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RESUMO

Godoy MDCL. Acometimento do epitélio olfatorio pela Doenga de Alzheimer: um
estudo de correlagdo clinico-patologica [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Séo Paulo; 2015.

A doenca de Alzheimer (DA) é caracterizada por declinio cognitivo e funcional
progressivo e constitui-se como a forma mais prevalente de deméncia. O diagndstico
da DA ¢ realizado atualmente, exclusivamente por meio de critérios clinicos. No
entanto, a manifestacdo clinica da DA é precedida por um longo periodo
assintomatico, com depdsito silencioso das proteinas tau e B-amiloide no tecido
cerebral. Evidéncias recentes demonstram que a mucosa olfatoria, estrutura periférica
e facilmente acessivel também esta acometida na DA, podendo representar um bom
método de diagndstico preciso e precoce desta moléstia. Os objetivos desse estudo
consistem em correlacionar a prevaléncia das proteinas tau e f-amiloide no epitélio
olfatorio (EO) com os estagios clinicos e neuropatologicos da doenca e determinar a
sensibilidade e especificidade dos achados no EO para o diagnostico da DA em seus
diferentes estagios de evolucdo. Para tal fim, é proposto estudo post-mortem, com
avaliacdo de 92 tecidos cerebrais de individuos com idade igual ou superior a 50
anos, provenientes do Banco de Encéfalos Humanos do Grupo de Estudos em
Envelhecimento Cerebral da Universidade de S&o Paulo, com coleta dos blocos de
mucosa olfatéria no momento da autépsia. A avaliacdo cognitiva foi realizada por
meio de entrevista com informante de convivio préximo com o falecido, aplicando as
escalas CDR e IQCODE. A avaliacdo neuropatoldgica do encéfalo e do EO foi
realizada por meio de técnicas de imunoistoquimica. Os casos foram classificados
mediante critério neuropatologico do CERAD e do estadiamento de Braak e Braak
para DA. A presenca de proteina tau e B-amiloide no EO foi correlacionada com os
pardmetros clinicos e neuropatologicos obtidos. A analise imunoistoquimica do EO
da concha superior permitiu identificar as proteinas tau e p-amiloide com
sensibilidade alta, quando comparada com o diagndstico neuropatolégico (>80%) e
clinico (>90%). Desta forma, a andlise imunoistoquimica para as proteinas tau e p3-
amiloide do epitélio olfatério pode representar um possivel biomarcador para
diagnostico da DA.

Palavras-chave: 1.Doenca de Alzheimer 2.Envelhecimento 3.Imunoistoquimica
4.Mucosa olfatoria 5.0Ifato 6. Transtornos do Olfato



ABSTRACT

Godoy MDCL. Olfactory epithelium involvement in Alzheimer’s disease: a
clinicalpathological study [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Séo Paulo; 2015.

Alzheimer’s disease (AD) is characterized by a progressive functional and cognitive
decline and is considered the most prevalent type of dementia. AD is diagnosed
exclusively on the basis of clinical criteria. However, clinical symptoms of AD are
preceded by a long asymptomatic period, with silent deposition of tau and amyloid
proteins in brain tissue. Recent studies demonstrate the same findings in the olfactory
epithelium, a ready accessible structure which could contribute to the precise and
early diagnosis of AD. The objectives of the current study were to correlate the
prevalence of tau and amyloid proteins distributed in several areas of the olfactory
epithelium with clinical and neuropathological criteria used for the diagnosis of AD
and to determine the sensitivity and specificity of the olfactory epithelium
involvement for the diagnosis of AD. Ninety-two individuals, belonging to the
Brazilian Brain Bank of the Aging Brain Study Group from University of S&o Paulo,
whose blocks of olfactory mucosa were collected during autopsy, were tested.
Cognitive data were gathered through an interview with a knowledgeable informant,
using the CDR (Clinical Dementia Rating Scale) and the IQCODE (Informant
Questionnaire on Cognitive Decline in the Elderly) scales. Neuropathological
examination was carried out on the basis of accepted criteria, using
immunohistochemistry. Neuropathological classification of AD was performed in
accordance with the CERAD criteria and Braak & Braak staging. The presence of tau
and amyloid protein deposits in the olfactory epithelium was compared with clinical
and neuropathological parameters. Immunostaining of olfactory epithelium from the
superior turbinate was able to identify tau protein and amyloid- with high sensitivity
when compared with neuropathological scales (>80%) and clinical classification of
CDR (>90%). Thus, immunohistochemistry for tau and amyloid proteins of the
olfactory epithelium may represent a potential biomarker for early diagnosis of AD.

Descriptors: 1.Alzheimer Disease 2.Aging 3.Immunohistochemistry 4.Olfactory
Mucosa 5.0Olfaction 6.Olfaction Disorders
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Introducdo 2

1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, por causa da queda das taxas de natalidade e mortalidade, a
humanidade enfrenta o processo de envelhecimento populacional. Este fendmeno
ocorreu inicialmente em paises desenvolvidos e mais recentemente, de maneira mais

acelerada, em paises em desenvolvimento. (Veras et al., 1987)

No Brasil, a taxa de expectativa de vida, que no ano de 1950 era de 43,2 anos,
crescera para aproximadamente 81,3 anos em 2050 (IBGE, 2010). Ao comparar 0
crescimento das diferentes faixas da populacdo, em um intervalo de 25 anos, pode-se
verificar um crescimento de 126,3% dos idosos, enquanto o aumento da populacéo
total foi de 55,3%. Assim, observa-se um crescimento mais acelerado da populacéo
idosa em relagcdo aos demais grupos etarios (Camarano, 1999; Nasri, 2008). Caso
essa progressdo se mantenha, a partir de 2030 o total de idosos ultrapassara 0 de
jovens entre 15 e 29 anos (Camarano, 2010), com iniUmeras consequéncias sociais,

econémicas e previdenciarias.

Associada ao aumento da expectativa de vida ocorre elevacao consideravel da
prevaléncia de doencas crbnicas relacionadas com o envelhecimento, entre elas as

doencas neurodegenerativas (Kalache et al.,1987).

A deméncia ¢é definida como ocorréncia de declinio cognitivo em multiplos
dominios, envolvendo necessariamente prejuizo da memoria. Este declinio deve ser
suficiente para causar dano ao desempenho social ou ocupacional (Duyckaerts,

Dickson, 2011).
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Entre as sindromes demenciais, a mais prevalente universalmente é a doenca
de Alzheimer (DA). De acordo com World Alzheimer Report de 2014 (Prince et al.,
2014), a deméncia representa um custo de 604 bilhdes de ddlares em todo o mundo.
Em 2010, estimou-se que em todo o planeta havia 35,6 milhdes de pessoas que
viviam com DA e outras deméncias. A projecdo para 2030 é de 65,7 milhdes e para

2050 de 115,4 milhdes.

A DA ¢ clinicamente caracterizada por perda lenta e progressiva da meméria
e outras funcbes cognitivas. Histopatologicamente se distingue pela presenca de
placas neuriticas (PN), compostos extracelulares que contém proteina B-amiloide
(Figura 1A), e de emaranhados neurofibrilares (ENF), compostos intracelulares,
constituidos predominantemente de proteina tau (Figura 1B) (Duyckaerts, Dickson,

2011).

A DA é prevalente, progressiva e incapacitante, com elevado impacto fisico e
psicoldgico para o individuo que dela padece e para seus familiares (Herrera et al.,
2002). As modalidades terapéuticas farmacologicas e ndo farmacologicas para a DA
sdo limitadas, porém apresentam maior eficacia sobre a evolucdo da doenca quando
administradas em fases iniciais. Por esta razéo, é fundamental que o portador de DA

receba o diagndstico de maneira precisa e precoce.
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Figura 1: Exemplos de: (A) placas neuriticas, compostos de proteina 3-amiloide, corada por 10D5,
vista por microscopia de campo claro (aumento de 400x); (B) emaranhados neurofibrilares,
compostos de proteina tau, corada do PHF-1, vista por microscopia de campo claro
(aumento de 400x). Fonte: Grupo de Estudos em Envelhecimento Cerebral, FMUSP.
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Atualmente, o diagndstico da DA ¢ realizado exclusivamente por meio de
critérios clinicos, postulados pelo National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke (NINCDS) em conjunto com o Alzheimer’s
Disease and Related Disorders Association (ADRDA; McKhann et al.,, 1984),
modificados por McKhann et al., em 2011. Destarte, o diagndstico de DA é feito em
duas etapas: na primeira é dado o diagnostico da sindrome demencial (Anexo A); e,
depois o diagndstico da DA que pode ser classificada como: possivel, provavel ou

definida (Anexo B).

Essa modalidade de analise traz consigo limitagOes graves e pode gerar um
diagnostico impreciso e tardio, uma vez que os protocolos clinicos utilizados para
DA tém-se mostrado discrepantes, quando confrontados com o diagndstico

anatomopatologico (Klatka et al., 1996; Lim et al., 1999).

Um diagnostico essencialmente clinico da DA pode ocasionar deficiéncia na
sensibilidade e especificidade. A queda na sensibilidade é observada ao excluir os
verdadeiros portadores de DA que apresentam manifestacdes atipicas e ndo atendem
aos critérios clinicos atualmente aceitos. S8o varios os relatos na literatura de
portadores de lesdes cerebrais disseminadas da DA, que iniciaram sua manifestacdo
clinica com sintomas comportamentais, alteracbes de linguagem ou até
manifestacbes motoras complexas, sem apresentarem distlrbios precoces de

memoria (Jagust et at., 1990; Levine et al., 1993).

A perda de especificidade acontece no diagnostico equivocado da DA em

individuos portadores de outras doencas. Por exemplo, pacientes com deméncia
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vascular ou deméncia por corpusculo de Lewy (DCL) podem preencher os critérios

clinicos (McKhann et al., 1984; McKeith, 2006).

Estudos recentes sobre correlagdo clinicopatolégica tém mostrado a
existéncia de individuos livres de deméncia, que apresentam PN e ENF com
concentracdo e distribuicdo semelhantes aos individuos portadores de deméncia, e
preenchem os critérios neuropatolégicos propostos para a DA. Estes individuos sdo
denominados portadores de DA, em estagio pré-clinico ou pré-sintomatico (Schmitt
et al., 2000). Atualmente, ha evidéncias de que os achados neuropatolégicos de DA
precedem, em muitos anos, 0s sintomas cognitivos (Morris, 2005; Jack Jr et al.,
2010; Sperling et al., 2011) (Figura 2). O uso exclusivo de critérios clinicos ndo
permite o diagnostico da doenca na fase preé-sintomatica, de modo que anos de

intervencao potencial precoce sejam perdidos quanto a evolucao da doenca.
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Figura 2: Dindmica dos biomarcadores na cascata patologica da DA. Fonte: Jack Jr et al. (2010).
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Ao buscar ferramentas para aprimorar o diagnostico da DA, varios
pesquisadores tém concentrado seus esforgos na busca de biomarcadores capazes de
diagnosticar a doenca, ainda em fases anteriores ao surgimento da deméncia, com
taxas altas de sensibilidade e especificidade. Em 2010, na International Conference
af Alzheimer’s Disease (ICAD), um consorcio de pesquisadores designado pelo
National Institute of Health e pela Alzheimer’s Association dos Estados Unidos da
América prop0s a criacdo de critérios novos para o diagndstico da DA, ao associar
parametros clinicos de comprometimento cognitivo precoce e biomarcadores. Entre
0s mesmos destacam-se: métodos de imagem como a Ressonancia Nucelar
Magnetica (RNM) com medida de volume do hipocampo, a Tomografia por Emisséo
de Pésitrons com tracadores especificos e metodos laboratoriais como a dosagem de
proteina tau e AP 42 no liquor. Estes métodos ja haviam sido propostos por Dubois et

al., em 2007, como instrumentos auxiliares potenciais no diagnostico da DA.

Apesar de apresentarem correlacdo apropriada aos achados neuropatologicos
tipicos da DA, em individuos portadores de deméncia, a sensibilidade e a
especificidade destes biomarcadores € significativamente reduzida em individuos em
estagios pre-sintomaticos ou naqueles que apresentam comprometimento cognitivo
leve (CCL), como referiu Petersen et al., em 1999, e que foi modificado por Albert et
al., em 2011, nos quais oS sintomas cognitivos estdo presentes, mas nao Sao
suficientes para que se possa definir a deméncia (Anexo C). Além disso, 0s
biomarcadores mais citados na literatura sdo métodos caros e de dificil acesso para
toda a populacdo idosa suscetivel a DA, principalmente nos paises em
desenvolvimento nos quais 0s recursos para a saude sdo escassos e a DA tende a se

tornar mais prevalente do que em paises desenvolvidos.
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Novos critérios foram propostos por grupos de autores de quatro artigos
publicados em 2011 (Albert et al., 2011; Jack Jr et al., 2011; McKhann et al., 2011;
Sperling et al., 2011), porém ainda nédo estdo validados para aplicacédo clinica, apenas

para fins de pesquisa. (Anexos B, C e D)

Estudos recentes tém demonstrado a presenca de PN e ENF, dois achados
neuropatoldgicos principais e tipicos da DA, no bulbo e trato olfatérios (Jellinger,
Atems, 2005; Fujishiro et al., 2008). Estas estruturas ndo sdo contempladas quer pelo
criterio do CERAD (Consortium do Establish a Registry for Alzheimer's Disease,
1991, apud Mirra et al., 1991), quer pelo estadiamento de Braak e Braak (1991), que
sdo, atualmente, os dois métodos mais utilizados para o diagndstico
anatomopatologico da DA. No entanto, ha correlagdo positiva entre a prevaléncia
destes achados no bulbo olfatério e a distribuicdo e gravidade das lesbes descritas em
outras regides do encéfalo, analisadas conforme o critério do CERAD e o
estadiamento de Braak e Braak. Alguns estudiosos mostraram que o
comprometimento do bulbo olfatério ocorre em fases precoces da evolucdo
neuropatologica da DA (Kovécs et al., 2001; Tsuboi et al., 2003; Jellinger et al.,

2005).

Os primeiros relatos de disfuncdo olfatéria em pacientes com DA datam da
década de 70 (Waldton, 1974). Estudos posteriores confirmaram essas observacoes
iniciais (Doty et al., 1984; Albers et al., 2006). Além disso, foi observado que a
disfuncdo olfatoria pode preceder o desenvolvimento dos sintomas clinicos e auxiliar
no diagndstico diferencial de doencas com caracteristicas clinicas semelhantes (Doty,
2003). Os autores descrevem que essa sequéncia temporal, associada a natureza ndo

invasiva e de custo baixo, faz da avaliagdo olfatéria uma candidata excelente como
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biomarcador para a deteccdo precoce da DA, inclusive em individuos assintomaticos.
Mais estudos em humanos sdo necessarios para caracterizar a sequencia temporal dos
défices funcionais, o que facilitard o desenvolvimento de testes olfatrios mais

sensiveis e especificos.

A base da perda olfatéria na DA é pouco compreendida, mas, em parte, pode
ser explicada porque as regibes cerebrais correspondentes ao cortex olfatério
primario sdo &reas cerebrais com concentracdo mais alta de ENF e PN na DA.

(Bailey, Johnson, 2010)

Em estudo post-mortem, realizado em 59 individuos, incluido no Projeto
Envelhecimento Cerebral da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
(FMUSP), foi demonstrada prevaléncia elevada de ENF no bulbo olfatorio de
individuos idosos, em niveis extremamente precoces da evolucdo neuropatoldgica da
DA (Santos et al., 2010). E possivel perceber que ENF estdo presentes no bulbo
olfatorio a partir do estagio Il de Braak e Braak, quando a doenca neuropatoldgica
ainda € inicial e restrita as areas entorrinais e hipocampais. Além disso, este mesmo
estudo permitiu demonstrar que a presenca de ENF no bulbo olfatério de individuos
idosos ocorreu em fases sintomaticas de deméncia, mas também em fases

assintomaticas com prevaléncia elevada.

Em estudo recente, Arnold et al. (2010) demonstraram que a presenca de PN
e ENF ndo se restringia as estruturas neurais do bulbo olfatério. Tais achados
também poderiam ser encontrados no proprio epitélio olfatorio (EO), em 74% dos

individuos portadores de DA. Neste estudo, no entanto, 0s autores ndo investigaram
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correlagbes do acometimento do EO com parametros clinicos utilizados no

diagndstico da DA, nem determinaram qual a melhor area do EO a ser analisada.

O estudo de Arnold et al. (2010) lanca luz sobre a possibilidade de utilizag&o
do EO como instrumento de diagndstico precoce e preciso da DA. A mucosa
olfatéria é uma estrutura acessivel por meio de procedimentos pouco invasivos e de
custo reduzido, e quando acometida pode constituir evidéncia direta da presenca de
lesbes da DA, ao contrario dos outros biomarcadores como métodos de imagem ou

laboratoriais, que apenas produzem evidéncias indiretas da doenca.

Questbes fundamentais acerca da presenca das proteinas tau e B-amiloide no
EO, no entanto, ainda ndo foram respondidas, entre elas: qual a correlacdo
clinicopatoldgica; qual a relacdo destes achados com os critérios de diagnostico
aceitos atualmente para a DA e em que estagio de evolucdo da doenga clinica e
neuropatologica estes achados sdo mais prevalentes; e, qual a sensibilidade e

especificidade destes marcadores.
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2 OBJETIVOS

Correlacionar a prevaléncia das proteinas tau e 3-amiloide no epitélio olfatorio
com os parametros clinicos e neuropatoldgicos aceitos para o diagnostico da doenca de

Alzheimer.

Fornecer dados sobre a sensibilidade e especificidade da presenca das proteinas
tau e B-amiloide no epitélio olfatorio como ferramenta diagnéstica na doenga de

Alzheimer.



3 REVISAO DE LITERATURA



Revisdo de Literatura 14

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Importéancia da doenca de Alzheimer

Ballard et al. (2011) fizeram uma revisdo sobre as evidéncias novas na
epidemiologia, patogénese, diagnostico e tratamento da DA, além de discutirem
possiveis formas de reduzir a chance de desenvolver a doenga. Destacam que se estima
haver 24 milhGes de individuos portadores de deméncia em todo o mundo, a maioria
decorrente da DA. Destarte, os autores enfatizam que a DA é um problema de saude

publica e deve ser tratada como prioridade nas pesquisas cientificas.

3.2 Hiposmia na doenca de Alzheimer

Surpreendentemente, a maioria dos pacientes com DA ndo tem conhecimento de

seu defice olfativo, antes da aplicacdo de um teste olfatorio.

Doty (2003) percebeu que ha evidéncias de que a hiposmia pode preceder 0s
sintomas classicos de DA varios anos antes, e isto reflete o denominado periodo pré-
clinico. De acordo com Doty a disfuncao olfatéria pode ser encontrada em individuos
em risco para a DA, incluindo seus familiares, e em individuos com CCL, que

eventualmente irdo desenvolver a DA.

Peters et al. (2003) avaliaram a funcéo olfatoria em 14 pacientes com DA, oito
com CCL e oito saudaveis, mediante comparacdo por meio de testes psicofisicos e
potenciais olfatérios evocados. Os resultados confirmam achados pregressos de

disfuncdo olfatéria em pacientes com DA e DA pré-clinica. Os autores sugerem que a
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alteracdo olfatoria ndo é apenas decorrente da alteracdo da meméria e de categorizagdo
semantica. Os défices olfativos sdo acompanhados por diminuicdo da resposta
eletrofisioldgica secundaria ao estimulo olfatério, provavelmente associada a alteracdo
neuropatoldgica especifica, em regides mediais do lobo temporal incluindo o cortex

olfatorio primério.

Seiberling e Conley (2004) afirmam que na DA o défice cognitivo ndo é
responsavel pela alteracdo na identificacdo do olfato. Dessa forma, ainda ndo se sabe o

quanto o défice de memoria pode prejudicar a identificacdo de odores.

Doty (2008, 2009) observou alteracdo consideravel na capacidade para detectar,
lembrar e reconhecer odores em pessoas idosas, além de ser uma caracteristica
fundamental em vérias doencas neurodegenerativas e sindromes demenciais, incluindo a
DA. Tal défice estd presente de 85% a 90% dos pacientes em fase inicial e esta
associada a diminuicdo da ativacdo das estruturas centrais de processamento do olfato
(observada em RNM funcional). Além disso, foi relatado défice olfatorio em individuos
cognitivamente saudaveis, portadores do alelo e4 da apolipoproteina E (APOE-e4), o

fator de risco genético principal para a DA.

Sohrabi et al. (2012) examinaram a capacidade de a disfuncédo olfatéria permitir
prever o declinio cognitivo em uma amostra da populacdo. Os pesquisadores
selecionaram um grupo de 308 individuos, entre 46 e 86 anos, que foram acompanhados
durante trés anos, e entdo divididos quanto a presenca de alteracdes cognitivas mediante
testes neuropsicologicos. A fungdo olfatdria avaliada por meio do teste Sniffin’ Sticks
indicou que, ao contrario das evidéncias prévias, a discriminacdo olfatoria, mas nao a
identificacdo, permite prever o declinio cognitivo subsequente. Os resultados

alcangados pelos autores confirmam estudos prévios que reportam associacdo entre
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cognicdo e olfato, e indicam que a perda da capacidade de discriminacéo olfatoria pode
permitir prever o declinio da funcdo cognitiva. Em raz8o dos achados, os autores

sugerem a avalicdo olfatdria para a triagem em individuos com risco alto de deméncia.

3.3 Acometimento do sistema nervoso central e do bulbo olfatério na doenca de
Alzheimer

Attems e Jellinger (2006) realizaram um estudo post-mortem com 130
individuos com idade superior a 60 anos, nos quais foi feita avaliacdo neuropatologica
com imunoistoquimica do encéfalo, bulbo e trato olfatério. Todos os individuos
portadores de DA definida (estagios Braak 5 e 6; n=40) apresentaram grande quantidade
de ENF e neuritos distréficos no sistema olfatorio, com depdsito de p-amiloide em
32,5% do sistema olfatorio. Os casos Braak 4 (n=27) apresentaram ENF em 85,2% do
sistema olfatério e PN em 1,1%. Todos os casos com estagios Braak 0 e 1 foram
negativos. Os autores concluem que o escore de ENF no sistema olfatério evidenciou
grande correlacdo com estagio de Braak no encéfalo, enquanto ambos 0s escores
apresentaram significativa, porém baixa correlacdo com a idade. Esses resultados
confirmam estudos anteriores, que demonstraram ENF abundantes no sistema olfatério
em casos definidos de DA e em quase um terco dos idosos sem deméncia com estagio
Braak 2. Igualmente, os autores encontraram correlacdo importante entre 0s escores de

ENF no sistema olfatorio e no encéfalo.
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3.4 Diagnostico clinico da doenga de Alzheimer

Areza-Fegyveres e Nitrini (2011) descrevem que o diagnostico da DA se baseia
em critérios de NINCDS-ADRDA, adaptados a realidade brasileira (McKhann, 1984).
Na pratica, o diagnostico ambulatorial da DA € realizado mediante a reunido de um
conjunto de informagBes sobre a historia clinica, exame cinico geral e neuroldgico,
exames de sangue e de neuroimagem. Os autores citam que assim é determinando um
diagndstico de DA possivel ou provavel e que para o diagnéstico de certeza é necessario

0 exame anatomopatoldgico.

Takada e Nitrini (2011) complementam Areza-Fegyveres e Nitrini (2011) de
que, a partir dos critérios do NINCS-ADRDA, o diagnéstico da DA permite que a
doenca seja classificada como: provavel, possivel ou definida. O diagnostico da DA
definida baseia-se em evidéncias histopatologicas e o da DA provavel em quadro
demencial de inicio insidioso e progressivo, contanto que ndo haja outras doencas
cerebrais ou sistémicas que possam justificar os défices cognitivos. Os autores definem
um declinio cognitivo como DA possivel, quando ha variacdes no inicio, apresentacao
ou curso clinico da doenga, ou ainda, quando existe uma doenca sistémica ou cerebral,
suficiente para produzir deméncia, porém ndo considerada a causa da disfuncéo

cognitiva.

Ittner e GOtz (2011) descrevem novos achados sobre a associacdo entre a
proteina tau e a proteina B-amiloide na patogénese da DA. Os autores destacam que as
duas proteinas sdo as evidéncias patologicas caracteristicas da DA, e que na época do
estudo foram ressaltadas possiveis interacoes e efeitos sinérgicos na neuropatologia da

doenca.
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Budson e Solomon (2012) resumem quatro artigos publicados em 2011 pelo
periddico Alzheimers Dement (Albert et al., 2011; Jack Jr et al., 2011; McKhann et al.,
2011; Sperling et al., 2011), que descrevem critérios novos para identificacdo da DA e
CCL. Esses critérios também incluem o termo DA pré-clinica, mas apenas para fins de
pesquisa. A nova classificagdo enfatiza que o processo fisiopatoldégico da DA se inicia
anos ou talvez décadas antes do inicio dos sintomas clinicos, € que os biomarcadores
podem detectar o deposito de B-amiloide e os efeitos da neuro-degeneracao no cérebro.
Esses critérios sao recomendacgdes fundamentadas em consensos €, como citam o0s

autores, ¢ necessaria uma validagao futura.

3.5 Diagnostico anatomopatoldgico da doenca de Alzheimer

Braak e Braak (1991) publicaram um estadiamento anatomopatolégico sobre o
depdsito de proteina tau na DA sobre a forma de ENF. Os autores sugerem que este
depdsito ocorre de forma sequencial, acometendo inicialmente o cértex hipocampal e
parahipocampal, progredindo para a amigdala, cdrtex associativo e, em seguida, para o

cortex primario.

Em 1991, o Consortium to Establish a Registry for Alzheimer's Disease
(CERAD; apud Mirra et al., 1991) também desenvolveu um protocolo neuropatolégico
para avalicdo post-mortem de individuos com deméncia e individuos controle. Este
protocolo fornece termos neuropatolégicos como DA definida, DA provavel, DA
possivel e cérebro normal, de acordo com a frequéncia de acimulo de PN, compostos de
proteina B-amiloide, para indicar niveis de certeza diagndstica e reduzir interpretacdes

subjetivas.



Revisdo de Literatura 19

Grinberg (2011) descreve a neuropatologia das deméncias e ressalta que, apesar
dos critérios neuropatologicos serem considerados “padrdo-ouro” no diagnéstico
definitivo dessas doencas, a maioria se baseia na combinacao entre o quadro clinico e 0s
achados neuropatoldgicos. A autora descreve que a DA é caracterizada por alteracdes
histoldgicas tipicas, porém nédo especificas da doenca. As principais estdo relacionadas
com depdsitos de duas proteinas: 3-amiloide, que ocorre em forma de placas neuriticas;
e, a proteina tau, que se acumula em depoésitos intracitoplasméaticos denominados

emaranhados neurofibrilares.

3.6 Biomarcadores no diagnostico da doenca de Alzheimer

De acordo com o The Ronald and Nancy Reagan Research Institute of the
Alzheimer’s Association and the National Institute of Aging Working Group (1998), 0
marcador biologico ideal deve permitir detectar uma caracteristica fundamental da
fisiopatologia envolvida na doenca DA, que difere dessa doenca e de outras condicoes,
com valores preditivos positivos e negativos aceitaveis. Ademais, deve ser confidvel,

ndo invasivo, de baixo custo e de execucdo simples.

Frey et al. (2005) definem que um marcador biolégico € um parametro,
mensurado quantitativamente e serve para indicar “saude” ou “doenga”. Este marcador
pode identificar a existéncia ou auséncia de uma dada doenca ou confirmar o risco de

um individuo desenvolvé-la.

Takada e Nitrini (2011) consideram que, inicialmente o diagnéstico da DA
baseava-se, antes de tudo, em determinadas caracteristicas clinicas e exclusido de outras

possiveis causas para 0s sintomas, e que cada vez mais se tenta encontrar adjuvantes
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marcadores bioldgicos que confirmem a doenca ou, ao menos, aumentem a
possibilidade de um diagndstico correto. No entanto, os autores concluem que, por
causa da auséncia de biomarcadores que definam com certeza o diagnostico da DA sem
um estudo anatomopatoldgico, o diagnostico da doenca ainda se baseia em

probabilidades.

Areza-Fegyveres e Nitrini (2011) descrevem varios biomarcadores propostos
para o diagndstico da DA (RNM, PET, SPECT, LCR), porém reforcam que muitos
estudos ainda sdo necessarios para caracterizar, com maior precisdo, a zona de transicdo
entre o envelhecimento saudavel e as primeiras manifestacdes da doenca. Os autores
sugerem que a possibilidade de combinar os fatores de risco de varias modalidades
(genéticos, alteracbes no LCR, testes neuropsicoldgicos e estudos de neuroimagem)
podera maximizar os fatores de risco individuais e predizer quais serdo os individuos

que poderdo desenvolver a doenga.

3.7 Avaliacao cognitiva

Folstein et al. (1975) descrevem um mini-exame do estado mental (MEEM).
Trata-se de uma escala amplamente utilizada, por ser um teste breve, de rastreio

cognitivo e de aplicacdo simples e pratica.

Hughes et al. (1982) descrevem o Escore Clinico de Deméncia (Clinical
Dementia Rating Scale - CDR) para avaliacdo cognitiva. E uma escala que avalia 0
nivel de comprometimento cognitivo do individuo em graus que variam entre a

normalidade (sem comprometimento cognitivo) e o comprometimento cognitivo grave.
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Burke et al. (1988) avaliaram a confiabilidade do CDR da Universidade de
Washington, um instrumento concebido com o propdésito de analisar a historia natural

da DA. Os autores mostram ser o CDR confiavel sob as condicGes por eles estudadas.

Jorm e Jacomb, em 1989, referem sobre o Informant Questionnaire on Cognitive
Decline in the Elderly (IQCODE), um questionario preparado a partir de dados obtidos
de um informante sobre as mudancas na fungdo cognitiva cotidiana de uma pessoa
idosa. Em 1991, os autores compararam o IQCODE com o MEEM. O IQCODE
mostrou ser confidvel, quando as informacgdes eram fornecidas por pessoas que
convivem com o paciente com DA, mesmo quando existe algum nivel de

comprometimento cognitivo.

Ravid et al. (1992) descrevem algumas precauctes para a sele¢cdo adequada e
armazenagem de tecidos humanos na caracterizacdo de um Banco de Encéfalos
Humanos. Estado ag6nico e acidose cerebral afetam a estabilidade de compostos do
cérebro, e algumas estruturas cerebrais sdo irreversivelmente danificadas dentro de
minutos apds a morte. Os autores sugerem a mensuracdo do pH do LCR como um
indicador do estado agonal como critério de controle, a fim de evitar amostragens

inadequadas no Banco de Encéfalos.

Bustamante et al. (2003) investigaram se a combinacdo de uma escala de
avaliacdo funcional com um teste cognitivo poderia melhorar a precisdo do diagnéstico
de deméncia. Os autores concluiram que a combinacdo de um teste cognitivo com
escalas funcionais, pode melhorar a deteccdo de casos leves ou moderados de deméncia,
mesmo em amostras de populacdo heterogénea como a brasileira, em relagdo ao nivel

socioecondmico e educacional.
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3.8 Banco de Encéfalos Humanos do Grupo de Estudos em Envelhecimento
Cerebral

Grinberg et al. (2007) descrevem os métodos utilizados e 0s primeiros resultados
obtidos no Banco de Encéfalos Humanos do Grupo de Estudo em Envelhecimento
Cerebral da FMUSP (BEHGEEC-FMUSP). O BEHGEEC foi criado em setembro de
2003 e € composto por especialistas de diferentes areas da FMUSP. Este Banco tem
como objetivo coletar uma quantidade consideravel de cérebros de idosos dementados e
ndo dementados, inclusive com um amplo espectro de patologias relacionadas aos
processos de envelhecimento do cérebro. Além disso, busca fornecer material de
qualidade para uma rede de pesquisas multidisciplinares para desvendar varios aspectos

do envelhecimento cerebral e doencas neurodegenerativas relacionadas.

3.9 Caracterizacao, analise histoldgica e distribuicdo do epitélio olfatorio

Lanza et al. (1993) avaliaram o epitélio olfatério como marcador precoce do
desenvolvimento da DA e da doenca de Parkinson a partir de bidpsias in vivo sob
anestesia topica. Os autores analisaram 37 fragmentos por microscopia Optica/eletrOnica
e 13 fragmentos por imunoistoquimica com anticorpo monoclonal contra moléculas de
adesdo de neurdnios (N-CAM). A taxa de sucesso de deteccdo na mucosa olfatéria em
biopsias por via endoscépica é de uma bidpsia a cada 1,4 contra uma em cada quatro,

descritas em literatura prévia para bidpsias feitas sem uso de endoscépios.

Féron et al. (1998) avaliaram a distribui¢ao do epitélio olfatorio por meio de
bidpsias em 33 pacientes, durante a realizacdo de septoplastias e turbinectomia, em seis

pontos estabelecidos na concha superior (CS), septo nasal e concha média. A
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identificacdo da mucosa olfatéria foi feita por microscopia eletrbnica e
imunoistoquimica. Os autores constataram que a regido posterior do septo nasal e a
concha superior apresentam probabilidades maiores, 30% a 70%, de encontrar a mucosa
olfatéria por meio de bidpsia, dependendo de sua localizacdo, embora, a mucosa
olfatéria também tenha sido encontrada em areas mais anteriores do septo e na concha

média.

Leopold et al. (2000) observaram uma distribuicdo mais anterior do epitélio
olfatorio, presente ndo s6 na concha superior, septo e placa cribiforme, como também na
concha média. Foram realizadas biopsias em areas positivas com eletroolfatograma
(EOG) e imunoistoquimica com olfactory marker protein (OMP), isto €, a proteina
marcadora olfatoria. A EOG sugere a presenca de neuroepitélio olfatério na concha
média (CM) e a avalicdo das biopsias com OMP foi positiva para epitélio olfatorio.
Dessa forma, a distribuicdo do epitélio na cavidade nasal foi revista e indicada uma

localizagcdo mais anterior ao que era suposto antes.

Lee et al. (2000) avaliaram o epitélio olfatério em 15 individuos com anosmia e
em seis pacientes controles sem anosmia, apos cirurgia endoscopica funcional dos seios
paranasais. Foram retirados fragmentos de mucosa olfatoria do septo e da concha
superior. Nas analises histologicas foram usadas hematoxilina-eosina (HE) e
imunoistoquimica para proteina-5, associada ao microtubulo (MAP - 5). Nos pacientes
controles, o indice de identificacdo do epitélio olfatério foi de 61%, ao passo que, entre
0S com anosmia, a taxa de sucesso caiu para 27%. Essa diferenga pode ser atribuida a
irregularidade na distribuicdo do epitélio olfatério na mucosa nasal e a metaplasia do
epitélio olfatério em epitélio respiratorio, fendbmeno comum no processo de

envelhecimento.
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Kern, em 2000, avaliou alteragcdes histologicas na mucosa olfatéria de 30
pacientes com rinossinusite cronica, a partir de fragmentos de mucosa retirados do septo
nasal no momento da sinusectomia endoscépica. Nas amostras foi aplicada coloracdo
com hematoxilina-eosina (HE) e, em alguns casos, a imunoistoquimica com OMP. O
autor descreve critérios para a diferenciacdo adequada entre mucosa olfatéria e a
mucosa respiratoria por meio da HE, que incluem a presenca de feixes nervosos na
lamina prépria, auséncia de células caliciformes, presenca de epitélio
pseudoestratificado, membrana basal fina, distribuicéo irregular dos cilios e predominio

celular na lamina propria.

Kim et al. (2003) estudaram o epitélio olfatorio a partir da disseccdo de 10
cadaveres adultos, com retirada da concha média e da concha superior. A coloracdo com
HE foi utilizada nas amostras e identificados feixes nervosos provenientes da mucosa
olfatoria com orientacdo para a placa cribiforme. Os autores consideram a coloragéo

com HE um meétodo suficiente para identificacdo de feixes nervosos.

Seiberling e Conley, em 2004, realizaram uma revisao sobre a funcédo do olfato e
o envelhecimento. Os autores observaram que a analise histolégica do epitélio olfatério
nos pacientes portadores de DA mostra desorganizacdo epitelial, com degeneracao
neuronal, perda dos cilios nas proximidades dos botdes olfatérios e poucas fibras

axonais.

Escada et al. (2009), em revisdo da literatura, referem sobre o conhecimento da
composicdo e distribuicdo do epitélio olfatério na cavidade nasal e suas aplicacdes,
inclusive como marcador precoce para doencas neurodegenerativas e como fonte de

células-tronco.
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3.10 Coleta do epitelio olfatorio e acometimento da doenca de Alzheimer

Nakashima et al. (1984) estudaram a distribuicdo do epitélio olfatério e
respiratorio em fetos e adultos mediante retirada em bloco de toda a placa cribiforme,
concha superior e concha média. Os autores observaram que, nos fetos, o epitélio
olfatério estende-se de forma continua da regido da placa cribiforme até a concha
superior. Entretanto, nos adultos, no decorrer dos anos, essa distribuicdo torna-se

heterogénea com substituicdo gradativa do epitélio olfatorio por epitélio respiratério.

Paik et al. (1992) removeram toda a area olfatoria em bloco de 12 cadaveres para
estudar a distribuicdo do epitélio olfatorio. Nos individuos com menos de 60 anos, 0
epitélio olfatorio foi encontrado em 61% das amostras, e nos de acima de 60 anos, em
33% das amostras. Os autores referem que, concordando com estudos prévios, ocorre
uma substituicdo progressiva do epitélio olfatorio por epitélio respiratorio em funcédo da

idade.

Arnold et al. (2010) analisaram a expressao de B-amiloide, proteina tau, alfa-
sinucleina e TDP-43 em 187 pecas de epitélio olfatério coletados em bloco ao longo de
20 anos durante as autdpsias. Foram analisados 79 individuos portadores de DA, 63 de
outras doencas neurodegenerativas e 45 normais do ponto de vista neuropatoldgico. Os
autores encontraram p-amiloide no EO em 71% dos casos de DA, 22% em casos
normais e 14% em individuos portadores de outras doencas. A proteina tau foi
encontrada em 55% dos casos de DA, 34% em individuos normais e 39% em individuos
com doencas neurodegenerativas. Os autores concluem que as alteracdes patoldgicas no
epitélio olfatorio sdo encontradas na maioria dos casos de DA, com correlacdo com as
alteracbes patolégicas no cérebro. Arnold et al. referem que mais pesquisas séo

necessarias para avaliar a utilizacdo do epitélio olfatério como biomarcador da DA.



Revisdo de Literatura 26

Pinna et al. (2013) descrevem a distribuicdo do epitélio olfatério na CS e CM em
cadaveres quando é feita a retirada integral dessas estruturas e posterior analise
histoldgica por coloracdo com HE e imunoistoquimica. Nas laminas coradas com HE, a
distribuicdo do epitélio olfatorio foi classificada em uma escala de cinco graus, de 0 a 4,
e a analise foi realizada por trés patologistas de forma cega. Na CS, o epitélio olfatério
esteve presente em 82,9% das amostras e, na CM 17,1%. No processo de
imunoistoquimica, a positividade s6 foi obtida com a proteina S-100, em um total de 15
fragmentos. De acordo com o célculo da razéo de prevaléncia, a chance de encontrar
epitélio olfatorio € 4,9 vezes maior na CS do que na CM (IC95%: 3,3; 7,4). Os autores
concluem, portanto, que, ao biopsiar o epitélio olfatério, deve-se buscar alcancar a
porcdo posterior da fossa nasal, pois esta apresenta concentracdo maior de epitéelio

olfatorio.
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4 CASUISTICA E METODOS

Para a realizacdo do presente estudo, foi obtida a aprovagéo da Comisséo de
Etica para Analise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo

(Protocolo de Pesquisa n® - 177/11, 12 de maio de 2011; Apéndice 1).

4.1 Casuistica

Foram selecionados 92 individuos, com idade >50 anos, incluidos no Banco
de Encéfalos Humanos do Grupo de Estudo em Envelhecimento da FMUSP, com

coleta dos blocos de mucosa olfatéria no momento da autopsia.

4.2 Critérios de inclusao

Foram considerados critérios de incluséo:

- Individuos com idade >50 anos;

- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 2) assinado por
pessoa de convivio préximo;

- Preenchimento do protocolo clinico com informacdes relacionadas a histéria
pregressa, antecedentes pessoais, cognicdo e funcionalidade do individuo,
obtidas de maneira completa com familiar de convivio proximo com o

individuo estudado.
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4.3 Critérios de exclusao

Os critérios de exclusdo compreenderam:

- Individuos com lesbes cerebrais macroscopicas detectaveis: acidente
vascular enceféalico de origem isquémica ou hemorrégica, traumatismo
craniano; meningite ou tumores, porque, nestas situaces, & necessario
fazer um exame cerebral imediato para o preenchimento do atestado de
obito;

- Individuos portadores de comorbidades que possam, potencialmente,
prejudicar a homeostase cerebral, no periodo anterior ao Obito. Este
critério inclui aqueles portadores de doencas cronicas em fase avancgada,
como insuficiéncia cardiaca congestiva severa ou insuficiéncia renal com
uremia;

- Inexisténcia do cuidador primario ou familiar responsavel, em condicdes
para fornecer informacgdes adequadas e confiaveis relacionadas a historia
pregressa, antecedentes pessoais e funcionalidade do individuo.
Discrepancias evidentes das informacdes contidas em dois instrumentos ou
escalas;

- Individuos com indicacdo de acidose cerebral causada por estado agonal
severo (pH do liquido cefalorraquidiano LCR <6,5) que pode interferir nas
propriedades bioquimicas e moleculares do cérebro (Ravid et al., 1992);

- Individuos com pdlipos nasais, secre¢do purulenta ou outra condi¢do que

indique doenca nasossinusal.
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4.4 Diagnostico clinico

No momento da chegada dos familiares ao Servico de Verificacdo de Obitos
da Capital (SVOC), um informante de convivio frequente com o falecido, ou seja,
mais que uma vez por semana, foi eleito para fornecer os dados clinicos, mediante
aplicacdo de um protocolo estruturado de entrevista para o diagndstico clinico.

(Anexo E)

Em todos os casos, antes da aplicacdo da entrevista, o informante conheceu o
estudo e foi estimulado a ler o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e, ao

concordar, assinar 0 mesmo.

A entrevista foi conduzida por uma equipe extensamente treinada de
gerontdlogos, para a aplicacdo das escalas utilizadas. Durante a entrevista, 0
examinador julgou se as informacGes fornecidas eram suficientes para classificar o

individuo, assim como a sua confiabilidade.

Os informantes foram entrevistados em salas privativas e as informacdes
obtidas foram mantidas em carater sigiloso. Sempre que possivel, mais que uma

pessoa foi entrevistada para a confirmacéo dos dados.

Por meio de entrevista estruturada, foram coletados dados demogréaficos
como idade, género, grau de escolaridade, etnia, além daqueles referentes a historia
pregressa de salde do paciente, habitos e vicios, historia detalhada de possivel
antecedente de tabagismo e etilismo, bem como seus antecedentes familiares e

pessoais, enfocando o periodo anterior a morte.
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As avaliagdes cognitivas foram feitas mediante aplicacdo de escalas
especificas e previamente validadas. De modo a garantir maior sensibilidade e
especificidade no diagnéstico de cada dominio, sempre que possivel, 0s

instrumentos foram combinados.

4.5 Avaliagéo cognitiva

Para a avaliacdo cognitiva foi usada a escala IQCODE - Informant
Questionnaire on Cognitive Decline in the Elderly - verséo retrospectiva (Jorm,
Jacomb, 1989) (Anexo E). Esta escala avalia as alteragdes cognitivas apresentadas
pelo individuo ao longo de dez anos, em compara¢do com o periodo de trés meses
anteriores ao Obito. Trata-se de uma escala amplamente utilizada em pesquisas que
permitem avaliar alteracfes cognitivas, por deméncia ou delirium. Em estudos de
validacdo, com sensibilidade e especificidade altas, foi mostrada a comparacdo do
IQCODE com o MEEM (Jorm et al., 1991; Bustamante et al., 2003). O IQCODE é
um instrumento apropriado para ser aplicado ao informante e, por tal motivo, se
alinha perfeitamente com o desenho da presente pesquisa. Foi utilizada a versdo

completa com 26 itens.

O MEEM (Folstein et al., 1975), um teste de rastreio cognitivo conciso,
embora seja uma escala amplamente utilizada, tem sua utilidade impossibilitada no
presente estudo porgue exige respostas objetivas que ndo poderiam ser fornecidas

pelos informantes.
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O CDR tém se tornado o “padrdo-ouro” para a avaliagdo global de pacientes
portadores de deméncia tipo Alzheimer, mas também esta indicado para a avaliacéo
de outros tipos de deméncia (Morris, 1993). Permite aferir seis dominios: memoria,
orientacdo, julgamento e resolucdo de problemas, assuntos comunitarios, casa e
hobbies, autocuidado. Desse modo, a escala cobre a interseccdo entre a

funcionalidade e os aspectos cognitivos.

O CDR permite que se classifique a atividade cognitiva em cinco niveis:
o CDR 0 - Normal;
o CDR 0,5 - Questionavel;
o CDR 1 - Deméncia leve;
o CDR 2 — Deméncia moderada; e,

o CDR 3 - Deméncia avancada.

A escala, descrita nos questionarios do Anexo E conta com uma entrevista
semiestruturada que foi aplicada antes do preenchimento dos itens, de modo a
conferir ao investigador subsidios para o estadiamento correto do individuo nos

diferentes niveis CDR (Burke et al., 1988).

O CDR, embora ndo seja uma escala originalmente desenvolvida para
empregar apenas para o informante e sim para ambos - informante e paciente, seus

autores foram consultados e concordaram a respeito dessa forma de aplicacéo.

z

E importante apontar que a dependéncia funcional na escala CDR ¢
decorrente dos défices cognitivos. Por isso, a dependéncia relacionada com as

alteracOes funcionais de etiologia ndo cognitiva ndo foi pontuada na presente anélise.
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Tanto o IQCODE quanto o CDR pontuam a cognigdo, mas diferem entre si
quanto a temporalidade dos défices. O IQCODE pontua o declinio longitudinal,

enquanto o CDR a perda cognitiva no momento da aplicagéo.

O método de pesquisa clinica do BEHGEEC de avaliacdo cognitiva
retrospectiva por informantes foi validado (Ferretti et al., 2010) e utilizado em
estudos prévios (Farfel et al., 2013; Suemoto et al., 2011). A literatura mostra que a
associacdo de instrumentos para a avaliacdo da cognicdo eleva a sensibilidade e a

especificidade do diagndstico clinico da cognicédo (Bustamante et al., 2003).

O diagnostico final foi estabelecido apds analise conjunta por gerontologistas
e neurologistas. O diagnostico de deméncia foi considerado para aqueles com

IQCODE >3,4 e CDR >1 (Bustamante et al., 2003; Jorm, 2004; Nunes, 2007).

4.6 Diagndstico neuropatoldgico

O exame neuropatologico post-mortem, em cérebros humanos no BEHGEEC,
foi realizado acordo com os critérios e recomendacfes aceitas internacionalmente
(Grinberg et al., 2007). A autopsia foi realizada em intervalo menor que 20 horas do
Obito. Apds a remocdo da calota craniana, o encéfalo foi dividido em hemisférios
direito e esquerdo. O hemisfério esquerdo foi fixado em paraformaldeido a 10%, por
14 a 21 dias, e, entdo, seccionado para representacdo das areas seguintes:

o giros frontais médio e inferior;

o giros temporais medio e anterior;

o giros parietais superior e inferior;
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o é&rea visual — lobo occipital;

o giro do cingulo anterior;

o hipocampo no nivel dos corpos mamilares (cOrtex entorrinal);
o amigdala;

o ganglios da base incluindo o nucleo basal de Meynert;

o télamo;

o mesencéfalo com substancia negra;

o ponte;

o bulbo; e,

o cerebelo.

Amostras destas regides foram fixadas em parafina, laminadas com espessura

de 6um e coradas com HE.

As seccOes selecionadas foram imunocoradas com anticorpos especificos
contra B-amiloide (10D5, 1:10.000, Elan Pharmaceuticals) e contra proteina tau
(PHF-1, diluicdo 1:1.000, Peter Davies), de acordo com as Tabelas 1 e 2. Sempre que
necessario para um diagndstico apropriado, amostras de outras regibes foram
representadas e receberam tratamento imunoistoquimico. O diagndstico
neuropatoldgico foi realizado por neuropatologista experiente, cego a todos os dados

clinicos obtidos.
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Tabela 1. Métodos imunoistoquimicos utilizados no presente estudo

. . o Sistema de ,
Proteina Anticorpo Diluicao ~ Cromaogeno
deteccéo

Amiloide 10D5 1:10.000 Avidina-biotina DAB
(Signet)

Tau PHF-1 1:1.000 Avidina-biotina DAB

(Peter Davies)
10D5 = anticorpos especificos contra (-amiloide; PHF-1 = anticorpos contra proteina tau; DAB =
Diaminobenzidina 3,3’
Tabela 2. Areas imunocoradas e respectivos anticorpos

< Anticorpo
Area 10D5 | PHF-1

Giro frontal superior e médio
Giro frontal anterior e medio
Giro parietal superior e inferior
Cortex visual

Giro do cingulo anterior
Hipocampo

Amigdala

Ganglios da base
Mesencéfalo

Ponte

Bulbo

Cerebelo

10D5 = anticorpos especificos contra B-amiloide; PHF-1 = anticorpos contra proteina tau

4.7 Caracterizacao das placas de amiloide

Dois tipos de placas foram identificados e contados: placas difusas (PD),

definidas como depdsitos de substancia amiloide que ndo contém neuritos distroficos

tau positivos, na imunoistoquimica para B-amiloide; placas neuriticas (PN), definidas
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como depdsitos amiloides que contém neuritos distréficos, vistos em ambas as
coloragBes anti-amiloide e anti-tau. Foram consideradas como placas neuriticas o
subtipo denominado placas core, que apresentaram material agirofilico compacto
central e depositos de neuropilos vistos na coloracdo para amiloide (Price, Morris,
1999). A quantidade de placas foi caracterizada por critério semiquantitativo
proposto pelo CERAD (Mirra et al.,, 1991), Figura 3. O CERAD leva em
consideracdo apenas a contagem de placas neuriticas distribuidas por varias das

regides do cortex cerebral e classifica-as em quatro estagios:

o CERAD 0 - auséncia de placas neuriticas no cortex cerebral;

o CERAD A - leve (1-5 placas neuriticas por campo; aumento 100x);

o CERAD B - moderada (6-15 placas neuriticas por campo; aumento 100x);
e,

o CERAD C - frequente (>15 placas neuriticas por campo; aumento 100x).
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Figura 3. Método semiquantitativo de classificagdo empregado pelo (1) CERAD A, (2) CERAD B,
(3) CERAD C. Fonte: Mirra et al. (1991)

4.8 Caracterizacao dos emaranhados neurofibrilares

Os ENF foram identificados por imunoistoquimica anti-tau como massas em
forma de chama ou globdide de fibrilas intracelulares. A distribuicdo dos achados foi
classificada segundo os critérios propostos por Braak e Braak (1991), em seis
estagios diferentes:

Estagio | - representa quantidade reduzida de ENF confinados no cortex

transentorrinal;

Estagio 1l - moderado ou maior quantidade de ENF no cértex transentorrinal

e poucos no hipocampo;
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Estégio 111 - ENF frequentes no cortex transentorrinal e entorrinal e moderado
no hipocampo;

Estéagio IV - acometimento severo do hipocampo e discreto no isocértex;

Estéagio V - ENF frequentes no isocortex;

Estagio VI — presenca de ENF no coértex sensorial primario ou em

neurbnios piramidais da fascia dentata no hipocampo.

Neste estudo, os individuos foram classificados como positivos para DA por meio de
critérios neuropatolégicos baseados nas normas do The Nancy and Ronald Reagan
Research Institute (1998), ao associar o0 CERAD e o0 estadiamento de Braak e Braak

(Tabela 3).

Tabela 3: Critérios neuropatoldgicos para o diagnéstico da doenca de Alzheimer

Critérios ) _
Diagnostico
Braak e Braak CERAD The Nancy and Ronald Regan Inst.
0 0 sem DA sem DA
I-11 A baixa probabilidade de DA sem DA
H-1v B moderada probabilidade de DA com DA
V-VI C alta probabilidade de DA com DA

DA = doenca de Alzheimer;
OBS: Em casos conflitantes (ex.: Braak e Braak IlI-1V, CERAD A) foi adotado o critério menos
grave (no exemplo, baixa probabilidade de DA).
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4.9 Coleta, processamento e imunoistoquimica do epitélio olfatério

Na autopsia, foram retiradas em bloco as por¢des correspondentes ao epitélio
olfatério seguintes: conchas médias, conchas superiores e placa cribiforme
juntamente com a porgdo superior do septo nasal (Figuras 4 e 5). Esse bloco foi
posteriormente separado nas areas descritas acima, individualizadas em cassetes. A
fixacdo foi realizada em formol a 10%, tamponado neutro, por um periodo que

variou de 10 a 30 dias.

Figura 4: Corte transversal da cavidade nasal em &rea correspondente ao epitélio olfatério. Fonte:
Wolf-Heidegger (2006)
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Figura 5: Tecido olfatério retirado em bloco.

Os tecidos foram descalcificados com utilizagio de EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético), desidratados e embebidos em parafina. O periodo de
descalcificacdo variou de 15 a 45 dias, de acordo com a estrutura e quantidade de
tecido 0Osseo presente na peca. Em algumas pecas foi necessario retirar
cuidadosamente o excesso de tecido 6sseo presente, especialmente em areas como a
crista galli, espesso espordo 6sseo presente na maioria das amostras. Foi feito um
teste simples para verificar a descalcificacdo adequada do tecido, inserindo uma

agulha hipodérmica 25mm x 0,70mm (22 G 1" Pol) no tecido.
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Cortes de cada area do epitélio olfatorio com 6 pum de espessura foram
montados em laminas para coloracdo e imunoistoquimica, seguindo 0s meétodos

citados acima, aplicados para as regides corticais.

Antes de realizar a imunoistoquimica, foi necessario determinar a
concentracdo adequada dos anticorpos para os cortes do epitélio olfatério. Foram
realizados testes em trés concentracdes distintas, tendo como base a concentragédo
utilizada nos cortes do encéfalo, uma acima para PHF-1 (1:500) e outra abaixo para
10D5 (1:15.000). Apds este teste, constatou-se que a melhor concentracdo era a
mesma utilizada para o tecido cerebral, para os dois anticorpos do estudo (10D5 e

PHF-1).

Outro cuidado tomado antes de iniciar a imunoistoquimica foi realizar testes
no tecido com controle positivo e negativo. No controle negativo sao realizadas todas
as etapas da imunoistoquimica, porém ndo é colocado o anticorpo. Foi observado que
0 controle negativo era realmente negativo, isto é, ndo houve marcagdo na lamina na

qual o anticorpo ndo havia sido colocado.

Apos a validacdo da técnica da imunoistoquimica para o epitélio olfatorio, as
reacOes foram realizadas o mais proximas possivel uma das outras, com um intervalo
de tempo minimo entre elas. Todas as laminas de uma determinada parte do tecido
foram imunocoradas ao mesmo tempo, utilizando sempre um fragmento de tecido
cerebral sabidamente positivo para o anticorpo testado como controle positivo. Este
controle foi utilizado para determinar o tempo que o cromdgeno DAB deve

permanecer em contato com a lamina nesta etapa da imunoistoquimica.
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O principio da imunoistoquimica envolve a utilizacdo de um anticorpo
especifico contra a proteina estudada, cuja interacdo é identificada por um marcador.
E composta por Vvarias etapas sequenciais e bem determinadas executadas em dois
dias consecutivos, para a interpretacdo correta das marcacfes. O processo tem inicio
com a identificacdo das laminas, desparafinizagdo com xilol aquecido e hidratagdo
do tecido com alcool em diferentes concentracfes. Para o bloqueio da peroxidase
endogena foi utilizado peréxido de hidrogénio em camara escura, com trés banhos
consecutivos de 10 minutos cada. A recuperacdo antigénica foi realizada de duas
formas sequenciais: a digestéo proteolitica e o calor, com utilizacdo do acido formico

e citrato aquecido em panela a vapor, respectivamente.

A fim de melhorar o resultado das marcacdes, foi realizado o bloqueio das
reacOes inespecificas com solucdo aquosa de leite em pd desnatado a 5%, antes da
incubacdo do anticorpo primario. A etapa seguinte consistiu na incubacdo dos
anticorpos primarios, os quais foram utilizados especificos contra -amiloide (10D5,
1:10.000, Elan Pharmaceuticals) e contra proteina tau (PHF-1, diluicdo 1:1.000, Peter
Davies). As amostras foram mantidas em refrigerador a 4°C durante a noite, por um

periodo de 10 a 12 horas.

No dia seguinte, as laminas foram incubadas com o anticorpo secundario
especifico para o anticorpo priméario (no caso de PHF-1 e 10D5, foi utilizado o
anticorpo anti-mouse) e mantidas em camara Umida a 37°C por 1 hora. Em seguida,
foram incubadas com o anticorpo terciario adequado (complexo ABC para o PHF-1 e
complex ABC Elite para o 10D5) e novamente colocadas em camara Umida a 37°C

na qual permaneceram por 1 hora.
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A proxima etapa é da incubagdo das laminas com o cromdgeno DAB. Neste
momento, foi realizada a validagdo da imunoistoquimica com a amostra controle,
com auxilio de microscépio ajustado na objetiva para o aumento 10x e verificada a
ocorréncia das marcacdes. Em caso de ndo marcacdo, a amostra retorna para o banho
com leite, para reiniciar o processo de incubacdo do anticorpo primario e as etapas
seguintes. Em caso positivo o processo de incuba¢do com o DAB continua a ser feito

com o restante das laminas.

Finalmente realiza-se a contracoloracdo com HE, desidratacéo e diafanizacao

dos tecidos para montagem das laminas.

4.10 Microscopia e quantificagdo das proteinas tau e B-amiloide no epitélio

olfatorio

A fim de quantificar a presenca das proteinas tau e B-amiloide no epitélio
olfatorio, foi realizada uma analise completa de cada ldamina. Assim, todos os campos
das laminas foram avaliados para contabilizar todas as areas de epitélio olfatorio.
Apos esta analise foi calculada a proporcédo entre as areas de epitélio acometidas e a
area total deste mesmo epitélio, e o resultado obtido em valor porcentual. Foi
obedecida uma padronizacdo, ao utilizar o mesmo microscopio (Zeiss Primo Star -
Germany) em todas as analises, sempre com aumento, nesta etapa, de 200x, com

leitura de toda a lamina.
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Os cortes foram marcados por técnicos treinados, mascarados para 0
diagndstico e todas as demais informacdes sobre cada caso. As avaliagdes foram

realizadas pelo mesmo pesquisador e validadas por pesquisadores principais.

Foi realizada uma comparacdo entre a expressao de proteina tau e p-amiloide
nas regides de epitélio olfatério (placa cribiforme e septo nasal, concha média e
concha superior) e os critérios clinicos (CDR, IQCODE) e neuropatoldgicos

(CERAD, Braak e Braak).

4.11 Analise estatistica

Inicialmente efetuou-se a andlise descritiva das variaveis demogréaficas do
estudo, com estimativas das medidas de tendéncia central e de dispersdo. Para

comparacdo de proporc¢des foi utilizado o Teste Exato de Fisher.

Foram calculados a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
valor preditivo negativo da positividade para os marcadores testados utilizando como
referéncia as classificagcbes clinicas (individuos sem deméncia: CDR=0 e
IQCODE<3,4; com deméncia: CDR>1 e IQCODE>3,4) e as neuropatologicas

conforme normas do The Nancy and Ronald Regan Institute (1998).

Apos verificacdo de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, os resultados
foram comparados por meio do teste ndo paramétrico Mann-Whitney, teste nao

paramétrico de Kruskal-Wallis ou teste T de Student, conforme o caso.
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As variaveis quantitativas — classificacdo de Braak e Braak e a quantidade de
laminas positivas para 10D5 e PHF-1 - foram testadas por meio do teste néo

paramétrico de correlacdo de Spearman.

O nivel de significancia empregado foi de 5%.

4.11.1 Organizagéo do banco de dados e softwares utilizados

Os dados foram inseridos no Excel e analisados no programa estatistico

STATA versao 10.0 (StataCorp LP, College Station, Texas, USA).
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5 RESULTADOS

Trata-se de um estudo exploratério, sem célculo do tamanho da amostra, no
qual foi coletada a maior quantidade de casos possivel no periodo de um ano (em
2011). O processamento do material, a realizacdo das imunoistoquimicas e as

analises microscopicas foram concretizados nos anos subsequentes (2012-2014).

Por ser necessaria a entrevista clinica e consequente liberagdo do cérebro
para a analise anatomopatologica dos casos com epitélio olfatorio coletado, uma
minoria desses casos foi incluida no estudo. Dessa forma, dos mais de 1.400 tecidos

de epitélio olfatorio coletados, apenas 92 foram incluidos no presente estudo.

5.1 Populacéo do estudo

As caracteristicas da populacdo estudada estdo descritas na Tabela 4. Houve
uma prevaléncia maior de individuos do género feminino (57,6%) e da raca branca
(63%). A média de idade foi 70,6 anos (desvio padrdo: 12,4) e de escolaridade 4,8
anos (desvio padrdo: 4). Os tecidos de dez individuos (27,8%) apresentavam placas
neuriticas frequentes no cortex cerebral e foram classificados em estagio acima de
IV, segundo Braak e Braak. A classificacdo Braak e Braak (1991) dos individuos
mostrou correlacdo importante com a idade (r:0,77; p<0,001), ao contrario da
escolaridade (r:-0,19; p=0,28). Também o género ndo se associou com essa Ultima

classificagéo (p=0,24).
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Tabela 4: Estatistica descritiva das variaveis: género, raca, idade, escolaridade e das
classificacdes clinicas e neuropatoldgicas de deméncia (IQCODE, CDR,
CERAD, Braak e Braak).

Variaveis N POFC((B(E/\(’)[;;I gem Média  Desvio Padrao
Género

Masculino 39 43,4

Feminino 53 57,6
Raca

Branca 58 63

Preta 33 35,9

Amarela 1 1,1
Idade (anos) 70,6 12,4
Escolaridade (anos) 4,8 4
IQCODE 92 3,3 0,7
CDR

0 75 81,5

0,5 2 2,2

1 1 1,1

3 14 15,2
CERAD*

0 17 47,2

A 4 11,1

B 5 13,9

C 10 27,8
Braak e Braak **

0 (Sem ENF) 10 29,4

Estagio | 3 8,8

Estagio Il 7 20,6

Estagio 11 4 11,8

Estagio IV 2 5,9

Estagio V 2 5,9

Estagio VI 6 17,6

N = quantidade de individuos analisados; IQCODE = Informant Questionnaire on Cognitive Decline in
the Elderly; CDR = Escore Clinico de Deméncia; CERAD = Consortium do Establish a Registry for
Alzheimer's Disease; Dados ignorados: * 56; ** 58; ENF = emaranhados neurofibrilares
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5.2 Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo
negativo dos marcadores 10D5 e PHF-1 no epitélio olfatdrio

A Tabela 5 mostra a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
negativo dos marcadores 10D5 e PHF-1 na concha média, concha superior e septo
dos individuos para o diagnostico de deméncia, segundo cada uma das classificacfes

utilizadas, clinica (CDR, IQCODE) e patoldgicas (CERAD, Braak e Braak).

Tabela 5: Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor
preditivo negativo (VPN), em valores porcentuais para 0os marcadores
10D5 e PHF-1 por local analisado, para o diagnostico de deméncia por
meio das classificacbes clinicas (CDR, IQCODE) e patologicas
(CERAD, Braak e Braak).

Local, marcador/ Sensibilidade | Especificidade VPP
classificagéao (%) (%0) (%0) (%0)
Concha Média, 10D5

Diagndstico clinico 69,2 34,8 16,7 85,7

Diagndstico patolégico 90 40,9 40,9 90
Concha Superior, 10D5

Diagndstico clinico 91,7 21,1 19,6 92,3

Diagndstico patolégico 77,8 10,5 29,2 50
Septo Nasal, 10D5

Diagndstico clinico 58,3 38,3 15,9 82,1

Diagndstico patolégico 70 28,6 31,8 66,7
Concha Média, PHF-1

Diagndstico clinico 38,5 70,5 19,2 86,2

Diagndstico patolégico 60 72,7 50 80
Concha Superior, PHF-1

Diagndstico clinico 90,9 40,4 22,7 95,8

Diagndstico patolégico 77,8 38,9 38,9 77,8
Septo Nasal, PHF-1

Diagnostico clinico 20 54,8 6,7 80,9

Diagnostico patologico 44 4 65 36,4 72,2

% = porcento; 10D5 = anticorpos especificos contra B-amiloide; PHF-1 = anticorpos contra proteina tau
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Na classificacdo clinica, o marcador 10D5 na concha média mostrou ser
sensivel (69,2%), mas pouco especifico (34,8%); na concha superior houve um
aumento importante da sensibilidade (91,7%) e a diminuicdo da especificidade
(21,1%), com VPN elevado (92,3%); por fim, no septo nasal, a sensibilidade (58,3%)
e a especificidade (38,3%) foram baixas. J& o marcador PHF-1 apresentou uma
grande sensibilidade (90,9%) e VPN (95,8%) quando usado nas amostras da concha

superior.

Quando os pacientes foram classificados neuropatologicamente, o0s
marcadores 10D5 nas conchas média e superior (90% e 77,8%, respectivamente) e
PHF-1 na concha superior (77,8%) foram os mais sensiveis para diagnosticar a

doenca de Alzheimer.

5.3 Comparacao da quantidade de marcacdes de acordo com o diagnostico

Ao ordenar os individuos de acordo com os diagndsticos clinicos, houve uma
tendéncia de aumento da quantidade de marcacGes com a piora do quadro clinico
para 0 marcador 10D5 quando a amostra era da concha média, e para o PHF-1 na
conchas média e superior. Contudo, nenhum aumento dessa quantidade de marcagdes

foi estatisticamente significativo (Tabela 6).
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Tabela 6: Porcentagem de acometimentos para os marcadores 10D5 e PHF-1 nos
tecidos de pacientes agrupados de acordo com o diagndstico clinico.

Diagnos- (Q%_r(l)D[TDE;% (QTDFF;)lo/o

tico clinico CM cs Sp cM cs Sp
Sim 454 +439 578+36,2 17,1+178 11+153 395+278 4+84
Nao 30,6 £343 64,6+408 345+36 9,1+183 269+318 17,3+235
p* 0,18 0,59 0,11 0,73 0,22 0,08

10D5 = anticorpos especificos contra p-amiloide; PHF-1 = anticorpos contra proteina tau; Q = quantidade de
marcacOes; DP = desvio padrao; CM= concha média, CS= concha superior, SP= septo nasal; * Teste T de Student

5.4 Comparacao da quantidade de marcacdes por regidao do epitélio olfatorio

A Tabela 7 mostra uma tendéncia de aumento da quantidade de marcacdes
com 10D5 na concha média e septo nasal, e com PHF-1 somente na concha média.
Também de acordo com o diagnostico realizado por meio da analise
anatomopatologica do encéfalo, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente

significativas.

Tabela 7: Porcentagem de acometimento conforme os marcadores 10D5 e PHF-1
nos tecidos de pacientes agrupados de acordo com o diagnostico

patoldgico.
Diagnos- 10D5 PHF-1
tico (Q+DP)% (Q+DP)%
patologico CM CS SP CM CS SP
Sim 37,3+£356 56,7+442 45+372 14+151 188+195 13,2+179
Nao 335+£38,7 774+£351 26,2+30,1 95+184 31,4+36,1 14,5+223
p* 0,8 0,19 0,18 0,5 0,34 0,87

10D5 = anticorpos especificos contra p-amiloide; PHF-1 = anticorpos contra proteina tau; Q = quantidade de
marcagOes; DP = desvio padrdo; CM= concha média, CS= concha superior, SP= septo nasal; * Teste T de Student
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As Figuras 6 e 7 mostram as imagens de ldaminas de imunoistoquimica com

0s marcadores PHF-1 e 10D5 em tecido da concha superior.

axiericion

Ruiewicion

Figura 6: Imagem de |&minas de imunoistoquimica com o marcador PHF-1 na concha superior
(marcagdo da proteina tau)

Srisvivien vietivies Srievivies

Figura 7: Imagem de I&mina de imunoistoquimica com o marcador 10D5 na concha superior
(marcacdo da proteina B-amiloide)
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6 DISCUSSAO

Este é um trabalho pioneiro que permite relacionar e preencher algumas
lacunas existentes na literatura, entre os achados anatomopatol6gicos da DA no
encéfalo e a mucosa olfatéria por meio de pardmetros clinicos e patoldgicos. A
analise do epitélio olfatorio da concha superior permitiu identificar as proteinas tau
e B-amiloide com sensibilidade alta em relacdo ao diagndstico neuropatolégico
(>78%) e clinico (>90%), com VPN alto para o diagnostico clinico (>92%), porém

com especificidade baixa (<40%).

A manifestacdo neuropatoldgica das proteinas tau e B-amiloide no epitélio
olfatorio em idosos, com e sem doencas neurodegenerativas, ja foi previamente
descrita por Smutzer et al., em 2003, mas a frequéncia, extensao e especificidade da
doenca nestas lesdes foram melhor estabelecidas mais tarde por Arnold et al., em
2010. Foi observado que as proteinas tau e B-amiloide s&o significativamente mais
frequentes e mais abundantes em sujeitos com DA do que em individuos normais ou

individuos com outras doengas neurodegenerativas.

O melhor local na cavidade nasal, para observar a presenca dessas proteinas,
entretanto, ainda permanecia desconhecido. Na presente pesquisa, pode-se observar
que a concha superior apresenta maior sensibilidade para que se possa encontrar as
proteinas tau e B-amiloide. Essa determinacdo é importante, principalmente porque a
caracteristica do epitélio olfatério em adultos mostra uma dispersdo nas diversas

areas de epitélio respiratorio. Além disso, a quantidade de neurdnios sensoriais
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diminui ao longo da vida, e apresenta queda acentuada ap6s os 65 anos (Doty et al.,

1991).

O VPN elevado para o diagnéstico clinico encontrado em todas as amostras
estudadas sugere que, na auséncia das proteinas tau e beta-amiloide na mucosa
olfatdria, a chance de apresentar a doenca de Alzheimer € baixa, e outro diagndstico

deve ser considerado suspeito.

6.1 Coleta e processamento do epitélio olfatorio

A coleta do epitélio olfatorio foi realizada conforme descrito previamente por
Arnold et al., em 2010, com a retirada em bloco do septo nasal dsseo e placa
cribiforme adjacente. No presente estudo, tambem foram retiradas as conchas medias
e superiores no momento da autopsia. Essas areas foram posteriormente separadas,
em blocos isolados, para possibilitar a analise no material com 0s instrumentos

disponiveis.

O processo de descalcificacdo foi feito de forma semelhante ao descrito por
Arnold, também com uma adequacgdo: 0 componente (sse0 Mais espesso com

dificuldade para descalcificar, foi retirado de forma manual.

6.2 Imunoistoquimica no epitélio olfatdrio

O procedimento de imunoistoquimica foi realizado conforme a técnica

aplicada ao tecido cerebral descrita por Grinberg et al., em 2007. Nessa etapa, foram
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realizados testes para determinar a concentracdo adequada de anticorpos para o

tecido olfatério.

N&o foi encontrada na literatura descricdo sobre imunoistoquimica especifica
para o epitélio olfatério com os anticorpos ja utilizados no BEHGEEC em analise
neuropatolégica. Dessa forma, foram realizados os testes necessarios para
determinar as concentracfes ideais de anticorpos para o tecido estudado. Apenas
apoOs a realizacdo desses testes, inclusive para controles positivo e negativo, foi

iniciada a sequéncia de imunoistoquimica nas amostras.

6.3 Caracterizacgdo do epitélio olfatorio

Na caracterizacdo e identificacdo do epitélio olfatorio nas diversas areas
estudadas, foram utilizados os critérios descritos por Kern (2000). Esses critérios
foram inicialmente desenvolvidos para material corado com HE. Entretanto, por ter
sido possivel fazer uma correspondéncia das estruturas visualizadas com auxilio da
HE com aquelas encontradas na imunoistoquimica, foi feita uma extrapolacdo desses

critérios nas amostras estudadas.

Ao serem encontradas areas mais finas de epitélio, com membrana basal
delgada, numerosos feixes nervosos na submucosa e com cilios irregulares na

superficie apical, as mesmas foram consideradas como epitélio olfatorio.
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6.4 Determinacdo da melhor area anatdmica nasal para analise do epitélio
olfatério

Conforme o descrito, em 2010, por Arnold et al., detectou-se a presencga das
proteinas tau e B-amiloide no epitélio olfatério. Adicionalmente, pode-se demonstrar
que a melhor estrutura nasal para a analise deste epitélio foi o da concha superior,
com sensibilidade alta (>90%) e valor preditivo negativo alto (>90%) em relacdo ao

diagndstico clinico, para os dois marcadores utilizados.

Esses dados estdo de acordo com estudos anteriores encontrados na
literatura, como os descritos por Pinna et al., em 2013, nos quais 0S autores
concluiram que a area nasal com concentracdo maior de epitélio olfatério é realmente

a concha superior.

Na concha media, para 0 marcador 10D5, a sensibilidade encontrada é alta
(90%) e valor preditivo alto (90%) com relagdo ao diagndstico patologico. Esse dado
sugere gque, na auséncia deste marcador na concha média, é pouco provavel que haja
depdsito de beta-amiloide no SNC, e a chance de se tratar de doenca de Alzheimer é

baixa.

O septo nasal apresentou sensibilidade e especificidade baixas, quando
comparadas por meio de parametros clinicos e anatomopatoldgicos. Isto pode ser
decorrente de uma concentracdo menor de epitélio olfatorio presente nessa regido

(Pinna et al., 2013).
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6.5 Presenca de proteinas tau e B-amiloide no epitélio olfatério

A proteina p-amiloide, detectada na imunoistoquimica pelo anticorpo 10D5,
apresentou sensibilidade alta (91,7%) e valor preditivo negativo alto (92,3%), quando

analisada por meio do diagndstico clinico na concha superior.

Ao realizar a anélise do ponto de vista neuropatolégico, o marcador 10D5 nas
conchas média (90%) e superior (77,8%) foi mais sensivel para diagnosticar a

presenca da proteina B-amiloide.

Com relacdo ao PHF-1, marcador de proteina tau, este apresentou uma
sensibilidade elevada (90,9%) e valor preditivo negativo (95,8%), quando usado em
espécimes da concha superior em relagdo ao diagnostico clinico, semelhante ao

ocorrido com o marcador 10D5.

Ao fazer o diagnéstico patologico, o PHF-1 apresentou uma sensibilidade
boa (77,8%) apenas na concha superior, com valor preditivo negativo alto (77,8%)
Assim, a auséncia de PHF-1 na concha superior sugere fortemente a auséncia deste

marcador no SNC.

Em todas as analises, os marcadores apresentaram especificidade baixa
(<75%). Desta forma, as proteinas estudadas também podem ser encontradas no
epitélio olfatorio de individuos sem deméncia clinica e/ou sem comprometimento

cerebral.

Esse fato pode decorrer da perda da capacidade regenerativa do epitélio
olfatério em certos individuos, e ndo ser, necessariamente, sinal de doenca organica.

Determinar, quando uma agressdo passa a ser patoldgica, ainda é um desafio.
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6.6 Quantificacdo das proteinas tau e B-amiloide no epitélio olfatério

Por se tratar de um estudo pioneiro na area, ainda ndo se dispde de uma
classificacdo pré-estabelecida sobre o acometimento do epitélio olfatério por proteina
tau e B-amiloide. Alguns estudos descrevem uma analise semiquantitativa, como
acometimento ausente, leve, moderado e grave (Arnold, 2010). Witt et al., em 2009,
classificaram a mucosa olfatoria em cinco fenétipos de acordo com uma escala que
varia de caracteristicas regulares (tipo 0) até epitélio degenerado, sem parametros
estruturais e histoquimicos (tipo IV). Por considerar essas classificacdes vagas e
passiveis de erros de interpretacdo, no presente estudo preferiu-se elaborar uma

analise porcentual.

A avaliacdo porcentual do acometimento do epitélio olfatorio em toda a
lamina foi realizada para analisar as se¢@es do epitélio olfatorio quanto a presenca de
proteinas tau e B-amiloide. Tomou-se cuidado com a padronizacdo da analise, usando
sempre 0 mesmo microscopio (Zeiss Primo Star - Germany), 0 mesmo aumento
(200x) e as andlises feitas pelo mesmo pesquisador e validadas pelos demais
pesquisadores. Entretanto, apesar de uma andlise quantitativa cuidadosa, a analise
qualitativa (presenca ou auséncia de proteinas) mostrou ser o melhor parametro de

avaliacao.
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6.7 LimitacGes do estudo

Este estudo apresenta algumas limitacOes a serem consideradas. A amostra
estudada exibiu especificidade baixa, na qual muitos individuos saudaveis mostraram
ser portadores das proteinas tau e B-amiloide no epitélio olfatério, sem manifestacGes
clinicas de disfungdo cognitiva. Analisar a taxa de conversdo para deméncia dos
individuos da amostra, ndo é possivel neste desenho de estudo, por se tratar de um
estudo transversal e post-mortem. Para esta finalidade, sdo necessarios estudos

prospectivos e longitudinais.

Ao estudar todo o epitélio olfatorio dos individuos da amostra, a presente
pesquisa permite realizar uma andlise mais fidedigna. Porém, se for feita uma
extrapolagdo para um estudo in vivo, por meio de bidpsias do epitelio olfatorio, a

chance de encontrar este epitélio diminui.
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7 CONCLUSAO

A deteccdo das proteinas tau e pB-amiloide no epitélio da concha superior
apresenta sensibilidade e valor preditivo negativo altos, para os parametros clinicos e
neuropatoldgicos aceitos para o diagnostico da doenca de Alzheimer. Entretanto, a
especificidade baixa sugere que essas proteinas podem ser encontradas em
individuos sem manifestacdo clinica de deméncia. Estabelecer quando a presenca

dessas proteinas torna-se patoldgica ainda € um desafio.

Os resultados da presente pesquisa mostram que a analise imunoistoquimica
para as proteinas tau e beta-amiloide no epitélio olfatério pode ser usada como um

possivel biomarcador da doenca de Alzheimer.
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ANEXO A

CRITERIOS CLINICOS PRINCIPAIS PARA O DIAGNOSTICO DE
DEMENCIA (DE QUALQUER ETIOLOGIA) (Frota et al., 2011)

1 Deméncia é diagnosticada quando ha sintomas cognitivos ou comportamentais

(neuropsiquiatricos) que:
1.1 Interferem com a habilidade no trabalho ou em atividades usuais;

1.2 Representam declinio em relagdo a niveis previos de funcionamento e
desempenho;

1.3 Ndo sdo explicaveis por delirium (estado confusional agudo) ou doenca

psiquiatrica maior;

2 O comprometimento cognitivo € detectado e diagnosticado mediante combinacgéo
de:

2.1 Anamnese com paciente e informante que tenha conhecimento da historia; e

2.2 Avaliacdo cognitiva objetiva, mediante exame breve do estado mental ou
avaliacdo neuropsicoldgica. A avaliacdo neuropsicologica deve ser realizada
guando a anamnese e 0 exame cognitivo breve realizado pelo médico nao

forem suficientes para permitir diagndstico confiavel.

3 Os comprometimentos cognitivos ou comportamentais afetam no minimo dois dos

seguintes dominios:

3.1 Memodria. Caracterizado por comprometimento da capacidade para adquirir ou
evocar informacdes recentes, com sintomas que incluem: repeticdo das
mesmas perguntas ou assuntos, esquecimento de eventos, compromissos ou

do lugar onde guardou seus pertences;
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3.2

3.3

Funcbes executivas. Caracterizado por comprometimento do raciocinio, da
realizagdo de tarefas complexas e do julgamento, com sintomas tais como:
compreensdo pobre de situacOes de risco, reducdo da capacidade para cuidar
das financas, de tomar decisdes e de planejar atividades complexas ou

sequenciais;

Habilidades visuais-espaciais. Caracterizado por sintomas que incluem:
incapacidade de reconhecer faces ou objetos comuns, encontrar objetos no
campo visual, dificuldade para manusear utensilios, para vestir-se, ndo

explicaveis por deficiéncia visual ou motora;

3.4 Linguagem (expressdo, compreensdo, leitura e escrita). Caracterizado por

3.5

sintomas que incluem: dificuldade para encontrar e/ou compreender palavras,
erros ao falar e escrever, com trocas de palavras ou fonemas, ndo explicaveis

por deficit sensorial ou motor;

Personalidade ou comportamento. Caracterizado por sintomas que incluem
alteracdes do humor (labilidade, flutuacdes incaracteristicas), agitacéo, apatia,
desinteresse, isolamento social, perda de empatia, desinibicao,

comportamentos obsessivos, compulsivos ou socialmente inaceitaveis.
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ANEXO B

DEMENCIA DE ALZHEIMER: CRITERIOS CLINICOS CENTRAIS
(modificado de McKhann et al., 2011)
1. Deméncia da doenga de Alzheimer provavel
Preenche critérios para deméncia e tem adicionalmente as seguintes caracteristicas:
1.1. Inicio insidioso (meses ou anos).
1.2. Historia clara ou observagéo de piora cognitiva.

1.3. Déficits cognitivos iniciais e mais proeminentes em uma das seguintes

categorias:
+ Apresentacdo amnéstica (deve haver outro dominio afetado);
« Apresentacdo ndo-amnéstica (deve haver outro dominio afetado).
— Linguagem (lembrancas de palavras);

— Visual-espacial (cognicdo espacial, agnosia para objetos ou faces,

simultaneoagnosia e alexia);

— Fungdes executivas (alteracdo do raciocinio, julgamento e solucao

de problemas).

1.4. Tomografia ou, preferencialmente, ressonancia magnética do cranio
deve ser realizada para excluir outras possibilidades diagndsticas ou

comorbidades, principalmente a doenca vascular cerebral.

1.5. O diagnostico de deméncia da DA provavel ndo deve ser aplicado quando

houver:

 Evidéncia de doenca cerebrovascular importante definida por historia de
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AV C temporalmente relacionada ao inicio ou piora do comprometimento
cognitivo; ou presenca de infartos multiplos ou extensos; ou lesdes
acentuadas na substédncia branca evidenciadas por exames de

neuroimagem; ou

Caracteristicas centrais de deméncia com corpos de Lewy (alucinacdes

visuais, parkinsonismo e flutuagdo cognitiva); ou

Caracteristicas proeminentes da variante comportamental da deméncia

frontotemporal (hiperoralidade, hipersexualidade, perseveracgéo); ou

Caracteristicas  proeminentes de afasia  progressiva  primaria
manifestando-se como a variante semantica (também chamada deméncia
semantica, com discurso fluente, anomia e dificuldades de memoria
semantica) ou como a variante ndo-fluente, com agramatismo importante;

ou

Evidéncia de outra doenca concomitante e ativa, neuroldgica ou ndo-
neuroldgica, ou de uso de medicacdo que pode ter efeito substancial

sobre a cognicao.

Os seguintes itens, quando presentes, aumentam o grau de confiabilidade do

diagnostico clinico da deméncia da DA provavel:

Evidéncia de declinio cognitivo progressivo, constatado em avaliacdes
sucessivas;

Comprovacdo da presenca de mutacdo genética causadora de DA (genes
da APP e presenilinas 1 e 2);

Positividade de biomarcadores que reflitam o processo patogénico da DA
(marcadores moleculares através de PET ou liquor; ou neuroimagem

estrutural e funcional).

A ocorréncia dos itens acima confirma a existéncia de um mecanismo

degenerativo, apesar de nao ser especifico da DA.
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2. Deméncia da doenca de Alzheimer possivel

O diagnostico de deméncia da DA possivel deve ser feito quando o paciente
preenche os critérios diagndsticos clinicos para deméncia da DA, porém apresenta

alguma das circunstancias abaixo:

2.1. Curso atipico: inicio abrupto e/ou padrdo evolutivo distinto daquele

observado usualmente, isto é lentamente progressivo.

2.2. Apresentagdo mista: tem evidéncia de outras etiologias conforme detalhado
no item dos critérios de deméncia da DA provavel (doenga cerebrovascular
concomitante; caracteristicas de deméncia com corpos de Lewy; outra
doenca neurolégica ou uma comorbidade n&o-neurologica ou uso de

medicag&o as quais possam ter efeito substancial sobre a cognicéo).
2.3. Detalhes de histéria insuficientes sobre instalacéo e evolucdo da doenga.
3. Deméncia da doenca de Alzheimer definida

Preenche critérios clinicos e cognitivos para deméncia da DA e exame
neuropatologico demonstra a presenca de patologia da DA segundo os critérios do

NIA e do Reagan Institute Working Group.
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ANEXO C

DIAGNOSTICO DE COMPROMETIMENTO COGNITIVO LEVE (CCL)
POR CAUSA DA DOENCA DE ALZHEIMER (Modificado de Albert et al.,
2011)

Existem dois conjuntos de critérios que podem ser utilizados para o
diagnostico de CCL por causa da DA.

- Critérios clinicos centrais: para uso na pratica clinica, sem a necessidade de

testes ou procedimentos altamente especializados;

- Critérios de pesquisa clinica: que incorporam informaces obtidas a partir
do uso de biomarcadores e sdo destinados sobretudo para contextos de

pesquisa, centros especializados e ensaios clinicos.
1. Critérios clinicos centrais
1.1. Caracteristicas clinicas e cognitivas

o Queixa de alteracdo cognitiva relatada pelo paciente, informante préximo

ou profissional;

o Evidéncia de comprometimento em um ou mais dominios cognitivos
tipicamente incluindo a memdria, obtida através de avaliacdo que
compreenda 0s seguintes dominios cognitivos: memoria, funcdo executiva,

linguagem e habilidades visuais-espaciais; ou exame neuropsicolégico;

o Preservacdo da independéncia nas atividades funcionais. Pode haver
problemas leves para executar tarefas complexas anteriormente habituais,
tais como pagar contas, preparar uma refeicdo ou fazer compras. O
paciente pode demorar mais, ser menos eficiente e cometer mais erros ao

executar essas atividades. No entanto, ainda é capaz de manter sua
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independéncia com minima assisténcia;

o Néo preenche critérios para deméncia. Ainda ndo existe um consenso
sobre quais baterias de testes devem ser utilizadas para o diagndstico de
comprometimento cognitivo no CCL. Preferencialmente devem-se utilizar
testes neuropsicolégicos, por serem mais sensiveis. Ndo existe norma para
valores de corte, sendo sugeridas pontuagdes entre 1 e 1,5 desvio-padréo
abaixo do esperado. Testes cognitivos de rastreio, como a capacidade de
registrar e evocar um endereco, ou lembrar-se de objetos mostrados na
consulta e depois escondidos podem ser usados na pratica clinica, apesar

de sensibilidade menor.
1.2. Etiologia compativel com DA

o Descartar outras doencas sistémicas ou neuroldgicas que poderiam ser

responsaveis pelo declinio cognitivo;

o Evidéncia de declinio longitudinal da cognicdo compativel com evolugéo

natural da DA, quando possivel;

o Histdria consistente com DA familiar. A exclusdo de outras doencas
neuroldgicas que possam levar a declinio cognitivo (traumatismo,
vascular, medicacGes), deve ser realizada, assim como a pesquisa de
sintomas parkinsonianos, fatores de riscos cardiovasculares importantes e
alteracdes vasculares significativas em exames de neuroimagem, além de
sinais proeminentes de degeneracdo lobar frontotemporal, conforme
sugerido no diagnostico de deméncia da DA provavel. A presenca de
alteracdes genéticas autossdmicas dominantes da DA em familiares do

paciente torna ainda mais provavel que seu CCL seja devido esta doenca.

2. Critérios de pesquisa clinica para CCL devido a DA

Uma vez preenchidos os critérios clinicos de CCL causados pela DA, as
informacGes obtidas por meio de biomarcadores podem conferir diferentes graus de

probabilidade da etiologia de DA. Essa classificagédo de probabilidade necessita ser
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testada em estudos futuros antes de ser usada na prética clinica.

o Alta probabilidade.

Biomarcadores de B-amiloide e de lesdo/dano neuronal positivos.
o Probabilidade intermediéria.

Apenas uma das modalidades € positiva e a outra ndo foi testada.
o Probabilidade baixa.

Biomarcadores de B-amiloide e de lesdo/dano neuronal negativos.
o Dados inconclusivos

Resultados incaracteristicos ou conflitantes (biomarcador de B-amiloide

positivo e o de lesdo/dano neuronal negativo ou vice-versa)

O grau de certeza de probabilidade alta também esta relacionado a maior taxa
e ao menor tempo de evolucdo para deméncia. Auséncia de ambos os tipos de
biomarcadores obriga a consideracdo de outra etiologia (que ndo DA) para 0 quadro
de CCL.
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ANEXO D

DIAGNOSTICO DE DOENCA DE ALZHEIMER PRE-CLINICA PARA FINS
DE PESQUISA CLINICA (Proposto por Sperling et al., 2011)

* Estagio 1: Amiloidose cerebral assintomatica.

— Elevada captacéo de marcador BAmiloide em PET;

— Reducéo de BA-42 no liquor.
* Estagio 2: Amiloidose + Neurodegeneracao inicial.

— Marcadores de deposi¢édo B-amiloide positivos;
— Disfuncéo neuronal no FDG-PET/{MRI,
— Aumento de tau/fosfo-Tau no liquor.

— Reducéo da espessura cortical/atrofia hipocampal por RM.

* Estagio 3: Positividade para amiloide + evidéncia de neurodegeneracdo + declinio

cognitivo sutil (testes de alta demanda cognitiva).

— Preenchimento dos estagios 1 e 2.
— Evidéncia de alteragdo sutil do nivel cognitivo prévio.
— Baixo desempenho em testes cognitivos mais complexos.

— Nao preencher critérios para CCL.



Anexo E 73

ANEXO E
ENTREVISTA CLINICA
ENTREVISTA CLINICA NPROT NSVO
e ———————————————————————————————————
Data danecropsia: _ F [
Nome: Idade: ____ DN: ! I
Sexo: Raga: [ B ML PUA Natwral: ____ Proced: ____ Estado Clvil: L3 .C LV LA D Flihos:
Escolaridada: anos A <43 (1=Ball <12a »15a)
Profissde: Cdo lar [ doméstica Coutros
Sitwaglo: (1 Ainda trabalhava 1 Aposeniado a [ Ap porinvalidez a [ Outro
Informante
[l Parentesco: Freq com o pcle; D 0S5 CM Cuidador primario: U sim U ndo

Com guem residia:

Causa do Obito:
Como correu o dblta: (| em casa fd Rospital:

HPMA:

AP: U Maga ou desconhoca qualquer antecedente patolégico
HAS ODM DDAC CICC(TF } OAmtmian OMP O IWVRfOAC DIRC DLP

[ AVCH U h prévio? HA____ a =1 sam seqlela 1 com sogldela: Coogniliva Cmolora
AIDS [SiNs O AQYOP [ Dist Tiredide [ Bronquite/ Asma [ DPOC

[ Devwn O Deprassio U Esquizafrania O Mania [ D Parkinson

[ TTOs anteriores: Clinicos: Clrirgicos:

[ Mao fazia tratamants ou acompanhamento médico atualments

[ 3d demencial diagnosticada em vida: Cnag Csim HA a  Eliologia:
[ Histaria compativel com Sindrome demencial: [ndo  [gim

Inicio dos sintomas: O lento Csubite Cmemdria  Ceomportaments  Coulrg
Curso: [ lento & progressive [ rapido [ evolucan em degraus [ curso flutuante

Fungde anterlor & morle

[ Acuidades visual e auditiva preservadas (1 bacuidade visual [dculos [ hipoacusia | prolese
O Dentigdo preservada  Cuso da prdlese dentdria O disfagia © SNG/SHE

[ Sedentario 1 Alividade fisica:  caminhada C doméslica [ outra ._por angs
[ Andava: [ sem auxilio O com auxilio; [ pessoas [ paredel moveis [equipamentes auxiliares
[ Amputacdes 0 Lesfes cutdneas (Glceras) [ Acamado
[1 Independenta (1 Dependente [1 Tomava decistes soZinho [1 Nao tomava decisdes

Em que situagdes relaclonava-so com mulla ganla? frivg lsemou __ lanos
FR: [ Obesidade (P A IMC 10 Reposicao harmonal

[ Tabagismo: anos/maco Cparou O Etilismo: Csocial Calcoolismo Cparou



Anexo E 74

Medicagdas que usava: [[MNao usa: [nao fol preserite  [conlrala inadequado
Medicagdes:

Psicofropicas:

Automedicagio:

AF: 1AM OHAS DM [ Depressao; LDemencia;

I Epilepsia ou convulsies: I Retardo mental ou aulismo;

O Surdez: [ Cegueira; [ Desequilibrig;

1 Tremaores: U Episedios de euforia‘mania; 1 Cancer

| Tentativa de Suicidio; [ Diabetes; [ Derrame;

O Fraqueza muscular; CParau de andar sem acidents; O Qutre;

Mome do Pai: Namea da Maa:

Data ou Ano de Mascimento: Data ou Ano de Mascimento:
Data ou ldade Falecimento: Dala ou ldade Falecimento.
Cidade Mascimento: Cidade Mascimanio:

O pai & 8 mas era parentas entra 517 (1 Nao | Sim

Irm@os/Irmdis: (sexo ¢ idade) Filhos/Filhas: {sexn ¢ idacde)
1. l.
2, 2,
3. 1.
4. 4.
A, 5.
. 0.

Qutras Informagdes relevantes:




Anexo E 75

ESCORES DAS ESCALAS:

IQCODE: " CDR_ SB ~NPE KATZ: 1ADL: PARK: SCID D

SCID M; TOC: ABIPEME:

CONSENSO DIAGNOSTICO

Data: Prasentes:

Diagnastico Principal: 0 sem comprometimento cognitivo G CDR 0,5M+ 0O CDR 0.5MD M+ OCDR 0,5 MD M-
oDA Cov 00oCL Qutras:

Qutros Diagnodsticos: G AVE © Depressdo 0 DP/ Parkinsonismo G Outros:

RCV: Osem RCV O111RCV
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VERSAO RETROSPECTIVA DO QUESTIONARIO IQCODE

Informant questionnaire on cognitive decline in the elderly

(IQCODE - Versio retrospactiva)

Gostariamos que vood s¢ lembrasse de coma ¢ra sou amigo ou Tamiliar hd 10 o8 ateis ¢ compare com o ¢xtado
em que ¢le extava bl 3 meses antes de sua morte.

Comparada com ha 10 anos atris, como estava a pessoa antes de sua morde:

Muito Um Nia Um Muito
mclhor | pouce muito pouco | pior
melhar | alterado plor

(n 2 [L]] (4} 5

I. Reconhecer a face das pessoas mmipas ¢ da fumilia

2, Lembrar do nome de parentes ¢ amigos

3. Lembrar de coisas sobre a familia ¢ amigos {aniversirios,
orupacdes, enderecos...)

4. Lembrar de coisas que aconteceram recentemente

5. Lembrar de conversas que teve mos Gltimos dias

6. Esquecia o gque quena dizer no meio de uma conversa

7. lembrar-se de seu pedprio enderego ¢ telefone

£ lembrar (saber) que dia ¢ més era

9, Lembrar onde as coisas 0o usualmenie guardidis

I Lembrarse de onde encontrar os coisas que  form
celocadas em lugares fora do comum

1 1. Adaptar-se o qualguer mudanga na sua rotina didna

12, Saber como funcionam os eletrodomdsticos

13, Apremder a2 wsar noves  eletrodomésticos’  wiensilios
domiésticos

14. Aprender coisas novas em geral

15, Lembrar-s¢ de coisas que aconteeeram e sua vida quando
Ol Jovem

16, Lembrar-se de coisas que aprenden quamdo era jovem
17, Entender o signilicado de palavras o comuns

I8, Entender o significado do que esth esenito ¢m jomais ¢
revistis

19. Acompanhar ema estiria em um livio o pela TV

20. Escrever uma carta para um amiga ou com {ins de trabalho
| 21. Saber sobre eventos histbricos importanies do passado
| 22, Tomar decisdes com problemas do dia a dia

23, Manusear dinheiro para compes

2, Lidar com problemas financciros (¢x; pensdo, conta
bamcdrial

25, Lidar com outros problemas malematioos, por exemplo:
saber quanto comprar de comida, saber quanto empo se
passou entne as visitas dos familiares’ amipos,

26, Usar sua inteligéneia para entender o gue estd acontecendo
& o motivo pelo qual esid aconteoendo.

Total:
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QUESTIONARIO CDR

ESCORE CLINICC DE DEMENCIA — FOLHA DE REGISTRO

Esia é uma entrivista semi-astndurada, Por faver, (aga todas o51as porguntas. FAGE qUasSguir Quoshins. dicsinaes. quir Sjam moissinas
para deteminar o COR dio sujeito, Por taver, boma nota das Informagias das perpuntas Bdicnais,

QUESTOES SOBRE MEMARIA PARA O INFORMANTE

1. Elalels b shgum probieda 6o sul memddia ou seu phnsaments {raciscinia)? O SIM 0 NAD

12 - Sa sim, & um probloma constarta? {em oposicAa a aventual, o) SiM C NAD
2. Eleela pode so lembrar da evenlos recentes? Freglentements | As veres | Raramente
A Elelela pode se lembrar de uma lisla curta de ilens (compras)? Fregieremente © As veres © Raramente
4. Houwe Blgum daclini na meméria durants o dHimo ana? S O MAD

5. Sud memdnid esld compramelida a tal ponlo qua bivia imederido am
suas atrvicdades de vida debia de aljuns anos strds?
(G4 atviledes pré-apesentadeona) (opnida oo culros Infemaries) OOEIM o MAD

B Elnfola 8o asquoce complalimanta do um invansa Imporiaris
(o weadarn, Masla, Casamano om tnmika)
algumas samanns depais do aventa? Fregleniements Az veres [ Rorsments

7. Elefela se esquece de detahes pertinenies do

UM envenia imporians? Fregieriements [ As vezes [ Raramense
B. Eln'ela se esquece compislamente de informagdns

importantes do passade distanto (ex. data dig nascimaenta,

dala dis casamenta, locsal do ergegei? Frogiemements | As vares | Rararments

8, OBS - Quisbis rorvivida fof nde & dplich el

QUESTOES SOBRE ORIENTAGAD PARA O INFORMANTE

Com que freqidncia elalela sabe o exalo:

1. Deado Widg?
[ Freghensementa 1 As veres *1 Raramenta Mg sabe
2 pET
Fregheniemants As veres {1 Raramanbs Hia sabe
3 Amg?
Fraglartamsanta As veran Raramants Hia sabia

i, Do da semanat

Fregientemanba 7 A veres 71 Raramanbs H¥a sabe
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QUESTOES SOBRE JULGAMENTO E RESOLUGAD DE PROBLEMAS PARA O INFORMANTE

1. Em garal, s ool Buiass quis svaliar s hnbdiados delaitels parn rsclvir problemas susimants, vool considerieln qus elas

sdor
T& baas quanis sempong foram, O Eoas. mas nAo 150 BOAS GuAands ARbEs.
Regulares. Ruins. Mila had nenhuma habiidade.

2 Avaka sus habdidade am BEar Com pequanis quantios oo dinhaind (Dx.: Wosar dinksifo, dar goila)

Mo hd perca, Alguma perda, [ Paerda grave

3. Avalie sus habilidoda am lidar com raneactes financoinas complicadas (e pagar conlas, contrls de conta bancésia):

Ml hi parda, Alguma parda, Paorda grava,

4. Elafels pode BEar com uma emergéncia domdaslica (ex. vAEamenl nos ancanamentss, pequencs incndios):
1 Tha bem guarie anbes
Pior o quar anles por causa da ahculdade do pansamanta (radocinks),

P @0 Gue anbes, por oulra ra2ad, (gualy

5 Elcicla pode entender Sungded ou Caphicagdea?
Frequentemenls As vozes [ Raramanio Wao sabe

6. Elaiela 8 compana da modd apmooriade” (50 &, @m suE maneir usual (pré-doencallem siluaghes sOCiais & em merscia com
oUtras pessoas T
Freqiantemeants Aavezen Rargmenle [ Niosaba

* Est ilem avaka comporiaments, nia apaninee.
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QUESTOES SOBRE ASSUNTOS COMUNITARIOS PARA O INFORMANTE

Suupacignal

1. O suedo sinda osla irabalhanda ¥ AT RAD [ MR

Sa nda aplcivel - v para o item nomero 4
Sa sim - vl para & ilem rdmeng 3
Sendo - vl para g ilem mdmen 2

& 08 R 8 M g o g raRman b [FascEni) andibuiram para
a decisda do sujeilo de sa aposenlar? (A questio 4 & a priwima) 1B 0 KAD A

3 O sujeda lem difculdade sigrificards em sed taballo pof causa de problemas com memdana ou pensamenta (racocing |7
Hasamaris ou nunca As vores Fraqienlamania Hia saba

4, El'ola afguma ved difigiv Came? S84

5. Elals Srige cared aluaknenia? S

§% %

B, Senao, &devida a problemas de memdria oo pensamenta (raciocinic)? S

7. 5o cledeln ainda esth dingindo, hi problemas ou riscos desida aa
pEnzamarea (ragiatinic) pabem? S

§

8. Ewdola & capaz do fazer compras para suas prophas nocossidades indepondeniemania?
FATAMaNE Ca MInNca AR vazes Freqisantomsnle Mho Sabs

(Erecisa ser scomganhada | Pl CEATipnar s nmedn
BT QUAlLST GO Bmiingdo de fere, compra era duplicados
ol e dNE nscesLings)

9, Ele'pla & capaz de fazer ativdades independenlements fora da sua casa?
© Raramenie ou nunca As wares Fiiesg s O M sabs

(Freqlentemanls incapaz o [Alrebciados lmeledes ou de robina, {Parioipahs sgnicalva
realizar atracades sem ajuds) i e atindades por sxempka, wolar)

por ploparticpaie B
na grea g P il g
walha oo baleca)

10. Eletela & levada o everdos socias fora da casa de famiiares? S O NAD
S nda, por ques ndaT

1. Umn abservadar casual do compariamenta da sujsito pensaria que ek estd doente? 518 KAD

12, Se institucionalizado, aladela paripa bem do Mividades soclals? S8 0 NAD

IMPORTANTE:
As informapdes colatadag sao suficentes para dassificar o nivel da comprometmensa do sufedto Bm assuntos comunitanos ?

£o nig, por favos, Investigus maks.
Mdridades na comunsdada: ais coma ir & igreja. visitar amigas ou familia, atividades polilicas, organizagbes profissionas s omo
assaciagles, cutros grupas profissicnais, clubes socials, crganizagda da servigos, programas educacionais )

* Por favor, adcicne nalas $o necessana para esclarecer o ndvel de fundonamenio do sujeto nesta drea.



Anexo E 80

QUESTOES SOBRE O LAR E ATIVIDADES DE LAZER PARA O INFORMANTE

1a) Qua mudangas gcoimaram em suas habikdades de realizar larelas doméslicas?

1b) O que elefela ainda pode fazer bem?

2a) Cue mudangas ocormeram £m suas habiidades parma realizar seus passalempas (hobbies]?

26) O qua aledela snda podi Lazer bam?

3) Se nstitucicnalizado, o que ele'els nbo pode mais farer bem (Casa @ Hobbies)

Atividades da vida dliria (Blessed):

Henhuma perda Porda grn
4. Habildade para realizar larefas domdsticas 0 05 1

Pror Earedr, dascreva,

5  Eledela & copaz de realzar barelas doméslicas abé o nived de: [Escolha uma, o inlermanie nio precisa ser perguniado
dirglamanda)
_Sern funcia sigrificativa
(Reafiza alividades simgplos, Lis COMd fazar B cAma, Somenli com mula supervisho)
. Funcicana soments am ptddades imindag
{Com alguma suparenbo, v @ lbuca com lmparzn sonilivel, coloca n moesa)
F ing ) '
|Qpera equipamentas, tal coma aspirader da pd, preparn refeigbes simples)
Firic i i i vl
Fung i . i
IMPORTANTE:
Az informagles coletadas 530 suficientes para classificar o nived de comprometimenio do sujeilo em CASA & HOBBIEST
n In I

Tarelas Domésticas: Tais coma cozinhar, lavar, limpar, farer compras, kvar o likos para Tora, mpar o quintal, manutengho de cudados
DAKICoS @ MOANOS BALCOS Na CAda

Hobbdes Coslurar, pinlad, atosanalo, loilea, onelonimanto, fotografa, jardinagem, ir bo Wato ou condena, Wabalha om madera,
parlicipagika em espories,
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QUESTOES SOERE O AUTGUUNITA TR PARA O IS FORMANTE

“Qual sua ezimathv da hobikdado menlal dea (1) nos saguinles dreas”

Sam ajuda Az wazes ndo aboloa oz Seqidnca emada - Incapaz &8 sa veshs
Veslirse beties correlamants, BEUBCE Bans
comumenls,
(Blessad)
(1 2 (3
o
Lavar-se Sam ajuda Miscnasila de etimule AlJUMas vares SRMPE = Ol QUBSE
pracisn de ajuda BETE = DrOciSs o
{Arrumar- ajuda
se) (0 (1
(2 (3
De modo limpo, uiliza o De rodo desorganizade, Apanas sdbdas Tem que ser
Hibitos lalheies acecuddod. utiiza apenas eolhes, girfiplis aliffeentads
.h mesa {0} {13
(2] (3
Contrale Caontrala comglata Ceasicnalmends moha a Freqianaments Duptamsania
de el £Arna fmalha a eama incontinants
esfincter (o] i (2 (2

*Escore | pode sor considerado so o auto-cuidada extiver comprometida quando comparado a um estado anlerior, mesmo gac nbo reccha cxtimalo.
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ESCORE CLINICO DE DEMENCIA (CDR)

Escore Clinico de Demdncia (CDR) 0 0.5 1 2 3
Compromoetimento
Normal Queslionawel Lave Moderada Grave
0 0,5 1 2 3
Esguacimeanto kave a
3 o conslanis jem Moderada perda de ﬂ:;g'u“ wn;;ﬂa
Som w'ﬂ.w Cposichoa ewenbual), | memdia; mais marcads nﬁ':__ﬂ’ il enﬂl " | Perda de memaria
Memdbria " oy p | FECOIOAGHO parcial di | para everios recentes; | ido" = grave, fetm
= |°°"'m“ 3 . EVENOE, deficil intarfere nas P "dn o material | s fragmentcs.
o - sguecimanty athidades colidianas. mova rapidamente
“b gy’
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Inventirio Neuropslqulitrico
(Cummungs of al = 1664)

«  Responder baseanda-so nos radangas quar oearmeram desde que o packants comagau o lar problemas de memdnia
«  Marcar sim apanss quands o sniema ostiver presanba no Glimo mbs, Do contrdeio, mancar niks,
*  Rosponda horeslamante o moboulasamenta is quesidos

Tolal: 1dd pondes

Dalirlos O pacinbe ncrodba quo siguim esth benlando rouba-o o projudca:io?
Sim Mo MA Fregqidneln 1 2 3 4 Sewendade 1 2 3 Estressn 0 1 2 3 4 &
Alucinagdes 0 pacients age como sa esculnsse vozes? Fala com pessoas que nda exislem?
Sim Mio WA Frequéncia 1 2 3 4  Sevendads 1 2 3 Esressa 0 1 2 3 4 5§
Agitagol O pacsenbs & imosa & repetn quda dos oulres? Tem periodos Que o reCusa o cooperar?
Agressividade Frequéncia 1 2 3 4 Sevendade 1 2 3 Estressa 0 1 2 3 4 §
Sim MNio__NA _
Deprossicl Disforia O phcanle A COMmD S8 Baliviadn [rate ou 8 Daixs ssal Refems senti-se Digs ou Sepeima?
Sim Mo WA Fregiidncia 1 2 3 4 Sevendada 1 2 3 Estressda 0 1 2 3 4 5
Ansiadada O pacenta fichd sQindo quandd sé Lepara de wooo? ElR GPresentd BiNGs OB NENOGIEMO, PReOcugsata,
Sim Mio  HA AaBUSLA-48 pof raedes nbo apaenies? Parsce muita lenss ou irmsquielo

Freqildncia 1 2 03 4 DSewendsde 1 2 03 Estresse 0 1 2 3 4 5
“Elacaol Euforia O pacinia pamcs ENIMade Cemad (U SaCEEENamoniy (i — om FAZhn? ACNA A Ondi CUPDE Nad
Sirm Mig  NA acham?

Frequéncia 1 2 3 4 Sevendade 1 2 03 Estesse 0 01 2 03 4 &

Apatial Indiferenca

O pACsRNbE PRreon MHNGS inli0S52d0 @M $As Alhvadacdes haliuas ol NAS AlMCA0EE @ PLANcE 008 Cutres 7

Sirn MAs MA  Freqidncia 1 2 3 4 Sewendade 1 2 03 Estesse 0 1 2 3 4 %
Desiniblgao 0 pacents paecs agic impulsivamenta? Ex, diz cosas que podem mMagoar a3 DESSONS ST Quiguer
Sirm Mo MNA conafrangiments ow fala abedaments coisas inlimas quéa em geral ndo sa diz em pdablico? Tira a rougsa em
franta da outras pessaasd pibice — momantas nda apropriados?
Frequéncia 1 2 3 4 Sevendade 1 2 3 Estesse 0 01 2 03 4 &
Imrilabilidader Labilidage O pacsnt @ impacania o mau-humoaraco? Bl lem dicuidaces para hdar com arascs ou paa foar
Sim Mio  MA eaperandd algo Gue esleja programadoT Seu humor & irstivel?

Fraqikbneia 1 2 3 4 Sewerdadd 1 2 3 Eseesse 0 1 2 3 4

Disturbies Motores

O pacienls fica fazendo coisas repeditvas, coma lidar andando & redor da casa, mesends nos botles &

Sirmi BT MNA, MouRA, enralandd um cordde ou tAZends oulras CoEas repeliicamenie? Anda Sam Moty ARAReniaT

Freqidncia 1 2 3 4 Sevendade 1 2 3 Estresse 0 1 2 3 4 5
Componamenios 0 pacienie acorda wood @ rofe, Roorda muRa ceda, cochila mure duanie o da? Tem décuidade pama
Modurmaes dormir? Ele levania & naile (ndo conlar vezes que levanta pf urinar e volla a domir imedatamente |7 Anda a0
Sim Mig  MA acaso i noile, vesle-se ou perlurka sew sanc?

Freqidncls 1 2 3 4 Seveidade 1 2 3 Estesse 0 1 2 3 4 %

Apetite @ alimentagio
Sim Mio WA

0 paceenie perdeu ou ganhou pesa? Mudou o goste peles akmentos?
Fiegidneia 1 2 3 4 Sevendade 1 2 03 Estessa 0 1 2 3 4 5

FREQUENCLA

1 — ocaslonalmenta — menos que 1Xsem
2 - Algumas vezes — carca da 1X/sem
3 = Fregleniemanta = varias vezes, menos que odos os

dias

4 = Muito freqlentemente = 1 gu + vezes' dia

SEVERIDADE

1 - Lewe — presente, mas produzindo pouca alligio no

paciente

2 = Moderada = aflitiva & perurbadora
3= Marcada = rruia perlurbadon

ESTRESSE DD CUIDADDR

0= Menhum

1 = Minama (levemente esiressante, Bdar com a situagia
nfia chega a sef um preblema

2= Lowe (ndo muito estressanto, geralmente fel Se lidar
e & siluacia)

3 = Moderado (razoavelments estressants, nem sempre
E3cil de hdar com a siluagao

4 = Importanie (muite estressants, ddicl de lidar com a
siluagao)

5 = Muite imporante {exremamenta estressante, incapaz
de hdar com a siuagio)
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indice de Katz para Atividades de Vida Diaria

(Katz, 5; Down, T Cash, HR et al = 1900

Banho | - Independents - nfo necessita de auxllia

A= Auxilio = recebe assisiénca para banhar uma pare do corpo (dorsalpernas)
D - Dependenia - necessila que alguém o banhe

Vesturio | - Alcanga as roupas e se veste sem auxllio

A - Neceaseila de auxilio apenas para amarrar sapatos

[ - Nocessila da auxllio para aleangar as roupas, para sa voasln = do conirano N sa
vesie complelamenta ou permanece lotalmente despido

Uso da | - Consegue chegar ao banheire, usa o sanithrio, & recoloca o vesiudrio sem auxilio (pode
sanitario usar equipamento auxiliar como bengala, cadeira de roda, usar comadre e esvagziar pela
manha)

A« Neoossita de awdlio para ir alé o banheite, ou pata sua higienizaciol recomposisio da
vesludrio apds uso do sanitaral ou no uso de comadra

D - Mo wsa o banheiro para eliminagdes

Transfardncia | | . |ndependante {camal cadeir)- pode nocessitar de bengala, andador,

A = Mecessila de ajuda para senlar-se/ dedar-sef levanlar-se

D - Nao sai da cama

Contindneia | - Tem cantrole de esfincter visico — inlestinal

A - Apresenia "acidentes ocasiongis® — perder urina’ contedds fecal ocasionalments

M - Mecessita da anxdlin para o condrole yrindriafintestinal; ysn de SV, incontindneia
Alimentacio | = Se alimentd Sem auxilio

A - Se alimenia sozinho, mas necessila de assisi@ncia para cortar os alimenios ou passar
maniaiga no pho.,

O - Macesaita de auxllio para alimoniar-ee; usn SNGSNE: Soroleraplal Nulrigho
panantaral,

1=1 ponty e D= 0 ponta
TOTAL: L]

Avaliacdo de Parkinsonismo (Adaptado de Tanner et al., 1990)

SIM NAO

1. Tinha dificuldade para se levantar da cadeira?

2. Notou se a letra (escrita) ficou pequena, se reduziu de tamanho?

3. Notou ou alguém comentou se a sua voz estava mais baixa ou mais fraca que

era antes?

4. Tinha alteracdes do equilibrio ao caminhar?

5. Os pés ficavam presos ou agarrados no chdo ao atravessar portas?

6. Acha que o seu rosto ficou mais ‘parado’, menos expressivo do que era antes?

7. Tinha tremores nos bragos ou nas pernas?

8. tinha dificuldade de abotoar as roupas?

9. Arrastava 0s pés ou dava passos curtos ao caminhar?

0 Nao aplicavel 0O Park.:
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ESCALA DE ATIVIDADES INSTRUMENTAIS DA VIDA DIARIA (IADL)

{Lawdon & Brody)
A — Habilidade para usa o telefone E = Lavanderia
1. Utiiza o telafone por iniciativa propria : 1. Lava comgplatamenta a8 roupas :
2. Disca mlguns ndmancs conhacidos 1 2. Lovn pajuanag pochs: malis, oo o
3, Alende mas nbo faz igacdas o 3, Todaa roups deve ser lavsda por lerceinns
4. No usa o lelefone de modo algum
B = Compras F = Transporte
1. Farzcompras indepandantale 5 1. Usa independantaments Fanspores pibksss
2. Faz pequenas compras independaniale 0 o dinga sou prépao cams
3. Precisa ser acompanhado nas compras o 2, Chama de téxi, mas ndo usa transpore pubSoo 4
4, Incapaz e [azer COMpras 3, Usa transpore piblics 2 asompanhada 1
4, Locomove-se limitadamente de siou care
oom auxilio de outros
5. Nio sai de casal Nio usa nenhum ranspoie g
C = Preparo de alimentos G = Medicacio
1. Planefa, prepara e serve adequadamenta as 1 1. E responsével por tomar sua medicacho em L
refeigfies independentementa o dose & hordrios corralos
2, Propara adequadamanta as rafalcdas o alguim 2, Asauma responsatilidade por lomar sua
Ihe fornecar o8 ingrodientas o modicagio so saparada anterarmante pos
3. Aquece, sensa o propara refelcbos, mas ndio oalros o
garante uma diela adequada 0 3. Nbo & capaz de tomar sua medicagio
4. Mecessila qua alguém prepane & sinea a rafaigio
D = Tarefas domaésticas H = Financas
1, Malem @ cish Sozinha ou coem auuilis ocasional : 1, Controli suas inangas mdependentemente :
(.o auxilio para lanefas pesadash {conta de bancg, talde de cheque, preenche
2. Realiza tarefas didrias ves, coma Bvar kuga, 1 cheques, paga conlas)
fazer a cama 2. Controla contas no dia a dia, mas necessita de 1
3. Realiza tarelas diarias leves, mas ndo consegue 1 aunilio com banco, compras maores, ..
fazé-las dentro dos padrdes da limpaza 3. Incapaz de controlar finangas
4. MNocossia do ouxilio com tadas os treln 1 o
doméslicas
5. Mo fazl participa de nenhurna larela dormdslica 0
Lawion MP; Brody, EM - The instrumantal activities of Daily Living Scale. Geroniologist, 1965, & 175 - 186
Tuotal: [ B poftos

Pergunlas adicionais:

Ele{a) esquece panela no fogo, torneira aberta ou ferro ligada?
Elz{a) pode ser deixado{a) em casa sozinho{a) de forma segura?
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Episddic Malor Depressivo no Passado - SCID

Crilérias para dassilicar coma depresslo maiar Cincd (ou mas) dos Sequinles crfbnos présenes dufante perioda e ou
igual a duas semanas, sendo qui um $os anod diva serow (1) humor deprimido, ou (2) perda do interesse ou prazer,

1) J& howve, pelo manos wma vez na vida dela(a), algum momenio em que s senbu deprimide)a). ou na pior na masor parta
da dia, quase 1odos o2 dias? (Coma & qua 8i iksa7)

SE SIM: Durau mals qua duas samanas? SIM{ ) NAD( )

2) Naquele fempa ou ém oubro maments, ¢d{a) perdau o inferesse ou o prazer pelas Colsas qui costumira gostar? (Coma
& quae foi iss07) Isso aconlecia quase todos o5 diasT

SE SIM: Durou mais qua duas samanas? SIM{ ] MNAO( )

Critério: 1 2 3 7 Quanda fol iss0?

3y Naquele perlodo ole(a) perdou oo ganhou pasa? Elaln) astava lonlando porses peso?

SE NAQ: Como estava o aplite delefa)? (Tinha que foegar para comer? Comia menos/mais que o habiual? 1550 acontecia
quase lodos o diasT)

Critdrio 1 2 3 ¢ Assinalar: Perda de peso ou redusan do apelite Ganho de peso cu aemenio do apetis

4) Como estava o sono dele(a)? (Dificuldade para dormir. acordando freqoentemente, dificuldades em ficar acordada.
acordanda mudo ceda, ou, domminds demals? Quantas horas por naoite comparado com o habitual? lsso acontecis quase
fodaa as nolbas®)

Critério; 1 2 3 7 Assinalaw. Insdnia Hipersfini

5) Ele{a) eslava tdo inquielo{a) ou agitada(a) que néo ara capaz da ficar paradofa)? {550 acontecia todos os dias?)

SE MAD: E o contrénia: falando e se movendo mais devagar do que o normal dele(a)? (1sso acontecia todos os dias?)

Critério: 1 2 3 7 Assinalar agi psicomaior redards psicomator
&) Coma eslava a enargia dale(a)? (Cansado(a) o tempo inleiro? Quase todos 05 ias?)
Critdrio: 1 2 3 %

T) Coma oba 80 sentin am relngho o &l masmo? (Inutd, sem valosd | Quase lodos os dias?

SE NAD: Ele so sentia culpado por coisas que fazia ou deicava do fazer? Quase lodos os dias?

Critdrio: 1 2 3 7 Assinalar: Sentimenlo dainutilidada Culpa inadequada

&) Ele{a) tinha dificuldada para se concantrar ow pensar? (Com que tipo de coisas isso inlerfaria?) Quase todos o5 dias?
SE NAD: Era dificd para ele{a) tomar decisbes sobre coisas do dia a dia? Cuase todos os dias?

Critdrio: 1 2 3 9 Assinalar Capacidada de pansar diminulda Indecisdo

O) AS coisas estavam B0 fUing qué oMa) PENSava MUts em mord ou Qe ESLa oM meElMor Siuatio So estvests
morola)? E quanlo a sa ferir?

Critério: 1 2 3 7 Assinglar Pensamenlos oe morte recorrentes_ Ideacdo suicida___ Tentativa de sulcidio

10} Durante aquele tempa ficou ddicil para ele(a) trabalhar, culdar SAS GHSAES @M CASA, OU SE relacionar GHm as pessoas?
SIM () MAD ()

11} Pouco arles de ludo isso comecar elo eslava babando em excesso ou usands drogas?  SIM [ ) NAD ()
12} Pouco anles disso comacar o estava fisicamante deante?  SIM [ ) WAD ()

13} Iss0 comegou logo depois de alguém préximo a alela) morer? SIM () NAD [ )

Durow mais que 2 meses? SIM [ ) NADT )

QES; Houvig pigum oulrg gpisddio do doprasshe no vida do pagienta? () SIM [ JNAD
Quando ocarrau foram) ¥

COMSIDERAR:
1 — ausanla ou falso 2 — subliminar {duvidosol 3 = limiar ou verdadairo 7 - infprmacao inadeouada
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CLASSIFICAGAC SOCIO ECONOMICA
Assoclagio Brasilelra dos Institutos de Pesquisa de Mercado

(ABIPEME)
A- Em sua casa lam?
QUANTIDADE
MAO | M T3 T I T4 [ 5 [6ouv
Talovisdo 2 4 [ & |10 12
Empregoda monaaling & 12|18 | 24 | 24 4
Radio 1 2 3 ] 5 G
Banhaira F i L] & 10 12
Aspirador do pd 5 5 5 [ 5 5
Magquina da lavar 2 2 2 2 2 2
Aulomduvel de passe 4 B 16 16 16 18
TOTAL:
B- Qual a instrugdo do chefe de familia?
Sam Inalrugial primirio Incomplato a
Primana complets! gindsio ncomplelo 1
Ginasio complato! colegial incomplelo E]
Colegial comple ysuperiorn insanmgets 5
Superiar completn 10
TOTAL:
CLASSE ABIPEME
CLASSE PONTOS
A 350U+
B 21434
C i0a 20
[} 05a09
E 00 a 04
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