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AL’TERA[}ﬁES ENCONTRADAS EM CEREBROS DE )
INDIVIDUOS ACIMA DOS 65 ANOS E SUA CORRELAGAQ
COM DEMENCIA DE ALZHEIMER

LIANA LISBOA FERNANDEZ* ; LiGIA M.BARBOSA-COUTINHO**

RESUMO - Foram estudadas 12 amostras de cérebros de individuos acima de 65 anos. Estas amostras foram
submetidas a trés técnicas com o objetivo de se detectar placas senis ricas em B-amildide: imuno-histoquimica para
B-amiléide; técnica de Glees; técnica da hematoxilina-cosina. Foram detectadas diferencas significativas entre o
nimero de placas encontradas nas diferentes técnicas, o que salienta a possibilidade de diagnésticos falsos-negativos
na doenga de Alzheimer. A técnica de imuno-histoquimica mostrou-se mais eficiente. Foram submetidos a teste
estatistico o niimero de placas encontradas no cértex e no hipocampo e comparadas, assim coma o niimero de placas
encontradas num hemisfério e no outro, sem diferengas significativas. Segue-se revisio da literatura quanto aos
achados neuropatoldgicos da doenga de Alzheimer, assim como da significincia do B-amildide.

PALAVRAS-CHAVE: doenga de Alzheimer, placas senis, B-amiloide.

Changes found in the brain of people over 65 years old and their correlation with Alzheimer disease

ABSTRACT - Twelve brains of individuals with more than sixty-five years were studied. These samples were
submitted to three techniques, with the objective to detect senile plaques which the major component was the 3-
amyloid: -B -amyloid immunohistochemistry; Glees technique; and haematoxilin-eosin technique. We detected
significant differences between the number of senilc plagues found in different techniques. B8-amyloid
immunohistochemistry was more efficient. This is very important because we can underdiagnosis Alzhcimer’s discase
when the most adequate technique is not used. The statistical analysis showed no significant differences neither
between the number of cortical plaques and the hipocampal plaques,nor between the number of plaques in both
hemispheres. A literature review about neuropathological findings and 8-amyloid importance was done.

KEY WORDS: Alzheimer disease, senile plaques, B-amyloid.

Deméncia € um estado confusional crdnico e progressivo, que € geralmente causado por
doencas degenerativas do cérebro ou por miltiplos acidentes vasculares'%2. Nos Estados Unidos,
4 a 5% dos individuos acima dos 65 anos séo acometidos por deméncia. Destes, cerca de 50 a 60%
sdo portadores de doenga de Alzheimer (DA) ' sendo esta a quarta maior causa de morte.” O
diagndstico definitivo de DA s6 € feito através de anormalidades histopatolégicas observadas no
tecido cerebral cortical, obtido tanto em bi6psia quanto em autGpsia, acompanhadas de avaliagio
clinica e laboratorial compativeis.!'¥ A primeira descri¢do das estruturas neuropatoldégicas
encontradas nesta forma de deméncia foi feita por Alois Alzheimer ,em 19077, As alteracGes
neuropatolégicas mais frequentemente encontradas na DA sf@o os enovelados neurofibrilares e as
placas scnis, ricas em 8-amildide”'*'>?"-¥. Atualmente , o significado dos achados histopatoldgicos
desta doenga estd sendo rediscutido, porque essas estruturas podem também ser encontradas em
pacientes idosos sem deméncia®!!1617,
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Para tanto , faz-se necessario um estudo que comprove quais sdo as técnicas fidedignas na
detecgd@o destas anormalidades. Este € o objetivo principal do presente estudo.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados 12 cérebros de individuos entre 65 e 87 anos, coletados em necropsias realizadas no IML
(Instituto Médico Legal) de Porto Alegre, RS, no periodo de maio a agosto-1994.

Ap6s periodo de fixagdo de 7 dias o lobo temporal foi seccionado e incluido em parafina. Foram feitas
1iminas seriadas de c6rtex temporal, hipocampo, tanto do lado direito (D), como do esquerdo (E). Em dois cérebros
s6 foi possivel aproveitar o cértex temporal E. Essas 1dminas foram submetidas a trés tipos de técnicas de coloragio:
1. técnica de rotina com hematoxilina-eosina; 2. técnica para evidenciar neurofibrilas de Glees (prata); ¢ 3. técnica
de imuno-histoquimica para detectar -amil6ide, pela avidina-biotina-peroxidase, potencializada com dcido férmico
¢ microondas.

Fez-se a contagem do nimero de placas senis encontrado em 7 campos microscépicos, num aumento de
200x, nas diferentes técnicas, e calculou-se a média de cada grupo e para cada drea estudada. Comparou-se também
o niimero de placas encontrado no hipocampo ¢ cértex temporal €, entre hemisfério E e D, através da técnica de
imuno-histoquimica para 8-amildide.

Aplicou-se o teste cstatistico de Wilcoxon para os tr€s achados, por ser este teste adequado para estudo de
duas amostras relacionadas e levar em consideracdo a diferenga obtida entre os pares de informagdes, atribuindo
maior ponderagio i diferenga de maior valor.

RESULTADOS

Dos 12 cérebros estudados, 4 eram de individuos que estavam entre 60-69 anos, 3 entre 70-
79 anos e 5 entre 80-89 anos. Quatro individuos eram do sexo feminino e 8 do masculino.

Na Tabela 1, compara-se a média do nimero de placas senis de 12 1dminas da mesma drea,
coradas pela técnica de Glees e imuno-histoquimica. O teste de Wilcoxon mostrou diferenga
significativa entre as duas técnicas, podendo-se afirmar que a técnica do B-amildide é mais eficiente
que a de Glees com 99,5% de confianga.

Em relag@o a técnica dc hematoxilina-eosina, ndo se conseguiu detectar qualquer placa
senil em todas as 1dminas, no aumento de 200x, mesmo conhecendo-se o lugar onde elas se
encontravam pela técnica de imuno-histoquimica. Portanto, esta técnica ndo foi considerada adequada

i o ) para pesquisa de placas senis.
Tubelu 1. Niimero médio de placas senis encontrado

em 12 ldminas de uma mesma drea temporal. Segundo o National Institute on Aging
(NIA) existe um mimero minimo de placas senis,
Coloragio Coloragio para diferentes grupos etdrios, para considerar-
Caso Glees B-amilGide se neuropatologicamente o diagnéstico de DA':
: 11 12.0 até 50 anos € necessdrio mais de 2-5 placas e
2 0:3 2,5 para idade maior ou igual a 50 anos, mais de
3 26 2.8 8;maior ou igual a 60 anos, mais de 10;maior ou
4 30 9.5 igual a 76 anos, mais de 15 placas.
5 3.0 19.8 Segundo a Tabela 2, observamos que, pela
g i(: ZSO técnica de QIees, nenhum im.iivfduo alcanga o
8 6‘3 8:9 nmimero minimo de placas senis por faixa etdria,
9 36 31.8 que permita constatar anatomopatologicamente
10 0.7 6,8 o diagndstico de DA. J4, pela técnica de imuno-
11 0,3 6,5 histoquimica, 3 individuos seriam considerados
12 3,0 4,7 portadores de DA pelo niimero elevado de placas

senis, caso conhecéssemos sua hitéria clinica e
Teste de Wilcoxon p=0,05 cla fosse compatfvel.
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Figura 1. Em cima, Técnica H-E, objetiva 20x; no meio, Técnica de Glees, objetiva
20x; em baixo, Técnica de Imuno-histoquimica f3-amiléide, objetiva de 20x.
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placa senil, objetiva 63x; em baixo, Técnica de imuno-histoquimica f3-amiléide: placa

senil, objetiva 63x.
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Tabela 2. Relagao entre v miimero médio de placas
senis e a idade dos pacientes.

Tabela 3. Relagdo entre o niimero médio de placas
senis encontrado pela técnica imuno-histoquimica
para f3-amilGide no cortex e hipocampo.

Caso Idade N° placas Ne placas técnica
técnica Glees B-amildide N° Hipocampo Cértex

1 81 1,3 12,0 1 12,0 8.2
2 80 0.3 23 2 9.1 10,0

3 74 2.6 2,8 3 8,7 8,7

4 66 3,0 9,5 4 9,5 6,2
5 68 3,0 19,8* 5 19,8 22,4
6 79 43 17,0* 6 143 16,7

7 87 5,0 8.8 7 17,0 7,2

8 65 6.3 8,9 8 11,7 4,1

9 83 3,6 31,8* 9 72 7,0
10 86 0,7 6.8 10 88 9.0

11 73 03 6,5 11 59 6,2
12 65 3,0 4,7 12 89 [1,8
13 13,2 82
*Casos em que o niimero de placas ultrapassa aquele estabelecido 14 318 22,2
pelo NIA e que seriam considerados como portadores de doenga 15 6,1 4.8
de Alzheimer. 16 6,8 4,0
17 14 6.1

A Tabela 3 nos mostra o niimero de placas 18 6,5 34

senis encontrado em laminas do hipocampo 9 44 7.4
comparado com laminas do cértex temporal 20 47 4.4

ipsilateral. Ambas as 1dminas foram coradas
pela mesma técnica: imuno-histoquimica para
3-amiléide. Dois casos ficaram fora por nio
termos hipocampo nem cértex contralateral.
Aplicando-se o teste de Wilcoxon nfio houve
diferenga significativa entre o mimero de placas
encontrado no hipocampo e cértex temporal.

Na Tabela 4, comparamos o niimero de
placas senis encontrado no hemisfério E ¢ D,
respectivamente (hipocampo D com hipocampo
E, cortex D com cértex E).Dois casos ficaram
fora por falta de material. Ndo houve diferenca
estatistica significante pelo teste de Wilcoxon ,
apesar de haver tendéncia de maior niimero de
placas no hemisfério D.

As Figuras 1 e 2 ilustram os achados.
DISCUSSAD

A diferenga do nimero de placas senis
encontrada entre a técnica de imuno-histoqui-
mica para -amilSide e a técnica de Glees € de
extrema importancia, pois a DA pode estar
sendo subdiagnosticada quando se utiliza a
técnica da prata. Por outro lado, o nimero de
placas senis em individuos idosos normais pode
ser muito maior.

Tabela 4. Relagdo entre o niimero médio de placas
senis encontrado pela técnica imuno-histoguimica
para f3-amildide no hemisfério cerebral E e D.

Ne° Esquerdo Direito
| 12,0 9.1
2 82 10,0
3 9,5 8,7
4 6,2 8,7
5 14,3 19,8
6 16,7 224
7 11,7 17,0
8 4,1 72
9 72 88
10 7.0 9.0
11 89 59
12 11,8 6.2
13 13,2 31,8
14 82 22,2
15 6,8 6,1
16 4,0 4.8
17 1.4 6,5
18 6,1 34
19 4,7 4.4
20 4,4 74
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Hauw e col. registram relagfo linear entre o estado intelectual do indivfduo e o nimero de
placas senis encontrado''. E necessério salientar que nesse estudo a pesquisa das placas senis foi
realizada basicamente utilizando coloragdo pela prata®. O uso de técnica mais sensivel poderd
alterar esta rclagdo.

Kemper rclataque placas senis ocorrem em pequeno nimero no cértex cerebral de individuos
idosos. Naqueles com DA, elas ocorrem tanto no cértex quanto no hipocampo, amigdala e espalhadas
em localizagGes subcorticais'. Em nosso estudo ndo se detectou diferenga significativa entre o
nimero de placas senis encontrado no hipocampo e no cértex temporal, utilizando-se a técnica de
imunohistoquimica para o B-amiléide.

Nido temos a histéria clinica dos individuos que compdem nossa amostra, mas salientamos a
importancia de que novos estudos sejam realizados em individuos idosos normais e com DA clinica,
utilizando-se a técnica de imuno-histoquimica para B-amiléide na pesquisa de placas neuriticas,
para melhor correlacdo clinico-patolégica desses casos.

Kemper nio encontra diferengas estatisticas do nimero de placas senis nos hemisférios D ¢
E, tanto em individuos normais quanto com DA'S, O presente estudo demonstrou também que nio
houve diferenga estatistica do niimero de placas encontradas em ambos hemisférios.

Revisando a literatura, encontramos diversos estudos™4!0:14.15.18-2023.2426 reglizados e em
andamento, buscando desvendar os possiveis e miiltiplos caminhos que desencadeiam a DA. A
maioria deles parte do principio que o B-amildide depositado seria direta ou indiretamente téxico
levando os neurdnios a morte. Tenta-se explicar a deposi¢do acelerada do -amiléide no cérebro,
através de mutagBes genéticas®®. Especial atengfo tem sido dedicada ao gen APOE, que se relaciona
com a maioria dos casos de DA (casos esporddicos e familiares de inicio tardio)®.

Outro aspecto interessante no estudo da DA € a pesquisa de protefnas proteases ,res-
ponsdveis por diferentes clivagens da proteina precursora do amiléide, originando o A,-amildide,
através de cultura de células¥'319232 A partir desses estudos, drogas poderfo ser desenvolvidas
evitando a progressdo da doenga.

Este estudo permitiu, ainda, padronizar a técnica de imuno-histoquimica para 3-amildide e
comprovar sua eficiéncia em relacdo a técnica de Glees. A nosso ver, a técnica de imuno-histoquimica
é a mais indicada para pesquisa deste peptideo.
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