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RESUMO

Com o aumento da expectativa de vida, um grande numero de individuos atinge uma
idade critica para o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas causadoras de
deméncias. Dentre elas encontra-se em destaque a Doenca de Alzheimer, que é
caracterizada por um quadro clinico de declinio progressivo e irreversivel de
algumas funcdes cognitivas e intelectuais. As anormalidades histopatologicas
observadas no tecido cerebral obtido através de autopsias para o diagndstico
definitivo sdo: emaranhado neurofibrilares e placas senis encontrados em diversas
regides. O presente estudo comparou a presenca de placas senis e emaranhados
neurofibrilares com a imunohistoquimica e histologia convencional em cortes
histoldgicos de hipocampo de portadores de Doenca de Alzheimer, considerando
também os aspectos clinicos e epidemiologicos. Foram analisados 53 preparacdes
histolégicas de hipocampo de individuos portadores da Doenca de Alzheimer.
Destes, apenas 34 seguiram para a producdo de laminas e posterior coloracdo. A
idade média foi de 80,03+8,83, com um percentual de 76,5% do sexo feminino e
23,5% masculino. A reacdo imunohistoquimica com a proteina TAU mostrou uma
maior capacidade de visualizacdo das placas e emaranhados no hipocampo (p-valor
<0,05) quando comparada com a coloracdo pelo método de prata e hematoxilina-
eosina e a area CA1 do hipocampo foi a mais comprometida em diferentes faixas de
idade. Sendo assim, este estudo mostra que a imunohistoquimica € mais sensivel
na identificacdo de placas senis e de emaranhados neurofibrilares. Sugerindo que a

histologia convencional pode subestimar o diagndstico de Doenca de Alzheimer.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer. Imunohistoquimica. Diagnéstico.
Emaranhados Neurofibrilares.



ABSTRACT

With increasing life expectancy of a large number of individuals can reach a critical
age for the development of neurodegenerative diseases causing dementia such as
Alzheimer's disease, which is characterized by a clinical picture of progressive and
irreversible decline of some cognitive and intellectual functions. The histopathological
abnormalities in brain tissue obtained at autopsy for definitive diagnosis are
neurofibrillary tangle, and senile plaques found in various brain regions. To that end,
this compared the presence of senile plagues and neurofibrillary tangles in tissue
sections of hippocampi of Alzheimer's Disease patients with immunohistochemistry
and conventional histology, evaluating clinical and epidemiological aspects. 53
patients were analyzed hippocampus blocks of Alzheimer's disease. Of these, only
34 followed for the production of plates and subsequent staining. The mean age was
80.03 (+ 8.83), with a percentage of 76.5% female and 23.5% male. The
immunohistochemical reaction with protein tau showed a greater ability in expression
and visualization of plaques and tangles in the hippocampus (p <0.05) compared with
silver staining method, and hematoxylin-eosin and CA1 area of the hippocampus was
the most affected in different age groups. Thus, this study shows that
immunohistochemistry is more sensitive in the identification of senile plagues and
neurofibrillary tangles. Suggesting that conventional histology may underestimate the

diagnosis of Alzheimer's disease.

Keywords: Alzheimer Disease. Immunohistochemistry. Diagnosis. Neurofibrillary
Tangles.
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1 INTRODUCAO

A drastica mudanca no perfil populacional vista nas Gltimas décadas
resultou no fenbmeno do envelhecimento, com a variacdo da fecundidade, o
aumento da expectativa de vida e a longevidade humana (APRAHAMIAN et al.,
2009; GOMES et al., 2013).

Com esse aumento da expectativa de vida, um grande numero de
individuos pode atingir uma idade critica para o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas causadoras de deméncias (GOMES et al., 2013; PUZZO et
al., 2014). A instalacado dessas deméncias tem como fator de risco principal a
idade, que tende a aumentar sua prevaléncia, como observado na Doenca de
Alzheimer (DA), que € a principal causa da sindrome demencial adquirida com
a senilidade (CACAO et al., 2007; JIMENEZ e VARGAS, 2007; VALENTE et
al., 2010;HYMAN et al., 2012).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no mundo
inteiro, cerca de 35,6 milhGes de pessoas vivem com deméncia. Este niumero
devera dobrar até 2030 (65,7 milhdes) e mais do que triplicar até 2050 (115,4
milhdes) (figura 1) (OMS, 2012).

Dentre todas as deméncias, a DA corresponde a 60-70% dos casos
(BURLA et al., 2013). Seu custo com cuidados de salde esta estimado em
torno de 172,000 milhdes dodlares por ano em alguns paises da Europa e
Estados Unidos (DIAS et al., 2013; REITZ e MAYEUX, 2014). Segundo a
Associagéo Brasileira de Alzheimer (ABRAZ), no Brasil estima-se que existam
cerca de 1,2 milhdes de pessoas acometidas por essa deméncia (ABRAZ,

2014).
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Figura 1- Estimativa do nimero de pessoas afetadas por Deméncia entre 2010 e 2050
no mundo inteiro. Adaptado de: htto://www.scml.pt/pt-
PT/areas_de_invesrigacao/doencas_neurodegenerativas/informacéo_geral/

A DA é uma doenca tipica do idoso. Sua prevaléncia é de 5% aos 65
anos e dobra a cada cinco anos, chegando a 30% dos idosos com mais de 85
anos (APRAHAMIAN et al., 2009; BALLARD, 2011). A taxa de incidéncia de
deméncia aumenta exponencialmente com a idade, com o0 aumento mais
pronunciado ocorrendo ao longo da sétima e oitava década de vida
(SELFRIDGE et al., 2013; REITZ e MAYEUX, 2014). E caracterizada por um
quadro clinico insidioso decorrente do declinio progressivo e irreversivel de
algumas fungdes cognitivas e intelectuais, como por exemplo, memoaria (evento
de maior magnitude), orientagdo no tempo e no espago, pensamentos
abstratos, aprendizagem, incapacidade de fazer calculos simples, distlrbios de
linguagem, comunicagédo e na incapacidade de realizar atividades de vida diaria
(KARRAN et al., 2011; AHMED et al., 2013). Tais sintomas sdo normalmente
acompanhados de distirbios comportamentais, como agressividade,
alucinacdes, hiperatividade, irritabilidade e depressdo (HARTMANN et al.,
2004; HYMAN et al., 2012).

As anormalidades histopatolégicas observadas no tecido cerebral obtido
através de autopsias ou necropsias sao: emaranhado neurofibrilar (EN)

intracelular (proteina TAU (Taurina) em sua forma anormal associada a
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microtubulos) e as placas senis (PS) extracelulares difusas (depdsitos ricos em
proteina beta-amildide- AB) encontrados em regifes cerebrais responsaveis
pela cogni¢do, incluindo o &rea de associacao, cortex cerebral, hipocampo e o
nacleo estriado ventral. Essas lesbes sdo acompanhadas de microgliose
reativa, perda neuronal, perda de massa branca com atrofia cerebral difusa e
consequente reducdo de sinapses (SERRANO-POZO et al, 2011;
VANDENBERGHE et al., 2013). As referidas estruturas ndo sédo especificas da
DA, pois podem ser encontradas em casos onde o idoso ndo apresenta
deméncia. Com estas alteracdes, o cérebro do idoso apresenta-se com
reducado de sua capacidade de realizar sinapses (BYRNE et al., 2009).

Estudos post mortem tém revelado que as areas cerebrais mais atingidas
na DA séo o cortex de associacao e o hipocampo, com relativa preservacéo do
cerebelo, cortex primario motor, auditivo, sensitivo e visual. Por outro lado
evidencia o comprometimento precoce da memaria recente (hipocampo) e a
conservagao, pelo menos nas fases iniciais, da marcha e das capacidades
motoras visuais (ANDRADE-MORAES et al., 2013; MICHAEL et al., 2014).
Embora haja certa preservacdo da memoria remota em fase inicial, a perda da
memoéria é global com a evolucdo da doenca e na fase avancada observa-se a
triade: apraxia, agnosia e afasia (BLENNAW et al., 2006; VANDENBERGHE et
al., 2013).

Apesar de ser uma doenca multifatorial, 0s mecanismos subjacentes as
lesbes permanecem obscuros. Varios pesquisadores relatam o envelhecimento
cerebral como a principal causa e o fator genético como um risco para o
desenvolvimento da deméncia, em especial as de inicio precoce, nas quais

encontram-se as mutacdes genéticas especificas (TORRAO et al., 2012;
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PUZZO et al.,, 2014). Além desses, os fatores ambientais também podem
contribuir para o surgimento das lesGes histopatoldgicas (HERRUP, 2010;
REITZ e MAYEUX, 2014). Diversos estudos investigaram o quadro clinico,
progressdo dos sintomas, anatomopatologia e a correlacdo destes. Os
mesmos, relatam que em todos os casos ha uma perda de memoria esporadica
(inicialmente) e uma progressao para dificuldades em aquisicdo de novas
habilidades associadas a prejuizo nas func¢des cognitivas (SERRANO-POZO et
al., 2011; BALLARD, 2011).

No entanto, um diagnostico definitivo s6 pode ser realizado através de
exame anatomopatologico. E possivel fazer uma avaliagdo clinica e
estabelecer um diagnostico possivel ou provavel, através de historia médica do
paciente e de sua familia, do exame neuroldgico, de testes neuropsicolégicos,
exame fisico, avaliacdo psiquiatrica, exames laboratoriais e exames de imagem
como a tomografia computadorizada e ressonancia magnética (HARTMANN et
al., 2004; JIMENEZ e VARGAS, 2007; APRAHAMIAN et al., 2009; KARRAN et
al., 2011).

Sabendo-se da importancia de um bom método de coloracdo, no que diz
respeito ao custo/beneficio e que apesar de muitos estudos terem avancado
sobre o conhecimento da patologia da DA e do seu diagnéstico, varios
aspectos ainda nao estdo totalmente esclarecidos, principalmente os
relacionados ao  diagnostico  histologico, resultando em  casos
subdiagndsticados. Além disso, é extrema importancia o conhecimento da
comunidade cientifica a respeito da caracterizacdo neuropatoldgica e as
diferentes implicacdes relacionadas a escolaridade nas diferentes regides do

Brasil. O presente estudo analisou a presenca de placas senis e emaranhados
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neurofibrilares em cortes histolégicos de hipocampos de portadores de Doenca
de Alzheimer através de imunohistoquimica e histologia convencional
(hematoxilina eosina e impregnacdo por prata) buscando comparagcéo das

técnicas na detecgéo destas anormalidades neuroanatomopatolégicas.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O ENVELHECIMENTO POPULACIONAL

A piramide etaria nos Udltimos anos apresenta-se com mudancas
decorrentes do envelhecimento populacional. Segundo dados de 2011 do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a populacdo idosa
brasileira em 1980 era de 6% e em 2011 esse numero passou a ser 10% da
populacédo total. Projecdes estatisticas estimam que um aumento de 87,4% de
2010 a 2030 e 298,2% de 2030 a 2050, o que corresponde a 52 milhdes de

brasileiros idosos (LEITE et al., 2011) (figura2).

Brasil Brasil
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Figura 2- Projecdes da populacdo e do envelhecimento populacional em 1980, 2011, 2030 e
2050.Fonte:http://www.ibge.gov.br/lhome/estatistica/populacao/projecao_da_populacao/2008/pir
amide/piramide.shtm

Associadas a esse perfil, as estimativas de crescimento da prevaléncia
das deméncias e outras doengas cronico degenerativas apontam para
proporcdes epidémicas em escala mundial. A DA é a forma mais comum de
deméncia em idoso, causada pelo envelhecimento cerebral (ANDRADE-

MORAES et al., 2013; PUZZO et al., 2014).

2.2 A DOENCA DE ALZHEIMER

A DA foi descrita primeiramente ha mais de 100 anos no 37° Encontro de
Psiquiatria do Sudoeste da Alemanha em Tubingen pelo psiquiatra e
neuropatologista aleméo Alois Alzheimer que apdés analise clinica e
anatomopatoldgica de uma paciente de 51 anos de idade, fez associa¢do das
alteracdes psiquicas a leses no tecido cerebral post mortem (KARRAN et al.,
2011; SELFRIDGE et al., 2013). Tratava-se de um problema dentro de
neurdnios, os quais pareciam atrofiados e cheios de placas estranhas com
fibras retorcidas, entrelacadas umas as outras. Estas lesGes estavam
relacionadas com as alteracdes de cognicdo e personalidade da paciente

(VERDILE et al., 2004; HERRUP,2010) (figura 3).

" Neurofibrillary tangle
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Figura 3- Neuropatologista Alois Alzheimer e sua paciente Auguster Deter. Desenhos
por Alois Alzheimer, mostrando as alteracdes patoldgicas observadas no cérebro. Adaptado de:
http://www.alz.org/

Definida como uma doenca degenerativa progressiva cerebral primaria,
de etiologia desconhecida, com caracteristicas neuropatologicas e
neuroquimicas préprias, a DA € caraterizada neuropatologicamente pela
presenca de depdsitos extraneuronais compostos do peptideo amildide e
modificagbes fibrilares intraneuronais da proteina TAU e clinicamente
caracterizada por declinio sutil das funcdes relacionadas a memaria, mudancas

na personalidade, deterioracdo da linguagem e eventuais disfungbes motoras.

(HERRUP, 2010; REITZ e MAYEUX, 2014).

2.3 SINAIS E SINTOMAS DA DOENCA DE ALZHEIMER

As manifestacbes clinicas de anormalidades cognitivas e
neuropsicolégicas sao diversas. O prejuizo da memoria, perda progressiva de
funcbes cognitivas e amnésia sdo 0s eventos de maior magnitude
(SELFRIDGE et al., 2013). Existe um longo periodo de alteracdes neuroldgicas
e declinio cognitivo antes da doenca ser diagnosticada, marcado pela presenca
de uma fase de deficiéncia cognitiva leve com branda perda de memoria,
chamada de fase pré-clinica (HYMAN et al., 2012; PUERTAS et al., 2013). A
apresentacdo do quadro clinico nos estagios iniciais geralmente € marcada
pela perda de memoria episodica e dificuldades de aquisicdo de novas
habilidades, evoluindo gradualmente com prejuizos de outras funcdes
cognitivas, tais como julgamento, célculo e raciocinio. Nos estagios

intermediarios, pode ocorrer afasia fluente e também apraxia. Nos estagios
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terminais, encontram-se marcantes altera¢des do ciclo sono-vigilia, alteracdes
comportamentais, como irritabilidade e agressividade, sintomas psicoticos,
incapacidade de deambular, falar e realizar cuidados pessoais (LACE et al.,

2009; AHMED et al., 2013; LIRAZ et al., 2013).

2.4 FISIOPATOLOGIA E PATOGENESE DA DOENCA DE ALZHEIMER

Ao longo do curso de envelhecimento, diferentes mecanismos de
neurodegeneracdo prevalecem nas distintas regides acometidas, de acordo
com a idade do paciente e dos fatores de risco ambientais e genéticos
presentes (LACE et al., 2009). As lesGes cerebrais observadas na histologia,
que se correlacionam com a DA sao: atrofia cortical difusa por morte
progressiva de neurbnios associada a presenca de PS (depositos
extraneuronais compostos da peptideo AB) e EN (modificacdes fibrilares
intraneuronais da proteina TAU), encontrados principalmente e inicialmente em
cortex de associacdo e hipocampo (KARRAN et al.,, 2011; ANDRADE-
MORAES et al., 2013; MICHAEL et al., 2014; CASTELLANI e PERRY, 2014)

(figura 4).
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Figura 4- Lesbes no tecido cerebral encontrados na Doenca de Alzheimer. A) Alargamento
dos sulcos, estreitamento dos giros e reducéo do volume cerebral B) Cortes coronais revelam o
aumento do volume ventricular e a perda de massa cerebral. C) Emaranhados neurofibrilares
corados por prata. D) Placas senis coradas por prata. Adaptado de www.alzheimer.sk.ca

Todo esse processo fisiopatoldgico precede, em anos ou décadas, o
aparecimento de sintomas clinicos objetivos ou subjetivos, e podem ser
encontrados em individuos com auséncia de sintomas clinicos, assim como,
em menor propor¢ao no tecido cerebral de idosos normais (HERRUP, 2010;
SERRANO-POZO et al., 2011; HYMAN et al., 2012; LIRAZ, et al., 2013).

As PS séo depoésitos esféricos extracelulares compostos principalmente
pelo peptideo AB, que contem 40 a 42 aminoacidos (KARRAN et al., 2011).
Apresenta-se com um nucleo central amiléide e uma coroa de células
neuronais distroficas associadas a microglias e astrocitos reativas (SERRANO-
POZO et al.,, 2011; GOMES et al.,, 2013). O fragmento AB é derivado da
clivagem proteolitica de proteina transmembrana precursora de amiloide (APP),
expressa na superficie celular, que possui papel na facilitacdo do crescimento

neuronal, na sobrevivéncia da célula e na regulacdo da atividade da proteina
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G. (CARAMELLI et al.,, 2001; APRAHAMIAN et al., 2009; NIJHOT, 2012;
PUZZO et al., 2014).

A APP é metabolizada por duas vias diferentes, uma principal nao-
amiloidogénica e uma alternativa amiloidogénica. A primeira é resultado da
clivagem proteolitica da APP, por atividade enzimatica a-secretase e
posteriormente da vy-secretase, uma forma solivel de peptideo néo
amiloidogénico é liberada da superficie celular e esta ndo forma fragmento AR
(GOMES et al., 2013; PUZZO et al., 2014). Entretanto, ao ser clivada pela
enzima [(-secretase e y-secretase, origina fragmentos AP insoluveis da via
amiloidogénica e este parece ter um papel mais importante na neurotoxicidade
qgue as placas amiloides formadas (figura 5) (WU et al., 2011; KARRAN et al.,

2011; NIJHOT, 2012; CASTELLANI e PERRY, 2014; MICHAEL et al., 2014).

Via nao- AP popsde
amiloidogénica amiloidogénica j%
"
b Carvease

secretase

R cleavage

Figura 5- Esquema representativo das vias de clivagem da APP e formacao do peptideo beta-
amiléide . Adaptada: De Paula VIR, et al 2009.

A patogénese da DA esta centralizada nas propriedades deste

peptideo AB, em agregar-se rapidamente, formar l|aminas e tornar-se
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relativamente resistente a degradacéo e os efeitos do seu acumulo incluem, o
excesso de producdo de radicais livres e danos peroxidativos de proteinas,
lipideos e outras macromoléculas (HERRUP, 2010; WU et al., 2011 LIRAZ et
al.,, 2013; JACOB et al.,, 2013). Esta cascata de eventos da hipotese
amiloidogénica € a mais estudada e aceita da patogénese da DA, e tem dado
enorme suporte para que o acumulo de AB seja um evento necessario e
invariante no desenvolvimento de DA, pois as diversas alteracdes genéticas
envolvidas na DA tem como produtos génicos o aumento na producdo e/ou
deposigcao cerebral de peptideos AR (BLENNAW et al., 2006; KARRAN et al.,
2011; SERRANO-POZO et al., 2011). Entretanto, a causa da doenca esta
relacionada a interacdo de multiplos fatores genéticos e ambientais, pois esse
peptideo ndo é suficiente para disparar todo processo patolégico da DA e, além
disso, foram identificados individuos com doenca amildide sem prejuizos
cognitivos e neurodegeneracao, permanecendo obscuro o motivo do disparo da
produgcdo excessiva do toxico AR e o inicio dos sinais da doenga. Outros
eventos patogénicos estdo sendo elucidados (CARAMELLI et al., 2001).

Dados das formas familiares da DA sugeriram, no entanto, que a AR é
uma molécula critica na patogénese desta deméncia. Estando relacionada com
a neurodegeneracdo e com outras caracteristicas da DA como a
hiperfosforilagdo da proteina TAU e os emaranhados por aumentar a atividade
de algumas enzimas envolvidas. (HARTMANN et al., 2004, KARRAN et al.,
2011)

Os EN sao compreendidos pelos feixes de filamentos, insoliveis e
resistentes a eliminacdo in vivo, localizados no citoplasma perinuclear. E

composto por proteinas TAU com alteragdo quimica estrutural em estado
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hiperfosforilado (KARRAN et al., 2011; PUZZO et al., 2014). A proteina TAU é
responsavel pela agregacdo e estabilizacdo de microtubulos que transportam
nutrientes e informacdes dos prolongamentos dos neurbnios ao seu corpo
celular e vice-versa (CASTELLANI e PERRY, 2014). Ao ser modificada, a
proteina TAU perde a capacidade de polimerizar e passa a se agregar de
forma insolGvel aos microtubulos, desestabilizando-os. Como consequéncia, se
dissocia dos microtubulos e leva a ruptura da estrutura do citoesqueleto celular,
levando inicialmente ao colapso desses sistemas e posteriormente a morte de
neurénios. A causa dessa modificagdo na TAU ainda é desconhecida e sua
evolugdo é crucial no desenvolvimento dessa deméncia e determinacdo da

gravidade clinica (figura 6) (KARRAN et al.,, 2011; HYMAN et al., 2012;

Destabilized Microtubules

Microtubule

Phosphorylated TAU
Protein

o~

Paired Helical Filaments

TAKEDA et al., 2013).

Figura 6- TAU hiperfosforilada, desestabilizando os microtibulos e formando os emaranhados
neurofibrilares. Adaptada: De Paula VJR, et al 2009.
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2.5 FATORES DE RISCO PARA DOENCA DE ALZHEIMER

A maioria dos casos da doenca € esporadica, embora pelo menos 5 a
10% dos casos sejam familiares e sua etiologia ainda € desconhecida
(ANDRADE-MORAES et al., 2013). Estudos epidemioldgicos indicam varios
fatores relacionados com a sua causa, entre eles, a idade € o mais importante,
visto que a DA é predominantemente senil e sua prevaléncia aumenta de forma
exponencial a medida que o tempo passa (LACE et al., 2009; HERRUP, 2010).
Além da idade e da genética, outros fatores de risco ndo genéticos estédo
associados ao seu desenvolvimento, como doencas cerebrovasculares, trauma
cranio-encefalico, sexo feminino, etnia caucasiana, hipertensdo arterial
sistémica, diabetes tipo 2 e uso de insulina, peso corporal, dislipidemias,
sindrome metabdlica e tabagismo (BLENNAW et al., 2006; APRAHAMIAN et
al., 2009). Existem também fatores protetores ndo genéticos contra a disfuncéo
cognitiva, como a dieta rica em peixes e vegetais, uso de antioxidantes,
atividade fisica, educacéo e atividade intelectual. O aumento da densidade das
sinapses torna a relacdo escolaridade e a prevaléncia da deméncia
inversamente proporcional (CACAO et al., 2007; PUERTA et al., 2013; REITZ e

MAYEUX, 2014).

2.6. FATORES PREDISPONENTES PARA A DOENCA DE ALZHEIMER

Todas as lesdes encontradas na DA sdo causadas por uma complexa
interacdo de multiplos fatores genéticos e ambientais, o que explica a
dificuldade em encontrar um tratamento eficaz. De acordo com a neuroquimica

e genética, € claro que seu aparecimento, em graus mais variados de
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severidade, deve-se ao acumulo de eventos genéticos (poligénica ou nao) e
ambientais (HERRUP, 2010; TORRAO et al., 2012; PUZZO et al., 2014; REITZ

e MAYEUX, 2014).

A DA familiar (DAF) € uma herancga, tipo autossémica dominante, e sua
estimativa variam de 5-10% (KARRAN et al., 2011; SELFRIDGE et al., 2013).
Vérios loci génicos associados a doenca de inicio precoce foram identificados
para a DA familiar, pelo menos um deles deve participar da neuropatogénese,
culminando com o desenvolvimento da doenca. As principais mutagdes
herdadas sdo encontradas nos genes para a APP no cromossomo 21, que
resulta em um numero aumentado de fragmentos AB (HARTMANN et al., 2004;

HERRUP, 2010; KARRAN et al., 2011).

Outros genes envolvidos estdo nos cromossomo 14 e 1 e fazem parte da
formacdo das proteinas presenelina-1 e presenelina-2 respectivamente. Estas
proteinas sdo componentes da enzima y-secretase, responsavel pela protedlise
da APP. Ao sofrer mutacfes, essas enzimas sao responsaveis pelo aumento
do nivel de AB. Porém, apenas as alteracdes nos mesmos nado séo suficientes
e nem necessarias para explicar todos os casos de DA. (APRAHAMIAN et al.,
2009; CARAMELLI et al., 2011; HYMAN et al., 2012; REITZ e MAYEUX, 2014;

PUZZO et al., 2014).

Um maior risco para o desenvolvimento da DA em sua forma mais
agressiva e mais precoce pode ser causado pela presenca do polimorfismos do
gene da apolipoproteina E (ApoE) no cromossomo 19 (KARRAN et al., 2011;
LIRAZ et al., 2013). Por sua alta afinidade com os EN e os fragmentos AB nas

PS, o excesso de ApoE, forma complexo estavel, alterando o balanco entre
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deposicdo e depuracdo de AR, favorecendo as placas e afetando a taxa de
fosforilacdo da proteina TAU em favor de formacdo de fusos neurofibrilares

(CACAO et al., 2007; REITZ e MAYEUX, 2014).

Polimorfismos da ApoE traz uma maior predisposicdo e € mais frequente
que as alteracbes na APP, presenelina-1 e presenelina-2. As alteracdes
nestes ultimos genes estdo mais relacionadas com a forma rara da DA de inicio
precoce, que corresponde a 5% do total de casos da doenca (BLENNAW, et

al., 2006; CARAMELLI, et al., 2011; CASTELLANI e PERRY, 2014).

2.7 CLASSIFICACAO DA DOENCA DE ALZHEIMER

Com base na idade de inicio, a DA é classificada em dois tipos: DA de
inicio precoce (menos de 65 anos) por causa genética, correspondendo a 1-5%
de todos os casos, seria uma forma mais grave com evolucdo mais rapida e
pior prognostico e DA de inicio tardio (maior de 65 anos) maior parte da DA,
sendo responsavel por mais de 95% (TORRAO et al., 2012; TEIPEL, 2013;

REITZ e MAYEUX, 2014).

2.8 DIAGNOSTICO DA DOENCA DE ALZHEIMER

Descobrir precocemente alteracbes no cérebro que possam indicar o
inicio da DA é um desafio para neurologia, pois 0s mecanismos envolvidos na
sua patogénese ainda nao foram totalmente elucidados, além do seu dificil
diagnéstico e auséncia de tratamento. A degeneracdo cerebral primaria e
consequente declinio das funcgdes intelectuais apresentam caracteristicas

neuropatolégicas e neuroquimicas proprias e complexas (VALENTE, et al.,
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2010; KARRAN et al., 2011; ANDRADE-MORAES et al., 2013; CASTELLANI e
PERRY, 2014).

Embora o exame histopatolégico do tecido cerebral post mortem
permanega necessario para diagnostico definitivo da DA, a combinacdo da
avaliagé@o clinica, com critérios preestabelecidos e com os modernos exames
radiologicos permitem um diagndstico possivel ou provavel, acurado em 80 a
90% dos casos (CACAO et al., 2007; KARRAN et al., 2011; BALLARD, 2011).

Desde a sua proposta, em 1984, o Instituto Nacional de Neurologia e a
Associacdo de Doencas da Comunicacdo e Doenca de Alzheimer (NINCDS-
ADRDA) estabeleceram critérios que combinam padrées clinicos e
neuropatolégicos para atribuir diagnosticos de DA possivel, provavel e
definitivo (BLENNAW et al., 2006; BALLARD, 2011; KARRAN et al., 2011).

A. Provavel DA — Deméncia estabelecida por testes neurofisiol6gicos, por
exemplo: Mini Exame de Estado Mental. Aparecimento entre 40 e 90 anos.
Alteracbes de linguagem, habilidades motoras e percepcao. Alteragbes das
atividades do dia a dia. Alteracdes de padrdes de comportamento e,
frequentemente, tomografia computadorizada do cérebro normal para a idade.
B. Possivel DA — Sindrome demencial, na auséncia de outras doencas
neurolégicas, psiquiatras ou sistémicas que possa causar deméncia. Variacoes
no curso da apresentacdo clinicas das deficiéncias cognitivas sem
aparecimento de co-morbidades que possa justificA-las. C. Diagndstico
definitivo da DA — S&o os critérios de Provavel DA mais as evidéncias

histopatoldgicas obtidas por bidépsia ou necropsia (MCKHANN, et al., 1984).

Uma nova revisdo desta classificagcdo buscou melhorar a especificidade

do diagnéstico ao incluir os biomarcadores genéticos e os biomarcadores
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adicionais que contribuem para aumentar a especificidade do diagndéstico que
inclui varias medi¢des do liquido cefalorraquidiano, sangue e de neuroimagem
(TEIPEL, 2013; REITZ e MAYEUX, 2014; CASTELLANI e PERRY, 2014).

O exame clinico busca informacgdes a cerca da histéria prévia do paciente
e seus familiares, como doencas preexistentes, traumas, cirurgias, uso de
alcool e drogas licitas e ilicitas (BLENNAW et al., 2006; BALLARD, 2011). O
fisico visa identificar déficits neurolégicos focais, dificuldade na marcha,
lentificagdo, tremores entre outros sinais que possam contribuir para um
diagndstico diferencial, ja que a mudanca neuropatolégica com presenca das
placas e emaranhados n&o exclui a possibilidade de outras lesGes coexistentes
e que também podem contribuir para a DA (HYMAN et al., 2012).

A avaliacdo cognitiva é realizada com aplicacdo de escalas e exame
mental para triagem e avaliacdo mais breve, até testes neuropsicolégicos
especificos mais abrangentes como o Consortium to Establish a Registry for
Alzheimer’s Disease (CERAD), a Mttis Dementia Rating Scale e 0 CAMDEX
(APRAHAIMAN 2009; KARRAN et al., 2011).

No que diz respeito aos exames laboratoriais, a recomendacao é apenas
para dosagem de horménio tireo-estimulante e nivel sérico da vitamina B12. A
analise do liquido cefalorraquidiano para proteina TAU e peptideo AB s6 deve
ser realizada nos casos de deméncia pré-senil ou apresentacdo de curso
atipico da doenca. Os exames de neuroimagem, como a tomografia
computadorizada e ressonancia magnética, sao utilizadas primordialmente para
afastar outras causas de deméncias (APRAHAIMAN, 2009; CARAMELLI et al.,
2011; VANDENBERGHE et al., 2013). Nao ha marcadores especificos na

investigacao laboratorial e de imagens da DA, embora alguns achados possam
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dar suporte ao diagnostico clinico (CASTELLANI e PERRY, 2014). Os
marcadores moleculares da doenca tém sido pesquisados em fluidos e tecidos
bioldgicos, particularmente a detecgdo de peptideo AR e suas fragdes e da
proteina TAU hiperfosforilada por métodos que variam de imunohistoquimica
(IHQ) a espectrometria de massa. (CARAMELLI et al., 2011).

Por muitos anos, as placas amildides foram consideradas o achado
fisiopatolégico decisivo para a caracterizacdo e desenvolvimento da doenca.
No entanto, varios estudos nas Ultimas décadas relataram que tais placas
possuem fraca correlacdo com o declinio cognitivo (KARRAN et al., 2011;
GOMES et al., 2013). O emaranhado neurofibrilar € o primeiro evento
fisiopatologico e seu numero se correlaciona melhor com o grau de deméncia
do que o numero de PS. E, a perda das sinapses, embora ndo avaliada por
métodos histoldgicos parece ter uma melhor correlagdo com a severidade da
deméncia. (HARTMANN et al., 2004; VERDILE et al., 2004; ANDRADE-
MORAES et al., 2013).

O Sistema de Braak e Braak ao avaliar a dispersao dos emaranhados no
cortex classifica a degeneracdo de forma gradual em seis estagios: I/ll- EN no
cortex entorrinal, 1lI/IV- EN em hipocampo e amigdalas, V/VI- EN em todo
neocortex (HYMAN et al., 2012; CASTELLANI e PERRY, 2014). As PS séo
classificadas e pontuadas pelo CERAD ao avaliar sua densidade, onde s&o
observadas em funcdo da idade. A presenca de 2-5 placas por 200x é
observadas em individuos com menos de 50 anos de idade; 8 ou mais placas
em individuos com idade entre 50-65 anos de idade; mais de 10 placas em

individuos com idade entre 66-75 anos e mais de 15 placas em individuos com
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mais de 75 anos de idade (LACE et al., 2009; HYMAN et al., 2012; ANDRADE-

MORAES et al., 2013; VANDENBERGHE et al., 2013; MICHAEL et al., 2014).
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3. OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Verificar, dentre os métodos de coloragéo utilizados, qual o melhor para
identificacdo e quantificacdo de placas senis e emaranhados neurofibrilares em
cortes histologicos de hipocampos de portadores de Doenca de Alzheimer,

avaliando aspectos clinicos, epidemioldgicos, histolégicos e imunohistoquimico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Tracar o perfil clinico e epidemiolégico dos individuos cujos hipocampos
foram analisados;
Em cortes histoldgicos de hipocampo de individuos portadores de Doenca de
Alzheimer:
e Identificar e quantificar o numero de placas senis e emaranhados
neurofibrilares através da imunohistoquimica;
e Identificar e quantificar o nimero de placas senis e emaranhados
neurofibrilares através da histologia convencional;
e Comparar o numero de placas senis e emaranhados neurofibrilares
através dos dois métodos de coloracéao;
e Relacionar o numero médio de placas senis e emaranhados
neurofibrilares, observados através da histologia e imunohistoquimica e

o perfil do individuo.
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4. METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo realizado através do método observacional,

analitico transversal.

4.2 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente trabalho foi apresentado sob o CAAE n°
44265315.1.0000.52086 ao Comité de Etica em Pesquisa da UFPE
(Universidade Federal de Pernambuco), obedecendo integralmente os
principios éticos estabelecidos na resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de
Saude (CNS) (ANEXO A).

Os dados coletados foram armazenados e as informacbes foram
utilizadas Unica e exclusivamente para a execucdo da presente pesquisa e a

identidade dos individuos sera mantida em sigilo absoluto.

4.3 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no laboratério do Programa de Pds Graduagdo em
Patologia (POSPAT) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) em
conjunto com o Servico de Verificagdo de Obito (SVO) situado na UFPE —
Recife-PE.

O SVO é responsavel pela execucao de necropsias em vitimas de morte

natural com ou sem assisténcia médica, emissao de laudos histopatoldgicos e
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apoio didatico as atividades de ensino das disciplinas de Patologia, Anatomia
Humana e Anatomia Patolégica. E mantido também, por meio de convénio com

o0 Governo do Estado/Secretaria de Saude.

4.4 POPULACAO ALVO E PERIODO

O estudo foi composto por amostras teciduais de hipocampo de
individuos com diagnostico de Doenca de Alzheimer obtidos no periodo de

2000 ateé 2014.

4.5 CRITERIOS DE INCLUSAO

e Amostras de tecido cerebral (hipocampo) de individuos com morte natural e

diagnéstico clinico de Doenca de Alzheimer;

4.6 CRITERIOS DE EXCLUSAO

e Amostras de individuos que morreram por causas cerebrais primarias:
acidente vascular encefalico de origem isquémica ou hemorragica,
meningite, tumores entre outras lesdes cerebrais com dano no hipocampo;

e Amostras de individuos com prontuarios com dados necessarios para a
pesquisa incompletos;

e Blocos parafinados com artefatos.
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4.7 METODOS DE COLETA E ANALISE DO MATERIAL BIOLOGICO

As amostras de hipocampo, dos hemisférios direito e esquerdo, ja
parafinadas e todas as informag@es clinicas e epidemioldgicas foram obtidas
através dos prontuarios arquivados no Servigo de Verificacdo de Obitos (SVO-
Recife-PE). Ap06s a selecdo, as amostras foram utilizadas para avaliacao

neuropatolégica através da histologia convencional e IHQ.

4.7.1. Avaliacdo Neuropatologica

Para a avaliacdo neuropatologica, foi realizada técnica de histologia
convencional com a utilizacdo de dois métodos: impregnacdo por prata pelo
meétodo de Bielschowsky e coloracdo hematoxilina eosina (HE), bem como, a
realizacdo da imunomarcacédo pela imunohistoquimica para proteina TAU (IHQ-
TAU). Os emaranhados neurofibrilares e as placas senis foram observados
através de um sistema de captura de imagem Optica, Pannoramic Viewer
SCAN 1.15.2 3DHISTECH®, pelos pesquisadores e discutidos com um

neuropatologista experiente.

4.7.2. Imunohistoquimica para proteina TAU (IHQ-TAU)

O método qualitativo da imunohistoquimica para deteccdo da proteina
TAU foi realizada em amostras de hipocampo emblocadas em parafina. Foram
realizados cortes em material parafinado de 6um de espessura, posteriormente
incubados com anticorpo para detectar proteina TAU (Anti Tau-Neuronal
Marker), Ac policlonal de coelho, fr 1.0ml Spring E18294 1.0ml). As amostras

foram levadas para estufa de secagem a 60°C por 20 minutos e depois
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temperatura ambiente por 20 minutos, desparafinadas em xilol e reidratadas
com etanol (100, 85 e 70%, 30 segundos cada). A recuperacao antigénica foi
realizada em tampao de citrato, pH 6,0 a 120°C em panela de presséao elétrica
por 30 segundos. As laminas sofreram resfriamento até chegar a temperatura
ambiente e a peroxidase enddgena foi bloqueada por um periodo de 10
minutos (solu¢do bloqueadora de proteina do kit DAKO™). Foram incubadas
com o anticorpo, lavadas com tampéao fosfato (PBS) contendo BSA (Bovine
Serum Albumin) durante 20 minutos. Em seguida, incubadas com solucéo
cromdgena de diaminobenzidina (DAB), lavadas em agua, contra-coradas com
hematoxilina, desidratadas e montadas com laminula e Entellan® (Merk) (figura
7).

ApOs a reacdo, para andlise da imunoreatividade, as laminas foram
digitalizadas através do scanner pelo SCAN 1.15.2 3DHISTECH® e analisadas
pelo sistema de captura de imagem Optica Pannoramic Viewer, que permite
observar a imunoexpressao tecidual das proteinas TAU em diferentes

aumentos, 5%, 10x e 20x (Figura 8).
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- Imunohistoquimica para Proteina Tau
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Figura 7- Esquema representativo das etapas realizadas na producdo das laminas na
imunohistoquimica. Fonte: arquivo pessoal
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Figura 8- Imagem optica do SCAN 1.15.2 3DHISTECH® mostrando o hipocampo para
observacdo das &reas de imunoreatividade para proteina TAU. Fonte: Software Pannoramic
Viewer

4.7.3. Histologia Convencional

A avaliagdo prosseguiu com os cortes histologicos de hipocampo
parafinados para comparagéo. Apos recortes de 6um de espessura, as laminas
foram levadas para o processo de desidratacdo, hidratacdo e coloracdo através

da técnica de prata e HE (figura 9). Em seguida, as placas senis e o0s
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emaranhados neurofibrilares foram visualizados nas laminas escaneadas pelo
SCAN 1.15.2 3DHISTECH® e sistema de captura de imagem Optica
Pannoramic Viewer. Os resultados obtidos das imagens foram discutidos pelos
pesquisadores com um neuropatologista experiente ao relaciona-las com os

achados clinicos (figura 10 e 11).

- Histologia convencional
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Figura 9- Esquema representativo das etapas realizadas na producédo das laminas na
histologia convencional. Fonte: arquivo pessoal

% File Settings Window Help

2 3t mE® Y X apb@EET . S . -
wa | T | RO S w < = O @B i K 0 I (56 ) T N crcaton: .55 Procress:
8 @) 04-12 5000 ym

4 @ LiDier _

@ @ vonTa | .
P
0
A

WV Fit scanned area

@ Preview

" Trading history

 Preview and
tracking history

Delete Tracking Hstory

Figura 10- Imagem o6ptica do SCAN 1.15.2 3DHISTECH® mostrando o hipocampo para
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Figura 11- Imagem Optica do SCAN 1.15.2 3DHISTECH® mostrando o hipocampo para
observacédo das areas de tecido impregnados de prata. Fonte: Software Pannoramic Viewer

4.7.3.1 Coloracdo por Hematoxilina Eosina (HE)

Seccdes de tecido nervoso com 6 ym de espessura foram corados com
HE pelo método de Harris. Os cortes foram para estufa, em seguida foram
desparafinizados, desidratados, hidratados em agua corrente, corados,
desidratados e montados sob laminula e Entellan® (Merk) (JUNQUEIRA e

CARNEIRO, 2013).

4.7.3.2 Coloracao por Impregnacao por Prata, método de Bielschowsky
Seccbes de 6uym montadas sobre laminas foram desparafinizadas em
xilol e hidratadas em agua destilada e coradas pela prata. Os cortes foram
oxidados com &cido cromico a 4% por 10 minutos na estufa e apds serem
retirados da estufa, foram lavados em agua corrente por 10 minutos, seguidos
da oxireducédo no bissulfito de sodio a 1% e lavagem em agua destilada por 1

minuto. Na fase seguinte, foi acrescentada a solucéo de prata A (5ml de borax
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+ 25 ml de agua destilada) e B (3ml de nitrato de prata a 5% + 25 ml de
metanamina a 3%), apos a juncdo das duas substancias, as mesmas foram
submetidas a aquecimento na estufa até sua impregnacdo. Apds saida da
estufa foram realizadas 4 passagens em Aagua destiladas para lavagem,
matizados com cloreto de ouro a 1%, lavados em 2 passagens em agua
destilada, colocados em tiossulfato de sodio a 2% por 2 minuto, lavados por 10
minutos na agua corrente e finalizando com contra coloracdo em verde luz a
2% em 45 segundos. O passo final foi desidratar, clarear e montar sob laminula

e Entellan® (Merk) (MIRRA et al., 1993).

4.7.4. Andlise microscopica através Pannoramic Viewer SCAN 1.15.2
3DHISTECH®

As analises das PS e EN foram realizadas através do sistema de captura
de imagem optica Pannoramic Viewer SCAN 1.15.2 3DHISTECH® (Figura 12).
Este software permite a visualizagcdo da imagem de toda lamina. Apéds a
obtencdo da imagem nos 3 tipos de coloracdo, pode ser selecionada 3
diferentes areas do hipocampo (CA- Corno de Amon): CAl, CA2/3 e CAA4.
Cada regiao foi marcada por circunferéncia com diametro de 600 micrometros,
posteriormente foi realizada uma varredura de toda circunferéncia em aumento
de 20x em busca das alteracdes histopatolégicas na hemtoxilia-eosina e na
coloragédo por prata e imunoreatividade. Para garantir que a avaliagdo fosse
realizada em uma mesma regido do hipocampo nas 3 coloracdes realizamos

cortes sequenciais. (Figura 13)
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Figura 12- Imagem o&ptica do SCAN 1.15.2 3DHISTECH® mostrand a selégéo da
area de imunoreatividade para proteina TAU do hipocampo dermarcado em trés regifes (CA1L,
CA2/3 e CA4) através de circunferéncia de 600 micrometros. Fonte: Software Pannoramic
Viewer
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Figura 13- Imagem Optica do SCAN 1.15.2 3DHISTECH® mostrando a sele¢do da area de
imunoreatividade para proteina TAU do hipocampo dermarcado em trés regides (CAl, CA2/3 e
CAA4) através de circunferéncia de 600 micrometros e regido de CA1 em aumento (objetiva) de
5x, 10x e 20x . Fonte: Software Pannoramic Viewer



a7

4.8. COLETA DOS DADOS

4.8.1. Instrumento de coleta

Informacdes coletadas a partir de analise de prontuario (idade,
procedéncia, sexo, historia/quadro clinico e diagndstico necroscopico), assim
como os dados da avaliacdo do tecido hipocampal, foram transcritos para um
formulério de coleta de dados padronizado (APENDICE 1). Todos os dados

serdo mantidos em sigilo.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise de dados, utilizou-se o SPSS versdo 20, onde,
inicialmente, realizou-se uma andlise descritiva, obtendo assim as medidas de
posicao e dispersdo para as varidveis numéricas e as frequéncias absolutas e
percentuais para as variaveis qualitativas. Para a confirmacdo das tendéncias
observadas na andlise descritiva, buscou-se o teste mais adequado para testar
a significancia das diferencas e para esta escolha, procedeu-se antes com 0s
testes de normalidade Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk para que fosse
possivel entender qual tipo de teste seria usado, se um teste paramétrico ou
ndo-paramétrico. Para as comparacbes por éarea, foi usado o teste nao-
paramétrico Wilcoxon. Para a comparacédo de niveis de emaranhados e placas
por faixa etaria e por sexo, fez-se uso do teste ndo-paramétrico Mann-Whitney,
p-valor<0,05. O teste Kruskal-Wallis € um teste-nao paramétrico, foi usado para
a comparacdo de Emaranhados e Placas entre os diferentes niveis de
escolaridade. Para todos os testes, o nivel de 5% de significancia foi

considerado.
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Resumo

Com o aumento da expectativa de vida, um grande numero de
individuos pode atingir uma idade critica para o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas causadoras de deméncias como a Doenca de Alzheimer,
que é caracterizada por um quadro clinico de declinio progressivo e irreversivel
de algumas fungbes cognitivas e intelectuais. As anormalidades
histopatologicas observadas no tecido cerebral obtido através de autopsias
para o diagnéstico definitivo sdo: emaranhado neurofibrilares e placas senis
encontrados em diversas regides cerebrais. Nesse intuito, o0 presente
comparou a presencga de placas senis e emaranhados neurofibrilares em cortes
histolégicos de hipocampos de portadores de Doenca de Alzheimer com a
imunohistoquimica e a histologia convencional, avaliando aspectos clinicos e
epidemioldgicos. Foram analisados 53 blocos de hipocampo de portadores da
Doenca de Alzheimer. Destes, apenas 34 seguiram para a producdo de

laminas e posterior coloracdo. A idade média foi de 80,03 (+8,83), com um
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percentual de 76,5% do sexo feminino e 23,5% masculino. A reacdo
imunohistoquimica com a proteina TAU mostrou uma maior capacidade na
expressao e visualizacdo das placas e emaranhados no hipocampo (p-valor
<0,05) quando comparada com a coloracdo pelo método de prata e
hematoxilina-eosina e a 4rea CA1 do hipocampo foi a mais comprometida em
diferentes faixas de idade. Sendo assim, este estudo mostra que a
imunohistoquimica é mais sensivel na identificacdo de placas senis e
emaranhados neurofibrilares. Sugerindo que a histologia convencional pode

subestimar o diagnostico de Doenca de Alzheimer.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, Imunohistoquimica, Diagnostico e
Emaranhados Neurofibrilares.

Abstract

With increasing life expectancy of a large number of individuals can
reach a critical age for the development of neurodegenerative diseases causing
dementia such as Alzheimer's disease, which is characterized by a clinical
picture of progressive and irreversible decline of some cognitive and intellectual
functions. The histopathological abnormalities in brain tissue obtained at
autopsy for definitive diagnosis are neurofibrillary tangle, and senile plaques
found in various brain regions. To that end, this compared the presence of
senile plaques and neurofibrillary tangles in tissue sections of hippocampi of
Alzheimer's Disease patients with immunohistochemistry and conventional
histology, evaluating clinical and epidemiological aspects. 53 patients were
analyzed hippocampus blocks of Alzheimer's disease. Of these, only 34

followed for the production of plates and subsequent staining. The mean age
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was 80.03 (x 8.83), with a percentage of 76.5% female and 23.5% male. The
immunohistochemical reaction with protein tau showed a greater ability in
expression and visualization of plagues and tangles in the hippocampus (p
<0.05) compared with silver staining method, and hematoxylin-eosin and CAl
area of the hippocampus was the most affected in different age groups. Thus,
this study shows that immunohistochemistry is more sensitive in the
identification of senile plaques and neurofibrillary tangles. Suggesting that

conventional histology may underestimate the diagnosis of Alzheimer's disease.

Keywords: Alzheimer Disease, Immunohistochemistry, Diagnosis e
Neurofibrillary Tangles.

Introducao

Atualmente, um grande numero de individuos pode atingir uma idade
critica para o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas causadoras de
deméncias (GOMES et al., 2013;PUZZO et al., 2014). Seu principal fator de
risco é a idade, que tende a aumentar sua prevaléncia, como observado na
Doenca de Alzheimer (DA), que é a principal causa da sindrome demencial
adquirida com a senilidade (CACAO et al., 2007; JIMENEZ e VARGAS, 2007,
VALENTE et al., 2010;HYMAN et al., 2012).

Em todo mundo, cerca de 35,6 milh6es de pessoas vivem com deméncia.
(OMS, 2012). Dentre todas as deméncias a DA corresponde a 60-70% dos
casos (BURLA et al., 2013). Segundo a Associacido Brasileira de Alzheimer
(ABRAZ), no Brasil, estima-se que existam cerca de 1,2 milhGes de pessoas

acometidas por essa deméncia (ABRAZ, 2014).
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A DA é definida como uma doenca degenerativa progressiva cerebral
priméria, de etiologia desconhecida, com caracteristicas neuropatolégicas e
neuroquimicas proéprias. Doenca tipica do idoso, sua prevaléncia € de 5% aos
65 anos e dobra a cada cinco anos, chegando a 30% dos idosos com mais de
85 anos (APRAHAMIAN et al., 2009; BALLARD, 2011). A taxa de incidéncia de
deméncia aumenta exponencialmente com a idade, com 0 aumento mais
pronunciado ocorrendo ao longo da sétima e oitava década de vida
(SELFRIDGE et al., 2013; REITZ e MAYEUX, 2014).

Sua manifestacdo clinica é caracterizada por um declinio progressivo e
irreversivel de algumas func¢des cognitivas e intelectuais, como por exemplo,
memoéria (evento de maior magnitude), orientacdo no tempo e no espaco,
pensamentos abstratos, aprendizagem, incapacidade de fazer -calculos
simples, disturbios de linguagem, comunicacdo e na incapacidade de realizar
atividades de vida diaria (KARRAN et al., 2011; AHMED et al., 2013).

As anormalidades histopatologicas observadas no tecido cerebral obtido
através de autopsias ou necropsias sdo: emaranhado neurofibrilar (EN)
intracelular (proteina TAU em sua forma anormal associada a microtubulos) e
as placas senis (PS) extracelulares difusas (depésitos ricos em proteina beta-
amiléide- AB) encontrados em regifes cerebrais responsaveis pela cognicao,
incluindo o cértex cerebral, hipocampo e o estriado ventral. Essas lesdes sao
acompanhadas de microgliose reativa, perda neuronal, perda de massa branca
com atrofia cerebral difusa e consequente reducdo de sinapses (SERRANO-
POZO et al., 2011; VANDENBERGHE et al., 2013). As referidas estruturas néo
sdo especificas da DA, pois podem ser encontradas em casos onde o0 idoso

nao apresenta deméncia. Com esta formacao, o cérebro do idoso apresenta-se
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com reducdo de sua capacidade de realizar sinapses (BYRNE et al., 2009).
Dados das formas familiares da DA sugeriram, no entanto, que a A € uma
molécula critica na patogénese desta deméncia. Estando relacionada com a
neurodegeneracdo e com outras caracteristicas da DA, como a
hiperfosforilagdo da proteina TAU e os emaranhados por aumentar a atividades
de algumas enzimas envolvidas. (HARTMANN et al., 2004; KARRAN et al.,
2011) A causa dessa modificagdo na TAU ainda é desconhecida e sua
evolugdo é crucial no desenvolvimento dessa deméncia e determinacdo da
gravidade clinica (KARRAN et al., 2011; HYMAN et al., 2012; TAKEDA et al.,
2013).

Estudos post mortem tém revelado que as areas cerebrais mais atingidas
por estas alteracdes na DA s&o o cortex de associacdo e o hipocampo, com
relativa preservacdo do cerebelo, cOrtex primario motor, auditivo, sensitivo e
visual. E evidencia o compromisso precoce da memoéria recente (hipocampo) e
a conservacao, pelo menos nas fases iniciais, da marcha e das capacidades
motoras visuais (ANDRADE-MORAES et al., 2013; MICHAEL et al., 2014).

Um diagndstico definitivo sé pode ser realizado através de exame
anatomopatolégico. No entanto, é possivel fazer uma avaliacdo clinica e
estabelecer um diagnostico possivel ou provavel, através de historia médica do
paciente e de sua familia, do exame neurolbgico, de testes neuropsicolégicos,
exame fisico, avaliacdo psiquiatrica, exames laboratoriais e exames de imagem
como a tomografia computadorizada e ressonancia magnética (HARTMANN et
al., 2004; JIMENEZ e VARGAS, 2007; APRAHAMIAN et al., 2009; KARRAN et
al., 2011). Os marcadores moleculares da doenca tém sido pesquisados em

fluidos e tecidos bioldgicos, particularmente a detecgéo de peptideo AB e suas
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fracbes e da proteina TAU hiperfosforilada por métodos que variam de
imunohistoquimica (IHQ) a espectrometria de massa. (CARAMELLI et al.,
2011).

Por muitos anos, as placas amiléides foram consideradas o achado
fisiopatolégico decisivo para a caracterizacdo e desenvolvimento da doenca.
No entanto, varios estudos nas Ultimas décadas relataram que tais placas
possuem fraca correlacdo com o declinio cognitivo (KARRAN et al., 2011;
GOMES et al., 2013). Os emaranhados neurofibrilares € o primeiro evento
fisiopatologico e seu numero se correlaciona melhor com o grau de deméncia
do que o numero de PS. E, embora ndo avaliada por métodos histoldgicos, a
melhor correlacdo com a severidade da deméncia parece ser com a perda das
sinapses (HARTMANN et al.,, 2004; VERDILE et al., 2004; ANDRADE-
MORAES et al., 2013).

Sabendo-se da importancia de um bom método de coloracéo, no que diz
respeito ao custo/beneficio e que, apesar de muitos estudos terem avancado
sobre o conhecimento da patologia da DA e do seu diagnéstico, muitos
aspectos ainda nao estdo totalmente esclarecidos, principalmente os
relacionados ao diagndstico histolégico. Para tanto, o presente estudo analisou
a presenca de placas senis e emaranhados neurofibrilares em cortes
histoldgicos de hipocampos de portadores de Doenca de Alzheimer através de
imunohistoquimica e histologia convencional (hematoxilina eosina e
impregnacdo por prata) buscando comparacdo das técnicas na deteccdo

destas anormalidades neuroanatomopatologicas.

Material e Métodos
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Trata-se de um estudo realizado através do meétodo observacional,
analitico transversal, que foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa/Centro de Ciéncias da Saude/Universidade Federal de Pernambuco
(CEP/CCS/UFPE) sob o CAAE de nimero 44265315.1.0000.52086.

Foram estudados, no periodo de 2015-2016, 34 cortes histologicos de
hipocampos de individuos portadores da Doenca de Alzheimer, entre 59 e 92
anos de idade. Todos os cortes de hipocampos parafinados, sem artefatos
ap6s morte natural, foram armazenados de 2000 a 2014 pelo Prof® Dr. Roberto
José Vieira de Melo, do Departamento de Patologia da UFPE, apds necropsia
realizada no Servico de Verificacéo de Obito do Recife-PE.

As amostras de hipocampo, dos hemisférios direito e esquerdo, ja
parafinadas, e todas as informacdes clinicas e epidemiologicas arquivados no
SVO-Recife-PE, tiveram sua avaliagdo neuropatoldgica através da histologia
convencional pela hematoxilina eosina (HE) e impregnacao por prata método
de Bielschowsky e analise de imunoreatividade com a imunohistoquimica para
proteina TAU (IHQ-TAU). Os emaranhados neurofibrilares e as placas senis
foram observados e analisados através de um sistema de captura de imagem
Optica Pannoramic Viewer SCAN 1.15.2 3DHISTECH®, pelos pesquisadores e
discutidos com um neuropatologista experiente. Apés a obtencdo da imagem
nos 3 tipos de coloracdo, pode ser selecionada 3 diferentes areas do
hipocampo: CAl, CA2/3 e CA4. Cada regido foi marcada por circunferéncia
com diametro de 600 micrometros, posteriormente foi realizada uma varredura
de toda circunferéncia em aumento de 20x em busca das alteracdes
histopatolégicas. Para garantir que a avaliacédo fosse realizada em uma mesma

regido do hipocampo nas 3 coloracdes realizamos cortes sequenciais.
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Informacdes coletadas a partir de andlise de prontuério, assim como 0s
dados da avaliacao do tecido hipocampal, foram transcritos para um formulério
de coleta de dados padronizado. Para a analise de dados utilizou-se o SPSS
versdo 20, onde inicialmente, realizou-se uma analise descritiva, obtendo
assim, as medidas de posi¢cdo e dispersdo para as variaveis huméricas e as
frequéncias absolutas e percentuais para as varidveis qualitativas. Para a
confirmagdo das tendéncias observadas na analise descritiva, buscou-se o
teste mais adequado para testar a significancia das diferencas e para esta
escolha, procedeu-se antes com o0s testes de normalidade Kolmogorov-
Smirnov e Shapiro-Wilk para que fosse possivel entender qual tipo de teste
seria usado, se um teste paramétrico ou n&o-paramétrico. Para as
comparacdes por area, foi usado o teste ndo-paramétrico Wilcoxon. Para a
comparacao de niveis de emaranhados e placas por faixa etaria e por sexo,
fez-se uso do teste ndo-paramétrico Mann-Whitney, p-valor<0,05. O teste
Kruskal-Wallis € um teste-ndo paramétrico e foi usado para a comparacao de
Emaranhados e Placas entre os diferentes niveis de escolaridade. Para todos

os testes, o nivel de 5% de significancia foi considerado.

Resultados

No presente estudo, foram analisados 53 blocos de hipocampo
parafinados de individuos com diagndéstico clinico de Doenca de Alzheimer, dos
quais 19 foram excluidos por apresentar artefatos, tornando impossivel a
producdo de laminas ou por ndo conter todas as informacdes necessarias em
prontuarios, restando 34 amostras com diagnaostico clinico de DA.

A idade dos individuos variou de 59 a 92 anos (80,03 + 8,83), sendo

26/34 (76,5%) do sexo feminino e 23,5% masculino. A raga predominante foi
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branca com 47,1%. O grau de escolaridade foi de 4 a 7 anos de estudo em
41,2% da amostra. Ao se utilizar os critérios de CERAD realizados no momento
da necropsia e registrados nos prontuérios, pelo menos 41,2% dos individuos
cujos hipocampos foram avaliados, tinham diagndstico definido da DA. Uma
sintese destas informacfes relacionada aos aspectos tanto clinicos, quanto

epidemioldgicos, encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1- Perfil clinico-epidemioldgico tracado a partir de prontuarios dos individuos portadores
de Doenca de Alzheimer, cujos hipocampos emblocados em parafina, pertencem ao acervo do
Servico de Patologia do Hospital das Clinicas da UFPE (Prof° José Roberto Vieira de Melo).

VARIAVEIS CATEGORICAS NUMERO FREQUENCIA %
FAIXA ETARIA

<75 11 32,4
76 a 85 10 29,4
86 ou mais 13 38,2
SEXO

Feminino 26 76,5
Masculino 08 23,5
ESCOLARIDADE (anos)

NENHUM 05 14,7
1 a3 anos 10 29,4
4 a7 anos 14 41,2
8all anos 02 5,9
12a+ 03 8,8
DA-CERAD

DEFINIDO 14 41,2
POSSIVEL 05 14,7
PROVAVEL 05 14,7
Nao Obtido 10 29,4

Legenda: DA-Doenca de Alzheimer; CERAD- Consortium to Establish a Registry for
Alzheimer’s Disease.

As principais comorbidades registradas  foram: doencas
cardiovasculares, presentes em 18/34 (52,9%) dos individuos; doencas
infecciosas em 6/34 (17,6%); diabetes mellitus (DM) 9/34 (26,5%); hipertensdo
arterial sistémica (HAS) 10/34 (29,4%); acidente vascular encefalico prévio
1/34 (2,9%) e pneumopatias 5/34 (14,7%). Com relagdo a causa da morte
diagnosticada apds necropsia, os individuos apresentaram comprometimentos

associados a doencas pulmonares (50%) e a doencas cardiovasculares
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(23,5%). Nesta mesma analise, apenas em 5/34 (14,7%) foi observado
macroscopicamente algum grau de atrofia cerebral.

Em uma andlise inicial, objetivando verificar qual método histologico
seria capaz de visualizar um maior nimero de alteracdes microscépicas nos
hipocampos (EN-emaranhados neurofibrilares e PS-placas senis), foi realizada
uma comparagao entre os valores de PS e EN nos 34 hipocampos, com dois
métodos de coloracéo histologica (HE-Hematoxilina Eosina e prata) e IHQ para
proteina TAU (IHQ-TAU). Para os EN, foi observado um maior valor na média
de contagem na IHQ-TAU (23,68+£16,21), seguido da coloragcdo por HE
(14,0£7,95) e coloracdo pelo método de prata (13,14+9,53). Percebe-se, entéo,

que a IHQ-TAU, foi mais eficaz (figura 1).
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Figura 1: Cortes histolégicos de uma mesma area do hipocampo do mesmo individuo

portador da Doenca de Alzheimer em histologia convencional pela hematoxilina eosina (HE),
impregnacgéo por prata método de Bielschowsky e imunomarcado com a imunohistoquimica
para proteina TAU (IHQ-TAU), respectivamente.

Na comparagdo através do teste de Wilcoxon, foram observadas
diferencas estatisticamente significantes entre nimero total de EN encontrados
na IHQ-TAU e a coloracdo pelo método de prata (p-valor 0,00) e diferenca
entre IHQ-TAU e coloracdo por HE (p-valor 0,00). Ao comparar a coloragdo
pelo método de prata com HE, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significante (p-valor 0,524), mostrando que a IHQ-TAU é o melhor método para

visualizar os emaranhados neurofibrilares.
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A mesma comparacao entre os trés métodos foi realizada com o numero
total de PS observadas. A maior contagem foi constatada na IHQ-TAU (2,41t
3,24) seqguida da prata (0,66%+1,16) e HE (0,17+0,52), havendo diferenca
significativa entre os trés grupos e sendo a IHQ-TAU novamente, mais eficaz
para visualizar a anormalidade histolégica da doenca. Ao se comparar O
namero total de PS encontrados na IHQ-TAU e coloragdo por HE, houve
diferenca estatistica (p-valor 0,00), assim como para IHQ-TAU e prata (p-valor
0,00), ndo havendo diferenca entre prata e HE (p-valor 0,41).

Na avaliacdo da IHQ-TAU, considerando-se trés areas do hipocampo
(CAl, CA2/3 e CA4) separadamente, e as contagens para EN e PS, constatou-
se que a média de EN visualizados foi maior na area CAl (12,5+9,57). CAl
mostrou ter uma maior quantidade significativa de PS e EN quando comparado
com CA2/3 (p-valor 0,01) e CA4 (p-valor 0,00). O numero encontrado em

CA2/3 também foi maior estatisticamente que CA4 (p-valor 0,010) (tabela 2).

Tabela 2- Comparativo das areas por média, desvio padrdo e p-valor do teste Wilcoxon para
Emaranhados e Placas encontrados no hipocampo dos individuos portadores de Doenca de
Alzheimer.

Area p-valor (Wilcoxon)
CA1l CA2/CA3 CA4
1) x (2 Dx(B) (2)x(3
) 2) @ |(Wx@ MxE) @xE)
Emaranhados 12,5+ 9,573 7,41+ 7,114 337568;“ 0,001 0,000 0,010
Placas 1,21+1,754 0,53+1,354 (_’)L%i; 0,054 0,137 0,197

Com relacdo a contagem das PS nas trés areas do hipocampo, a area
CALl apresentou maior média de contagem (1,21+1,75). Contudo, apesar de
haver uma tendéncia para uma diferenca significante com maior valor contados
de PS em CAl na sua comparacdo com CA2/3 (p-valor 0,54), nenhuma éarea

comparada par-a-par mostrou ser estatisticamente significante (tabela 2).
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Realizou-se uma da divisdo dos individuos por faixa etaria, agrupando
em < 75 anos, entre 76 e 85 anos e 86 anos ou mais, onde pode-se, ap0s a
divisdo, avaliar a proporcédo de EN e PS por area do hipocampo nos diferentes
grupos etério através da IHQ-TAU. A faixa etaria com maior percentual no
estudo foi a dos individuos com 86 anos ou mais (38,2%) (tabela 01).

A tabela 3 mostra a analise descritiva da quantidade de EN por area do
hipocampo nas trés faixas etérias através da IHQ-TAU, verificando-se que a
maior quantidade de EN foi encontrada na regido CAl, nas trés faixas e que
houve um crescimento linear do valor da média com o aumento da idade [< 75
anos (9,64+9,82), 76 a 85 (13,50+8,396) e 86 anos a mais (14,5+10,36)], o
mesmo nao ocorre em CA2/3 e em CA4 em nenhuma das idades. A faixa etaria

com maior média total de EN é entre 76-85 anos.

Tabela 3- Analise descritiva do total de placas senis por area do hipocampo
dos individuos portadores de Doenca de Alzheimer.

TAU-EMARANAHDOS NEUROFIBRILARES

Faixa etéaria CAl CA2/3 CA4
N 11 11 11
<75 Média 9,64 4,00 1,82
DP 9,821 6,099 2,442
N 10 10 10
76 a 85 Média 13,50 11,00 5,30
DP 8,396 7,087 4,057
N 13 13 13
86 ou mais Média 14,15 7,54 4,23
DP 10,367 7,007 3,516

Com o proposito de avaliar se a quantidade de emaranhados é
proporcionalmente diferente com significancia estatistica, nos trés grupos
etarios por area, foi feita uma comparacdo das areas do hipocampo par-a-par

em cada grupo através da IHQ- com TAU. Em individuos com menos de 75



60

anos, a quantidade de emaranhados em CAL1 foi significativamente maior que
nas outras duas areas do hipocampo. O mesmo ocorreu em individuos com
mais de 86 anos. Ja na faixa de 76 a 85 anos, o numero foi estatisticamente
significante maior em CA1 ao comparar com CA4, porém, ndo foi ao comparar
com CA2/3, que por sua vez demostrou ter maior quantidade significativa ao

ser comparada com CA4 (tabela 4).

Tabela 4- Andlise estatistica, utilizando o Teste de Wilcoxon comparando as trés areas do
hipocampo na expresséo de emaranhados neurofibrilares nas diferentes faixas etarias, dos
individuos portadores de Doencga de Alzheimer.

Faixa etéaria TAU_EN_CAZ2/ TAU_EN_CA4 - TAU_EN_CA4
CA3 - TAU_EN_CA1 -
TAU_EN_CA1 TAU_EN_CA2/
CA3
<75 p-valor 0,017 0,012 0,337
76 a 85 p-valor 0,262 0,012 0,028
86 ou mais  p-valor 0,030 0,017 0,307

Na comparacdo com PS por faixa etaria, ndo houve diferenga
significativa em nenhuma area do hipocampo. Em individuos com menos de 75
anos ndo houve diferenca entre IHQ-TAU para PS em CAl e CA2/3 (p-valor
0,17), CA4 e CAl(p-valor 0,50) e CA4 e CA2/3 (p-valor 0,063). Na faixa entre
76 e 85 anos, também ndo houve diferenca entre CA1 e CA2/3 (p-valor 0,34),
CA4 e CAl(p-valor 0,20) e CA4 e CA2/3 (p-valor 0,59). E com 86 anos, ou
mais, 0s seguintes valores foram obtidos na IHQ-TAU para PS em CAl e
CAZ2/3 (p-valor 0,25), CA4 e CAl(p-valor 0,89) e CA4 e CA2/3 (p-valor 0,27).

Dentro de cada faixa etaria e de cada area do hipocampo, foi comparada

a quantidade de emaranhados e placas. Para todas as faixas, a expressao dos
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EN através da IHQ-TAU foi maior que a das placas senis em todas as areas,
provavelmente, porque a coloracdo ndo € especifica para marcar 0s compostos

beta-amiloide das PS (tabela 5).

Tabela 5- Andlise descritiva do total de placas senis e emaranhados neurofibrilares por area do
hipocampo dos individuos portadores de Doenca de Alzheimer nas trés faixas etéarias.

Faixa etaria TAU_EN_CAL TAU_PS_CALl TAU_EN_CA2/CA3 TAU_PS_CA2/ICA3 TAU_EN_CA4 TAU_PS_CA4
N 11 11 11 11 11 11

<75 Média 9,64 1,73 4,00 0,73 1,82 1,27
DP 9,821 2,149 6,099 1,348 2,442 1,902

N 10 10 10 10 10 10

ta Média 13,50 1,70 11,00 0,90 5,30 0,50
85 DP 8,396 1,889 7,087 2,025 4,057 1,080
13 13 13 13 13 13

86? Média 14,15 0,38 7,54 0,08 4,23 0,31
mais DP 10,367 ,870 7,007 277 3,516 , 751

Mesmo a IHQ-TAU nao sendo especifico para beta-amiléide, estas
puderam ser observadas nas PS. Desta forma, tentou-se correlacionar uma
proporcdo entre placas e emaranhados (PS/EN) nas diferentes regibes do
hipocampo e nos individuos distribuidos nas trés faixas etarias. Na andlise
estatistica, houve diferenca significante ao comparar valor de PS/EN em CA1
em todas as faixas (p-valor >0,05), ou seja, em CAl os emaranhados tém
sempre em maior quantidade independente da idade. Porém, a diferenca entre
PS/EN em CAZ2/3 so foi significante nas faixas de 76 a 85 anos e 86 a mais, da

mesma forma comportou-se em CA4 (tabela 6).
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Tabela 6- Analise estatistica, utilizando o Teste de Wilcoxon comparando as trés areas
do hipocampo na expresséo de placas senis e emaranhados nas diferentes faixas etérias, dos
individuos portadores de Doenca de Alzheimer.

Faixa etaria TAU_PS_CA1- TAU_PS_CA2/C TAU_PS_CA4-
TAU_EN_CA1 A3 - TAU_EN_CA4
TAU_EN_CA2/C
A3
<75 p-valor 0,013 0,058 0,500
76-85 p-valor 0,007 0,008 0,008
>86 p-valor 0,001 0,002 0,005

Em um novo calculo, o somatoério de placas e emaranhados nas trés
areas do hipocampo foi comparado por faixa etaria através da IHQ-TAU. O
ndmero total de EN nas trés areas foi maior na faixa de 76-85 anos
(29,80+16,66), seguida da faixa de 86 ou mais (25,92+15,17) e < 75 anos
(15,45+16,70).

Na comparacgdo par-a-par de faixa etaria para valor total de EN através
da IHQ-TAU, n&o houve diferenca significativa entre < 75 versus 76 a 85 anos
(p-valor 0,43), com maior quantidade entre 76 a 85 anos. O mesmo néo foi
observado na comparacdo na faixa < 75 anos versus 86 ou mais (p-valor

0,134) e 76 a 85 anos versus 86 a mais (p-valor 0,483).

Na comparacdo da média total de PS nas trés areas através da IHQ-
TAU, foi observado um decréscimo da quantidade de placas nas trés faixas
etarias (<75ano0s-3,73+4,31; 76 a 85 anos- 3,10+3,17; 86 anos a mais-
0,77+1,01) e na comparacgdo estatistica par-a-par de faixa etaria para placas,

nao houve diferencga significativa em nenhuma idade (tabela 7).
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Tabela 7- Média, desvio padréo e p-valor do teste U de Mann-whitney, comparag¢édo do nimero
de emaranhados neurofibrilares (EN) e placas senis (PS), entre faixas etarias através da IHQ-
TAU.

Faixa Etaria p-valor (Mann-Whitney)

<75 76 a 85 86 ou mais (1) x
1) ) 3) (1) x(2) 3) (2) x (3)

Emaranhados 15,45+ 16,7 29,80 + 14,7 25,92 +15,2 0,043 0,134 0,483
Placas 3,73+4,32 3,10+3,18 0,77+1,01 0,973 0,277 0,067

A figura abaixo resume o comportamento do somatério, nas trés areas
do hipocampo, de PS e EN nas trés faixas através da IHQ-TAU.

Ao avaliar se ha diferenca significativa entre o niumero total do somatério
de PS e EN das trés areas do hipocampo, através da IHQ-TAU, entre os
individuos do sexo masculino e sexo feminino, ndo foram encontradas
diferencas significativas entre 0os sexos para placas (p-valor 0,270) e nem para

emaranhados (p-valor 0,921) (tabela 8).

Tabela 8 - Média, desvio padréo e p-valor do teste U de Mann-whitney, compara¢éo do

numero de emaranhados e placas, por género, coloracao TAU.

Emaranhados Placas
Masculino Feminino p-valor | Masculino Feminino p-valor
22,75 + 15,56 23,96 £ 16,7 0,921]1,25+2,12 2,77+ 3,48 0,27

Foi também analisado, dentro de cada sexo, como se comportaram a
expressao de emaranhados e placas por area através da IHQ-TAU. Quanto ao
sexo feminino, a expressédo de EN foi maior em CAl (12,73 £10,09), seguida
de CA2/3 (7,31+ 7,07) e CA4 (3,92+3,73). Essa diferenca entre valores para
EN teve sua significAncia comprovada através da comparacéo par-a-par pelo
teste de Wilcoxon. Onde CAl tem uma quantidade superior as outras duas
areas (p-valor< 0,05), assim como CA2/3 sobre CA4 (p-valor 0,49). O mesmo
ndo ocorreu na comparagdo de valores de PS por area no sexo feminino. A

média observada em CA1 foi de 1,27+1,66, em CA2/3 foi de 0,69+1,51 e em
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CA4 0,81+1,47. Essas diferencas néo foram estatisticamente significantes (p-

valor >0,05) (tabela 9).

Tabela 9- Analise estatistica, utilizando o Teste de Wilcoxon comparando as trés areas do
hipocampo na expresséo de placas senis no sexo masculino e feminino dos individuos
portadores de Doenca de Alzheimer utilizando a IHQ-TAU.

Area p-valor (Wilcoxon)
CAl CA2/CA3 CA4
() ) (©)

Dx@  DBxE) Ax(3)
Feminino 12,73 £10,09 731+7,07 3,92+3,73 0,001 0,000 0,049

Emaranhado 775+
Masculino 11,75 £ 8,225 7,741 3,92+3,73 0,234 0,018 0,107

0,69 +
Placas Feminino 1,27 + 1,663 1,517 0,81 £ 1,470 0,136 0,218 0,308
Masculino 1,00 £2,138 0,00+ 0,000 0,25 + 0,707 0,18 0,414 0,317

Na analise dentro do sexo masculino, a média de EN em CALl foi de
11,7548,22, CA2/3 de 7,75t7,74 e CA4 3,25+3,24. Essa expressao de
emaranhados por area s6 foi significativa na comparacao entre CA1 e CA4 (p-
valor 0,018). Ja no numero de placas por area através da IHQ-TAU nos
homens, ndo foram observadas diferencas significativas (p-valor >0,05) (tabela
9).

Também foram comparados os graus de escolaridade (anos) pela
expressao de PS e EN somados nas trés areas do hipocampo através da IQH-
TAU. Tanto as placas (p-valor 0,681), quanto os emaranhados (p-valor 0,690),
nao tiveram diferencas quanto a quantidade expressa nos hipocampos
estudados dos cinco grupos de individuos divididos por grau escolaridade

(tabela 10).
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Tabela 10- Analise estatistica, utilizando o Teste de Kruskal-Wallis comparando os graus de
escolaridade na expresséao de placas senis e emaranhados nos individuos portadores de

Doenca de Alzheimer utilizando a IHQ-TAU.

Emaranhados Placas

Escolaridade Média + SD p-valor Média + SD p-valor
(anos)
Nenhuma 13,6 £ 8,82 1,8+2,490
1la3anos 27,1 £ 15,954 1,0£0,943

0,690 0,691
4 a7 anos 25,93 +15,479 3,86 £ 4,055
8 a1l anos 22,5+ 28,991 0,5+0,707
12a + 19,33 + 26,083 2,67+4,619

Discusséo

Desde 1907, quando foi descrita por Alois Alzheimer, a comunidade
cientifica vem estudando a doenca e tentando achar meios de diagnéstico
precoce, bem como tratamento, ja que haverd proporcdes epidémicas desta
condicdo consequente ao envelhecimento populacional (VERDILE, 2004). Os
meios atuais de diagnéstico definitivo ddo-se por necropsia cerebral e busca
das extensas lesdes, todas vistas principalmente em areas corticais e formacéao
hipocampal, resultando na perda progressiva das fungdes cognitivas (SELKOE
e HARDY, 2002).

A partir desse conhecimento e da premissa que 0s avangos para melhor
compreensao da DA envolve um método de coloracdo eficaz para reduzir o
subdiagnéstico, o presente estudo buscou o melhor método de coloracéo para
identificar as alteragcbes no tecido cerebral de hipocampo e oferecer uma

importante contribuicdo ao meio cientifico.
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Inicialmente, as amostras foram submetidas a comparacdo entre
diferentes métodos de coloragéo, buscando visualizar um maior nimero de EN
e PS nos 34 hipocampos analisados. A expressao de EN pela IHQ-TAU foi
estatisticamente significante maior do que a coloragéo por HE e prata. Entre
HE e prata nao foi observada diferenca, reforcando que a IHQ-TAU é o melhor
método para visualizar os emaranhados neurofibrilares. Na visualizacdo de PS
a IHQ-TAU foi também mais eficaz entre as trés técnicas e a prata foi melhor
que HE.

Para a analise das lesdes da DA, a recomendacéo de coloracao inclui o
uso de HE, prata modificada de Bielschowsky e IHQ, tanto a pesquisa de
placas, quanto de emaranhados (MIRRA et al., 1991). Fernandez e Coutinho
(1997) ao compararem a meédia do numero de PS utilizando IHQ para beta-
amiléide, prata e HE, observaram que a IHQ foi melhor que a prata, pois com
esta Ultima coloracdo nédo foi possivel detectar as placas mesmo nos locais
onde se sabia existir, sendo considerada uma técnica de baixa sensibilidade
para a pesquisa desta alteracdo histolégica. Como observado no presente
estudo, apesar da IHQ-TAU néo ser especifica para PS, estas puderam ser
observadas na IHQ-TAU em maior nimero que as demais técnicas.
Corroborando com nossos achados, mesmo assim, diferente do estudo citado
acima, a HE possibilitou a visualizacdo de PS, porém, nao melhor que a prata.

Com esse resultado e sabendo-se que para o diagnéstico da doenca é
necessario um valor minimo de PS por idade e que a depender da técnica esse
pode nao ser alcancado, a técnica de prata e HE poderia subdiagnosticar a
doenca e a IHQ seria mais eficaz na busca desse peptideo até em estagio de

comprometimento cognitivo leve. Alguns estudos relatam que a reducéo
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volumétrica cerebral por morte neuronal se deve ao aparecimento de
emaranhados e consequentemente lesdo, como no hipocampo, cortex entor-
rinal e cingulo posterior sdo sinais precoces da DA e que posteriormente
evoluiriam para DA com lesdo do neocortex frontal, parietal e temporal
(CARAMELLI et al., 2011; ANDRADE-MORAES et al., 2013).

Outro importante aspecto observado na presente pesquisa foi o fato de
que, na avaliacdo, utilizando-se apenas IHQ-TAU e considerando-se trés areas
do hipocampo separadamente (CAl, CA2/3 e CA4), a contagem para EN e PS,
foi maior em CA1l, comparado com CA2/3 e CA4, e a quantidade em CA2/3
também foi maior que CA4. Com relacdo a contagem das PS, CAl apresentou
maior média, apesar de nao haver significancia estatistica quando comparada
as outras areas.

A progressdo de emaranhados neurofibrilares é bastante estereotipada e
previsivel, iniciando no cértex entorrinal e hipocampo e se espalha para o
isocortex associativo, poupando o sensorial, 0 motor e areas visuais (ARNOLD
et al., 1991; BRAAK e BRAAK, 1991; BRAAK et al., 2006). A area CAl é
relatada como a primeira area do hipocampo a ser afetada, tanto em dementes
como ndo dementes, e ainda, alguns autores apontam que esta regido é
seletivamente vulneravel a prejuizos como hipoxia e isquemia (ARNALD et al.,
1991; MARKESBERY, 1997; SERRANO-POZZO, 2011).

Da a mesma forma que foi observada no presente estudo, Braak e Braak
(1991) em estudo clinico-patolégico, através das técnicas de prata e IHQ, com
cérebro humano, observou e distinguiu etapas controladas da progressédo da
lesdo neuronal por EN. Os primeiros a aparecerem no hipocampo, na fase

intermediaria da DA, sao observados em CA1, posteriormente em CA2 e com 0


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3234452/#A006189C2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3234452/#A006189C2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3234452/#A006189C15
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3234452/#A006189C17
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avancar da doenca todas as outras areas estdo envolvidas. Esta progressao
tem uma consideravel variacdo interindividual, pois, a literatura também relata
que CAZ2 resiste ao desenvolvimento de mudangas, mas existem casos com
envolvimento precoce e grave de CA2 com emaranhados mais grosseiros,
facilmente diferenciados dos vistos em CAl e CA3 (BRAAK e BRAAK, 1991).

Com relagdo as PS, ao contrdrio dos EN, o acumulo é visto
principalmente no isocortex e com uma deposicdo muito menos previsivel.
Aparecem mais tardiamente na formacdo do hipocampo (ARNOLD et al.,
1991; BRAAK e BRAAK, 1991). Apesar dessa variacdo na evolucdo das PS
Braak e Braak distinguiu a progressao em trés fases: Fase A, placas em
por¢cOes basais do frontal, lobos temporal e occipital; Fase B, com todas as
areas isocortical associacao afetadas, enquanto a formacgéo do hipocampo so6 é
levemente envolvida e o cértex sensorial, 0 motor e visuais sdo desprovidos de
PS. A Fase C é caracterizada por deposicdo de PS nas éareas isocortical
primarias e, em alguns casos, 0 aparecimento desse depdsito na camada
molecular do cerebelo e nlcleos sub-corticais, tais como estriado, talamo,
hipotalamo, nucleo subtalamico e nucleo rubro (BRAAK e BRAAK, 1991).

Em outro estudo, semelhante ao descrito do Braak e Braak, os padroes
de disseminacdo dos EN do envelhecimento saudavel para a Doenca de
Alzheimer, utilizando a IHQ, determinou um recrutamento hierarquico que
reflete a conectividade neuroanatdbmica das sub-regibes do hipocampo, area
alvo precoce de processos neurodegenerativos do envelhecimento, cujo
envolvimento é fundamental para as perturbacdes da memoéria. A expressao
de EN no hipocampo também foi mais evidente CAl, em individuos que

apresentaram comprometimento cognitivo leve podendo ser considerado um
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precursor clinico da DA. Em poucos casos com maior gravidade da patologia,
CA2 teve maior expressdo, comparado com CAl, e ndo foram observadas
placas senis, sugerindo que os emaranhados precedem as placas. J& as
alteragbes patologicas em CA3/4 (componentes da via perfurante, associada
com a formacdo da memoria), estdo mais associadas com casos de deméncia
clinica (LACE et al., 2009).

Existe um complexo e controverso conjunto de circuitos no interior do
hipocampo, que recebe e processa informacdes. Nas diferentes areas do
hipocampo, a informacgao projeta-se de CA1 a CA4. Refletido no envolvimento
progressivo de diferentes sub-regibes dentro do hipocampo, ao seguir
principalmente ligagdes neuroanatdbmicas, em vez de suscetibilidade celular
intrinseca, embora a combinacdo de suscetibilidade celular e proliferacéo
patoldgica através de conectividade ndo sejam excluidas (LACE et al., 2009).

No presente estudo, a maior faixa etaria dos individuos com DA foi de
86 anos ou mais (38,2%) e em todas as faixas a expressao dos EN através da
IHQ com TAU foi maior que a das PS em todas as areas, provavelmente, pela
progressdo da doenca com aparecimento primeiro dos EN e pelo anticorpo
utilizado néo ser especifico para marcar os compostos beta-amiléide das PS.
Mesmo assim, estas puderam ser observadas e ao correlacionar a proporgao
entre PS/EN nas regi6es do hipocampo e trés faixas etérias, foi identificada
uma diferenca nos numero de PS/EN em CA1l em todas as faixas (< 75 anos,
entre 76 e 85 anos e 86 anos ou mais). Além disso, nesta mesma regiao,
diferente das demais, os EN tém sempre em maior quantidade independente
da idade, tendo um aumento proporcional ao envelhecimento. A diferenca entre

PS/EN em CA2/3 e CA4 so foi significante nas faixas de 76 a 85 anos e 86 a
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mais. Demostrando que uma maior idade influencia e determina o
aparecimento de lesGes cerebrais e as diferencas existentes na duragao e
curso clinico da DA entre os individuos, decorrem da variagdo dos padrbes de
progresséo em funcgéo da idade.

J& é sabido que o envelhecimento do cérebro é o principal fator de risco
para o desenvolvimento de disfungdo cognitiva e desenvolvimento de
patologias degenerativas relacionadas a idade. Varias hipoteses sugerem que
a intensidade da patologia se correlacionada com deterioracéo intelectual, que
por sua vez atravessa 0 processo de envelhecimento. O critério do limite de
placas é estabelecido em funcé@o da idade. Os emaranhados neurofibrilares e
placas senis sdo achados marcantes na DA e em individuos saudaveis
(GIMENEZ E VARGAS, 2007; LACE et al.,, 2009; CASTELLANI e PERRY,
2014).

A prevaléncia da Doenca de Alzheimer no presente estudo foi maior nas
mulheres, concordando com a literatura nacional e internacional. Contudo, é
importante ressaltar que esse maior nimero de mulheres afetadas se deve a
fatores como a maior longevidade, e ainda, a maior sobrevida das mulheres
pés diagndstico de DA comparado aos homens (LOPES e BOTTINO, 2002;
2010; SUH et al., 2004; TALMELLI et al.,, SUH et al., 2006; APRAHAMIAN et
al., 2009; GONCALVES e CARMO, 2012; TEIXEIRA et al., 2015).

Com relacédo ao total de PS e EN nas trés areas dos hipocampos de
individuos do sexo masculino e sexo feminino, ndo houve diferencas
significativas. A quantidade de alteracdes parece nao variar com 0 Sexo ou
ndo ha um sexo com maior quantidade. Tanto para homens quanto para

mulheres, CAl foi a area com maior expressdo de emaranhados, ja para as
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placas senis ndo houve diferenca. Diferindo do relatado na literatura, onde
com relacdo ao sexo, as alteragcOes parecem ser maiores em mulheres no
periodo pos-menopausa (CUMMINGS et al., 1998; GIMENEZ e VARGAS 2007;
YUDOFSKY e HALES, 2014).

Recentemente, a terapia de reposicdo hormonal em mulheres na poés-
menopausa vem sendo discutida como fator de protecdo. Nas mulheres,
apesar de ndo haver comprovacéo da reducao de risco de DA, o estrégeno &
estudado como um horménio protetor, onde o cérebro € um importante érgao-
alvo com efeitos diretos sobre sua fungdo na vasculatura e o sistema
imune. Muitas acdes do estrogeno sdo potencialmente relevantes para
mudancas cognitivas que ocorrem ap0s a menopausa, mas para a maioria das
implicagdes clinicas sdo ainda pouco claras. Parece aumentar a plasticidade
sinaptica, o crescimento de neurites, neurogénese hipocampal e potencial de
acdo em longo prazo, além de proteger contra apoptose e contra a lesdo neural
em uma variedade de configuracbes experimentais, incluindo a toxicidade
induzida por neurotransmissores excitatorios, B-amildide, stress oxidativo, e a
isquemia (BLENNOW, 2006; HENDERSON, 2008; APRAHAMIAN et al., 2009).

Referente a analise do grau de escolaridade, em anos de estudo, em
contraste com o0 revisado na literatura, ndo foi observada uma relagéo
inversamente proporcional entre escolaridade e expressédo de PS e EN no
hipocampo. Nossos dados indicam que um alto nivel intelectual ndo impede o
aparecimento de alteracdes neuropatologicas caracteristicas da DA. No
entanto, algumas pesquisas trazem, que além do envelhecimento, outro fator
de risco mais evidente, seria niveis de escolaridade baixos como um risco para

a doenca numa relagéo linear entre o estado intelectual e o numero de placas,
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supondo que quanto maior o grau de escolaridade, maior o estado intelectual.
A escolaridade avancgada seria parte dos fatores protetores para a doenca,
provavelmente pelo consequente aumento da densidade e complexidade
sindptica ou dendriticas de regides corticais mobilizadas para as demandas do
aprendizado, levando a maiores limiares de reserva cognitiva e maior
capacidade de compensacao de deficiéncias intelectuais dos individuos com
maior escolaridade. Os sujeitos com alta escolaridade apresentam melhor
rendimento em testes neuropsicométricos mais simples como o Mini-Exame do
Estado Mental (CUMMINGS et al., 1998; BLENNOW, 2006; VARGAS e
GIMENEZ, 2007; APRAHAMIAN et al.,, 2009; REITZ e MAYEUX, 2014;
TEIXEIRA et al., 2015).

Talvez, a relacdo vista por estes estudos de paises desenvolvidos com
melhores condi¢bes de vida, ndo observada nesta andlise seja variavel até
mesmo nas diferentes regides do Brasil, visto que, o desenvolvimento da
inteligéncia e da educacao do ser humano € atribuivel a uma complexa rede de
caracteristicas neuroanatbmicas, genéticas, cognitivas e psicoldgicas
interagindo e sendo transformada pelo ambiente ou contexto onde se insere as
diferentes populagdes. Tal ambiente é determinado pela cultura, ambiente
familiar, educacéo, nivel socioeconémico e nutricional. Sendo observada uma
correlacdo entre o padrdo de vida e capacidade intelectual ou cognitiva, que
reflete o nivel de escolaridade, em algumas culturas, apenas média de anos de
estudo (YUDOFSKY E HALES, 2014; SILVA MARTIN, et al., 2014; MOHAJERI
et al., 2015).

Pessoas com historico de complexa atividade intelectual e alta

escolaridade tendem a desenvolver os sintomas da doengca em um estagio
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mais avancado da atrofia cerebral, pois é necessaria uma maior perda de
neurdbnios para que o0s sintomas de deméncia comecem a aparecer.
(YUDOFSKY E HALES, 2014; SILVA MARTIN, et al., 2014; MOHAJERI et al.,

2015).

Conclusao

A Imunohistoquimica foi considerada o melhor método para detectar as
lesdes da Doenca de Alzheimer em todas as analises realizadas. A prata e a
hematoxilina eosina, podem subdiagnésticar a doenca por baixa capacidade na
visualizacdo. No hipocampos, CAl, foi a area mais acometida em todos os
individuos, assim como encontrado na literatura. Diferente do esperado, 0 sexo
masculino e feminino ndo demonstraram diferencas importantes, mesmo
sabendo-se do efeito protetor do hormonal, assim como a um maior grau de
escolaridade. Este ultimo achado pode ser influenciado pelo padrao de vida da
populacdo de estudo, podendo ser diferente em paises desenvolvidos e com

melhores condic¢des de vida.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

o A melhor expresséo de emaranhados neurofibrilares e placas senis foi
observada através da imunohistoquimica com anticorpo anti-TAU.

e Para melhores resultados e melhor classificacdo das coloracbes mais
fidedignas na deteccdo de placas senis e emaranhados neurofibrilares, €
importante a andlise de imunohistoquimica com anticorpo especifico para
placas senis e assim, correlacionar sua contagem em diferentes grupos. Da
mesma forma, outras colorac¢des da histologia convencional também podem
ser avaliadas, como o vermelho congo e o PSA (Acido Periddico de Schiff),
no intuito de realizar um ranking das colora¢des mais sensiveis.

e O presente estudo serd submetido a uma revista cientifica a ser decidida
pelos pesquisadores envolvidos, apds as sugestbes da banca e correcéo

final. (Revista Human Pathology, A2, Fator de Impacto 2,791)



79

REFERENCIAS

Associacdo  Brasileira de  Alzheimer- ABRAZ, Disponivel em:

<http://'www.abraz.com.br/>. Acesso em: 03. dez. 2014.

AHMED, S. et al. Connected speech as a marker of disease progression in
autopsy-proven Alzheimer’s disease. Brain a Journal of Neurology, London,
v.136, p.3727-3737, 2013.

ANDRADE-MORAES, C. H. et al. Cell number changes in Alzheimer’s disease
relate to dementia, not to plaques and tangles. Brain, v. 136, n. 12, p. 3738-
3752, 2013.
APRAHAMIAN, Ivan; MARTINELLI, J. E; YASSUDA, M. S. Doenca de
Alzheimer: revisdo da epidemiologia e diagndstico. Rev Bras Clin Med, v. 7, n.
5, p. 27-35, 2009.

ARNOLD, S. et al. The Topographical and Neuroanatomical Distribution of
Neurofibrillary Tangles and Neuritic Plaques in the Cerebral Cortex of Patients

with Alzheimer's Disease. Neurology. v. 51, p. 2-17, 1998.

BALLARD, C. et al. Alzheimer’s disease. Seminar , v. 377, p. 1019-31, 2011

BLENNOW, K; LEON, M. J;ZETTERBERG, H. Alzheimer’s disease. Seminatr,
v. 368, p. 387-403, 2006

BURLA, C. et al. Panorama prospectivo das deméncias no Brasil: um enfoque
demogréfico. Revista Ciéncia & Saude Coletiva, v. 18, n. 10, p. 2949-2956,
2013.

BYRNE, U. T.E. et al. High-throughput quantification of Alzheimer’s disease
pathological markers in the post-mortem human brain. Journal of
neuroscience methods, v. 176, n. 2, p. 298-309, 2009.

BRAAK, H.; BRAAK, E. Neuropathological stageing of Alzheimer-related
changes. Acta neuropathologica, v. 82, n. 4, p. 239-259, 1991.


http://www.abraz.com.br/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9674758

80

BRAAK, H. et al. Staging of Alzheimer disease-associated neurofibrillary
pathology using paraffin sections and immunocytochemistry. Acta
Neuropathol. P. 389-404, 2006..

CACAOQ, J. C. et al. Polimorfismo da apolipoproteina e nos familiares em
primeiro grau de pacientes com doenca de Alzheimer familial ou
esporadica. Arq Neuropsiquiatr, v. 65, n. 2-A, p. 295-298, 2007.

CARAMELLLI, P. et al. Diagnéstico de doenca de Alzheimer no Brasil.Dementia
e Neuropsychologia, Brazil, p. 11-20, 2011.

CASTELLANI, R. J.; PERRY, G.. The complexities of the pathology—
pathogenesis relationship in Alzheimer disease. Biochemical pharmacology,
v. 88,n. 4, p. 671-676, 2014.

CUMMINGS,J. et al .Alzheimer's disease: etiologies, pathophysiology, cognitive
reserve, and treatment opportunities. Neurology. v. 51, p. 65-67, 1998.

DIAS, F. L. da C. et al. Perfil clinico e autonédmico de pacientes com doenca de
Alzheimer e deméncia mista. Revista da Associacdo Médica Brasileira, v.
59, n. 5, p. 435-441, 2013.

FERNANDES, L.; COUTINHO, L. Alteracbes encontradas em cérebros de
individuos acima dos 65 anos e sua correlacdo com deméncia de Alzheimer.
Arqg. Neuro-Psiquiatria, v.55, n.2, p.298-304 , 1997.

GOMES, F. C. A,; TORTELLI, V. PEREIRA,; D. L. Glia: dos velhos conceitos as
novas funcdes de hoje e as que ainda virdo. Estudos Avancados, v. 27, n. 77,
p. 61-84, 2013.

GONCALVES. E.; CARMO, J. Diagnostico da Doenca de Alzheimer na
Populacdo Brasileira: um Levantamento Bibliografico. Revista Psicologia e
Saade. v. 4, n. 2, p. 170-176, 2012.

SELKOE, D.;HARDY, J. The Amyloid Hypothesis of Alzheimer's
Disease:Progress and Problems on the Road to Therapeutics. Science. v. 297,
p.256-256, 2002.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16906426
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16906426
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9674758

81

HARTMANN, A. P. B. J. et al. Hyperphosphorylated tau protein in the
cerebrospinal fluid of patients with Alzheimer's disease and other dementias:
preliminary findings. Arquivos de Neuro-Psiquiatria, v. 62, n. 3B, p. 751-755,
2004.

HENDERSON, V. Cognitive Changes After Menopause: Influence of Estrogen.
Clin Obstet Gynecol. v. 3, p. 618-626, 2008.

HERRUP, K. Reimagining Alzheimer's disease—an age-based hypothesis.The
Journal of Neuroscience, v. 30, n. 50, p. 16755-16762, 2010.

HYMAN, B. T. et al. National Institute on Aging—Alzheimer's Association
guidelines  for the neuropathologic assessment of Alzheimer's

disease.Alzheimer's & Dementia, v. 8, n. 1, p. 1-13, 2012.

JACOB, K. D. et al. Alzheimer's disease-associated polymorphisms in human
OGG1 alter catalytic activity and sensitize cells to DNA damage. Free Radical
Biology and Medicine, v. 63, p. 115-125, 2013.

JIMENEZ, B.; VARGAS, P.. Enfermedad de Alzheimer. Concepto.
Etiopatogenia. Manifestaciones clinicas. Criterios de sospecha. Formas de
presentacion. Historia natural. Diagnostico diferencial. Medicine-Programa de
Formacion Médica Continuada Acreditado, v. 9, n. 77, p. 4928-4935, 2007.

JUNQUEIRA, L. C.; CARNEIRO, J. Biologia celular e molecular. 9.ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, p. 3-4, 14-15, 296. 2013.

KARRAN, E.; MERCKEN, M.; DE STROOPER, B. The amyloid cascade
hypothesis for Alzheimer's disease: an appraisal for the development of

therapeutics. Nature Reviews Drug Discovery, v. 10, n. 9, p. 698-712, 2011.

LACE, G. et al. Hippocampal tau pathology is related to neuroanatomical

connections: an ageing population-based study. Brain, p. 1324-1334, 20009.

LEITE, F. Envelhecimento populacional e a composi¢éo etaria de beneficiarios

de planos de saude. Instituto de Estudos de Saude Suplementar. 2011.



82

LIRAZ, O.; BOEHM-CAGAN, A.; MICHAELSON, D. M. ApoE4 induces
Abeta4?2, tau, and neuronal pathology in the hippocampus of young targeted

replacement apoE4 mice. Mol Neurodegener, v. 8, p. 16, 2013.

LOPES, M.; BOTTINO C. Prevaléncia de deméncia em diversas regides do
mundo: andlise dos estudos epidemiolégicos de 1994 a 2000. Arqg

Neuropsiquiatria, p.61-69, 2002.

MARKESBERY, W. Neuropathological Criteria for the Diagnosis of Alzheimer’s
Disease. Neurobiology of Aging. V. 18, n. s4, p. 13-19, 1997.

MCKHANN, G. et al. Clinical diagnosis of Alzheimer's disease: report of the
NINCDS-ADRDA Work Group under the auspices of Department of Health and
Human Services Task Force on Alzheimer's Disease. Neurology. v.34, n.7, p.
939-944,1984.

MICHAEL, R. et al. Absence of amyloid-beta in lenses of Alzheimer patients: A
confocal Raman microspectroscopic study. Experimental eye research, v.
119, p. 44-53, 2014.

MIRRA, S. S. et al. Making the diagnosis of Alzheimer's disease. A primer for
practicing pathologists. Arch Pathol Lab Med. v. 117, n. 2, p. 132-144, 1993.

MIRRA, S. S. et al. The Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's
Disease (CERAD) Part Il. Standardization of the neuropathologic assessment of
Alzheimer's disease. Neurology, v. 41, n. 4, p. 479-479, 1991.

MOHAJERI, et al. Inadequate supply of vitamins and DHA in the elderly:
Implications for brain aging and Alzheimer-type dementia. Nutrition. v. 31, p.
261-275, 2015.

NIJHOLT, D. A.T. et al. The unfolded protein response is associated with early
tau pathology in the hippocampus of tauopathies. The Journal of pathology, v.
226, n. 5, p. 693-702, 2012.

PUERTAS, M. del C. et al. Plasma renin—angiotensin system-regulating
aminopeptidase activities are modified in early stage Alzheimer's disease and
show gender differences but are not related to apolipoprotein E
genotype. Experimental gerontology, v. 48, n. 6, p. 557-564, 2013.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McKhann%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6610841
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6610841

83

PUZZO, D. et al. Behavioral assays with mouse models of Alzheimer's disease:
Practical considerations and guidelines. Biochemical pharmacology, v. 88, n.
4, p. 450-467, 2014.

REITZ, C.; MAYEUX, R. Alzheimer disease: Epidemiology, diagnostic criteria,
risk factors and biomarkers. Biochemical pharmacology, v. 88, n. 4, p. 640-
651, 2014.

SELFRIDGE, J. E. et al. Role of mitochondrial homeostasis and dynamics in

Alzheimer's disease. Neurobiology of disease, v. 51, p. 3-12, 2013.

SERRANO-POZO, A. et al. Reactive glia not only associates with plagques but
also parallels tangles in Alzheimer's disease. The American journal of
pathology, v. 179, n. 3, p. 1373-1384, 2011.

SILVA MARTIN, et al. Influéncia do nivel socioecondmico sobre os fatores de
risco cardiovascular. JBM. v.102, n. 2, p. 34-37, 2014

Suh, G. et al. A longitudinal study of Alzheimer’s disease: rates of cognitive and
functional decline. Int J Geriatr Psychiatry. v. 19, n. 9, p. 817-24, 2006.

TALMELLI, et al. Nivel de independéncia funcional e déficit cognitivo em idosos
com doencga de Alzheimer. Rev Esc Enferm USP. v 44, n. 4, p. 933-939, 2010.
TAKEDA, T. et al. Four-repeat tau-selective deposition in subthalamic nucleus
and motor cortex in Alzheimer disease. Clinical Neurology and

Neurosurgery,v.115,p.,2013.

TEIXEIRA, J. et al. Doenca de Alzheimer: estudo da Mortalidade no Brasil,
2000-2009. Cad. Saude Publica. v. 31, n. 4, p. 1-12, 2015.

TEIPEL, S. J. Risk and resilience: A new perspective on Alzheimer's
disease. Geriatric Mental Health Care, v. 1, n. 3, p. 47-55, 2013.

TORRAO, A. S. et al. Different approaches, one target: understanding cellular
mechanisms of Parkinson's and Alzheimer's diseases. Revista Brasileira de
Psiquiatria, v. 34, p. s194-s205, 2012.



84

VALENTE, T. et al. Immunohistochemical analysis of human brain suggests
pathological  synergism  of  Alzheimer's disease and  diabetes
mellitus.Neurobiology of disease, v. 37, n. 1, p. 67-76, 2010.

VANDENBERGHE, R. et al. Amyloid PET in clinical practice: Its place in the
multidimensional space of Alzheimer's disease. Neurolmage: Clinical, v. 2, p.
497-511, 2013.

VERDILE, G. et al. The role of beta amyloid in Alzheimer’s disease: still a cause
of everything or the only one who got caught?. Pharmacological Research, v.
50, n. 4, p. 397-409, 2004.

World Health Organization- (WHO) and Alzheimer's Disease International .
[Acesso:
http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2012/dementia_20120411/en/],
2014

WU, G. et al. Decrease in Brain Soluble Amyloid Precursor Protein b (SAPPb) in
Alzheimer’s Disease Cortex. Journal of Neuroscience Research, v.89, p.
822-832,2011

YUDOFSKY, S.; HALES, R. Fundamentos de Neuropsiquiatria e Ciéncias
do Comportamento. Artmed.S&o Paulo. 2ed, p. 133-137, 2014.


http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2012/dementia_20120411/en/

85

APENDICE
APENDICE A — FORMULARIO DE COLETA DE DADOS

COMPARAGAC DE PLACAS E EMARANHADOS NA DOENGA DE ALZHEIMER ATRAVES DA
HISTOLOGIA E IMUNOHISTORUIMICA
APENDICE 1-
FORMULARIO DE COLETA DE DADOS

Hipocampo n-.

RELATORID Pesquisador.
NELROPATOLOGICO Dats da colets de dados I I
i — Dats da DigitagSo i i
Dados Pessoais
Mome:;
|dade: Cawg:
Profissgo: Procedencia;

Historia Clinica

Diagnostico Necroscopico

= Braak e Brask: estagios entominais {1 / |} estagios limbicos, hipocampo e
amigdalas (Il / 1V} & estagios neocorticais [V V1L

= CERAD: Oinenhuma placa), Alesparsas), Bimoderadas) e Cifrequentas).

= Disgnostico: possivel, provavel e definido.

[ Analise da Imunochistoguimica

[ Analise da Histologia Convencional
PRATA
HE
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FARECER CONSUBSTANCIADO DO CEFP
DADDS DO PROJETO DE PESGNSA
Tiulo da Pesquisa: COMPARACAD DE PLACAS E EMARANHADOS NA DOENCA DE ALZHEIMER

ATRANES DA HISTOLOGLIA E IMUNCHISTOQUIMICA

Pesquisador: Lider Roberts Moraas Noguelra
Lraa Temathes:

Versao 1

CAAE: 42365315 1.0000.5205

InatiulgSo Proponsnts: Universidade Federsl de Pemambuc - UFRE
Patrocinador Principal: Fihancamento Propro

DADDE DO PARECER

MOmero do Parecer: 1.100.327
Diats s Relatoda: 03062015

Apresantacso do Projato;

Projafo de Pesquisa apresentado 30 Programa de Pés-graduagdo em Patologla para reallzacdo de
Miesirado am Painiogia peio CCSUFPE. Trata-se de um estudo comparativo de placas & emaranhados ra
doenca de Alzhalmer airaves da histoiogia 2 Imunchisioquimica do tipo cosanvacional e analitic ransversal.
O estudo sera realizado no laboratorko do depariamento de Pos Graduagio em Patologla (POSPAT) da
UFPE em conjunin com O Sendgo de verficagdo de Oblio (S0 da UFPE. O a5l 5553 COMPOSio por

toddos 05 biocos parafinados de tecido cerebral (NIpocampo) de Individuos com diagnostico de Doenga e
Alzheimer e Individuos ndo portadores. Os quals foram obiidos, Identificados & anquivadcs peio Pro® Dr.

Fooberto Jese Vielra de Melo do Departamenio de Paioiogla da UFPE apds a8 nesmpelas reallzadas desde
e 20000 a2 22014,

Objativio da Paaquisa;

Oibjetivo Prmar:

Eiuiar 3 presana de placas senis & emaranhanos neurdbrilarss em cortes histoiogicos de hipocampos
ge portadores de Doenca de Alzheimer avallando aspectos clinicos, S0cio-0emogranicos, histologicos e
Imunohistoguimica.

DObjetivos Secundanos:
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Em cortes histoiogicos e hipocampo de Indviducs portadores de Doenca de Alzhelmar & de Individuas
nao poriadones:

= \arificar dentre o5 métodos de coloracao wilizados qual o melhor para ldeniilcacio & quanificagdo de
placas senis & emaranhatios neurofibrlares na histlogia;

« |dentificar & quantiflcar o numero ge placas senls e emaranhado neurofibrilares atraves da
Imunohistoquimica;

» Tragar o pal cinico, soco-demagrancos dos Indhiduos culos hipocampos formm analisacos;

= Corelacionar o nimeno media de placas senls & emaranhados neurmibniares, observados Jlraves oo
histologla & Imunohisioquimica e o perfll do Indlviduo;

= Estmar uma escala numeénca de gquantificacdo das placas senls e emarannados neurofibadlares obfidas

pedas matodos de clDracio &m COMparagaD Com 3 Imunhl stoquimica,

Avallazao oa Rlscos & Bensficlos:
RisCo6:

O pesquisadares envoividos declaram que ndo ha rsco para a pesquisa, pais 3 ardilse sera baseada
£M datkos & AMOSTas de amuivos. Alsm disso, declaram que 06 Mscos 550 relacionados a exravios de
miatenal costado & quebra de slglio, porém nos Comprometemos a manter o sigho g8 iodas 3s Informacles
QU BErd0 coleiadas por meln o f2rmo de confdencialidade dos dados.

Bensficios:

O estudo tem como beneficlo a obtencdo de dados relacionados a0 melhor método de avallagdo
neuropaiokigica de tecido carebral na Doenca de Alrhelmer. Esses resultados parmitisdo que fuiuraments
possam se7 Hafics 3 melhor COragan par |dentificar a5 placas senis 2 05 emaranhadas neurdforlares e
assim evilados o5 subdlagndsiicss, dém de frazer conhecmenin para baia comunkdade centifica.

5 resutades do estudo poderdo ser publicados, porém o nome dos Individucs: 2 5ua Idenfidade ndo serdo
revelados, de fna que sl ndo poderd ser Idemificado, mamsndo-se 3 |dentidads em sgio.

Comentarios & Consldaragtes sobre 3 Pasquisa;

Consigerands o grande ndmero de Indlviduos Que podem desenvoiver doengas neurndegenerativas
CaLEATONas 08 demEncas como a DA, airavis da realzagio desta pesquisa 5273 possival ldenthcar demre
alguns Metodos de coloraglo ublizados para o diagnastico de DA, qual o mals eficiente @ conflavel para
DiSErVar 35 PIaCcas senis & 06 emarannados neuronorlarss,
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alem de comelacionar o5 achados hisboldglcos oblldos por esta maelhor taonica com as caracierisicas
clinicas e socip-demograficas. O resultados também contribuirdo para diminuir o rimen de diagnasticos
falss — negativos ou subdiagnastico de DA, O trabalho ests bem esorio, com uma boa bibliograna & dentm
s NONTEE NECEEEANEE DAl SUa Sprovaga.

Conslderaghes sobre oa Termas de aprassntagao obrigatona:

& Cara de anuéncia - o documentd fol devidamente aorocaniada.

b~ Folha & roeio — o documenio Tol destdamente apresentado.

£ AUtDRZaCE0 DEM S0 005 da00s — O documento %l devidamentie apresentaso.

¢ Tema de comidencialidade — o documento #l devidamesnie aesemaio.

Recomendages:
Vierificar @ comigir o ano Iniclal dos pronfudnos que serdo usacdos Na pesquisa; 58 53 a partr de 2000 ou
2008.

Concluadas ou Pantenckss & Liats o8 Inadequescies:

Menhuma pendencia

Situagdo do Parecer

Aprovado

Macasslts Apraciagio da COMEP:

Wi

Conslderagies Finals a critério do CEP:

O Proqocos fol avalado na reunido oo CEF & esta APROWADD para Iniclar 3 colefa oe Ea00s. INformamos
que 3 APROVACAD DEFINITIVA do profetn 56 sera dada apos o envio do Relatdno Final da pesquisa. O
pesqUISador devera fazer o download do modeio de Relahoro Final para envia-lo via “NotficagSo”, peia
Plataforma Brasll. Siga a5 Instrugdes do Nk “Para enviar Relaitda Final®, disponivel no site o
CERVCCSAIFPE, Apds aprediaca desse redaitno, o CEF emill nowo Panessr Corsustandada definkivo
pein sistama Platatoma Brasil.

Informamas, anda, que O (3) pesquisador (3) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protoCnin aprovao, exceln quando perceber 1500 ouU dano ndo prevists a0 voluntano paricipants {item V.3.,
tia ResoiucSo CHSMS NP 465/112),

Everfuals modicacies nesta pesquisa devem ser sollgamas airaves de EMENDA a0 projein, identifizando
3 pare do protocoio 3 ser mod@cada & SuU3s justicaivas.

Para projetos com mals 08 Um ano de execucio, & 00Ngatno que o pesquisador responsavel pelo
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Protocoio de Pesquisa apresens @ esi2 Comit® de Bdca relabdnios panlals das afividades deservoiidas mo
periodo de 12 Meses 3 contar 3 data 08 U3 aprovacio (Item X136, da Resolucdo CNS/MS N 465/12).
O CEPACCSANFPE deve serinformano de bodos o5 efefios afversos ou 13iDs relevantes que aterem o curso
normal do estudo {item V5., da Resolugdo CHSMS N° 466/12). E papel do/a pesquisadon’a assequrar
todas a5 medidas Imediatas & a0equanas frente 3 evanto Adversd grave OCOmdo (MEesmo que =nha sldo
em oubro cenim) e alnda, endar notificagdo 3 AMVISA — AgEnca Madonal de Wglliancia Sanitana, umo com
BEL POEIDramenia.

RECIFE, 10 de Junho de 2015
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