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PREFACIO

Sinto-me honrado em prefaciar o livro das professoras Lidier Roberta Moraes
Nogueira e Manuela Figueiroa Lyra de Freitas, intitulado: “Avaliacdo de Placas Senis
e Emaranhados Neurofibrilares no Hipocampo de Individuos Portadores de Doenca de
Alzheimer Através da Histologia e Imunohistoquimica”. Parabenizo as citadas professoras
pela iniciativa em publicar o primeiro livro com critérios cientificos sobre a patologia da
doenca de Alzheimer (DA) no Nordeste do Brasil. O livro expande-se da patologia e
retrata aspectos especialmente epidemiolégicos, incluindo os fatores de risco sobre
a evolugédo e atual condicdo no Brasil e no Mundo de portadores de deméncias, além
de enfatizar os componentes clinicos e cognitivos que fazem parte do diagnéstico e da
evolugcao dos portadores de DA. Antes de comecar a discorrer sobre sua pesquisa, as
autoras desenharam itens fundamentais de patogénese e fisiopatologia de DA, facilitando
a compreenséo da sua patologia subjacente. A pesquisa foi iniciada a partir dos estudos
de necropsias realizados no SVO-PE. Os neurologistas enviavam esses casos ao SVO-PE
com o diagnoéstico de provavel DA. Apos fixagdo do material, o cérebro era pesado e se
iniciava o seu corte, observando-se os aspectos macroscépicos compativeis com sinais de
atrofia cerebral que predominavam na regido temporal e parietal, as vezes também frontal.
Essa atrofia macroscoépica ja havia sido visualizada por exame de ressonancia magnética
do cranio, incluindo a medi¢do do hipocampo. A medicdo utilizava a escala de Scheltens,
indicativa de até 80% de chance de que havia uma relacao daquela atrofia com a DA. Até
o estudo macroscoépico ainda ndo se tinha estabelecido diagnostico de doenga, partindo
agora para preparagéo histolégica. Esta seguiu critérios de avaliacdo convencional e de
imunohistoquimica. Os primeiros ainda deixavam ddvidas quanto a clareza da quantificagéo
dos marcadores para DA, os quais estavam distribuidos nas areas de acordo com o CERAD
para as placas senis e Braak & BraaK para os emaranhados neurofibrilares. Dessa feita,
as autoras utilizaram uma analise imunohistoquimica evidenciando-se com mais clareza a
quantificacdo aos biomarcardores de DA.

Paulo Brito
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RESUMO

AVALIAGAO DE PLACAS SENIS E EMARANHADOS NEUROFIBRILARES NO
HIPOCAMPO DE INDIVIDUOS PORTADORES DE ALZHEIMER ATRAVES DA
HISTOLOGIA E IMUNOHISTOQUIMICA

RESUMO: Com o aumento da expectativa de vida, um grande nimero de individuos atinge
uma idade critica para o desenvolvimento de doengas 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 fungdes cognitivas e
intelectuais. As anormalidades histopatolégicas observadas no tecido cerebral obtido através
de autopsias para o diagnostico definitivo sé@o: 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
histologicos de hipocampo de portadores de Doenca de Alzheimer, considerando também
os aspectos clinicos e epidemiologicos. Foram analisados 53 preparagdes histologicas de
hipocampo de individuos portadores da Doenca de Alzheimer. Destes, apenas 34 seguiram
para a producéo de laminas e posterior coloracéo. A idade média foi de 80,03+8,83, com um
percentual de 76,5% do sexo feminino e 23,5% masculino. A reagdo 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 coloragéo 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 diagnéstico de Doenca de Alzheimer.

PALAVRAS - CHAVE: Doenca de Alzheimer; Imunohistoquimica; Diagnéstico e Emaranhados
Neurofibrilares.




ABSTRACT

EVALUATION OF SENIS AND NEUROFIBRILLARY TANGLE PLATES IN THE
HYPOCAMPLE OF INDIVIDUALS WITH ALZHEIMER THROUGH HISTOLOGY
AND IMMUNOHISTOCHEMISTRY

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
plaqgues 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 plaques and neurofibrillary tangles. Suggesting that
conventional histology may underestimate the diagnosis of Alzheimer’s disease.

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



INTRODUGAO

A drastica mudanca no perfil populacional vista nas Gltimas décadas resultou no
fenébmeno do envelhecimento, com a variacdo da fecundidade, o0 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 instalagéo dessas
deméncias tem como fator de risco principal 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 (CAQAO 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 milhdes 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 saude esta estimado em torno de 172,000 milhdes
dolares por ano em alguns paises da Europa e Estados Unidos (DIAS et al., 2013; REITZ
e MAYEUX, 2014). Segundo a Associacdo Brasileira de Alzheimer (ABRAZ), no Brasil
estima-se que existam cerca de 1,2 milhdes de pessoas acometidas por essa deméncia
(ABRAZ, 2014).

Estimativa do numero de pessoas afetadas por Deméncia
entre 2010 e 2050
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Figura 1- Estimativa do numero 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 o 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
funcoes cognitivas e intelectuais, como por exemplo, memoria (evento de maior magnitude),
orientagdo no tempo e no espaco, pensamentos abstratos, aprendizagem, incapacidade
de fazer calculos simples, disturbios de linguagem, comunicagéo e na incapacidade de
realizar atividades de vida diaria (KARRAN et al., 2011; AHMED et al., 2013). Tais sintomas
sdo normalmente acompanhados de distarbios comportamentais, como agressividade,
alucinag0es, hiperatividade, irritabilidade e depresséo (HARTMANN et al., 2004; HYMAN
et al., 2012).

As anormalidades histopatologicas observadas no tecido cerebral obtido através
de autopsias ou necropsias sdo: emaranhado neurofibrilar (EN) intracelular (proteina
TAU (Taurina) em sua forma anormal associada a microtubulos) e as placas senis (PS)
extracelulares difusas (depoésitos ricos em proteina beta-amiléide- AB) encontrados em
regides cerebrais responsaveis pela cognicéo, incluindo o area de associagdo, cortex
cerebral, hipocampo e o nucleo estriado ventral. Essas lesbes sdo acompanhadas de
microgliose reativa, perda neuronal, perda de massa branca com atrofia cerebral difusa
e consequente reducgédo de sinapses (SERRANO-POZO et al., 2011; VANDENBERGHE et
al., 2013). As referidas estruturas néo séao especificas da DA, pois podem ser encontradas
em casos onde o idoso néo apresenta deméncia. Com estas alteracdes, o cérebro do idoso
apresenta-se com reducgéo de sua capacidade de realizar sinapses (BYRNE et al., 2009).

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

Apesar de ser uma doenca multifatorial, os mecanismos subjacentes as lesdes
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; PUZZO et al., 2014). Além desses, os fatores ambientais também
podem contribuir para o surgimento das lesdes histopatolégicas (HERRUP, 2010; REITZ e
MAYEUX, 2014). Diversos estudos investigaram o quadro clinico, progressao dos sintomas,
anatomopatologia e a correlacao destes. Os mesmos, relatam que em todos os casos ha
uma perda de memoria esporadica (inicialmente) e uma progresséo para dificuldades em
aquisicdo de novas habilidades associadas a prejuizo nas fungdes cognitivas (SERRANO-
POZO et al., 2011; BALLARD, 2011).

No entanto, um diagnéstico definitivo s6 pode ser realizado através de exame
anatomopatolégico. E possivel fazer uma avaliagdo clinica e estabelecer um diagnéstico
possivel ou provavel, através de histéria médica do paciente e de sua familia, do exame
neuroldgico, de testes neuropsicoldgicos, exame fisico, avaliagdo 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 coloracé@o, 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 ndo estdo totalmente
esclarecidos, principalmente os relacionados ao diagnostico histoldgico, resultando
em casos subdiagnésticados. Além disso, é extrema importancia o conhecimento da
comunidade cientifica a respeito da caracterizacdo neuropatologica e as diferentes
implicacdes relacionadas a escolaridade nas diferentes regides do Brasil. O presente estudo
analisou a presenca de placas senis e emaranhados neurofibrilares em cortes histolégicos
de hipocampos de portadores de Doenca de Alzheimer através de imunohistoquimica
e histologia convencional (hematoxilina eosina e impregnagéo por prata) buscando
comparacao das técnicas na detec¢do destas anormalidades neuroanatomopatoldgicas.



REVISAO DA LITERATURA

O ENVELHECIMENTO POPULACIONAL

A piramide etaria nos Gltimos anos apresenta-se com mudancas decorrentes do
envelhecimento populacional. Segundo dados de 2011 do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE), a populacédo idosa brasileira em 1980 era de 6% e em 2011 esse
numero passou a ser 10% da populagdo 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

HOMENS MULHERES, rONE

Figura 2- ProjecOes da populagéo e do envelhecimento populacional em 1980, 2011, 2030 e
2050.Fonte:http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/populacao/projecao_da_populacao/2008/
piramide/piramide.shtm

Associadas a esse perfil, as estimativas de crescimento da prevaléncia das
deméncias e outras doengas cronico degenerativas apontam para proporgdes 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).

A DOENCA DE ALZHEIMER

A DA foi descrita primeiramente ha mais de 100 anos no 37° Encontro de Psiquiatria
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do Sudoeste da Alemanha em Tubingen pelo psiquiatra e neuropatologista alemao Alois
Alzheimer que apés analise clinica e anatomopatolégica de uma paciente de 51 anos de
idade, fez associacdo das alteragbes psiquicas a lesGes no tecido cerebral post mortem
(KARRAN et al., 2011; SELFRIDGE et al., 2013). Tratava-se de um problema dentro de
neurdnios, 0s quais pareciam atrofiados e cheios de placas estranhas com fibras retorcidas,
entrelagcadas umas as outras. Estas lesbes estavam relacionadas com as alteracdes de
cognicao e personalidade da paciente (VERDILE et al., 2004; HERRUP,2010) (figura 3).

i ‘ L1 3 - "ty
Alois Alzheimer Auguste Deter "

b

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

WS Neurofibrillary tangle

Definida como uma doenca degenerativa progressiva cerebral primaria, de
etiologia desconhecida, com caracteristicas neuropatolégicas e neuroquimicas préprias,
a DA é caraterizada neuropatologicamente pela presenca de depésitos extraneuronais
compostos do peptideo amiléide e modificagbes fibrilares intraneuronais da proteina
TAU e clinicamente caracterizada por declinio sutil das fungdes relacionadas a memoéria,
mudancas na personalidade, deterioracdo da linguagem e eventuais disfuncdes motoras.
(HERRUP, 2010; REITZ e MAYEUX, 2014).

SINAIS E SINTOMAS DA DOENCA DE ALZHEIMER

As manifestacdes clinicas de anormalidades cognitivas e neuropsicologicas séo
diversas. O prejuizo da memoria, perda progressiva de fungbes cognitivas e amnésia séo
0s eventos de maior magnitude (SELFRIDGE et al., 2013). Existe um longo periodo de
alteragcbes 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). Aapresentagéo do
quadro clinico nos estagios iniciais geralmente € marcada pela perda de memoria episédica
e dificuldades de aquisicdo de novas habilidades, evoluindo gradualmente com prejuizos
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de outras fungbes cognitivas, tais como julgamento, célculo e raciocinio. Nos estagios
intermediarios, pode ocorrer afasia fluente e também apraxia. Nos estagios terminais,
encontram-se marcantes alteragdes do ciclo sono-vigilia, alteracbes comportamentais,
como irritabilidade e agressividade, sintomas psicéticos, incapacidade de deambular, falar
e realizar cuidados pessoais (LACE et al., 2009, AHMED et al., 2013; LIRAZ et al., 2013).

FISIOPATOLOGIA E PATOGENESE DA DOENGA DE ALZHEIMER

Ao longo do curso de envelhecimento, diferentes mecanismos de neurodegeneracao
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 lesbes cerebrais
observadas na histologia, que se correlacionam com a DA s&o: atrofia cortical difusa por
morte progressiva de neurbnios associada a presenca de PS (depoésitos extraneuronais
compostos da peptideo AB) e EN (modificaces fibrilares intraneuronais da proteina TAU),
encontrados principalmente e inicialmente em cortex de associagéo e hipocampo (KARRAN
et al., 2011; ANDRADE-MORAES et al., 2013; MICHAEL et al., 2014; CASTELLANI e
PERRY, 2014) (figura 4).

Figura 4 - Lesdes no tecido cerebral encontrados na Doencga de Alzheimer. A) Alargamento
dos sulcos, estreitamento dos giros e redugéo do volume cerebral B) Cortes coronais revelam
0 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 fisiopatologico 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¢éo no tecido cerebral
de idosos normais (HERRUP, 2010; SERRANO-POZO et al., 2011; HYMAN et al., 2012;

Revisao da Literatura _


http://www.alzheimer.sk.ca

LIRAZ, et al., 2013).

As PS sado depositos 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 astrécitos reativas (SERRANO-POZO et al., 2011; GOMES et al., 2013). O
fragmento AB é derivado da clivagem proteolitica de proteina transmembrana precursora
de amiléide (APP), expressa na superficie celular, que possui papel na facilitacdo do
crescimento neuronal, na sobrevivéncia da célula e na regulagédo da atividade da proteina
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 ndo-amiloidogénica e
uma alternativa amiloidogénica. A primeira é resultado da clivagem proteolitica da APP, por
atividade enzimatica a-secretase e posteriormente da y-secretase, uma forma soluvel de
peptideo ndo amiloidogénico é liberada da superficie celular e esta ndo forma fragmento
AB (GOMES et al., 2013; PUZZO et al., 2014). Entretanto, ao ser clivada pela enzima
B-secretase e y-secretase, origina fragmentos AB insollUveis da via amiloidogénica e este
parece ter um papel mais importante na neurotoxicidade que as placas amiloides formadas
(figura 5) (WU et al., 2011; KARRAN et al., 2011; NIJHOT, 2012; CASTELLANI e PERRY,
2014; MICHAEL et al., 2014).
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Figura 5 - Esquema representativo das vias de clivagem da APP e formacé&o do peptideo beta-
amil6ide . Adaptada: De Paula VJR, et al 2009.

A patogénese da DA esta centralizada nas propriedades deste peptideo AB, em
agregar-se rapidamente, formar Iaminas e tornar-se relativamente resistente a degradacéo
e os efeitos do seu acumulo incluem, o excesso de produgdo 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
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hipétese amiloidogénica € a mais estudada e aceita da patogénese da DA, e tem dado
enorme suporte para que o acimulo 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 produg¢ado e/ou deposicéo cerebral de peptideos A
(BLENNAW et al., 2006; KARRAN et al., 2011; SERRANO-POZO et al., 2011). Entretanto, a
causa da doenca esta relacionada a interagdo de multiplos fatores genéticos e ambientais,
pois esse peptideo nédo é suficiente para disparar todo processo patolégico da DA e, além
disso, foram identificados individuos com doenca amil6ide sem prejuizos cognitivos e
neurodegeneracdo, permanecendo obscuro o motivo do disparo da produg¢do excessiva
do toxico AB e o inicio dos sinais da doencga. 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 neurodegeneracéao
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, insoluveis e resistentes a
eliminagé@o in vivo, localizados no citoplasma perinuclear. E composto por proteinas
TAU com alteragéo quimica estrutural em estado hiperfosforilado (KARRAN et al., 2011;
PUZZO et al., 2014). A proteina TAU é responsavel pela agregagéo e estabilizagdo de
microtubulos que transportam nutrientes e informacdes dos prolongamentos dos neurénios
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 insoluvel
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 modificacdo na
TAU ainda é desconhecida e sua evolugéo é crucial no desenvolvimento dessa deméncia
e determinacgéo da gravidade clinica (figura 6) (KARRAN et al., 2011; HYMAN et al., 2012;
TAKEDA et al., 2013).
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Figura 6 - TAU hiperfosforilada, desestabilizando os microtibulos e formando os emaranhados
neurofibrilares. Adaptada: De Paula VJR, et al 2009.

FATORES DE RISCO PARA DOENCA DE ALZHEIMER

A maioria dos casos da doencga € esporadica, embora pelo menos 5 a 10% dos casos
sejam familiares e sua etiologia ainda é desconhecida (ANDRADE-MORAES et al., 2013).
Estudos epidemiol6gicos indicam vérios fatores relacionados com a sua causa, entre eles,
a idade é 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). Alem da idade e da genética, outros fatores de risco ndo genéticos estao associados
ao seu desenvolvimento, como doengas cerebrovasculares, trauma cranio-encefalico, sexo
feminino, etnia caucasiana, hipertenséo 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
disfungéo cognitiva, como a dieta rica em peixes e vegetais, uso de antioxidantes, atividade
fisica, educagéo e atividade intelectual. O aumento da densidade das sinapses torna a
relagéo escolaridade e a prevaléncia da deméncia inversamente proporcional (CACAO et
al., 2007; PUERTA et al., 2013; REITZ e MAYEUX, 2014).

FATORES PREDISPONENTES PARA A DOENCA DE ALZHEIMER

Todas as lesbes encontradas na DA s&o causadas por uma complexa interacao
de multiplos fatores genéticos e ambientais, o que explica a dificuldade em encontrar
um tratamento eficaz. De acordo com a neuroquimica e genética, é claro que seu
aparecimento, em graus mais variados de severidade, deve-se ao acumulo de eventos
genéticos (poligénica ou ndo) e ambientais (HERRUP, 2010; TORRAO et al., 2012; PUZZO
et al., 2014; REITZ e MAYEUX, 2014).

Revisao da Literatura “



A DA familiar (DAF) & uma heranga, tipo autossémica dominante, e sua estimativa
variam de 5-10% (KARRAN et al., 2011; SELFRIDGE et al., 2013). Varios loci génicos
associados a doenga 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 mutagbes herdadas sdo encontradas nos genes para a APP no
cromossomo 21, que resulta em um niumero aumentado de fragmentos AR (HARTMANN et
al., 2004; HERRUP, 2010; KARRAN et al., 2011).

Outros genes envolvidos estdo nos cromossomo 14 e 1 e fazem parte da formacao
das proteinas presenelina-1 e presenelina-2 respectivamente. Estas proteinas séo
componentes da enzima y-secretase, responsavel pela protedlise da APP. Ao sofrer
mutacoes, essas enzimas sédo responsaveis pelo aumento do nivel de AB. Porém, apenas
as alteragdes nos mesmos nado sdo 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 deposicao e depuracao de A, favorecendo as placas e afetando
a taxa de fosforilagdo 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
alteragbes 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).

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 evolugcédo mais rapida e pior prognéstico 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).

DIAGNOSTICO DA DOENGA DE ALZHEIMER

Descobrir precocemente alteragdes 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 diagnostico e auséncia de tratamento. A
degeneracgao cerebral priméria e consequente declinio das fungdes intelectuais apresentam
caracteristicas neuropatologicas e neuroquimicas proprias e complexas (VALENTE, et al.,
2010; KARRAN et al., 2011; ANDRADE-MORAES et al., 2013; CASTELLANI e PERRY,
2014).
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Embora o exame histopatolégico do tecido cerebral post mortem permaneca
necessario para diagnostico definitivo da DA, a combinacdo da avaliagcdo clinica, com
critérios preestabelecidos e com os modernos exames radiolégicos permitem um diagnéstico
possivel ou provavel, acurado em 80 a 90% dos casos (CACAOQ et al., 2007; KARRAN et
al., 2011; BALLARD, 2011).

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

A. Provavel DA — Deméncia estabelecida por testes neurofisiolégicos, por exemplo:
Mini Exame de Estado Mental. Aparecimento entre 40 e 90 anos. Alteragdes de linguagem,
habilidades motoras e percepcéo. Alteraces 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. Variagdes no curso da
apresentacgao clinicas das deficiéncias cognitivas sem aparecimento de co-morbidades que
possa justifica-las. C. Diagnoéstico definitivo da DA — Séo os critérios de Provavel DA mais
as evidéncias histopatologicas obtidas por bidpsia ou necropsia (MCKHANN, et al., 1984).

Uma nova revisdo desta classificagdo buscou melhorar a especificidade do
diagnéstico ao incluir os biomarcadores genéticos e os biomarcadores adicionais que
contribuem para aumentar a especificidade do diagnéstico que inclui varias medicdes do
liquido cefalorraquidiano, sangue e de neuroimagem (TEIPEL, 2013; REITZ e MAYEUX,
2014; CASTELLANI e PERRY, 2014).

O exame clinico busca informacdes a cerca da historia prévia do paciente e seus
familiares, como doencgas 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, lentificagédo, tremores entre outros sinais que
possam contribuir para um diagnostico diferencial, ja que a mudancga neuropatoldgica
com presenca das placas e emaranhados néo exclui a possibilidade de outras lesbes
coexistentes e que também podem contribuir para a DA (HYMAN et al., 2012).

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

No que diz respeito aos exames laboratoriais, a recomendacao é apenas para
dosagem de hormoénio tireo-estimulante e nivel sérico da vitamina B12. A analise do
liquido cefalorraquidiano para proteina TAU e peptideo AB sé deve ser realizada nos
casos de deméncia pré-senil ou apresentacao de curso atipico da doenga. Os exames
de neuroimagem, como a tomografia computadorizada e ressonancia magnética, séo
utilizadas primordialmente para afastar outras causas de deméncias (APRAHAIMAN, 2009;
CARAMELLI et al., 2011; VANDENBERGHE et al., 2013). Nao ha marcadores especificos
na investigacdo laboratorial e de imagens da DA, embora alguns achados possam dar
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suporte ao diagnostico clinico (CASTELLANI e PERRY, 2014). Os marcadores moleculares
da doenca tém sido pesquisados em fluidos e tecidos biologicos, particularmente a deteccéo
de peptideo AB 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 amil6ides foram consideradas o achado fisiopatologico
decisivo para a caracterizagéo 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 fisiopatolégico e seu niumero se correlaciona melhor com o grau de
deméncia do que o numero de PS. E, a perda das sinapses, embora ndo avaliada por
métodos histolégicos 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 dispersdo dos emaranhados no cortex
classifica a degeneragéo de forma gradual em seis estagios: I/ll- EN no cértex entorrinal,
III/IV- EN em hipocampo e amigdalas, V/VI- EN em todo neocortex (HYMAN et al., 2012;
CASTELLANI e PERRY, 2014). As PS sao classificadas e pontuadas pelo CERAD ao avaliar
sua densidade, onde sé@o observadas em funcao 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 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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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Verificar, dentre os métodos de coloracéo utilizados, qual o melhor para identificagéo
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.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

+  Tracar o perfil clinico e epidemiologico dos individuos cujos hipocampos foram
analisados;

Em cortes histolégicos de hipocampo de individuos portadores de Doenca de
Alzheimer:

+ lIdentificar e quantificar o nUmero de placas senis e emaranhados neurofibrila-
res através da imunohistoquimica;

+ Identificar e quantificar o numero de placas senis e emaranhados neurofibrila-
res através da histologia convencional;

»  Comparar o nUmero de placas senis e emaranhados neurofibrilares através dos
dois métodos de coloracéo;

» Relacionar o nimero médio de placas senis e emaranhados neurofibrilares,
observados através da histologia e imunohistoquimica e o perfil do individuo.



METODOLOGIA

TIPO DE ESTUDO

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

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 resolugéo 466/12 do Conselho Nacional
de Saude (CNS) (ANEXO A).

Os dados coletados foram armazenados e as informagdes foram utilizadas unica e
exclusivamente para a execugéo da presente pesquisa e a identidade dos individuos sera
mantida em sigilo absoluto.

LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi realizado no laboratério do Programa de P6s Graduacao em Patologia
(POSPAT) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) em conjunto com o Servigo de
Verificagdo de Obito (SVO) situado na UFPE — Recife-PE.

O SVO é responsavel pela execugdo de necropsias em vitimas de morte natural
com ou sem assisténcia médica, emissado de laudos histopatolégicos e apoio didatico as
atividades de ensino das disciplinas de Patologia, Anatomia Humana e Anatomia Patolégica.
E mantido também, por meio de convénio com o Governo do Estado/Secretaria de Saude.

POPULACAO ALVO E PERIODO

O estudo foi composto por amostras teciduais de hipocampo de individuos com
diagndéstico de Doencga de Alzheimer obtidos no periodo de 2000 até 2014.

CRITERIOS DE INCLUSAO
+  Amostras de tecido cerebral (hipocampo) de individuos com morte natural e
diagnéstico clinico de Doenga de Alzheimer;
CRITERIOS DE EXCLUSAO

»  Amostras de individuos que morreram por causas cerebrais primarias: acidente
vascular encefalico de origem isquémica ou hemorragica, meningite, tumores
entre outras lesbes cerebrais com dano no hipocampo;
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»  Amostras de individuos com prontuarios com dados necessarios para a pesqui-
sa incompletos;

+  Blocos parafinados com artefatos.

METODOS DE COLETA E ANALISE DO MATERIAL BIOLOGICO

As amostras de hipocampo, dos hemisférios direito e esquerdo, ja parafinadas e todas
as informacdes clinicas e epidemiolégicas foram obtidas através dos prontuarios arquivados
no Servigco de Verificagéo de Obitos (SVO-Recife-PE). Apds a selecao, as amostras foram
utilizadas para avaliagcao neuropatolédgica através da histologia convencional e IHQ.

Avaliacao Neuropatolégica

Para a avaliagcdo neuropatologica, foi realizada técnica de histologia convencional
com a utilizagcdo de dois métodos: impregnagao por prata pelo método de Bielschowsky
e coloracao hematoxilina eosina (HE), bem como, a realizagdo da imunomarcagéo 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.

Imunohistoquimica para proteina TAU (IHQ-TAU)

O método qualitativo da imunohistoquimica para detecgdo 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 temperatura ambiente por 20 minutos, desparafinadas em xilol e
reidratadas com etanol (100, 85 e 70%, 30 segundos cada). A recuperagdo antigénica
foi realizada em tampao de citrato, pH 6,0 a 120°C em panela de pressao elétrica por
30 segundos. As laminas sofreram resfriamento até chegar a temperatura ambiente e a
peroxidase endogena foi bloqueada por um periodo de 10 minutos (solu¢éo bloqueadora
de proteina do kit DAKO™). Foram incubadas com o anticorpo, lavadas com tampao fosfato
(PBS) contendo BSA (Bovine Serum Albumin) durante 20 minutos. Em seguida, incubadas
com solugdo cromogena de diaminobenzidina (DAB), lavadas em agua, contra-coradas
com hematoxilina, desidratadas e montadas com laminula e Entellan® (Merk) (figura 7).

Apbs a reacgdo, 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 imunoexpresséao tecidual
das proteinas TAU em diferentes aumentos, 5x, 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 producgéo das laminas na
imunohistoquimica.
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Figura 8 - Imagem éptica do SCAN 1.15.2 3DHISTECH® mostrando o hipocampo para
observacao das areas de imunoreatividade para proteina TAU.

Fonte: Software Pannoramic Viewer

Histologia Convencional

A avaliagdo prosseguiu com os cortes histolégicos de hipocampo parafinados
para comparacao. Apos recortes de 6um de espessura, as laminas foram levadas para
0 processo de desidratacdo, hidratacdo e coloragéo através da técnica de prata e HE
(figura 9). Em seguida, as placas senis e os emaranhados neurofibrilares foram visualizados
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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 producgéo das laminas na
histologia convencional.
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Figura 10 - Imagem optica do SCAN 1.15.2 3DHISTECH® mostrando o hipocampo para
observacao das areas de tecido corado com hematoxilina eosina.

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

Fonte: Software Pannoramic Viewer

Coloragéo por Hematoxilina Eosina (HE)

Seccdes de tecido nervoso com 6 um 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).

Coloragéo por Impregnacéo por Prata, método de Bielschowsky

Seccdes de 6pum montadas sobre laminas foram desparafinizadas em xilol e
hidratadas em agua destilada e coradas pela prata. Os cortes foram oxidados com é&cido
crémico a 4% por 10 minutos na estufa e apos serem retirados da estufa, foram lavados
em agua corrente por 10 minutos, seguidos da oxiredug@o no bissulfito de s6dio a 1% e
lavagem em agua destilada por 1 minuto. Na fase seguinte, foi acrescentada a solugéo de
prata A (5ml de borax + 25 ml de agua destilada) e B (3ml de nitrato de prata a 5% + 25 ml
de metanamina a 3%), ap0s a jungéo das duas substancias, as mesmas foram submetidas
a aquecimento na estufa até sua impregnacéo. Apds saida da estufa foram realizadas
4 passagens em agua destiladas para lavagem, matizados com cloreto de ouro a 1%,
lavados em 2 passagens em agua destilada, colocados em tiossulfato de sédio a 2% por
2 minuto, lavados por 10 minutos na agua corrente e finalizando com contra coloragéo 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).

Analise microscépica através Pannoramic Viewer SCAN 1.15.2 3BDHISTECH®

As andlises das PS e EN foram realizadas através do sistema de captura de
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imagem Optica Pannoramic Viewer SCAN 1.15.2 3DHISTECH® (Figura 12). Este software
permite a visualizacdo da imagem de toda lamina. Apés a obtencdo da imagem nos 3
tipos de coloragdo, pode ser selecionada 3 diferentes areas do hipocampo (CA- Corno
de Amon): CA1, 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 alteragdes histopatolégicas na hemtoxilia-eosina e na
coloracédo por prata e imunoreatividade. Para garantir que a avaliagdo fosse realizada em
uma mesma regido do hipocampo nas 3 coloragdes realizamos cortes sequenciais. (Figura
13)

Figura 12- Imagem oOptica do SCAN 1.15.2 3DHISTECH® mostrando a selecdo da area de
imunoreatividade para proteina TAU do hipocampo dermarcado em trés regides (CA1, CA2/3 e
CA4) através de circunferéncia de 600 micrometros.

Fonte: Software Pannoramic Viewer




Figura 13- Imagem 6ptica do SCAN 1.15.2 3DHISTECH® mostrando a sele¢édo da area de
imunoreatividade para proteina TAU do hipocampo dermarcado em trés regides (CA1, 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

COLETA DOS DADOS

Instrumento de coleta

Informacdes coletadas a partir de analise de prontuario (idade, procedéncia, sexo,
histéria/quadro clinico e diagnéstico necroscépico), assim como os dados da avaliagdo do
tecido hipocampal, foram transcritos para um formulario de coleta de dados padronizado
(APENDICE 1). Todos os dados serdo mantidos em sigilo.

Analise Estatistica

Para a analise de dados, utilizou-se o SPSS versao 20, onde, inicialmente, realizou-se
uma analise descritiva, obtendo assim as medidas de posi¢ao e dispersdo para as variaveis
numeéricas e as frequéncias absolutas e percentuais para as variaveis qualitativas. Para
a confirmacado 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 os testes de normalidade Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk para que fosse possivel
entender qual tipo de teste seria usado, se um teste paramétrico ou nédo-parameétrico. Para
as comparagdes por area, foi usado o teste ndo-paramétrico Wilcoxon. Para a comparagéo
de niveis de emaranhados e placas por faixa etaria e por sexo, fez-se uso do teste nédo-
paramétrico Mann-Whitney, p-valor<0,05. O teste Kruskal-Wallis é um teste-nao paramétrico,
foi usado para a comparagdo 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 doencgas neurodegenerativas
causadoras de deméncias como a Doenca de Alzheimer, que é caracterizada por um quadro
clinico de declinio progressivo e irreversivel de algumas fungdes cognitivas e intelectuais. As
anormalidades histopatologicas observadas no tecido cerebral obtido através de autopsias
para o diagnostico definitivo sdo: emaranhado neurofibrilares e placas senis encontrados em
diversas regides cerebrais. Nesse intuito, o presente comparou a presenca de placas senis e
emaranhados neurofibrilares em cortes histologicos de hipocampos de portadores de Doenca
de Alzheimer com a imunohistoquimica e a histologia convencional, avaliando aspectos
clinicos e epidemiologicos. Foram analisados 53 blocos de hipocampo de portadores da
Doenca de Alzheimer. Destes, apenas 34 seguiram para a producdo de laminas e posterior
coloragédo. A idade média foi de 80,03 (+8,83), com um percentual de 76,5% do sexo feminino
e 23,5% masculino. A reagdo imunohistoquimica com a proteina TAU mostrou uma maior
capacidade na expresséo e visualizagédo das placas e emaranhados no hipocampo (p-valor
<0,05) quando comparada com a coloragéo 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 identificacéo de
placas senis e emaranhados neurofibrilares. Sugerindo que a histologia convencional pode
subestimar o diagnéstico de Doenca de Alzheimer.

PALAVRAS - CHAVE: Doenca de Alzheimer, Imunohistoquimica, Diagnéstico e Emaranhados
Neurofibrilares.
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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 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 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 nimero de individuos pode atingir uma idade critica para o
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas causadoras de deméncias (GOMES et
al., 2013;PUZZ0 et al., 2014). Seu principal fator de risco € a idade, que tende a aumentar
sua prevaléncia, como observado na Doencga de Alzheimer (DA), que € a principal causa da
sindrome demencial adquirida com a senilidade (CAQAO etal., 2007; JIMENEZ e VARGAS,
2007; VALENTE et al., 2010; HYMAN et al., 2012).

Em todo mundo, cerca de 35,6 milhdes 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 Associagao Brasileira de Alzheimer (ABRAZ), no Brasil, estima-se que
existam cerca de 1,2 milhdes de pessoas acometidas por essa deméncia (ABRAZ, 2014).

A DA é definida como uma doenga degenerativa progressiva cerebral primaria, de
etiologia desconhecida, com caracteristicas neuropatoldgicas e neuroquimicas préprias.
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
0 aumento mais pronunciado ocorrendo ao longo da sétima e oitava década de vida
(SELFRIDGE et al., 2013; REITZ e MAYEUX, 2014).

Sua manifestagéo clinica é caracterizada por um declinio progressivo e irreversivel
de algumas fungdes cognitivas e intelectuais, como por exemplo, memoria (evento de maior
magnitude), orientacdo no tempo e no espaco, pensamentos abstratos, aprendizagem,
incapacidade de fazer calculos simples, disturbios de linguagem, comunicacédo 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
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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 (depositos ricos em proteina beta-amildide- AB) encontrados em regides cerebrais
responsaveis pela cognicao, incluindo o coértex cerebral, hipocampo e o estriado ventral.
Essas lesdes sdo acompanhadas de microgliose reativa, perda neuronal, perda de massa
branca com atrofia cerebral difusa e consequente reducéo de sinapses (SERRANO-POZO
et al., 2011; VANDENBERGHE et al., 2013). As referidas estruturas nao sao especificas
da DA, pois podem ser encontradas em casos onde o idoso ndo apresenta deméncia. Com
esta formacao, o cérebro do idoso apresenta-se com redugéo de sua capacidade de realizar
sinapses (BYRNE et al., 2009). Dados das formas familiares da DA sugeriram, no entanto,
que a AB é uma molécula critica na patogénese desta deméncia. Estando relacionada
com a neurodegeneracdo e com outras caracteristicas da DA, como a hiperfosforilacéo
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 modificagéo na
TAU ainda é desconhecida e sua evolugao é crucial no desenvolvimento dessa deméncia
e determinacéo 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
alteracbes na DA sado o cértex de associacdo e o hipocampo, com relativa preservagéo do
cerebelo, cortex primario motor, auditivo, sensitivo e visual. E evidencia o0 compromisso
precoce da memodria 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 diagnostico definitivo sé pode ser realizado através de exame anatomopatolégico.
No entanto, é possivel fazer uma avaliagéo clinica e estabelecer um diagnéstico possivel
ou provavel, através de histdria médica do paciente e de sua familia, do exame neurologico,
de testes neuropsicolégicos, exame fisico, avaliacdo psiquiatrica, exames laboratoriais
e exames de imagem como a tomografia computadorizada e ressonéncia 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 biologicos, particularmente a deteccao de peptideo AB e suas 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 caracterizagdo 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 nédo avaliada por métodos histologicos, a
melhor correlagdo 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 coloragéo, no que diz respeito
ao custo/beneficio e que, apesar de muitos estudos terem avang¢ado sobre o conhecimento
da patologia da DA e do seu diagnédstico, muitos aspectos ainda ndo estdo totalmente
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esclarecidos, principalmente os relacionados ao diagnéstico histolégico. Para tanto,
o presente estudo analisou a presenca de placas senis e emaranhados neurofibrilares
em cortes histologicos de hipocampos de portadores de Doencga de Alzheimer através
de imunohistoquimica e histologia convencional (hematoxilina eosina e impregnacao
por prata) buscando comparacdo das técnicas na deteccdo destas anormalidades
neuroanatomopatolégicas.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo realizado através do método 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 numero
44265315.1.0000.52086.

Foram estudados, no periodo de 2015-2016, 34 cortes histol6gicos de hipocampos
de individuos portadores da Doencga de Alzheimer, entre 59 e 92 anos de idade. Todos os
cortes de hipocampos parafinados, sem artefatos apés morte natural, foram armazenados
de 2000 a 2014 pelo Prof® Dr. Roberto José Vieira de Melo, do Departamento de Patologia
da UFPE, ap6s necropsia realizada no Servico de Verificacdo de Obito do Recife-PE.

As amostras de hipocampo, dos hemisférios direito e esquerdo, ja parafinadas, e
todas as informagdes clinicas e epidemiolégicas arquivados no SVO-Recife-PE, tiveram
sua avaliagcéo neuropatoldgica através da histologia convencional pela hematoxilina eosina
(HE) e impregnacéo por prata método de Bielschowsky e anélise 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. Apos a obtengdo da imagem nos 3 tipos de coloragéo,
pode ser selecionada 3 diferentes areas do hipocampo: CA1, CA2/3 e CA4. Cada regido foi
marcada por circunferéncia com didmetro de 600 micrometros, posteriormente foi realizada
uma varredura de toda circunferéncia em aumento de 20x em busca das alteracdes
histopatolégicas. Para garantir que a avaliagéo fosse realizada em uma mesma regiao do
hipocampo nas 3 coloragdes realizamos cortes sequenciais.

Informacdes coletadas a partir de analise de prontuario, assim como os dados da
avaliagdo do tecido hipocampal, foram transcritos para um formulario de coleta de dados
padronizado. Para a analise de dados utilizou-se o SPSS versado 20, onde inicialmente,
realizou-se uma andlise descritiva, obtendo assim, as medidas de posi¢cdo e dispersao
para as variaveis numéricas e as frequéncias absolutas e percentuais para as variaveis
qualitativas. Para a confirmacgéo 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 os testes de normalidade Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk para
que fosse possivel entender qual tipo de teste seria usado, se um teste paramétrico ou néo-
paramétrico. Para as comparacgdes por area, foi usado o teste ndo-paramétrico Wilcoxon.
Para a comparacgéo de niveis de emaranhados e placas por faixa etéria e por sexo, fez-se
uso do teste ndo-paramétrico Mann-Whitney, p-valor<0,05. O teste Kruskal-Wallis € um
teste-n&o paramétrico e foi usado para a comparagédo de Emaranhados e Placas entre os
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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 diagnéstico clinico de Doencga de Alzheimer, dos quais 19 foram excluidos
por apresentar artefatos, tornando impossivel a produ¢dao de ldminas ou por ndo conter
todas as informacgbes necessarias em prontuérios, restando 34 amostras com diagnéstico
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 raca predominante foi 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 prontuarios, pelo menos
41,2% dos individuos cujos hipocampos foram avaliados, tinham diagnéstico definido da
DA. Uma sintese destas informagbes relacionada aos aspectos tanto clinicos, quanto
epidemioldgicos, encontram-se na Tabela 1.

VARIAVEIS CATEGORICAS NUMERO FREQUENCIA %
FAIXA ETARIA

<75 1 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
8 a 11 anos 02 59
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.

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

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%); hipertensao arterial sistémica (HAS) 10/34 (29,4%); acidente vascular
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encefalico prévio 1/34 (2,9%) e pneumopatias 5/34 (14,7%). Com relagéo a causa da morte
diagnosticada apo6s necropsia, os individuos apresentaram comprometimentos associados
a doencas pulmonares (50%) e a doencgas cardiovasculares (23,5%). Nesta mesma analise,
apenas em 5/34 (14,7%) foi observado macroscopicamente algum grau de atrofia cerebral.

Em uma anélise inicial, objetivando verificar qual método histol6gico seria capaz de
visualizar um maior numero de alteragées microscépicas nos hipocampos (EN-emaranhados
neurofibrilares e PS-placas senis), foi realizada uma comparacao entre os valores de PS
e EN nos 34 hipocampos, com dois métodos de coloragéo histolégica (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 coloracao por HE
(14,0+7,95) e coloracao pelo método de prata (13,14+9,53). Percebe-se, entdo, que a IHQ-
TAU, foi mais eficaz (figura 1).

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),
impregnagéao por prata método de Bielschowsky e imunomarcado com a imunohistoquimica

para proteina TAU (IHQ-TAU), respectivamente.

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

A mesma comparacgao entre os trés métodos foi realizada com o nimero total de PS
observadas. A maior contagem foi constatada na IHQ-TAU (2,41+ 3,24) seguida da prata
(0,66+1,16) e HE (0,17+0,52), havendo diferencga significativa entre os trés grupos e sendo
a IHQ-TAU novamente, mais eficaz para visualizar a anormalidade histolégica da doenca.
Ao se comparar o nimero total de PS encontrados na IHQ-TAU e coloragéo 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 avaliacao da IHQ-TAU, considerando-se trés areas do hipocampo (CA1, CA2/3
e CA4) separadamente, e as contagens para EN e PS, constatou-se que a média de EN
visualizados foi maior na area CA1 (12,5+9,57). CA1 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).
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O ndmero encontrado em CA2/3 também foi maior estatisticamente que CA4 (p-valor
0,010) (tabela 2).

Area p-valor (Wilcoxon)
CA1 CA2/CA3 CA4
m 2 M@ mxEe @xE
Emaranhados 12,5+ 9,573 7,41+ 7,114 %75%51 0,001 0,000 0,010
Placas 12141754 053%1354 Q0> 0054 0137 0,197

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

Comrelagéo a contagem das PS nas trés areas do hipocampo, a area CA1 apresentou
maior média de contagem (1,21+1,75). Contudo, apesar de haver uma tendéncia para uma
diferencga significante com maior valor contados de PS em CA1 na sua comparagdo com
CA2/3 (p-valor 0,54), nenhuma area comparada par-a-par mostrou ser estatisticamente
significante (tabela 2).

Realizou-se uma da divisdo dos individuos por faixa etéria, agrupando em < 75
anos, entre 76 e 85 anos e 86 anos ou mais, onde pode-se, ap6s a divisao, avaliar a
propor¢éo de EN e PS por area do hipocampo nos diferentes grupos etéario 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 etarias através da IHQ-TAU, verificando-se que a maior quantidade de EN
foi encontrada na regido CA1, 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)], 0 mesmo nédo 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.

TAU-EMARANAHDOS NEUROFIBRILARES

Faixa etaria CA1 CA2/3 CA4
N 11 1 11
<75 Media 9,64 4,00 1,82
DP 9,821 6,099 2,442
N 10 10 10
76a85 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

Tabela 3- Andlise descritiva do total de placas senis por area do hipocampo dos individuos
portadores de Doenga de Alzheimer.
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Com o propoésito de avaliar se a quantidade de emaranhados é proporcionalmente
diferente com significancia estatistica, nos trés grupos etérios por area, foi feita uma
comparacao das areas do hipocampo par-a-par em cada grupo através da IHQ- com
TAU. Em individuos com menos de 75 anos, a quantidade de emaranhados em CA1 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 nimero foi estatisticamente
significante maior em CA1 ao comparar com CA4, porém, néo foi ao comparar com CA2/3,
que por sua vez demostrou ter maior quantidade significativa ao ser comparada com CA4
(tabela 4).

Faixa etaria TAU_EN_CA2/ 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

Tabela 4 - Analise estatistica, utilizando o Teste de Wilcoxon comparando as trés areas do
hipocampo na expresséao de emaranhados neurofibrilares nas diferentes faixas etérias, dos
individuos portadores de Doenca de Alzheimer.

Na comparagdo com PS por faixa etaria, ndo houve diferenga significativa em
nenhuma area do hipocampo. Em individuos com menos de 75 anos néo houve diferenca
entre IHQ-TAU para PS em CA1 e CA2/3 (p-valor 0,17), CA4 e CA1(p-valor 0,50) e CA4 e
CA2/3 (p-valor 0,063). Na faixa entre 76 e 85 anos, também n&o houve diferenca entre CA1
e CA2/3 (p-valor 0,34), CA4 e CA1(p-valor 0,20) e CA4 e CA2/3 (p-valor 0,59). E com 86
anos, ou mais, os seguintes valores foram obtidos na IHQ-TAU para PS em CA1 e CA2/3
(p-valor 0,25), CA4 e CA1(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 EN através da IHQ-TAU
foi maior que a das placas senis em todas as areas, provavelmente, porque a coloracéo
nao é especifica para marcar os compostos beta-amiléide das PS (tabela 5).
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Faixa etdria TAU_EN_CA1 TAU_PS_CA1 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
ea N 10 10 10 10 10 10
gs  Media 13,50 1,70 11,00 0,90 5,30 0,50
DP 8,396 1,889 7,087 2,025 4,057 1,080
N 13 13 13 13 13 13
iﬁ;s Média 14,15 0,38 7,54 0,08 4,23 0,31
DP 10,367 870 7,007 277 3,516 751

Tabela 5- Andlise descritiva do total de placas senis e emaranhados neurofibrilares por area do

hipocampo dos individuos portadores de Doencga de Alzheimer nas trés faixas etérias.

Mesmo a IHQ-TAU nado sendo especifico para beta-amildide, estas puderam ser
observadas nas PS. Desta forma, tentou-se correlacionar uma proporcao entre placas e
emaranhados (PS/EN) nas diferentes regides do hipocampo e nos individuos distribuidos
nas trés faixas etarias. Na anélise estatistica, houve diferenca significante ao comparar valor
de PS/EN em CA1 em todas as faixas (p-valor >0,05), ou seja, em CA1 os emaranhados
tém sempre em maior quantidade independente da idade. Porém, a diferenca entre PS/
EN em CA2/3 so6 foi significante nas faixas de 76 a 85 anos e 86 a mais, da mesma forma
comportou-se em CA4 (tabela 6).

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

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.

Em um novo calculo, o somatério de placas e emaranhados nas trés areas do
hipocampo foi comparado por faixa etéaria através da IHQ-TAU. O namero 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 comparacao par-a-par de faixa etéria para valor total de EN através da IHQ-TAU,
ndo houve diferenca significativa entre < 75 versus 76 a 85 anos (p-valor 0,43), com maior
quantidade entre 76 a 85 anos. O mesmo nao foi observado na comparacéo 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).
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Na comparacédo da média total de PS nas trés areas através da IHQ-TAU, foi
observado um decréscimo da quantidade de placas nas trés faixas etarias (<75anos-
3,73+4,31;76 a 85 anos- 3,10+3,17; 86 anos a mais-0,77+1,01) e na comparagéo estatistica
par-a-par de faixa etéaria para placas, ndo houve diferencga significativa em nenhuma idade
(tabela 7).

Faixa Etaria p-valor (Mann-Whitney)

<75 76 a 85 86 ou mais (1) x
) @) 3) Mx@ 5 @xE)

Emaranhados 1545+16,7 29,80+ 14,7 2592+ 15,2 0,043 0,134 0,483
Placas 3,73+432 3,10+3,18 0,77 +1,01 0,973 0,277 0,067

Tabela 7- Média, desvio padrao e p-valor do teste U de Mann-whitney, comparagao do nimero
de emaranhados neurofibrilares (EN) e placas senis (PS), entre faixas etarias através da IHQ-
TAU.

Afigura 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 diferenga significativa entre o nimero 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, n&o foram encontradas diferencas significativas entre os sexos para placas
(p-valor 0,270) e nem para emaranhados (p-valor 0,921) (tabela 8).

Emaranhados Placas
Masculino Feminino p-valor | Masculino Feminino p-valor
22,75 + 15,56 23,96 £ 16,7 0,921/125+2,12 2,77+£3,48 0,27

Tabela 8 - Média, desvio padréo e p-valor do teste U de Mann-whitney, comparacdo do numero
de emaranhados e placas, por género, coloragdo TAU.

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
expressao de EN foi maior em CA1 (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 comparacao par-a-par pelo teste de Wilcoxon. Onde CA1 tem uma quantidade
superior as outras duas areas (p-valor< 0,05), assim como CA2/3 sobre CA4 (p-valor 0,49).
O mesmo néo ocorreu na comparacéo 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 CA4 0,81+1,47.
Essas diferengas ndo foram estatisticamente significantes (p-valor >0,05) (tabela 9).
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Area p-valor (Wilcoxon)

CA1 CA2/CA3 CA4
(1) (2) (3)
Mx(2) MxB) (2)x(3)
Feminino 12,73 +£10,09 7,31+7,07 3,92+3,73 0,001 0,000 0,049
Emaranhado 7754
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 1,617 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

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

Na analise dentro do sexo masculino, a média de EN em CA1 foi de 11,75+8,22,
CA2/3 de 7,75+7,74 e CA4 3,25+3,24. Essa expressdo de emaranhados por area so foi
significativa na comparacéao 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), ndo tiveram diferencas quanto a
quantidade expressa nos hipocampos estudados dos cinco grupos de individuos divididos
por grau escolaridade (tabela 10).

Emaranhados Placas

Escolaridade Média + SD p-valor Média + SD p-valor
(anos)

Nenhuma 13,6 £ 8,82 1,8 £ 2,490

1a 3 anos 27,1 £ 15,954 1,0 £ 0,943

0,690 0,691

4 a7 anos 25,93 +15,479 3,86 + 4,055

8 a 11 anos 22,5+ 28,991 0,5+0,707

12a + 19,33 + 26,083 2,67+ 4,619

Tabela 10 - Andlise estatistica, utilizando o Teste de Kruskal-Wallis comparando os graus
de escolaridade na expressao de placas senis e emaranhados nos individuos portadores de

Doenca de Alzheimer utilizando a IHQ-TAU.

DISCUSSAO

Desde 1907, quando foi descrita por Alois Alzheimer, a comunidade cientifica vem
estudando a doenca e tentando achar meios de diagnostico precoce, bem como tratamento,

Artigo Original “



ja que havera proporgcdes epidémicas desta condicdo consequente ao envelhecimento
populacional (VERDILE, 2004). Os meios atuais de diagnostico definitivo dao-se por
necropsia cerebral e busca das extensas lesdes, todas vistas principalmente em areas
corticais e formacéo hipocampal, resultando na perda progressiva das fungbes cognitivas
(SELKOE e HARDY, 2002).

Apartir desse conhecimento e da premissa que 0s avangos para melhor compreenséo
da DA envolve um método de coloragéo eficaz para reduzir o subdiagnéstico, o presente
estudo buscou o melhor método de coloracdo para identificar as alteragdes no tecido
cerebral de hipocampo e oferecer uma importante contribuicdo ao meio cientifico.

Inicialmente, as amostras foram submetidas a comparacéao entre diferentes métodos
de coloragéo, buscando visualizar um maior numero de EN e PS nos 34 hipocampos
analisados. A expressa@o de EN pela IHQ-TAU foi estatisticamente significante maior do
que a coloragéo por HE e prata. Entre HE e prata nédo foi observada diferenca, reforcando
que a IHQ-TAU é o melhor método para visualizar os emaranhados neurofibrilares. Na
visualizag@o de PS a IHQ-TAU foi também mais eficaz entre as trés técnicas e a prata foi
melhor que HE.

Para a analise das lesbes da DA, a recomendacdo de coloragéo 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
média do numero de PS utilizando IHQ para beta-amil6ide, prata e HE, observaram que
a IHQ foi melhor que a prata, pois com esta Ultima coloragéo néo foi possivel detectar as
placas mesmo nos locais onde se sabia existir, sendo considerada uma técnica de baixa
sensibilidade para a pesquisa desta alteracéo histolégica. Como observado no presente
estudo, apesar da IHQ-TAU néo ser especifica para PS, estas puderam ser observadas na
IHQ-TAU em maior numero que as demais técnicas. Corroborando com nossos achados,
mesmo assim, diferente do estudo citado acima, a HE possibilitou a visualizagdo de PS,
porém, nao melhor que a prata.

Com esse resultado e sabendo-se que para o diagnéstico da doenga é necessario
um valor minimo de PS por idade e que a depender da técnica esse pode ndo ser alcangado,
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 redugéo volumétrica cerebral por morte neuronal se deve ao aparecimento de
emaranhados e consequentemente lesdo, como no hipocampo, cortex entorrinal e cingulo
posterior sdo sinais precoces da DA e que posteriormente evoluiriam para DA com leséo
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
avaliagéo, utilizando-se apenas IHQ-TAU e considerando-se trés areas do hipocampo
separadamente (CA1, CA2/3 e CA4), a contagem para EN e PS, foi maior em CA1,
comparado com CA2/3 e CA4, e a quantidade em CA2/3 também foi maior que CA4.
Com relacdo a contagem das PS, CA1 apresentou maior média, apesar de ndo haver
significancia estatistica quando comparada as outras areas.

A progressao de emaranhados neurofibrilares € bastante estereotipada e previsivel,
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iniciando no cortex entorrinal e hipocampo e se espalha para o isocértex associativo,
poupando o sensorial, 0 motor e areas visuais (ARNOLD et al., 1991; BRAAK e BRAAK,
1991; BRAAK et al., 2006). A area CA1 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 hipéxia 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-patoldgico, através das técnicas de prata e IHQ, com cérebro humano,
observou e distinguiu etapas controladas da progressao da leséo neuronal por EN. Os
primeiros a aparecerem no hipocampo, na fase intermediaria da DA, s&o observados em
CA1, posteriormente em CA2 e com o avancgar da doenca todas as outras areas estédo
envolvidas. Esta progresséo tem uma consideravel variacao interindividual, pois, a literatura
também relata que CA2 resiste ao desenvolvimento de mudancgas, mas existem casos
com envolvimento precoce e grave de CA2 com emaranhados mais grosseiros, facilmente
diferenciados dos vistos em CA1 e CA3 (BRAAK e BRAAK, 1991).

Com relagéo as PS, ao contrario dos EN, o acamulo é visto principalmente no
isocortex e com uma deposicdo muito menos previsivel. Aparecem mais tardiamente na
formacéo do hipocampo (ARNOLD et al., 1991; BRAAK e BRAAK, 1991). Apesar dessa
variagdo na evolugcédo das PS Braak e Braak distinguiu a progressdo em trés fases: Fase
A, placas em por¢bes basais do frontal, lobos temporal e occipital; Fase B, com todas as
areas isocortical associacao afetadas, enquanto a formagao do hipocampo sé € levemente
envolvida e o cortex sensorial, 0 motor e visuais sdo desprovidos de PS. A Fase C é
caracterizada por deposicéo de PS nas areas isocortical primarias e, em alguns casos, o
aparecimento desse depésito na camada molecular do cerebelo e ndcleos sub-corticais,
tais como estriado, talamo, hipotalamo, nucleo subtalamico e ndcleo rubro (BRAAK e
BRAAK, 1991).

Em outro estudo, semelhante ao descrito do Braak e Braak, os padrdes de
disseminacgéo dos EN do envelhecimento saudavel para a Doencga de Alzheimer, utilizando
a IHQ, determinou um recrutamento hierarquico que reflete a conectividade neuroanatémica
das sub-regides do hipocampo, area alvo precoce de processos neurodegenerativos do
envelhecimento, cujo envolvimento é fundamental para as perturbacdes da memodria.
A expressao de EN no hipocampo também foi mais evidente CA1, em individuos que
apresentaram comprometimento cognitivo leve podendo ser considerado um precursor
clinico da DA. Em poucos casos com maior gravidade da patologia, CA2 teve maior
expressao, comparado com CA1, e ndo foram observadas placas senis, sugerindo que 0s
emaranhados precedem as placas. Ja as alteracdes 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 informagdes. Nas diferentes areas do hipocampo, a informacgéo
projeta-se de CA1 a CA4. Refletido no envolvimento progressivo de diferentes sub-
regides dentro do hipocampo, ao seguir principalmente ligacdes neuroanatdémicas, em vez
de suscetibilidade celular intrinseca, embora a combinacdo de suscetibilidade celular e
proliferacéo patologica através de conectividade nao sejam excluidas (LACE et al., 2009).
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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 doenga com
aparecimento primeiro dos EN e pelo anticorpo utilizado ndo ser especifico para marcar
0s compostos beta-amildide das PS. Mesmo assim, estas puderam ser observadas e ao
correlacionar a propor¢é@o entre PS/EN nas regides do hipocampo e trés faixas etérias,
foi identificada uma diferengca nos numero de PS/EN em CA1 em todas as faixas (< 75
anos, entre 76 e 85 anos e 86 anos ou mais). Além disso, nesta mesma regido, diferente
das demais, os EN tém sempre em maior quantidade independente da idade, tendo um
aumento proporcional ao envelhecimento. A diferenga entre PS/EN em CA2/3 e CA4 s6 foi
significante nas faixas de 76 a 85 anos e 86 a mais. Demostrando que uma maior idade
influencia e determina o aparecimento de lesdes cerebrais e as diferencas existentes na
duracgéo e curso clinico da DA entre os individuos, decorrem da variagado dos padrbes de
progressao em funcgéo da idade.

Ja é sabido que o envelhecimento do cérebro é o principal fator de risco para o
desenvolvimento de disfuncdo cognitiva e desenvolvimento de patologias degenerativas
relacionadas a idade. Varias hipoteses sugerem que a intensidade da patologia se
correlacionada com deterioragdo intelectual, que por sua vez atravessa o processo de
envelhecimento. O critério do limite de placas é estabelecido em funcdo da idade. Os
emaranhados neurofibrilares e placas senis sao 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 numero de mulheres afetadas se deve a fatores como a maior longevidade,
e ainda, a maior sobrevida das mulheres p6s diagnéstico 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 relagéo 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
alteracbes parece nao variar com 0 sexo ou ndo ha um sexo com maior quantidade. Tanto
para homens quanto para mulheres, CA1 foi a area com maior expressao de emaranhados,
ja para as placas senis ndao houve diferenca. Diferindo do relatado na literatura, onde
com relagdo ao sexo, as alteragbes parecem ser maiores em mulheres no periodo pés-
menopausa (CUMMINGS et al., 1998; GIMENEZ e VARGAS 2007; YUDOFSKY e HALES,
2014).

Recentemente, a terapia de reposicdo hormonal em mulheres na pés-menopausa
vem sendo discutida como fator de protecdo. Nas mulheres, apesar de ndo haver
comprovacdo da redugao de risco de DA, o estrogeno é estudado como um horménio
protetor, onde o cérebro &€ um importante érgdo-alvo com efeitos diretos sobre sua
funcé@o na vasculatura e o sistema imune. Muitas acdes do estrégeno sao potencialmente
relevantes para mudancas cognitivas que ocorrem ap6s a menopausa, mas para a
maioria das implicagdes clinicas sdo ainda pouco claras. Parece aumentar a plasticidade
sinptica, o crescimento de neurites, neurogénese hipocampal e potencial de agcédo em
longo prazo, além de proteger contra apoptose e contra a lesdo neural em uma variedade
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de configuragbes experimentais, incluindo a toxicidade induzida por neurotransmissores
excitatérios, 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
o revisado na literatura, ndo foi observada uma relacdo inversamente proporcional entre
escolaridade e expressao de PS e EN no hipocampo. Nossos dados indicam que um alto
nivel intelectual ndo impede o aparecimento de altera¢des neuropatolégicas 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, supondo que quanto
maior o grau de escolaridade, maior o estado intelectual. A escolaridade avangada seria
parte dos fatores protetores para a doenca, provavelmente pelo consequente aumento
da densidade e complexidade sinptica ou dendriticas de regides corticais mobilizadas
para as demandas do aprendizado, levando a maiores limiares de reserva cognitiva e
maior capacidade de compensacgéo de deficiéncias intelectuais dos individuos com maior
escolaridade. Os sujeitos com alta escolaridade apresentam melhor rendimento em testes
neuropsicomeétricos 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¢des de vida, ndo observada nesta analise seja variavel até mesmo nas diferentes
regides do Brasil, visto que, o desenvolvimento da inteligéncia e da educacgéo do ser humano
€ atribuivel a uma complexa rede de caracteristicas neuroanatémicas, genéticas, cognitivas
e psicoldgicas interagindo e sendo transformada pelo ambiente ou contexto onde se insere
as diferentes populacdes. Tal ambiente é determinado pela cultura, ambiente familiar,
educacgéo, nivel socioecondémico e nutricional. Sendo observada uma correlacéo 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 histérico de complexa atividade intelectual e alta escolaridade tendem
adesenvolver os sintomas da doenga em um estagio mais avancado da atrofia cerebral, pois
€ necessaria uma maior perda de neurdnios para que os 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 andlises realizadas. A prata e a hematoxilina eosina,
podem subdiagndsticar a doenca por baixa capacidade na visualizagdo. No hipocampos,
CA1, foi a area mais acometida em todos os individuos, assim como encontrado na
literatura. Diferente do esperado, o 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 padrdo de vida da
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populacdo de estudo, podendo ser diferente em paises desenvolvidos e com melhores
condicbes de vida.
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CONSIDERACOES FINAIS

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

« Para melhores resultados e melhor classificacdo das coloragcdes mais fidedignas na
deteccéo de placas senis e emaranhados neurofibrilares, é importante a analise de
imunohistoquimica com anticorpo especifico para placas senis e assim, correlacionar
sua contagem em diferentes grupos. Da mesma forma, outras coloragdes 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 coloragdes mais sensiveis.

+ O presente estudo sera submetido a uma revista cientifica a ser decidida pelos pes-
quisadores envolvidos, apés as sugestdes da banca e corregéo final. (Revista Human
Pathology, A2, Fator de Impacto 2,791)
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APENDICE

APENDICE A -

COMPARAGAC DE PLACAS E EMARANHADOS MA DOENGA DE ALZHEIMER ATRAVES DA
HISTOLOGIA E IMUNOHISTOQUIMICA

 APENDICE 1-
FORMULARIO DE COLETA DE DADOS
Hipocampo n~.
RELATORI Pesquisador:
NEUROPATOLOGICO Dats da colets de dados i
Cson_____ Data da Digitagéo '] ]
MNome:
Idade: Sexo:
Profisedo: Procedéncia:

= Bmeak & Brask estagios entominais (| / ) estégios limbicos, hipocampo &
amigdalas (1l / IV) e estdgios neocorticais (V' / VI).

<3 CERAD: O{nenhuma placs). Alesparsss), B{moderadas) e C(frequentes).
= Disgnostico: possivel, provével & definido.
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