
isso pode ocorrer por uma via mediada por TNF-a (fator de necrose tumoral a), que
€ induzida pela deposicao de placas amiloides (LU et al., 2009, ARNAL et al., 2013b,
SINGH et al., 2013, TAN et al., 2019, PILOZZI et al., 2020). Ainda, a secregéao de
fatores pro-inflamatdrios ocorre devido a ativagao da microglia, o que é fundamental
em processos neuroinflamatorios, e tem sido relacionado ao desenvolvimento de DA
(GALASKO; MONTINE, 2010, HSU et al., 2019, PILOZZI et al., 2020). Por outro
lado, também é mencionado na literatura que o estado ibnico que o cobre se
apresenta pode influenciar na maneira como ele modula as respostas inflamatérias
nessas células: na sua forma divalente (Cu®*) o metal leva a uma fagocitose
defeituosa pela microglia, aumentando a liberagédo de citocinas pré-inflamatérias; no
entanto, na sua forma monovalente (Cu®), este elemento esta relacionado a agéo
anti-inflamatéria, inibindo a produgao de oxido nitrico (LIM et al., 2020).

Percebe-se através da analise dos artigos incluidos que existem varias vias
onde o cobre pode exercer seus efeitos neurotoxicos que estao relacionadas com a
DA e com a DP, as quais incluem estresse oxidativo, disfungdo mitocondrial,
agregacao proteica, alteragdes comportamentais (déficit cognitivo e locomotor), e
neuroinflamagao (Figura 10). Desta forma, apesar de os artigos que avaliaram as
concentragbes de cobre em individuos com DA ou DP apresentarem resultados
divergentes, pode-se inferir através das evidéncias obtidas em modelos
experimentais que o excesso desse metal no organismo pode desencadear efeitos

que estao relacionados ao inicio e progressao destas doengas.
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Figura 10 - Principais alteragdes observadas apos a exposi¢ao ao excesso de cobre
e a sua relagao com a DA e/ou com a DP
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Fonte: elaborado pela autora em https://mindthegraph.com/ (2022).

6.3. ESTUDOS EM MODELOS EXPERIMENTAIS: MENSURAGAO DOS NIVEIS DE
COBRE EM MODELOS ANIMAIS DAS DOENGCAS DE ALZHEIMER E DE
PARKINSON

A DP e a DA podem ser mimetizadas em modelos animais, para que desta
forma possam auxiliar os pesquisadores a compreender a fisiopatologia destas
doencas e contribuir em estudos pré-clinicos visando o seu tratamento. Neste
sentido, em complemento a andlise da avaliagdo de artigos que mensuraram as
concentracdes de cobre em individuos com DA ou DP e aqueles que observaram
que o excesso do metal esta relacionado a estas doencgas, objetivou-se analisar se a
alteracdo na homeostase do cobre pode ser verificada também nos modelos
experimentais comumente usados para mimetiza-las.

Tanto para a DP quanto para a DA existem poucos estudos através dos anos
de 2011 a 2020 que mensuram os niveis de cobre em modelos experimentais destas
doencgas. Pesquisas como de Carmona e colaboradores (2019), e de Moynier e
colaboradores (2019), observaram que nao houve diferengas estatisticas no teor de
cobre entre o0 modelo de DP e os controles. Da mesma forma, nas pesquisas de

Leskovjan e colaboradores (2011), Xu e colaboradores (2016), e Ma e colaboradores
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(2011), os autores nao verificaram diferengcas nas concentragbes de cobre entre o
modelo utilizado para mimetizar a DA e seus respectivos controles. Apenas Rojas e
colaboradores (2012) observaram que ocorreu uma diminuicdo das concentracoes
do metal no corpo estriado e mesencéfalo no modelo experimental de DP utilizado,
que foi a administracdo de MPP”. Isso pode ter ocorrido devido a esse composto ser
capaz de redistribuir o cobre dentro do encéfalo, principalmente nas regides
afetadas pela DP. A diminuicdo dos niveis de cobre neste modelo afeta
principalmente a atividade da CcO (enzima dependente de cobre) no estriado, que
por consequéncia leva a geracao de ERO e a apoptose, caracteristicas comuns as
doencas neurodegenerativas.

O objetivo desta revisdo em reunir os artigos que mensuraram as
concentracbes de cobre nestes modelos foi a de verificar se estes poderiam
apresentar alguma alteracdo na homeostase do metal, para tentar correlacionar com
o que foi encontrado nas publicagdes que mensuraram as concentracdes de cobre
em sujeitos com DA ou DP. Os resultados encontrados pelos autores nos individuos
nao foram homogéneos, apresentado variedade de resultados acerca do tema. Nos
estudos com os modelos animais, a maioria das publicacdes demonstrou que nao ha
alteracdo nos niveis do cobre. Os modelos apresentados nos estudos incluidos
nesta revisao nao foram satisfatérios para mimetizar todas as caracteristicas dessas
doencgas, como alteragées nas concentragdes do cobre, sendo assim um desafio
para os pesquisadores encontrar um bom modelo que acabe se assemelhando com

os individuos que apresentam doengas neurodegenerativas.

7 CONCLUSOES

Considerando as questbes norteadoras desta revisdo, conclui-se que,
alteragcdes na homeostase do cobre podem ser encontradas em individuos com as
DA e DP, mas nao sado todos os autores que observaram modificagdes nas
concentragbes deste metal nas amostras analisadas. Assim, considerando as
evidéncias analisadas na presente revisdo, as amostras de soro, sangue, liquido
cefalorraquidiano, plasma, urina e cabelo indicam que as concentragbes de cobre
em diferentes amostras n&do podem ser consideradas para diagnostico das doengas,
pelo menos até o momento. Devido a caréncia de estudos em relagdo ao tema, nao

se pode afirmar que as concentracdes alteradas do cobre podem estar relacionadas
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com os diferentes estagios das doencgas, ou com o sexo dos individuos analisados;
desta forma, sugere-se que os proximos estudos considerem estes dois fatores ao
se realizar as comparagdes entre os grupos de individuos que nao apresentam e os
que apresentam alguma doenca neurodegenerativa.

Através da analise dos estudos realizados em animais, conclui-se que quando
estes foram expostos a altas concentracbes de cobre sdo observadas varias
alteragbes comuns ao ja descrito tanto para a DA como para a DP, como alteragdes
mitocondriais, estresse oxidativo, acumulo de peptideo AB (no caso da DA),
neuroinflamacéo, morte celular e diminuigdo das fungdes cognitivas ou da atividade
locomotora. Apesar destas alteracbes, na maioria dos modelos experimentais
utilizados para mimetizar a DA ou a DP nao foram observadas modificagdes nas
concentracdes de cobre, exceto no estudo que utilizou MPP* para indugcdo do
modelo de DP, onde foi observada uma diminuicdo deste oligoelemento no estriado
e mesencéfalo.

Diante do exposto, o cobre em excesso no organismo pode ser um fator de
risco para o desenvolvimento destas doencas neurodegenerativas, apesar das
concentragbes do metal ndo estarem alterados em todos os sujeitos diagnosticados

com DA ou com DP.
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ANEXO A - Escala Newcastle-Ottawa para estudos em humanos

Selegéao

1) A definicao de caso € adequada?
*a) sim, com validag&o independente
b) sim, por registro ou com base em
auto-relatos

c) sem descrigéo

2) Representatividade dos casos

*a) série consecutiva ou obviamente
representativa de casos.

b) potencial para vieses de seleg¢ao ou
nao declarado.

3) Selecao de controles

*a) controles da comunidade.
b) controles hospitalares.

c) sem descrigao.

4) Definicdo de controles
*a) sem historia de doenga (desfecho)
b) nenhuma descrigao da fonte.

Comparabilidade

1) Comparabilidade de casos e
controles com base no projeto ou
analise

*a) controles de estudo para
(Selecione o fator

mais importante (neste estudo foi
considerado a idade)

*b) estudar controles para qualquer
fator adicional (Este critério pode ser
modificado para indicar controle
especifico para um segundo fator
importante — neste estudo foi
considerado o0 sexo)

Exposicao

1) Verificagao da exposig¢ao

*a) registro seguro (registros médicos
detalhados, com histérico clinico).

*b) entrevista estruturada e cega para
a definigao de caso / controle.

c) entrevista ndo estruturada e nao
cega para a definicdo de caso /
controle.

d) auto-relato ou registros médicos
pouco detalhados.

e) sem descrigao

2) Mesmo método de apuragéo para
casos e controles
*a) sim
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b) ndo

3) Taxa de néo resposta

*a) mesma taxa para ambos os
grupos

b) taxa diferente, com a descricdo dos
nao respondentes

c) taxa diferente e sem descri¢cao dos
nao respondentes

* Refere-se as respostas que ganham pontuacao.
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ANEXO B - Tabela Nature Reporting Checklist para os estudos em modelos

animais

1 - Para estudos in vivo:
figuras e representacao
estatistica de dados:
para cada figura (ou
tabela), descricdo na
legenda ou relatado no
texto

A) A legenda ou o texto principal relatam o
tamanho exato da amostra (n) para cada
grupo/condigdo experimental, dado como um
numero exato, ndo um intervalo?

B) Ha uma descrigdo da quantidade de amostras
permitindo ao leitor entender se as amostras
representam réplicas biolégicas ou das técnicas
(incluindo quantos animais, ninhadas, culturas,
etc)?

C) Ha uma declaracao de quantas vezes cada um
dos experimentos foi replicado no laboratério?

D) Se um teste estatistico ndo comum foi usado,
é feita a descricdo do por que na secao de
métodos? (Obs: os testes comuns incluem testes
t, teste do qui-quadrado, Wilcoxon e Mann-
Whitney, e ANOVA)

E) Quando apropriado, o teste é relatado como
unilateral ou bilateral?

F) Existem ajustes para multiplas comparag¢des?
G) Os resultados dos testes estatisticos sao
apresentados?

H) Definem se usaram os dados médios dos
graficos (ou tabelas) como mediana ou média?

I) A barra de erros nos graficos ou tabelas é
definida como desvio padrdo ou erro padrao da
meédia ou ainda

intervalos de confianca?

J) Os autores mostram que os dados atendem as
premissas dos testes estatisticos usados?

K) Existe uma estimativa de variagao dentro de
cada grupo experimental de dados (por exemplo,
grupo Controle vs Intervengao)?

L) A variancia é semelhante (diferenga menor que
duas vezes) entre os grupos que estdo sendo
comparados estatisticamente?

2. Tamanho da amostra

A) O manuscrito descreve como o tamanho da
amostra (numero de animais por grupo) foi
determinado?

B) O manuscrito inclui uma declaracdo sobre a
estimativa do tamanho da amostra, no caso onde
métodos nao estatisticos foram usados?

3. Para estudos in vivo:
Exclusoes

A) O manuscrito descreve se amostras ou
animais foram excluidos da analise?

B) Os critérios de inclusdo e exclusdo de
animais/amostras estao definidos?




C) Esta claro que esses critérios foram pré-
estabelecidos?

4. Para estudos in vivo:
Randomizacéao

A) O manuscrito descreve qual método de
randomizagao foi usado para determinar como as
amostras/animais foram alocados nos grupos
experimentais?

B) O manuscrito inclui uma declaragao sobre
randomizagcdo, mesmo que a randomizagcdo nao
foi usada?

5. Para estudos in vivo:
Cegamento

A) O manuscrito descreve se o investigador
estava “cego” para alocagao dos grupos durante o
experimento e/ou na hora de avaliar o resultado?
B) O manuscrito inclui uma declaragao sobre nao
ter feito o cegamento, caso este néo tenha sido
feito?

6. Para estudos in vivo:
Reagentes

A) Foi citado informagdes sobre os anticorpos
usados no manuscrito, como numero de catalogo,
numero do clone ou perfil de validagao?

7. Para estudos in vivo
com animais nao-
humanos

A) O estudo relata a espécie usada?

B) O estudo relata a linhagem usada (ratos
Wistar, camundongos Swiss, etc)?

C) O estudo relata o sexo dos animais (e quantos
individuos de cada sexo por grupo)?

D) O estudo relata a idade ou peso dos animais
(numeros exatos, nao intervalos)?

E) O estudo inclui uma declaragdo de
conformidade com os regulamentos éticos?

F) O estudo inclui o(s) comité(s) que aprovou os
experimentos?
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