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RESUMO

RIBEIRO, L. R. T. Doenga de Alzheimer: Biomarcadores e o papel do perfil
inflamatorio no liquido cefalorraquidiano (LCR). Dissertacdo do Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas. Salvador: Departamento de Ciéncias da Vida, Universidade do Estado
da Bahia, 2020.

Introducédo: A doenca de Alzheimer (DA) é uma doencga crdnica, progressiva e
irreversivel que afeta a estrutura e a funcado do cérebro humano. Acredita-se que o
acumulo de peptideos beta amiléides e a formacdo de emaranhados neurofibrilares
sejam os caminhos para a lesdo neuronal na DA. Objetivos: Investigar a correlacéo
entre biomarcadores de neurodegeneracdo e o perfil inflamatorio no liquido
cefalorraquidiano de pacientes com DA e Transtorno cognitivo leve (TCL). Materiais
e métodos: Este trabalho esta dividido em 02 etapas. Na primeira etapa foi realizado
um estudo observacional, transversal, analitico envolvendo 51 pacientes com
diagnostico de TCL ou DA. Os dados dos prontuarios médicos, incluindo marcadores
bioquimicos, resultados do painel inflamatério e caracteristicas clinicas relacionadas
aos biomarcadores do LCR (p-tau, t-tau e AB 1-42), foram revisados, plotados e
analisados. Na segunda etapa, foi realizado uma serie de casos por amostragem de
conveniéncia de 06 pacientes do laboratério de liquorologia da bahia que foram
submetidos a analise dos biomarcadores e a todo o painel inflamatério do LCR. O
projeto de pesquisa foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da UNEB sob o
CAAE 22913919.4.0000.0057. Resultados e Discussdo: Nossa populacdo foi
composta por 27 homens (52,9%) e 24 mulheres (47,1%), com média de idade de 73
anos (x 10,14). Foi encontrada uma correlagdo positiva ndo linear entre a lactato
desidrogenase (LDH) e os niveis de p-tau (r: 0,548; p <0,001) e t-tau (r: 0,757; p
<0,001). Uma correlacdo negativa entre os niveis de lactato e p-tau no LCR (r: 0,399;
p <0,005) e uma correlacdo positiva entre aspartato aminotransferase (AST) e os
niveis de p-tau no LCR (r: 0,489; p <0,001). A correlacdo positiva entre os niveis de
LDH e proteina tau aponta para um papel potencial do estresse oxidativo na DA. Além
disso, a correlacao negativa entre os niveis de lactato e p-tau no LCR pode sugerir
um efeito prejudicial da proteina tau no metabolismo celular. Consideracdes finais:
Biomarcadores oxidativos, hemoliticos e inflamatérios podem ser considerados
moléculas promissoras na investigacdo auxiliar da DA. Simplicidade técnica, baixo
custo e sua associacao potencial com os niveis de p-tau e t-tau devem encorajar a
busca de uma melhor compreenséo do papel da LDH e do lactato na fisiopatologia,
acompanhamento médico e como potenciais alvos terapéuticos da DA.

Palavras-chave: (Doenca de Alzheimer; p-Tau; T-tau; neuroinflamacao; lactato;
LDH).



ABSTRACT

RIBEIRO, L. R. T. Alzheimer's disease: Biomarkers and the role of the inflammatory
profile in cerebrospinal fluid (CSF). Master's Dissertation in Pharmaceutical Sciences.
Salvador: Department of Life Sciences, Bahia State University, 2020.

Introduction: Alzheimer's disease is a chronic, progressive, and irreversible disorder
that affects the structure and function of the human brain. The accumulation of amyloid
beta peptides and the formation of neurofibrillary tangles are thought to be the
pathways to neuronal injury. Objective: To investigate the correlation between
biomarkers of neurodegeneration and the inflammatory profile in the cerebrospinal fluid
(CSF) of patients with AD and mild cognitive impairment (MCI). Methods: An analytical,
cross-sectional observational study involving 51 patients diagnosed with MCI or AD
was carried out. Data from medical records, including biochemical markers,
inflammatory panel results, and clinical characteristics related to CSF biomarkers (p-
tau, t-tau, and Ap 1-42), were reviewed, plotted, and analyzed. In the second phase, a
series of cases was carried out by sampling for convenience of 06 patients from the
licorology laboratory in Bahia, which identified the analysis of biomarkers and the entire
inflammatory panel of the CSF. This study was reviewed and approved by the Bahia
State University (UNEB) Research Ethics Committee under the protocol no.
22913919.4.0000.0057. Results and Discussion: Our population consisted of 27
men (52.9%) and 24 women (47.1%), with a mean age of 73 years (+ 10.14). A positive,
nonlinear correlation between lactate dehydrogenase (LDH) and both p-tau (r: 0.548;
p <0.001) and t-tau (r: 0.757; p < 0.001) CSF levels was found. A negative correlation
between lactate and p-tau CSF levels (r: 0.399; p < 0.005) and a positive correlation
between aspartate aminotransferase (AST) and p-tau CSF levels (r: 0.489; p < 0.001)
were also observed. The positive correlation between LDH and tau protein levels
points to a potential role for oxidative stress in AD. In addition, the negative correlation
between lactate and p-tau CSF levels may suggest a detrimental effect of tau protein
on cell metabolism. Conclusions: Oxidative, hemolytic, and inflammatory biomarkers
may be considered promising molecules in the ancillary investigation of AD. Technical
simplicity, low cost, and their potential association with p-tau and t-tau levels should
encourage the pursuit of a better understanding of the role of LDH and lactate in AD
pathophysiology, medical follow-up, and as potential therapeutic targets.

Keywords: (Alzheimer's disease; p-tau; t-tau; neuroinflammation; lactate LDH).
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1. INTRODUGCAO

A doenca de Alzheimer (DA) € uma afeccdo neurodegenerativa progressiva e
irreversivel que afeta a estrutura e a funcéo do cérebro humano, comprometendo a
mem©éria episddica, orientacdo e tomada de decisdo (PORTELIUS et al.,, 2017).
Aproximadamente 47 milhdes de pessoas sofrem com deméncia no mundo, sendo de
10 milhdes a incidéncia de casos novos (KOYCHEV et al., 2017; PORTELIUS et al.,
2017; WAALWIJK VAN DOORN, VAN et al., 2017).

Alois Alzheimer descreveu a DA em 1906, estando hoje categorizada como a
forma mais prevalente de deméncia, correspondendo a 50-60% de todos o0s casos.
A partir dessa descoberta, cientistas fizeram notaveis progressos na compreensao da
da DA, embora apenas na década de 1980 duas moléculas primordiais na
fisiopatologia da doencga, as proteinas beta amildide (AB) e tau, foram identificadas
(AISEN et al., 2017; PORTELIUS et al., 2017). Sua fisiopatologia se desenvolve
através do acumulo extracelular de peptideos beta amiléides em placas e
emaranhados neurofibrilares intracelulares contendo proteina tau hiperfosforilada
(KOYCHEV et al., 2017).

A definicdo clinica de DA foi historicamente considerada provavel pela
exclusdo de outras etiologias possiveis em um paciente com sindrome demencial e
nao através de provas da patologia da DA. O diagnéstico se baseia em critérios
clinicos como historia médica, testes neuropsicoldgicos, neuroldgicos e exame fisico.
No entanto, esses critérios possuem baixa acuracia diagnéstica (sensibilidade: 71-
88%:; especificidade: 44-71%) (WAALWIJK VAN DOORN, VAN et al., 2017). Com os
avangos da pesquisa basica e o reconhecimento de que, como em muitas doencas,
as alteracdes fisiopatologicas iniciam-se anos antes dos sintomas clinicos,
ferramentas para o diagnéstico da DA sédo promissoras no atual contexto (AISEN et
al., 2017). Como exemplo dessas, a tomografia por emissao de pdsitrons amiloides
(PET amil6ide), PET com fluordesoxiglicose (FDG PET), ressonéancia magnética
cerebral estrutural e andlise de proteinas do liquido cefalorraquidiano (LCR). Essa
tltima, ao apresentar reducao das concentracdes do peptideo beta-amildide 1-42 (AR
1-42), elevacao dos niveis das proteinas Tau total (t-Tau) e Tau fosforilada (p-Tau) €&
considerada a assinatura patoldgica de prognéstico e de diagndstico da DA
(ALEXOPOULOS et al., 2016; WAALWIJK VAN DOORN, VAN et al.,, 2017). Em
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individuos cognitivamente higidos, niveis anormais de AB 1-42 podem ser detectados
10 a 20 anos antes dos sintomas clinicos da DA (WAALWIJK VAN DOORN, VAN et
al., 2017).

O atual modelo fisiopatologico para o desenvolvimento da DA obedece uma
ordem temporal de alteracdes cerebrais. A deposi¢cdo de proteina amildide ocorre
precocemente, mas ndo causa diretamente os sintomas. Em seguida, ha lesbes
neuronal e sinaptica (neurodegeneracéo) que sdo acompanhadas de atrofia cerebral.
A fase prodrémica da DA se caracteriza clinicamente por transtorno cognitivo leve
(TCL) que é acompanhado de mudancas na bioquimica do cérebro, as quais sao
espelhadas no LCR em biomarcadores preditores da progressao de TCL para DA
(FROLICH et al., 2017).

Recentemente, os biomarcadores no LCR passaram a fazer parte dos critérios
diagndsticos da DA com acuracia superior a 85%. No entanto, esses biomarcadores
séo influenciados por fatores confundidores como a pré-andlise, o volume coletado e
a prépria senescéncia (WAALWIJK VAN DOORN, VAN et al., 2017).

Apesar das dificuldades supracitadas, os avancos no conhecimento sobre
biomarcadores provocaram mudancas no entendimento da DA, seja no espectro
clinico-fisiopatoldgico, ou até mesmo na distingéo dos diversos estratos dos disturbios
demenciais. A partir desse novo escopo, surge espaco para diagnostico precoce,
acompanhamento direcionado e novas rotas terapéuticas (AISEN et al., 2017).
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2.JUSTIFICATIVA

Estima-se que 47 milhdes de pessoas no mundo apresentam 0s sinais de
deméncia com aumento progressivo associado a senescéncia. A DA é um grave
distarbio neurodegenerativo do cérebro caracterizado por perda de memoaria e declinio
cognitivo. A maioria dos casos de DA € esporadico - idade de risco > 60 anos - e
menos de 2,5% tém herangca monogénica. Estima-se que, em 2050, aproximadamente
80 milhdes de pessoas sofrerdo de DA no mundo. O diagnostico definitivo desta
doenca requer avaliacao clinica e verificagcdo post mortem da patologia da DA (placas
amiléides e emaranhados neurofibrilares). Portanto, € um desafio identificar e
estabelecer um sistema confiavel de biomarcadores substitutos com objetivo de
diagnosticar e predizer a progressao da doenca. (BLOUDEK et al., 2014; HEBERT et
al., 2013).

Um provavel diagnéstico de DA pode ser estabelecido com base em critérios
clinicos, incluindo histérico médico, exame fisico, exames laboratoriais, neuroimagem
e avaliacdo neuropsicolégica. Apesar disso, o diagndstico precoce e preciso da DA
ainda é dificil, pois os sintomas iniciais da doenca estdo presentes em uma variedade
de distarbios. Nesse contexto, um biomarcador ideal para DA deve distingui-la de
outros tipos de deméncia, como deméncia vascular, deméncia frontotemporal (DFT)
ou deméncia por corpos de Lewy (DCL), apresentando para isso uma boa
sensibilidade e especificidade, possibilidade de reproducdo interlaboratorial,
mensurabilidade em testes ndo invasivos, faceis, de rapida execucado e baixo custo,
com amostras estaveis que possibilitem um transporte facil e barato, aléem de serem
capazes de direcionar terapéutica especifica. (FERREIRA, et al., 2014; HUMPEL,
2011).

Fazer a distingcdo entre DA e outras deméncias € um passo essencial para
orientar a terapia e aconselhar paciente e cuidador. As diretrizes clinicas sédo sensiveis
no diagnostico da DA, mas geralmente tém especificidade de apenas 50 a 60%. Um
significativo numero de falsos positivos pode levar ao tratamento clinico
desnecessario quando embasado apenas nos critérios clinicos. Nessa perspectiva,
o Instituto Nacional do Envelhecimento e a Associagédo de Alzheimer reconheceu, em
2010, o crescente papel dos biomarcadores para auxiliar no diagnostico da DA. Esses
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biomarcadores fazem parte do novo padréo de atendimento a DA. Tecnologias como
Ressonancia magnética (RM), tomografia computadorizada de emissao de féton Gnico
(SPECT), tomografia computadorizada (TC) e marcadores no liquido
cefalorraquidiano (LCR) ja estdo incorporadas a pratica clinica, mas muitos outros
biomarcadores tem se mostrado promissores. (BLOUDEK et al., 2014; FERREIRA, et
al., 2014; HUMPEL, 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel dos biomarcadores e do perfil inflamatorio no LCR de pacientes com

transtorno cognitivo leve e DA.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar a correlacao entre os biomarcadores, perfil bioquimico e inflamatério no LCR

em pacientes com transtorno cognitivo leve e DA,

Determinar a correlacdo do perfil clinico dos pacientes com comprometimento
cognitivo leve, doenca de Alzheimer e outras deméncias com o0s biomarcadores e

perfil inflamatério no LCR.
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4. ADOENCA DE ALZHEIMER

4.1 DEFINICAO

4.1.1 Deméncia

As deméncias correspondem a uma ampla categoria de doencas cerebrais
que levam a uma reducao gradual das func¢des cognitivas. O diagnéstico de deméncia
se embasa na historia clinica, percepcdo de deficits cognitivos, investigacdes
complementar incluindo geralmente exames de sangue e de imagem para afastar
outras possiveis causas ou fornecer evidéncias a favor de um dado diagnéstico. Desta
forma a deméncia é diagnosticada quando o paciente apresenta sintomas cognitivos
ou comportamentais que sado capazes de interferir nas atividades laborais e da vida
diaria, representando um declinio em relacdo a funcionalidade prévia e estas
alteracdes sao identificadas por um clinico habilidoso sendo corroboradas por uma
avaliagcdo cognitiva formal. Além disso, deve ser descartado a possibilidade de
delirium ou transtorno psiquiatrico (ZETTERBERG, ROHRER E SCHOTT, 2018;
MCKHANN et al., 2011).

Apesar de a DA ser o tipo mais comum de deméncia, outros tipos como
deméncia vascular, deméncia com corpos de Lewy e deméncia frontotemporal
também sdo prevalentes na populagdo. Entre as causas menos comuns incluem-se
a doenca de Parkinson e sindromes parkinson plus, causas infecciosas e metabdlicas
como deméncia associada ao virus da imunodeficiéncia humana e doenca de
Creutzfeldt — Jakob. Uma caracteristica marcante da maioria das deméncias
degenerativas € a presenca de depdsitos proteicos patoldgicos no tecido cerebral, tais
como, a-sinucleina, ubiquitina, tau e amiloide conforme figura 1. No entanto, ha
também um relagdo das deméncias com multimorbidades sugerindo que esses
depdsitos proteicos podem interagir e ser influenciados por outros fatores de risco
(KAERST et al., 2013; MCFARLAND, 2016; ZETTERBERG, ROHRER E SCHOTT,
2018).
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FIGURA 1 - SOBREPOSIGAO CLINICO-PATOLOGICA DAS PROTEINOPATIAS
NEURODEGENERATIVAS
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Degeneracéao corticobasal

Fonte: Adaptado de MCFARLAND (2016).

Legenda: ELA = esclerose lateral amiotréfica; DFT= deméncia frontotemporal; DLFT-U =

degeneracéo lobar frontotemporal com ubiquitina; TDP-43 = Proteina de ligacdo a DNA-43.

4.1.1 Doenca de Alzheimer

A DA é uma doenga complexa que pode ser definida como uma proteinopatia dupla

que se caracteriza por acumulo e extracelular de peptideos B-amiloides e agregados
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intracelulares da proteina tau que formam emaranhados neurofibrilares e microtabulos
fosforilados. Associado a perda de sinapses e neurodegeneracdo desencadeando
comprometimento de memaria e outros déficits cognitivos. Para sua identificacdo &
necessario que o paciente preencha critérios para deméncia associado a evolucao
insidiosa e auséncia de outros quadros demenciais. (BEJANIN et al., 2017,
MCKHANN et al., 2011; WEINER et al., 2015)

4.2. EPIDEMIOLOGIA

A DA é uma doenca degenerativa cerebral e, atualmente, € a causa mais
comum de deméncia no mundo. As deméncias sdo caracterizadas por declinio das
funcBes corticais superiores como a memoéria, a linguagem e a resolucdo de
problemas, situacdo que afeta a capacidade de o individuo realizar suas atividades da
vida diaria. Na DA, a destruicdo dos neurbnios atinge diversas areas do cérebro,
incluindo as relacionadas com funcbes basicas como caminhar e deglutir. Desta
forma, nos estagios finais da doenca os individuos sédo acamados e exigem cuidados
continuos. Estima-se que, nos Estados Unidos da América (EUA), 5,4 milhbes de
pessoas tenham a DA. Desses, 5,2 milhdes tém 65 anos ou mais e 200.000 mil
individuos tém menos de 65 anos, estes ultimos classificados como DA de inicio
precoce. (ASSOCIATION ALZHEIMER, 2016).

A Da se caracteriza como uma doencga cronico degenerativa com amplo gap
entre o periodo pré-sintomatico, altera¢des bioquimicas no cérebro e surgimento dos
sintomas clinicos. A incidéncia de deméncia dobra a cada 10 anos acima dos 60 anos
de idade. Alguns estudos demonstram reducdo da prevaléncia de deméncia em
paises de alta renda, sendo os niveis educacionais, a prevencao e o tratamento de
doencas vasculares apontados como variaveis importantes para esses resultados. Ao
avaliar apenas a populacdo com mais de 65 anos, uma em cada nove pessoas (11%)
tem DA. Considerando-se os individuos com 85 anos, a porcentagem sobe para 32%.
Esses valores irdo aumentar nos EUA nas proximas décadas a medida em que ocorre
o envelhecimento da geracao “baby boom”, que surgiu no periodo pés segunda guerra

mundial, provocando aumento da populacéo de individuos com DA principalmente no
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subgrupo com mais de 85 anos (figura 2) (ASSOCIATION ALZHEIMER, 2016;
GRASSET et al., 2016; HEBERT et al., 2013).

FIGURA 2- NUMERO ESTIMADO DE PESSOAS COM DA NOS EUA EM 2010 E PROJEGCOES ATE
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Fonte: Adaptado de HEBERT et al. (2013)

Nos pacientes em desenvolvimento a projecdes que preveem o0 aumento da
DA séo proporcionalmente muito maiores que na Europa Ocidental e EUA, ja que
possuem populacdes ainda mais jovens. Estimativas confiaveis da prevaléncia de
deméncia de inicio precoce e DA antes dos 65 anos sdo escassas. Mas a prevaléncia
de deméncia antes dos 50 anos € inferior a 1 por 4000 pessoas, com
aproximadamente 30% dos casos devido DA. O numero e a proporcao estimados de
individuos que tém DA na maioria dos estudos atuais sdo baseados nos critérios
diagnosticos para DA que séo utilizados desde 1984. Esses critérios s6 sao aplicaveis
apos o inicio dos sintomas, ao contrario dos critérios e diretrizes revisados pelo

Instituto Nacional do Envelhecimento e pela Associacdo de Alzheimer publicados em
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2011, em que se propde que a DA comece anteriormente ao inicio dos sintomas.
Sendo assim, se a DA pode ser diagnosticada com precisao antes mesmo que se
desenvolvam os sintomas, o total de pessoas acometidas € muito maior do que 0s
valores estimados atualmente (ASSOCIATION ALZHEIMER, 2016; MCKHANN et al.,
2011; SCHELTENS et al., 2016).

A prevaléncia das deméncias, principalmente atribuida a DA ou DA mista, esta
aumentando globalmente. Em 2030, o numero de individuos no EUA com deméncia
terd aumentado 35% e potencialmente ira triplicar até 2050. A prevaléncia da DA
apresenta correlacdo positiva com o avanco da idade e dobra a cada 5 anos em
individuos de 65 a 85 anos saindo de aproximadamente 1% a 2% aos 65 anos, para
mais de 30% a 50% aos 85 anos. Ao avaliar americanos com mais de 60 anos, 16%
tém TCL. Os dados sobre DA séo limitados nas demais regides do mundo. Uma
revisdo sistematica de 2013 sugeriu que na China a prevaléncia de deméncia
aumentou, mas estes resultados foram contestados por outra revisdo em que a
alteracdo dos critérios diagnostico e variacdo de metodologia foram levados em
consideracdo. Em estudos sobre asiaticos € observado uma aparente mudanca da
prevaléncia de deméncia vascular, que costumava ser mais comum, para a Doenca
de Alzheimer, chegando a uma propor¢cdo semelhante aos paises ocidentais (ATRI,
2019; GRASSET et al., 2016; SCHELTENS et al., 2016).

Comparando as populagdes regionais com idade maior que 60 anos, acredita-
se que as do EUA e Europa Ocidental exibam a maior prevaléncia e taxa de incidéncia
de deméncia atualmente, sendo seguidas pelas da América Latina, China e seus
vizinhos do Pacifico Ocidental, (Figura 3). Padrbes semelhantes sdo observados na
prevalencia e incidéncia de DA. A prevaléncia de DA no Brasil ainda € pouco
conhecida. Um estudo realizado na populacdo da cidade de Catanduva, no estado de
S&o Paulo, identificou que 7,1% da populacdo acima dos 65 anos apresentava
deméncia, sendo 55,1 % dos casos por DA. Além disso, nesse estudo houve aumento
da prevaléncia atrelada ao envelhecimento e uma associagao inversa com o nivel
educacional. Estimativas sugerem que o Brasil tem a segunda maior prevaléncia de
DA entre 195 paises analisados (EMILIO ET AL., 2002; NICHOLS ET AL., 2019;
REITZ E MAYEUX, 2014).
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FIGURA 3. (A) PREVALENCIA GLOBAL DE DEMENCIA (%) (B) TAXAS DE INCIDENCIA
DE DEMENCIA (POR 1000 INDIVIDUOS DA POPULAGAO)
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Fonte: REITZ; MAYEUX (2014).

A DA é mais prevalente em mulheres do que em homens. Quase dois tercos
da populacdo dos EUA com DA sdo mulheres. Ou seja, dos 5,2 milhdes de pessoas
acima dos 65 anos com Alzheimer, 3,3 milhdes sdo mulheres e apenas 1,9 milhdes
sdo homens. Varias raz6es podem explicar porque a DA é mais comum em mulheres
do que em homens. A principal hipétese é que essa diferenca se deve ao fato de que
as mulheres vivem, em média, mais do que os homens e a idade avancada é o
principal fator de risco para DA. Em contrapartida, varios estudos avaliando a
incidéncia da DA ndo conseguiram encontrar diferenca significativa entre homens e
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mulheres. No entanto, novas pesquisas sugerem que o risco pode ser maior para as
mulheres, devido diferencgas bioldgicas, genéticas ou até pelas variadas experiéncias
de vida. Um grande estudo mostrou que o gendtipo APOE4, um importante fator de
risco genético para a DA, pode ter uma associacao mais forte com a DA em mulheres.
Além disso, algumas evidéncias sugerem uma interagdo entre o genétipo APOE4 e o
horménio sexual estrogénio (ALTMANN et al., 2014; ASSOCIATION ALZHEIMER,
2016; CHENE et al., 2015).

4.3. FATORES DE RISCO E GENETICA

Os fatores de risco classicos associados a DA séo a idade, historia familiar de
deméncia, mutacbes herdadas em genes que afetam a amildide no cérebro e
o alelo da apolipoproteina E (APOE) epsilon 4 (¢4). Pacientes apresentam maior
chance de desenvolverem essa patologia quando possuem um parente de primeiro
grau com deméncia. Individuos com dois ou mais irm&os afetados pela DA de inicio
tardio tém risco trés vezes maior em comparacao a populacdo geral. Cerca de 70%
do risco de desenvolver a DA pode ser atribuido a fatores genéticos. Na DA de inicio
precoce héa alta prevaléncia de mutacdes nos genes APP, PSEN1 e PSEN2 (genes
da proteina precursora de amiloide, presenilina 1 e presenilina 2, respectivamente),
enguanto a DA de inicio tardio esta associada principalmente a polimorfismo do gene
APOE com especial prevaléncia do alelo ¢4 (MCKHANN et al., 2011; SILVA et al.,
2019; VILATELA, MARISOL E YESCAS-G, 2012).

A APOE4 é o principal fator de risco genético para a DA. Ao longo da vida o
risco de desenvolver DA é maior de 50% para homozigotos APOE €4 e de 20-30%
para heterozigotos APOE Epsilon 3 (¢4) e APOE €4. No caso da populagao geral esse
risco é de 11% para homens e 14% para mulheres. APOE €4 tem varios efeitos sobre
a DA. Ele causa interferéncia na depuracao de AB no cérebro, e também é processado
em fragmentos neurotéxicos. (MCKHANN et al., 2011; SCHELTENS et al., 2016)

Utilizando Estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS - genome-wide
association study) foram identificados mais de 20 loci genéticos associados ao risco
de desenvolver DA. Esses genes recém-identificados Estdo associados a vias do

sistema imunologico, resposta inflamatéria, metabolismo de colesterol e lipidios e
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reciclagem de vesiculas endoss6micas. Todos esses fatores provavelmente
interagem com aspectos ambientais e outros mecanismos associados a DA. Esses
polimorfismos séo freqientes na populacdo, mas isoladamente a maioria, contribui
pouco para o risco individual de doenca (figura 4). No entanto, uma dessas mutacdes
que ocorre no gene do TREM2 (receptor de ativacdo expressos em células mieldides
-2), elevou o risco relativo (RR) em 2,9% para o desenvolvimento de DA. O
mecanismo fisiopatoldgico pelo qual essa deficiéncia no gene aumenta o risco de DA
ainda precisa ser melhor esclarecido. O gene do TREM2 é localizado no cromossomo
6p21 e a proteina TREM2 é um receptor com alta expressao na superficie das células
microgliais e possuem a funcdo de modular as respostas inflamatérias e fagocitarias
do sistema nervoso central. A deficiéncia do receptor TREM2 pode reduzir a
capacidade de remocao dos depositos de peptideo AR e desta forma talvez favorecer
0 acumulo de placas amiloides (SCHELTENS et al., 2016; SILVA et al., 2019).

Dos vérios fatores de risco demograficos, como idade, sexo, raca e classe
social, a idade € um dos mais importantes para o declinio cognitivo. Com o avancgar
da idade, a prevaléncia de DA evolui de 19% em individuos de 75-84 anos de idade
para 30-35% nos com mais de 85 anos. Postula-se que a DA poderia ser uma forma
acelerada do processo fisiopatolégico que ocorre no envelhecimento normal com base
na percepcdo que muitas das alteracdes patolégicas identificadas na DA séo
semelhantes, embora com maior gravidade, a aquelas presentes no envelhecimento
normal. As doencas cerebrovasculares e a DA além de compartilharem mudltiplos
fatores de riscos muitas das vezes se sobrepdem. Alteracdes cerebrovasculares
como AVC (acidente cérebro vascular) hemorragico, isquémico, vasculopatias e
alteracbes da substancia branca aumentam o risco de deméncia. A analise pos-
mortem de pacientes com DA, indicam a presenca de doenca vascular do parénquima
cerebral com hemorragias e infartos sendo encontrados em mais de 50% dos casos.
Além disso, os achados neuropatolégicos indicam de 6 a 47% dos individuos com
deméncia tém a ocorréncia também de doenca cerebrovascular. Essas achados
apontam para o0 papel potencial dos mecanismos homeostaticos na DA
(ARMSTRONG, 2019; SILVA et al., 2019).

Alguns estudos indicam que a hipertensdo é capaz aumentar o0 risco de
desenvolver DA. Principalmente quando presente desde a meia-idade ela afeta

negativamente o desempenho cognitivo em idades mais avancadas, pois € capaz de
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desencadear mudancas nas paredes vasculares, levando a hipoperfuséo, isquemia e
hipoxia cerebral. Estudos demonstram que a isquemia cerebral predispde o acumulo
de APP e AB, além estimular a expressao da presenilina, envolvida na Sintese de AB
(CROUS-BOU et al., 2017; SILVA et al., 2019).

FIGURA 4: VISAO GERAL ESQUEMATICA DE GENES LIGADOS A DOENCA DE ALZHEIMER
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Fonte: Adaptado de SCHELTENS et al. (2016).

Nota: As cores mostram os caminhos nos quais esses genes estdo implicados. Os genes que afetam
0 metabolismo de APP estdo circulados em vermelho, enquanto aqueles que afetam o caminho tau
esta circulado em amarelo. As cores interiores fornecem mais informacdes sobre as fung8es dos genes.
Quando ha duas cores, o gene pode ter papéis funcionais em duas vias biolégicas diferentes. Muitos
dos genes estdo relacionados ao processamento ou transporte da APP (borda vermelha ou cor interior

vermelha), sugerindo a importancia do metabolismo de APP na doenca de Alzheimer.
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Estudos epidemiologicos sugerem uma associacdo entre diabetes mellitus
tipo 2 e um risco aumentado de desenvolver DA. Varios mecanismos sdo postulados
para justificar esta associacdo, incluindo resisténcia a insulina, toxicidade da
hiperglicemia e de produtos de glicacdo avancada, dano cerebrovascular e inflamacao
vascular. A resisténcia a insulina € capaz de induzir a agao das B e y-secretases e
causar reducao da depuracao de AP, levando ao seu acumulo cerebral, conforme
demonstrado em modelos animais. Além disso, a resisténcia ou deficiéncia de insulina
induz hiperfosforilagdo da proteina tau (SILVA et al., 2019; TUMMINIA et al., 2018).

O tabagismo pode afetar o risco de desenvolver DA por multiplos mecanismo.
Dentre eles o acumulo de radicais livres que elevam estresse oxidativo, a acéo pro-
inflamatdria sobre o sistema imunoldgico, levando a ativacao fagocitaria. Além do que,
o habito de fumar pode ocasionar doencas cerebrovasculares, que aumentam o risco
de DA conforme ja descrito. Em uma meta-analise que analisou 8 estudos de caso-
controle com afiliacdes a industria do tabaco néo foram identificados efeitos protetores
do tabagismo em relacdo a DA (odds ratio: 0,91, IC 95% 0,75-1, 10). Além disso, 14
estudos de coorte sem associacdo com a industria do tabaco demonstrou um risco de
DA aumentado em fumantes (RR): 1,45; IC 95%, 1,16-1,80) (SILVA et al., 2019; YIN
et al., 2016).

O papel da obesidade como fator de risco para DA permanece inda é incerto,
com grande heterogeneidade nos resultados dos estudos. Uma metanalise evidenciou
que a obesidade (indice de Massa Corporal - IMC 230 kg / m2) durante a meia idade
€ um fator de risco para o desenvolvimento de deméncia (taxa de risco - HR: 1,39; IC
95%: 1,03-1,87), enquanto que na senescéncia a obesidade é inversamente
correlacionada com o risco de deméncia (HR: 0,63; IC 95%: 0,44-0,91) (SILVA et al.,
2019).

4.4. FISIOPATOLOGIA

Os avancos da pesquisa basica sobre DA, nos ultimos anos, aumentaram a
compreensao da historia natural desta doenca. hoje, ja se reconhece que suas

alteracdes fisiopatoldgicas iniciam-se muitos anos antes de surgirem as
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manifestacdes clinicas. sendo assim, o espectro da DA se estende desde individuos
clinicamente assintomaticos até os severamente comprometidos. a definicdo de DA
por sua apresentacao clinica é artificial e muitos esforcos foram feitos na busca por
reconhecer a doenca com base em caracteristicas clinicas e através de
biomarcadores. As principais alteracbes neuropatolégicas da DA sdo as placas
difusas e neuriticas (deposicdo beta amildide extracelular). Apesar disso, a etiologia
da DA é complexa e ainda resta muito a ser elucidado. Claramente ocorre o acumulo
de AB, mas ha controvérsia se o acumulo de AB indica uma progresséo inexoravel
para DA, pois evidéncias sugerem que o acumulo de AR é insuficiente para produzir
0s sintomas da DA, surgindo em algum momento durante a progressao da doenca
fatores adicionais participam da neurodegeneracao regional (AISEN ET AL., 2017;
GANDY; DEKOSKY, 2013).

A patologia Tau € aventada como um facilitador dos efeitos a jusante da
amiloide, através dos emaranhados neurofibrilares (acumulo intracelular da proteina
tau e tau fosforilada). Outrossim, alteracdes sinapticas, mitocondriais, metabdlicas,
inflamatérias, neuronais, no citoesqueleto e mielina também pode desempenhar um
papel na patogénese da DA. Dessa forma, com base no conhecimento atual, os
principais achados histopatolégicos da DA sdo o acumulo progressivo de placas
amiloide com deposicao extracelular da proteina AB, formacdo dos emaranhados
neurofibrilares (NFTs) — feixes intraneuronais de proteina tau incluindo a tau
hiperfosforilada (p-tau) - sob a forma de filamentos helicoidais agregados dentro dos
neurénios. Além disso, observa-se também uma neurodegeneracéo caracterizada por
perda progressiva de neurdnios provocando atrofia nas regides do cérebro envolvidas
nos processos de aprendizagem e memoria, incluindo os lobos frontal e temporal
(Figura 5). No momento, varias linhas de evidéncia sugerem que, na DA, a interagéo
entre AB e tau ocorre de uma forma em que a patologia AR pode conduzir & patologia
tau e vice-versa (AISEN et al., 2017; GANDY E DEKOSKY, 2013; MARK, 2004).

Os aspectos epidemiolégicos estdo em constante modificacdo para a DA. As
novas metodologias diagnosticas, como a deteccao de biomarcadores, se apresentam
na vanguarda tecnolégica, sendo capazes de detectar mudangas neuropatoldgicas in
vivo. Ensaios clinicos randomizados estdo avaliando terapias anti-amildides para
prevencao e tratamento da DA, utilizando biomarcadores de imagem ou do LCR
(GRASSET et al., 2016).
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FIGURA 5- ALTERACOES ANATOMICAS E EXAME DE IMAGEM CARACTERISTICOS DA
DOENCA DE ALZHEIMER

Cérebro normal Alzheimer avangado

Cérebro normal Alzheimer avangado

Adaptado de MARK (2004).

Legenda: a) Comparacédo entre um cérebro saudavel (a esquerda) e um cérebro acometido pela DA (a
direita). b) Imagens de PET Scan demonstrando a captacéo de glicose no cérebro de uma pessoa
saudavel (a esquerda) e um cérebro acometido pela DA (a direita) (cores vermelha e amarela revelam

altos niveis de captagdo de glicose).

Na DA de inicio tardio, a base genética é muito mais complexa, com uma
suscetibilidade provocada por amplo leque de genes, entretanto com menor influéncia
epigenética. Dentre aqueles com maior influéncia para a DA de inicio tardio se destaca
o gene APOE. Os portadores do alelo épsilon 4 tém duas a trés vezes mais chance
de desenvolverem DA quando comparado ao grupo selvagem. Para pacientes
homozigotos para o alelo e4 a chance de desenvolver a DA esta acima de oito vezes

guando comparados ao grupo selvagem. Entretanto, o background genético é ainda
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modulado por varidveis como género, raca e fatores de risco vasculares (NAJ E
SCHELLENBERG, 2016).

A DA de inicio precoce apresenta heranca autossémica dominante no grupo
de genes proteina precursora amildide (APP), presenilina 1 (PSEN1) e presenilina 2
(PSENZ2). Mutac¢bes nesses genes modulam a producéo, agregacgao ou depuracao da
proteina beta amiloide. Tais mutacdes apresentam alta penetrancia, portanto, os
portadores desenvolverdo a doenca durante sua vida. Essas mutacfes devem ser
consideradas também em casos de DA de inicio tardio que apresentem um padrao de
heranca autossomica predominantemente consistente. A deteccdo molecular de
mutacdes nos genes APP, PSEN1 e PSEN2 carregam importantes implicacbes para
0s pacientes e familiares. Nos pacientes sintoméaticos, o aconselhamento genético
deve ser realizado na presenca do responsavel legal do individuo ou de um membro
da familia para assegurar o consentimento informado adequado, entender o objetivo
dos testes, impactos dos resultados, além de possiveis implicagcdes para outros
membros da familia (GRASSET et al., 2016; TONNIES e TRUSHINA, 2017).

Existe certa complexidade na avaliacdo neuropatoldgica da DA, sendo essa
classificada de acordo com trés parametros. O primeiro € o escore de distribuicdo da
placa beta-amildéide, o segundo é o estagio de distribuicdo do emaranhado
neurofibrilar e por fim, o escore de densidade de placa neuritica. A partir destes dados,
as alteracfes neuropatoldgicas sao classificadas em niveis baixos, intermediarios ou
altos. Associam-se a esse escopo 0s dados clinicos, neuropsicolégicos, as
caracteristicas de neuroimagem e os marcadores classicos laboratoriais(GANDY e
DEKOSKY, 2013).

Embora a DA apresente aspectos fisiopatoldgicos ainda a serem esclarecidos,
individuos afetados compartilham da superproducéo e / ou diminui¢cdo da depuracéo
dos peptideos beta-amildides gerados a partir da clivagem endoproteolitica da
proteina madura expressa do gene proteina precursora amildide (APP) e clivada pela
beta-secretase e gama-secretase. A proteina presenilina integra o complexo gama-
secretase, sendo sua expressao controlada pelos genes presenilina 1 (PSEN1) e/ou
presenilina 2 (PSEN2). Mutacbes nesses genes, portanto, parecem facilitar a
producdo de beta-amiloide global, ou formas neurotoxicas de beta-amildide. Apesar
de grandes avancos no entendimento da DA, as discussdes sobre a neurotoxina

definitiva ainda sao incipientes. As evidéncias experimentais apontam 0s pequenos
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agregados de peptideos beta-amildides chamados oligdbmeros, em oposi¢cdo a
agregados maiores chamados fibrilas, como principais responsaveis pela
fisiopatologia da DA (GREMER et al., 2017).

A proteina TAU, tipicamente associada aos microtubulos, aparece como alvo
diagnostico e com papel impar na patogénese da DA. Caracteriza-se como auxiliar na
estabilizacdo e montagem dos microtubulos. A hiperfosforilacdo da proteina TAU na
DA associa-se a formacéo dos filamentos helicoidais pareados (FHP) tau, um
importante componente dos emaranhados neurofibrilares no citoplasma neuronal, os
quais possuem relativa toxidade para as células neuronais, em modelos
experimentais. A progressdo ou disseminagdo da DA parece obedecer a uma
progressao nao uniforme nas regides cerebrais. Esse aspecto pode ser justificado
pela transmisséo aleatoria de formas patolégicas da proteina tau entre os neurdnios
(WYSS-CORAY e ROGERS, 2012).

4.5. QUADRO CLINICO

A DA apresenta sintomas variados entre 0s individuos acometidos.
Entretanto, o sintoma inicial mais comum € um piora gradativa da capacidade de
lembrar-se de novas informacdes. Isso acontece porque as areas cerebrais envolvidas
na formacdo de novas memoérias sdo as primeiras a serem destruidas. Outras
caracteristicas comuns da da sao dificuldades em planejamento ou resolucédo de
problemas, desorientacdo temporal e espacial, déficit visuoespacial, perda de insight,
apatia, depressdo, mudanca de personalidade e humor, ansiedade, agitacdo e

distarbios do sono (ASSOCIATION ALZHEIMER, 2016).

Os sintomas da DA comegam insidiosamente e progridem de forma gradual.
A apresentagdo amnéstica é a forma mais comum de DA, conhecida como “tipica”, e
se caracteriza por deficiéncia precoce na memoria episddica que reflete a patologia
no lobo temporal medial. Além desse perfil cognitivo, outras variantes de DA podem
acontecer, como por exemplo, atrofia cortical posterior, afasia progressiva primaria
logopénica e variante frontal da DA, as denominadas formas “atipicas”. Neste ambito,
algumas dessas sindromes "atipicas" sdo facilmente confundidas com outras

doencgas, como a deméncia frontotemporal (DFT), quando predomina a disfungao
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executiva ou de linguagem, ou a degeneracao corticobasal, quando uma sindrome
corticobasal é evidente. Os sinais e sintomas de deméncia séo percebidos pelas
familias em média 3 anos antes de ser dado um diagndéstico. A medida em que a
doenca avanca, os afetados precisam de ajuda nas atividades basicas da vida diaria,
como tomar banho, comer e vestir-se. Perdem a capacidade de se comunicar e por
fim tornam-se acamados e dependente de cuidados 24 horas por dia. Nessa etapa,
sdo mais vulneraveis a infec¢des, incluindo pneumonia, sendo um dos fatores que
contribui para a morte de pessoas com DA. Embora exista uma ampla faixa, o tempo
médio entre o diagndstico e a morte é de 8-10 anos (ERATNE et al., 2018;
TELLECHEA et al., 2015).

Com base na idade de inicio, pode-se classificar a DA em dois tipos: de inicio
precoce (DAIP, inicio <65 anos) ou de inicio tardio (DAIT, inicio a partir dos 65 anos).
A DAIP constitui 1 a 5% de todos os casos, e a DAIT representa > 95% dos afetados.
Embora a maioria dos estudos mostrem que elas apresentam caracteristicas clinicas
indistinguiveis, a DAIP é geralmente associada a uma progressao clinica mais rapida
e a um padréo de heranca mendeliano. Trés genes (APP, PSEN1 e PSEN2), que
codificam proteinas envolvidas na quebra de Proteina precursora amildide (APP) e
geracao de AP, estao firmemente implicados na fisiopatologia da DAIP. Mutacdes
nesses trés genes, ligadas a DA, exibem alta penetrancia (> 85%), levando a
agregacgao mais rapida de A e consequentemente desencadeando a doenca de inicio
precoce. Dessa forma, eles séo classificados como biomarcadores de diagndéstico da
doenca. Por outro lado, os genes envolvidos na DAIT aumentam o risco da doenca
em um padrdo ndo-mendeliano (KRUEGER e KRAMER, 2010; REITZ e MAYEUX,
2014; TELLECHEA et al., 2015).

4.6. DIAGNOSTICO

Em 1984, um grupo convocado pelo Instituto Nacional de Disturbios
Neuroldgicos, disturbios comunicativos e Derrame (NINCDS) e pela Associacdo de
Doenca de Alzheimer e Disturbios Relacionados (ADRDA) estabeleceu critérios para
o diagndstico clinico da DA. Esses critérios persistiram por mais de 27 anos e foram

validados por diversos estudos com uma sensibilidade 81% e especificidade de 70%,
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sendo amplamente utilizados na pratica médica e em ensaios clinicos. No entanto, em
2011 o Instituto Nacional do Envelhecimento e a Associacdo de Alzheimer (NIA-AA)
revisaram estes critérios, considerando que, na época em que foram formulados
pouco se conhecia sobre outras sindromes demenciais como deméncia com corpos
de Lewy, deméncia vascular, variante comportamental da deméncia frontotemporal e
afasia priméria progressiva. Além disso, estes critérios ndo incluiam exames como a
ressonancia nuclear magnética (RNM), tomografia por emisséo de pésitrons (PET) e
estudo do LCR, no diagndstico e tomada de decisdo. Além disso, ndo se conhecia as
alteracdes genéticas relacionadas a DA como as muta¢des na proteina precursora
amiloide, presenilina 1 e presenilina 2 (MCKHANN et al., 1984, 2011).

Os critérios propostos pelo NIA-AA em 2011 foram elaborados tentando
assegurar sua aplicabilidade tanto para profissionais de saude, na maioria das vezes
sem acesso a testes neuropsicologicos, exames laboratoriais e técnicas avancadas
de neuroimagem, quanto por investigadores especializados, envolvidos em pesquisas
cientificas ou ensaios clinicos e com acesso a estas tecnologias mais avancadas.
Para alcancar tal objetivo o diagndstico foi subdividido em deméncia provavel da DA,
deméncia possivel de DA e deméncia provavel ou possivel de DA com evidéncia de
processo fisiopatolégico da DA. Sendo que as duas primeiras classificacfes
pretendem ser utilizadas no contexto clinico e a terceira para fins de pesquisa
(MCKHANN et al., 2011).

O diagnostico de deméncia é estabelecido quando h& sintomas cognitivos e
comportamentais que interferem na capacidade funcional no trabalho e/ou em
atividades habituais, com declinio em relacdo aos niveis anteriores de desempenho e
funcionalidade que ndo séo explicados por delirium ou transtorno psiquiatrico grave.
Esse comprometimento cognitivo deve ser identificado através da histéria do paciente
e de um informante experiente associado a avaliacdo cognitiva objetiva ou teste
neuropsicolégico. Além disso, deve envolver pelo menos dois dominios cognitivos
como memoria, raciocinio, julgamento, realizacdo de tarefas complexas, habilidades
visuo-espaciais, linguagem e alteragbes da personalidade de comportamento
(ERATNE et al., 2018; MCKHANN et al., 2011).

A DA provavel é diagnosticada quando o paciente atende aos critérios de
deméncia e, em adi¢do, apresenta um inicio insidioso dos sintomas com piora gradual
ao longo de meses a anos. A apresentacao clinica mais comum € a amnésica, na qual

0s déficits se caracterizam por comprometimento na aprendizagem e recuperacao de
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informacdes recentemente aprendidas, além de evidéncia de disfuncdo em algum
outro dominio cognitivo. Além dela, ocorre a apresentacdo ndo amnésica que pode vir
com déficits predominantemente em linguagem, funcdo visuoespacial e funcéo
executiva. Além disso, ndo deve haver evidéncia de doenca cerebrovascular
substancial associada, sinais ou sintomas caracteristicos de outras deméncias ou uso
de medicamento que possa provocar piora cognitiva (ATRI, 2019; MCKHANN et al.,
2011).

A DA possivel é diagnosticada quando o doente cumpre os critérios de
deméncia e apresenta os principais critérios clinicos em relagéo aos déficits cognitivos
da DA. Porém, apresenta um curso atipico com inicio repentino ou insuficiéncia dos
detalhes histéricos e da documentacdo cognitiva objetiva. Outrossim, o0 paciente
cumpre os critérios clinicos para DA mas tem evidéncia concomitante de doenca
cerebrovascular, que é definida por uma histéria de acidente vascular cerebral com
relacdo temporal ao aparecimento do comprometimento cognitivo ou presenca de
multiplos infartos e extensa carga de hiperintensidade da substancia branca.
Manifesta caracteristicas de deméncia com corpos de Lewy, outra doenca neurolégica
ou uma comorbidade médica ndo neurolégica (MCKHANN et al., 2011).

Além do diagnéstico de deméncia da DA, o conceito de TCL devido a DA tem
se tornado cada vez mais relevante. Esse termo diz respeito a fase sintomatica pré-
deméncia em gue ocorre um grau de comprometimento cognitivo que ndo € normal
para a idade. E importante ressaltar que o TCL pode ser considerado um subconjunto
de diversas causas de comprometimento cognitivo que ndo sdo deméncia, incluindo
déficits resultantes de traumatismo craniano, uso abusivo de substancias ou disturbios
metabdlicos. De maneira semelhante & deméncia de DA, o TCL devido & DA néo é
atualmente diagnosticado por um teste laboratorial, mas necessita de julgamento
clinico. Dessa forma, o TCL € sindrome definida por critérios clinicos, cognitivos e
funcionais. Inicialmente, deve haver evidente preocupacdo com uma mudanca na
cognicdo em comparacdo ao padrao anterior que pode ser obtida com o paciente, um
informante bem orientado ou mesmo pela observacéo clinica. Ademais, deve haver
um comprometimento maior do que o esperado para idade e formacao educacional
do paciente, em um ou mais dominios cognitivos. Vale ressaltar que o
comprometimento da memdria episddica (capacidade de aprender e armazenar novas
informacdes) é o déficit mais comum em pacientes com TCL que irdo posteriormente

progredir para a deméncia de DA. Por fim, esses pacientes devem manter
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independéncia nas habilidades funcionais, ou seja, podem levar mais tempo, cometer
mais erros e ter menor eficiéncia em realizar tarefas funcionais complexas que eram
feitas com facilidade como preparar uma refeicdo, pagar contas ou ir as compras, mas
conseguem manter a capacidade de desenvolver as atividades da vida diaria com o
minimo de ajuda (ALBERT et al., 2011; BERTENS et al., 2015).

4.7. BIOMARCADORES

Os biomarcadores sao parametros (fisiolégicos, bioquimicos, anatdémicos)
que podem ser mensurados in vivo e sao caracterizados por refletir aspectos
especificos dos processos fisiopatolégicos de uma determinada doenca. Embora o
termo biomarcador tenha sido usado no passado como uma referéncia a andlise de
fluidos eles descrevem medidas de fluidos e de imagem na doenca de Alzheimer.
Apesar de muitos biomarcadores serem estudados para DA, atualmente apenas cinco
deles foram formalmente incorporados aos critérios diagnosticos desta doenca (JACK
et al., 2011).

As evidéncias atuais sugerem que, juntos, o acumulo de placas de proteina
B-amildide e a deposi¢do de proteina tau nos emaranhados neurofibrilares estao
associados a lesdo neuronal e, embora essa deposicao elevada seja caracteristicas
da DA, as alteracBes nessas proteinas sdo encontradas em outros distlurbios
neurolégicos. Desta forma, € necessario incorporar a especificidade de qualquer
biomarcador ao esquema de diagndstico. Os biomarcadores de acumulo da ApB sao
retencdo anormal de marcadores na imagem do PET amil6ide e niveis baixos de AB1-
42 no LCR. Ja os biomarcadores de degeneracdo ou lesdo neuronal sdo os altos
niveis de proteina tau total e tau fosforilada no LCR, reducdo da captacdo de
fluorodeoxiglucose no PET nas regides de cortex temporoparietal e atrofia dos lobos
temporais mediais, basais e laterais e cortex parietais mediais e laterais na RNM.
Nesta perspectiva, os biomarcadores amiléides podem ser anormais de forma
precoce, entre 10 e 20 anos antes do limiar clinico da DA. Ja os biomarcadores de
neurodegeneracdo tornam-se alterados, frequentemente, pouco antes do
aparecimento dos sintomas clinicos (DOECKE et al., 2018; JACK et al., 2011).

Os biomarcadores, proteina beta-amiléide 40 e 42, refletem o acumulo cortical

de placas amildides. Essas proteinas podem ser mensuradas diretamente no LCR ou
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no plasma, porém, seus niveis no LCR refletem diretamente a presenca de acumulo
cerebral e sdo mais fidedignos. A varredura PET utilizando uma variedade de ligantes,
também pode detecta-las. As medidas de AB 1-42 no LCR e proteina AB fibrilar no
PET séo inversamente proporcionais com uma forte correlacéo entre si. A proteina A3
tem origem na clivagem da grande proteina precursora amiloide (APP) por acdo de
secretases e processamento de vias amiloidogénicas produzindo dessa forma, um
peptideo de 42 aminoacidos AB1-42 que se agrega no tecido cerebral (Figura 06).
Sugere-se que a reducdo dos niveis de AB1-42 no LCR é causada pela reduzida
depuracéo do AB do cérebro para o sangue / LCR e pela agregacédo e deposicao de
placas no cérebro. Além disso, as alterac6es nos niveis de AB no LCR diferem com
base na doenca (quadro 01). Por exemplo, niveis de formas mais curtas da AB (1 a
40) no LCR permanecem normais ou aumentados na DA. Ou ainda, niveis reduzidos
de AB (1 a 38) estdo correlacionados com Deméncia fronto-temporal (DFT) e niveis
de AB (1-37) com Deméncia por corpos de Lewy (DCL) (BLOUDEK et al., 2014;
FERREIRA, et al., 2014; HUMPEL, 2011; SNEHAM et al., 2019).

Vérios estudos evidenciaram a reducéo da concentracéo da proteina AB1-42
no liquor para cerca de 50% do valor encontrado em controles saudaveis. Sobre a
utilidade diagnéstica entre individuos saudaveis e com DA, a AB1-42 apresenta
sensibilidade média de 80% (IC95% = 73-85%) e especificidade de 82% (IC95% = 74-
88%). Além disso, uma metanalise demonstrou que ela conseguia distinguir pacientes
com DA de pacientes com deméncia ndo DA com uma sensibilidade de 73% (IC 95%
= 67-78%) e uma especificidade de 67% (IC 95% = 62-72%). No que diz respeito a
sua utilidade para distinguir os pacientes com TCL que irdo converter para DA
evidenciou-se uma sensibilidade de 67% (IC95% = 59-75%) e uma especificidade de
71% (IC95% = 65-78%) (BLOUDEK et al., 2014; FERREIRA, et al., 2014).

A proteina tau intraneuronal é considerada um marcador de DA. Esta proteina
aumenta no LCR de individuos saudaveis com a progressao da idade. Porém, os
niveis de proteina t-Tau sao significativamente mais elevados em pacientes com DA.
Ela funciona também como um marcador progndéstico apresentando bom valor
preditivo para conversdo de TCL em DA. Um estudo identificou altos niveis de tau no
LCR de 90% dos individuos com TCL que evoluiram para DA, mas nao nos com TCL

gue permaneceram estaveis. Uma metanalise incluindo 24 estudos resultou em uma
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sensibilidade de 78% (IC95% 73% a 83%) e especificidade e 81% (IC 95%, 76% a
85%) para o diagnostico de DA. (BLOUDEK et al., 2014; FERREIRA, et al., 2014;
HUMPEL, 2017).

FIGURA 06 - VISAO GERAL DA HIPOTESE PATOGENICA DE ACUMULO DE AB.

Citosol

KQ

Fonte: Adaptado de SNEHAM et al. (2019).

Nota: Sequéncia de aminoacidos do fragmento AP e local de agdo das a-, B- e y-secretases em

neurbnios doentes dentro de uma via amiloidogénica.

A proteina tau também € avaliada na forma hiperfosforilada, ja que nessa
situacao ela apresenta perda sua funcionalidade provocando alteragdes no transporte
axonal. A deteccao de tau fosforilada na posicao 181 é significativamente aprimorada
na DA em comparacdo com controles. Além disso, ela pode ser fosforilada em 39
posicdes diferentes possibilitando a analise de outas formas (fosfo-tau-199, -231, -
235, -396 e -404) que podem proporcionar melhorias significativas no diagnéstico da
DA. Um estudo evidenciou uma sensibilidade 72% (IC 95% = 63-80%) e
especificidade de 78% (IC 95% = 72-83%), com um valor preditivo positivo de 86% e
valor preditivo negativo de 58%. Outro estudo comparou os valores de p-tau no
diagnoéstico de DA contra formas especificas de deméncias ndo-DA. Em relacédo a
Deméncia por corpos de Lewy, os valores de p-tau no LCR foram inferiores aos da
DA, com sensibilidade de 74% (IC95% = 68-80%) e especificidade de 83% (95% IC =
76-89%). Na deméncia frontotemporal, os niveis de p-tau também foram inferiores aos
da DA com sensibilidade de 79% (IC 95%= 67-90%) e especificidade de 83% (IC 95%
76- 90%) (FERREIRA, et al., 2014; HUMPEL, 2011; RIVERO-SANTANA et al., 2017).



QUADRO 1. ALTERAGCOES NOS NiVEIS DE BIOMARCADORES NO LCR EM DIFERENTES
DOENCAS DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Doenca AB (1-42) Tau total Fosfo-tau

AVC agudo - " -

Deméncia alcodlica - - .

Doenca de Alzheimer ! 1 1
Doenca de Creutzfeldt —Jakob || "M -
Depresséao - - -
Deméncia Frontotemporal ! 0 -
Deméncia por corpos de Lewy | 1 1

Envelhecimento normal - - -
Doenca de Parkinson - - -

Deméncia Vascular 1 1 -

Fonte: Adaptado de HUMPEL (2011).



43

5. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho estd subdividido em 02 etapas. Na primeira foi realizado um estudo
analitico, observacional de corte transversal, dos prontuarios médicos, seguido por
uma série de casos com amostragem de conveniéncia no ambulatério do Laboratorio
de Liquorologia da Bahia, sob a Coordenacado de Dra Conceicéo Ferraz. Cinquenta e
um prontuarios medicos foram analisados e revisados no primeiro momento referente
ao periodo junho de 2018 e novembro de 2019. Na segunda etapa do projeto foram
incluidos 06 pacientes, todos apresentados ao projeto de pesquisa, submetidos ao
termo de consentimento livre e esclarecido, além da historia clinica, exame
neurolégico completo, questionario sociodemografico, testes de funcdo cognitiva, a
saber, Mini exame do estado mental (MEEM) e Clinical Dementia Rating (CRD), além
escala geriatrica de depressado. Foram diagnosticados segundo os critérios do NIA-
AA para Transtorno cognitivo leve e doenca de Alzheimer e os critérios do DSM-V
para outras deméncias. Apés a avaliacédo, os pacientes foram alocados em 02 grupos
clinicos, G1 - pacientes com provavel DA ou Transtorno cognitivo leve (TCL) e G2 -
pacientes com outras formas de deméncia.

As amostras de LCR foram coletadas como parte do procedimento diagndstico de
rotina no espaco intermédio L3 / L4 ou L4 / L5 em tubos de polipropileno de 6 mL e 9
mL (BD, EUA), utilizando técnica estéril normatizada. As amostras foram aliquotadas,
processadas e em seguida congeladas - 20°C pés-analise. As analises microscépicas
para citologia global, diferencial e oncoética foram realizadas nas primeiras duas horas
apos puncdo. Todas as analises bioquimicas, inflamatérias e infecciosas foram
realizadas nas plataformas Integra 400 e E411 (Roche, Alemanha) com Kkits
destinados as dosagens em LCR para LDH, Uréia, TGO, TGP, Albumina, Proteinas
Totais, Glicose. Na plataforma AVL 9180 foram validadas as analises dos eletrolitos
Na, K e Cl (Roche, Alemanha). Os biomarcadores beta-amiloide 1-42 (ABR42),
proteinas Tau total (t-Tau) e Tau fosforilada (P-Tau) foram analisados pela técnica de
ELISA (Euoimmum, Alemanha). As correlagOes para variaveis paramétricas seguiram
o teste de Pearson, enquanto que o teste de Spearman foi destinado para correlacbes
com variaveis com distribuicdo ndo paramétrica. O valor de p <0,05 foi considerado
para significancia estatistica neste estudo. Todas as analises foram realizadas no

SPSS21 a partir de bancos de dados plotados e alimentados nessa plataforma. O
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projeto de pesquisa foi submetido a aprovagéo pelo comité de ética em pesquisa da
UNEB sob o CAAE 22913919.4.0000.0057.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 RESULTADOS

6.1.1 ESTUDO DO LCR: PERFIL CLINICO E LABORATORIAL

Andlise descritiva inicial das caracteristicas sociodemograficas, caracteristicas
bioquimicas e aspectos celulares (Tabela 1).

TABELA 1. CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS, BIOQUIMICAS E PERFIL CELULAR DO
GRUPO DE PACIENTES COM COMPROMETIMENTO COGNITIVO LEVE E DA.

Caracteristicas Média Desvio padrao
(n=51)

Idade (anos) 73,0 +10,14

Sexo (n)

Homens 27/51 -

Mulheres 24/51 -

Citologia (cel/ul)

Linfocitos 1,0 (51/51) -

Heméacias 0,0 (51/51) -

Bioquimica

Proteina (mg/dL) 25,5 +16,85

Glicose (mg/dL) 70,50 +23,33

Cloretos (mg/dL) 719,0 +18,07

Ureia (mg/dL) 27,5 +11,30

AST (U/L) 20,0 +17,11

LDH (U/L) 24,5 +15,48

Lactato (mg/dL) 16,0 14,24

6.1.2 ESTUDO DO LCR: BIOMARCADORES CLASSICOS

Na tabela 2 estdo descritas concentragdes liqudricas das proteinas beta-amildide, T-

tau e P-tau em pacientes com suspeita diagndstica de comprometimento cognitivo.



46

TABELA 2. BETA AMILOIDE, PROTEINA TAU E PROTEINA TAU FOSFORILADA EM LCR NO
GRUPO DE PACIENTES COM COMPROMETIMENTO COGNITIVO LEVE E DA.

Pacientes Grupo de referéncia
Média Desvio Intervalo em grupo saudavel
(ng/L) padrao

Biomarcadores

Amiloide beta-42 783,16 +605,12 51 a 70 anos: 562,00 a 1018,00

>= 71 anos: 567,00 a 1027,00

Proteina tau total 402,37 +303,47 51 a 70 anos: 116,00 a 370,00
>=71 anos: 170,00 a512,00

Proteina tau fosforilada 63,83 +37,48 45 a 77 anos: 35,84 to 66,26

6.1.3 BIOMARCADORES CLASSICOS VS. MARCADORES BIOQUIMICOS EM
LCR

As figuras 7 e 8 apresentam as correlacfes entre as proteinas t-tau e p-tau com lactato

desidrogenase, aspartato aminotransferase, ureia e lactato.

FIGURA 7. CORRELACAO POSITIVA ENTRE OS NIVEIS EM LCR DA PROTEINA TAU TOTAL, LDH
E AST NO GRUPO DE PACIENTES COM COMPROMETIMENTO COGNITIVO LEVE E DA.

¥ LDH mg/dL
& A -+ AST mg/dL

60

r=0,548
p=0,000*
r=0,397
p=0,006*

0 500 1000 1500

PROTEINA
TAU TOTAL (ng/L)

Spearman’s*, P< 0.05.
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FIGURA 8. CORRELAGCAO POSITIVA ENTRE OS NiVEIS SERICOS DA PROTEINA TAU
FOSFORILADA, AST, LDH E UREIA. CORRELACAO NEGATIVA ENTRE OS NIVEIS SERICOS DA
PROTEINA TAU FOSFORILADA E LACTATO NO GRUPO DE PACIENTES COM TRANSTORNO
COGNITIVO LEVE E DA.

-o- AST mg/dL
-= | DH mg/dL
—— LACTATO mg/dL
150- -8 UREIA mg/dL
o
100~ o r=0,757
p=0,000*
r=0,489
. p=0,000*
r=0,362
p=0,011*
0 | I 1 1
0 50 100 150 200

PROTEINA
TAU FOSFORILADA (ng/L)

Spearman’s®, P< 0.05.

6.2. DISCUSSAO

No presente estudo, buscou-se avaliar a correlacdo entre os biomarcadores
de neurodegeneracdo da DA com o perfil inflamatério no liquor cefalorraquidiano de
pacientes com DA e transtorno cognitivo leve. O diagnostico da DA permanece como
desafio para a saude publica pois a pesquisa de um biomarcador ideal para
diagnostico e acompanhamento continua sendo alvo de muitos estudos.

Os biomarcadores séo parametros fisioldgicos, bioquimicos, anatdmicos que
podem ser mensurados in vivo e sao caracterizados por refletir aspectos especificos
dos processos fisiopatologicos de uma determinada doenca. As evidéncias atuais
sugerem que juntos, o acumulo de placas de proteina B-amildide e a deposi¢cédo de
proteina tau nos emaranhados neurofibrilares estdo associados a lesdo neuronal da
DA (JACK et al., 2011). Portanto, a capacidade de estratificar perfis fenotipicos

especificos ao somar critérios clinicos e o estudo do LCR torna-se factivel.
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Os niveis liquéricos das beta-amildide, T-tau e P-tau apresentados nos
pacientes desse estudo seguem o preconizado pela literatura, baixos niveis da beta-
amiloide e concentracdes mais elevadas das proteinas Tau. Jack e colaboradores, em
2011, e Doecke e colaboradores, em 2018, descrevem os biomarcadores de acumulo
da AB com retencdo anormal de marcadores na imagem do PET amiloide, além de
niveis baixos de AB1-42 no LCR, enquanto os biomarcadores de degeneragdo ou
lesdo neuronal apresentam concentracoes liquoricas elevadas, como as proteinas T-
tau e P-tau. Nessa perspectiva os biomarcadores amiléides podem ser anormais de
forma precoce, entre 10 e 20 anos antes do limiar clinico da DA. Ja os biomarcadores
de neurodegeneragdo tornam-se alterados, frequentemente, pouco antes do
aparecimento dos sintomas clinicos (DOECKE et al., 2018; JACK et al., 2011).

Por outro lado, foi apresentado nesse estudo a correlagdo positiva entre as
concentracgdes liquoricas LDH e ambas as proteinas (T-tau e P-tau). Recentemente o
metabolismo da energia cerebral na DA vem recebendo crescente atengéo. Estudo
em camundongos duplo transgénico para proteina precursora de amiloide / presenilina
1 (APP / PS1) um modelo de DA, demonstrou quantidades reduzidas de neurénios e
oligodendrdcitos, e aumento dos astrécitos. Nessa perspectiva, o acumulo de proteina
Tau e a formacéo de placas de AR estdo associados a neuroinflamacgao, estresse

oxidativo, disfuncéo mitocondrial e déficit de energia (ZHANG et al., 2018).

A enzima glicolitica LDH eleva-se em associagdo com os danos na membrana
plasmatica e é frequentemente utilizada como um indicador de morte celular necrotica
causada por multiplos fatores de estresse externos. Investigacdes revelaram que o
estresse oxidativo desempenha um importante papel na fisiopatologia da DA
desencadeando a perda de neurbnios colinérgicos predominantemente na regiao
anterior do cérebro (YAO; ZHAO; ZU, 2019).

Concentracgfes liquoricas de lactato nesse estudo, entretanto, apresentaram
correlacdo negativa apenas com a proteina P-Tau. Alteragcbes no metabolismo
cerebral da glicose, incluindo glicolise e metabolismo oxidativo, foram evidenciadas
em individuos com DA familiar antes mesmo da manifestacdo das placas de AB. No
camundongo APP/PS1 ocorre supressao no metabolismo oxidativo da glutamina que
pode prejudicar a homeostase da ciclo glutamato-glutamina, inibindo a
neurotransmisséo e atividade do ciclo do acido tricarboxilico. Estes achados sugerem

gque na DA os pacientes podem permanecer em um estado de hipometabolismo
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cerebral, justificado pelo declinio no uso da glicose associado a reducdo metabdlica
neuronal, dificuldade na captacdo de glicose, diminuicdo da atividade da cadeia de
transporte de elétrons, disfuncdo mitocondrial e aumento da producéo de oxidantes.
Neste ambiente a via glicolitica atua como um mecanismo adaptativo que permite
producdo de energia, onde células nervosas selecionadas para resisténcia contra a
toxicidade do AB passam a preferir a via glicolitica em detrimento da oxidacgao
mitocondrial. No entanto, mesmo com essa ativacdo o conteudo do lactato cerebral
ainda é reduzido em ratos tratados com injecdes intrahipocampais de Ab25-35
(modelo de DA) (LU et al., 2015; YIN et al., 2016). Estando assim, em acordo com
nossos achados para P-Tau e lactato. Além disso, Liguori e colaboradores, em 2015,
em um estudo com 140 individuos demonstrou correlacéo negativa entre os niveis de
lactato e P-TAU no LCR semelhante ao nosso estudo. E correlacdo negativa dos
niveis de lactato e T-tau no LCR. Importante apresentar que a medida da
concentracéo de lactato no LCR é utilizada como um marcador de déficit mitocondrial,
pois niveis elevados de lactato no LCR podem ocorrer pelo do acumulo de metabdlitos
energéticos oriundos da disfuncao mitocondrial. Evidéncias crescentes sédo sugestivas
que a toxicidade da proteina Tau, mediada por emaranhados neurofibrilares pode
causar danos no transporte axonal interferindo na funcéo, localizagdo celular e
renovacao das mitocondrias (LIGUORI et al., 2015a; LU et al., 2015).

Estudos em modelos animais transgénicos também sugerem que a proteina
Tau pode atuar diretamente nas mitocéndrias afetando os complexos da cadeia
respiratéria. Dessa forma, € possivel inferir que o incremento dos niveis de lactato no
LCR, pode ser interpretado como um biomarcador da atividade alterada das
mitocdndrias nos neurbnios da DA. No entanto, apesar dos pacientes com DA
demonstrem os valores médios de lactato no LCR significativamente maiores que nos
pacientes saudaveis, esses valores de lactato apresentam correlagdo negativa com
os valores de P-Tau e T-Tau, conforme ja descrito (LIGUORI et al., 2015; LU et al.,
2015; WYSS-CORAY; ROGERS, 2012; YIN et al., 2016). Os niveis de proteina Tau e
a expressdo da toxicidade podem exercer um efeito prejudicial sobre todo o
metabolismo energético celular. Portanto, € plausivel especular que, além do dano
mitocondrial, a eficiéncia e a funcdo do componente glicolitico do sistema energético

neuronal estao afetados em formas graves de DA.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, os uUnicos biomarcadores do LCR validados para auxiliar no
diagnostico de DA séo as proteinas AB (1-42), t-tau e p-tau. Infelizmente, o uso desses
biomarcadores € limitado principalmente pelo seu alto custo. Esforcos estdo em
andamento para validacdo de novos biomarcadores para DA. Até 0 momento, parece
provavel que apenas a analise multifacetada tem o poder de assinar o direcionamento
diagnéstico da DA. O diagndstico precoce, rapido e barato se torna peca fundamental

em diferenciar a DA de outras formas de deméncia e avaliar a relevancia terapéutica.

Os resultados desse estudo comprovam o papel dos biomarcadores classicos,
como exames complementares, no diagndstico da DA. Sugerem também que os
marcadores inflamatérios (LDH, lactato, AST) estdo associados aos biomarcadores
de neurodegeneracdo da DA (p-Tau e t-Tau), estando, portanto, na rota dos
candidatos promissores a novos biomarcadores da DA. Embora nossos achados
sugiram um papel importante da cascata inflamatéria na fisiopatologia da DA, séo
necessarias mais pesquisas in vitro sobre os mecanismos fisiopatoldgicos implicados

e potenciais alvos moleculares para novas terapias.

Neste ambito, nossos resultados abrem caminho para novas etapas desta
pesquisa visando tanto avaliar um maior tamanho amostral quanto realizar analises
dos dados coletados utilizando regressao logistica para compreender melhor as

relacdes entre as variaveis.
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APENDICES

APENDICE A — Termo de consentimento livre esclarecido

Universidade Estadual da Bahia

Programa de pds-graduagado em Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO: Aspectos clinicos, fatores de progndstico, biomarcadores e o papel do perfil

inflamatdrio/infeccioso no liquido cefalorraquidiano.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. Antes
de vocé assinar € necessario que vocé compreenda as explicacdes a seguir. Esta
declaracdo esclarece o objetivo, procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e
cuidados durante o estudo. Sua colaboragdo neste estudo sera de muita importancia

para nos, mas se desistir a qualquer momento, isso ndo causara nenhum prejuizo a

VOCeé.

DADOS DO PARTICIPANTE OU RESPONSAVEL LEGAL
Nome:
Documento de Identidade: Sexo: M [ ] F[ ]
Data de Nascimento: / /
Endereco: N2 Compl.:
Bairro: CEP:

Cidade: Estado:
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Telefones para contato: () /

E-mail (opcional):

Objetivos do estudo — O (a) Senhor (a) estd sendo convidado (a) a participar de um estudo sobre
a doenca de Alzheimer, uma doenca crbnica que afeta o cérebro. Este estudo tem como
objetivo buscar indicadores para diagnosticar a doenca de Alzheimer e entender sua evolucao.
Nos procuraremos esses indicadores no seu sangue e no seu liquor (liquido da espinha).
Quem é convidado a participar do estudo — Neste estudo estdo sendo convidados pessoas de
ambos os sexos atendidas no laboratodrio de Liquorologia da Bahia para realizacdo de puncado
liqudrica.

Como sera feito o estudo — Para participar deste estudo vocé terd que aceitar ser submetido a
puncdo liqudrica e puncdo venosa uma Unica vez e sua participacdo comecara somente apos a

assinatura deste documento.

Neste estudo participardo 150 pacientes divididos em 04 grupos, a saber:

1-pacientes com provavel DA

2-pacientes com transtorno cognitivo leve

3-pacientes com outras formas de deméncia

4-pacientes ndo dementes (cognitivamente normais)

Beneficios para o participante - A participacdo neste projeto ndo tem objetivo de tratamento e
ndo haverd nenhum custo para vocé.

Desconfortos e riscos esperados - Sera realizada a coleta do liquido da espinha indicada pelo
seu médico que ja faz parte do seu acompanhamento ambulatorial, sendo necessaria apenas
uma coleta. O procedimento sera realizado por equipe especializada em coleta de liquor de
acordo com todas as normas internacionais. Durante o procedimento o (a) senhor (a) sera
orientado a se deita de lado, em posicdo fetal (como um bebé na barriga da mae). Em seguida

o médico ird desinfetar a pele e introduzir uma agulha descartdvel que vai passar pelo espaco
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entre duas vértebras da sua coluna até chegar ao reservatorio onde se acumula o liquido. A dor
é semelhante a de uma coleta de sangue. Serdo coletados entre 10 e 20 mL do liquido da sua
espinha (1 a 2 colheres de sopa). O (a) Senhor (a) podera sentir dor de cabeca apds a coleta,
para evitar que isso aconteca deve permanecer em REPOUSO por algumas horas e beber muito
liquido. Aproximadamente 10% das pessoas, mesmo com esse cuidado, poderdo sentir dor de
cabeca. Essa dor pode ser forte, acontece ao levantar e melhora ao deitar. Se tiver essa dor de
cabeca, e somente se tiver essa dor, devera ficar em repouso absoluto por 48 horas seguidas,
deitado (a), de preferéncia na posicdo de barriga para baixo, tomando muita agua e outras

bebidas hidratantes.

Além disso, serd realizada a coleta do sangue, 10 mL aproximadamente (1 colher de sopa), sera
feita com uma agulha esterilizada, limpa, ligada a um tubo contendo anticoagulante e sera
coloca em uma veia do seu antebraco, puxando o sangue para dentro do tubo por um processo
de vacuo. Esse procedimento pode causas um pegueno sangramento, uma mancha roxa ou
vermelha (hematoma) na pele (que desaparecerd em pouco tempo), e em casos muito
extremos, desmaio. Mas lembramos que essa coleta sera realizada por uma equipe treinada

gue faz parte do laboratério Jaime Cerqgueira.

Interrupgdo na participagdao do estudo - A participacdo nesse estudo é voluntaria. Se vocé
escolher ndo participar seus direitos serdo preservados e nao sofrera nenhum tipo de punicao.
Se decidir participar, vocé poderad se retirar do estudo a qualgquer momento, sem nenhum tipo
de prejuizo ou recusar qualguer procedimento, nesse caso, por favor, comunique a equipe do
estudo.

Garantia de acesso — A qualguer momento, se voceé tiver alguma preocupacdo ou duvidas sobre
a pesquisa, podera entrar em contato com o responsavel pelo estudo. Podera também contatar
o Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos da UNEBs — CEP/UNEB, no telefone (71)
3117-2399 ou através do e-mail cepuneb@uneb.br ou o pesquisador responsavel pela
pesquisa Prof. Dr. Bruno Antbnio Veloso Cerqueira, telefone (71) 9199-5894, ou e-mail
bcerqueira@uneb.br para recursos ou reclamaces em relacdo ao presente estudo.

Direito de confidencialidade - Todas as informagdes deste estudo sdo confidenciais. Seu nome
ou qualquer dado que possa identifica-lo ndo serd publicado na divulgacdo dos resultados.

Somente pessoas que fazem parte da equipe da pesquisa poderdo ter acesso aos seus registros.
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Esse acesso serd utilizado para realizar, acompanhar a pesquisa e analisar os dados obtidos. As
normas brasileiras que o protegem serdo respeitadas.

Vocé tem a liberdade de desistir ou de interromper a colaboragdo neste estudo no momento
em que desejar sem necessidade de qualquer explicagdo. A desisténcia ndo causard nenhum
prejuizo a sua saude ou bem-estar fisico e ndo ird interferir no atendimento ou tratamento
médico que vocé possa estar recebendo;

Caso desejar, podera tomar conhecimento dos resultados ao final desta pesquisa.

Armazenamento do material coletado - As amostras do material que vocé doou para este
estudo serdo utilizadas para analisar indicadores de diagndstico e evolucdo da doencga de
Alzheimer. Apds o processamento das amostras poderd haverd sobra desse material que
iremos armazenar para futuras pesquisas. Todo material serd identificado apenas com um
codigo (o nome do participante ndo sera utilizado) e ndo podera ser vendido nem utilizado
para fazer produtos comerciais. O processamento das amostras sera feito por especialistas em
laboratorio de modo a separar partes importantes de sua amostra para os projetos. O
armazenamento destas amostras estd incluso na participacdo do estudo. Se vocé ndo
concordar que suas amostras sejam armazenadas, por favor informe a equipe que vocé
prefere ndo participar. Se vocé concordar em participar, a qualquer momento podera mudar
de ideia em relacdo a autorizacdo do armazenamento das amostras. Caso mude de ideia,
telefone ou escreva para o responsavel pela pesquisa do estudo para informa-los. A partir de
entdo as amostras n3o serdo disponibilizadas para pesquisa e serdo destruidas. E importante
gue vocé saiba que para utilizar essas amostras armazenadas no futuro, o pesquisador tera
gue apresentar um novo projeto de pesquisa para ser analisado e aprovado pelo Comité de
Etica deste Instituto e pelo responsavel por esta pesquisa. O material biolégico obtido para
esta pesquisa sera armazenado de acordo com as normas do Conselho Nacional de Saude que
regulam o armazenamento de material biolégico humano ou uso de material armazenado em
pesquisas, e podera ser armazenado por até 10 anos (Resolugdo 441/2011). Asseguramos que
guaisquer dados sdo confidenciais e ndo serdo repassados a terceiros como: seguradoras,
empregadores, supervisores hierdrquicos, entre outros. Ainda, vocé podera escolher se sera
informado ou ndo do resultado de exames e de todos os dados que resultardo deste projeto.
Os dados individuais ndo serdo publicados de forma a se identificar o participante, em

nenhuma hipotese.
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O participante da pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar todas as
folhas deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE — apondo sua assinatura na
ultima pdgina do referido Termo.

O pesquisador responsavel deverd, da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE apondo sua assinatura na ultima pdgina do referido
Termo. O TCLE serd emitido em duas cépias, sendo que uma cédpia ficara com o participante da
pesquisa e a outra com o pesquisador responsavel.

Este convite esta de acordo com a Resolucdo n2 466, de 12 de dezembro de 2012.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Acredito ter sido suficientemente informado(a) a respeito das informacdes que li ou que foram
lidas para mim sobre o estudo “Aspectos clinicos, fatores de progndstico, biomarcadores e o
papel do perfil inflamatorio/infeccioso no liquido cefalorraquidiano”. Eu discuti com os
pesquisadores responsaveis e estd claro para mim quais sdo os propésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, quais sdo seus desconfortos, riscos e a garantia de
confidencialidade dos meus dados. Entendo que sempre que eu tiver ddvidas elas serdo
esclarecidas e que minha participacdo é isenta de despesas. Concordo voluntariamente em
fazer parte deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes
ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu

possa ter adquirido.

Concordo que o material colhido possa ser utilizado em outros projetos desde que autorizado
pelo Comité de Etica deste Instituto e pelo responsavel por esta pesquisa. Caso minha
manifestacdo seja positiva, poderei retirar essa autorizacdo a qualquer momento sem

gualquer prejuizo para mim.

()Sim ou ( ) Nao

Resultados da pesquisa:
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() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() Ndo desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

Nome do participante:

(como escrito no documento de identidade)

Assinatura do participante: Data_ /__ /

Testemunha (para casos de participantes analfabetos, semianalfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou

visual):

Testemunha 1:

Nome / RG / Telefone

Testemunha 2:

Nome / RG / Telefone

DECLARAGAO DO PESQUISADOR

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido deste voluntario para a participacdo neste estudo e forneci uma cdpia ao

participante deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Nome do profissional que obteve o consentimento:

Assinatura: Data / /




ANEXOS

ANEXO A — Mini-exame do estado mental

MINI EXAME DO ESTADM MENTAL

Orientacio Temporal Espacial - questdo 2.a até 1) pontuando 1 para cada resposta

correta, maximo de 10 pontos.

Registros — questio 3.1 até 3.d pontuacio maxima de 3 pontos.

Atengfio e cileulo — questio 4.1 até 4.f pontuacio miaxima 5 pontos.
Lembranca ou memdria de evocaciio — 5.a até 5.d pontuacio mixima 3 pontos.
Linguagem — questio 5 até questio 10, pontuacio maxima 9 pontos.

Identificaciio do cliente
MNome:

Data de nascimento/idade:
Escolaridade: Analfabeto{ ) Od3anos( )
Avaliaclio em: ! ! Avaliador:

Sexo:
4alanos( ) mais de 8 anos ()

Pontuacdes maximas

Pontuaches maximas

Orientagdio Temporal Espacial
1. Qusal é o (a) Dia da semana? 1
DHa do més? 1
Mis? 1
Ano? 1
Hora aproximada? 1
2. Dide estamos?
Lascal? 1
Imstituicho (casa, ma)? 1
Bairma? 1
Cidade? 1
Estadc? 1

Linguagem
5. Aponte para um ldpis ¢ um relbgio. Faga o paciente
dizer o nome desses objetos conforme vocd o3 aponta

2

f. Faga o paciente. Repetic “nem aqui, nem ali, nem
L&
1

7. Faca o paciente seguir o comando de 3 estigios.
“Pegue o papel com a mbo dircita. Dobre o papel ao
meie. Coloque o papel na mesa”

Hegistros

I, Mencione 3 palavras bevando | segundo para eada
wina Pega ao pacicnte para fepetic as 3 palavras
que vool menciou. Estabeleca win ponto para cada
respOsta Correla.

-Waso, carro, tijolo

3. Avengio @ chleuls
Sete  seriado  (100-7=93-7=85-7=T79-7=T2-T=65).
Estabeleca um ponto para cada resposta correta.
Interrompa a cada cinco respostas. O sobetrar apalavra
MUNDO de tris para frente.

5

i

8. Faga o paciente ler ¢ obadecer so seguinte:
FECHE 08 OLHOS.
|

09. Faca o paciente escrever uma frase de sua
propria autoria. (A frase deve conter um sujeito ¢ um
objeto @ fazer sentido).
{lgnore erros de ortografia ao marear o ponto)
1

10. Copie o desenho abaiun.
Estabelega um ponto se todos os lados ¢
ingulos forem preservados ¢ se os lados da intersecdio
formarem wmn quadrilétero.
1

4. Lembrangas (memdbria de evocagio)
Pergunte o nome das 3 palavras aprendidos na questio
2. Estabelega um ponto para cada resposta correta.

3




AVALIACAO do escore obtido TOTAL DE PONTOS OBTIDOS
Pontes de corte - MEEM Brucki et al. (2003)
20 pontos para analfabetos

25 pontos para idosos com um a quatro anos
de estudo

26.5 pontos para idosos com c¢inco a oilo anos
de estudo

28 pontos para aqueles com 9 a 11 anos de
estudo

29 pontos para aqueles com mais de 11 anos
de estudo.

Referéncias

Folstein MF, Folstein SE, McHugh PR. Mini-Mental State: a practical method for
grading the cognitive state of patients for clinician. J Psychiatr Res 1975:12:189-198.

Bertolucei PHF et al. O Mimi-Exame do Estado Mental em uma
impacto da escolanidade. Arquivos de Neuro-Psiquiatria, 1994, 52(1):1-7.

Brucki SMD et al. Sugestdes para o uso do Mim-Exame do Estado Mental no Brasil.
Arquivos de Neuro-Psiquiatria, 2003, 61(3):777-781 B.

Tabela para apresentagio dos resultados do MINIMENTAL

... ___ MINILEXAME DO ESTADO MENTAL
Teste lﬁ‘uo Ol'bn. Registros M Lembranga  Linguagem Total w Data
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ANEXO B — Clinical Dementia Rating
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ANEXO C — Escala de depressao geriatrica

Escala de Depressao Geriatrica de Yesavage — versao reduzida
(GDS-15)

A Escala de Depressdo Geriatrica em versdo reduzida de Yesavage
(GDS-15). Amplamente utilizada e validada como instrumento diagndstico de
depressdo em pacientes idosos. E um teste para deteccdo de sintomas
depressivos no idoso, com 15 perguntas negativas/afirmativas onde o resuliado
de 5 ou mais pontos diagnostica depressao, sendo que o escore igual ou maior

que 11 caracteriza depress&o grave.

Vocé esta satisfeito com a sua vida?

Vocé deixou de lado muitos de suas atividades e interesses?

Vocé sente que sua vida esta vazia?

Vocé sente-se aborrecido com freqgliéncia?

Esta vocé de bom humor na maioria das vezes?

Vocé teme que algo de ruim lhe aconteca?

Vocé se sente feliz na maioria das vezes?

Vocé se sente freqlientemente desamparado?

W o ~| | | B W M| —

Vocé prefere permanecer em casa do que sair e fazer coisasnovas?

—
(]

Vocé sente que tem mais problemas de memoria que antes?

—
—

Vocé pensa que € maravilhoso estar vivo?

Vocé se sente inutil?

—
4]

—
(%5

Vocé se sente cheio de energia?

—
Y

Vocé sente que sua situacao é sem esperancga?

15 | Vocé pensa de que a maioria das pessoas estdo melhores doque vocé?

Contagem maxima de GDS = 15
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ANEXO D — Comprovante de submissé&o do artigo

Journal of Neurology (JOON) <em@editorialmanager.com>
Sex, 01/01/2021 19:08

Para: Leidson Rodrigo Teixeira Ribeiro

Dear Mr. Ribeiro,
Thank you for submitting your manuscript, Alzheimer's Disease: Biomarkers and the role of the inflammatory profile in the cerebrospinal fluid., to Journal of Neuralogy.

The submission id is: JOON-D-21-00009
Please refer to this number in any future correspondence.

During the review process, you can keep track of the status of your manuscript.

Your username is: Leidson
If you forgot your password, you can click the 'Send Login Details' link on the EM Login page at https.//www.editorialmanager.com/joon,

Should you require any further assistance please feel free to e-mail the Editorial Office by clicking on "Contact Us" in the menu bar at the top of the screen.

With kind regards,
Springer Journals Editorial Office
Journal of Neurology
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ANEXO E - Artigo Cientifico

Alzheimer’s Disease: Biomarkers and the role of the inflammatory profile
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ABSTRACT

Introduction: Alzheimer's disease (AD) is a chronic, progressive disorder affecting
brain structure and function. The accumulation of amyloid beta peptides and the
formation of neurofibrillary tangles are thought to be the pathways to neuronal injury.
Objective: To investigate the correlation between biomarkers of neurodegeneration
and the inflammatory profile in the cerebrospinal fluid (CSF) of patients with AD and
mild cognitive impairment (MCI). Methods: A cross-sectional study involving 51
patients with MCI or AD was performed. Data including biochemical markers,
inflammatory panel results, and clinical characteristics related to CSF biomarkers (p-
tau, t-tau, and Ap 1-42) were analyzed. Results: We included 27 men (52.9%) and 24
women (47.1%), with a mean age of 73 years (£10.14).A positive, nonlinear correlation
between lactate dehydrogenase (LDH) and both p-tau (r=0.548; p<0.001) and t-tau
(r=0.757; p<0.001) CSF levels was found. A negative correlation between lactate and
p-tau CSF levels (r=0.399; p<0.005) and a positive correlation between aspartate
aminotransferase and p-tau CSF levels (r=0.489; p<0.001) were also observed.
Discussion: The positive correlation between LDH and tau protein levels points to a
potential role for oxidative stress in AD. Additionally, the negative correlation between
lactate and p-tau CSF levels may suggest a detrimental effect of tau protein on cell
metabolism. Conclusions: Inflammatory biomarkers might be promising molecules in
the ancillary investigation of AD. Technical simplicity, low cost, and their potential
association with tau protein levels should encourage further research into the role of
LDH and lactate in AD pathophysiology, follow-up, and as potential therapeutic targets.
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INTRODUCTION

Alois Alzheimer was the first to describe a case of Alzheimer's disease (AD) in
1906, and it is currently known to be the most common type of dementia, amounting
to 50-60% of all cases worldwide. The number of AD cases is projected to increase
200% by 2050 when compared to current estimates (AISEN et al., 2017; BAYART et
al., 2019; PORTELIUS et al., 2017).

In the 1980s, the two most important molecules in the pathophysiology of AD
were identified, namely amyloid beta (AB) and tau proteins (AISEN et al.,, 2017,
PORTELIUS et al., 2017), which are respectively implicated in the extracellular
accumulation of amyloid beta into plaques and the formation of intracellular
neurofibrillary tangles containing hyperphosphorylated tau, the latter being potentially
cytotoxic to neuron structure in experimental models (FERREIRA; PERESTELO-
PEREZ; et al., 2014; HUMPEL, 2011; KOYCHEYV et al., 2017; RIVERO-SANTANA et
al., 2017; WYSS-CORAY; ROGERS, 2012).
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Alzheimer's disease is a progressive, irreversible neurodegenerative disorder that
affects episodic memory, orientation, and decision-making. There are 47 million people
living with dementia worldwide. In the USA, 5.4 million people are estimated to have
AD, and advanced age is the main associated risk factor (ASSOCIATION
ALZHEIMER, 2016; KOYCHEV et al, 2017; PORTELIUS et al., 2017; VAN
WAALWIJK VAN DOORN et al., 2017).

Classic risk factors, such as increasing age, family history of dementia, and
mutations in genes related to amyloid beta and the apolipoprotein E (APOE) epsilon 4
(e4) allele, have been clearly established for AD (MCKHANN, Guy M. et al., 2011,
VILATELA; MARISOL; YESCAS-G, 2012).

With research advances and the growing recognition that, as in many other
diseases, implicated pathophysiological changes begin years before clinical onset,
diagnostic tools for AD are of particular interest nowadays (AISEN et al., 2017; JACK
et al., 2011). Regarding cerebrospinal fluid (CSF) protein composition in AD, there is
a decrease in amyloid beta peptide 1-42 (AB 1-42) levels, whereas both total tau (t-
tau) and phosphorylated tau (p-tau) levels rise, and this is considered a pathological
signature of AD, with both diagnostic and prognostic value (ALEXOPQOULOS et al.,
2016; BLOUDEK et al., 2014; FERREIRA; PERESTELO-PEREZ; et al., 2014; VAN
WAALWIJK VAN DOORN et al., 2017). Abnormal AB 1-42 levels may be detected in
cognitively healthy individuals 10 to 20 years before the onset of clinical AD (VAN
WAALWIJK VAN DOORN et al., 2017).

The current understanding of AD pathophysiology is based on a temporal
order of brain changes. Amyloid deposition begins early on, but does not directly cause
symptoms. Neuronal and synaptic injury (neurodegeneration) then follows and later it
is followed by brain atrophy. Prodromal AD is clinically characterized by mild cognitive
impairment (MCI), which is accompanied by biochemical changes in the brain reflected
by CSF biomarkers, predictive of progression from MCI to AD (FROLICH et al., 2017).

Liguori and colleagues, in addition to Scarabino and other authors, posit that
inflammation plays a major role in the pathogenesis of AD. Experimental research over
the last few years has increased knowledge of additional molecular mechanisms
involved in AD, including inflammation related to oxidative stress and mitochondrial
dysfunction (LIGUORI et al., 2015b; SCARABINO et al., 2017).
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New diagnostic methods such as the detection of biomarkers are at the
forefront of technological developments, being able to detect neuropathological
changes in vivo. CSF biomarkers have recently been included in the diagnostic criteria
for AD, with an accuracy of over 85%. However, these biomarkers are influenced by
confounders such pre-analysis, sample volume, and even senescence itself
(GRASSET et al., 2016; VAN WAALWIJK VAN DOORN et al., 2017)

The aim of the present study was to investigate the correlation between
biomarkers of neurodegeneration and classic markers of inflammation and oxidative
stress in the CSF of patients with AD and MCI.

METHODS
Population and study design

Fifty-one patients were included in this retrospective study. All of them were submitted
to a lumbar puncture at a specialized clinic between June 2018 and November 2019.
The 2011 diagnostic criteria proposed by the National Institute on Aging and the
Alzheimer's Association (NIA-AA) were used by attending neurologists to diagnose
evaluated patients with either AD or MCI. This study was reviewed and approved by
the Bahia State University (UNEB) Research Ethics Committee under the protocol no.
22913919.4.0000.0057.

Sample collection and preparation

CSF samples were collected via routine diagnostic lumbar puncture (LP) at the L3-4
or L4-5 interspace into 6-mL and 9-mL polypropylene tubes (BD, USA) as per standard
sterile technique. Samples were processed and then frozen to -20 °C after analysis.
Microscopic analysis for CSF cytology, cell count, and differential was carried out within
two hours of sampling. Integra 400 and E411 analyzers (Roche, Germany) and
appropriate laboratory kits were used to perform all biochemical analyses, including
lactate dehydrogenase (LDH), urea, aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), albumin, total protein, lactate, and glucose. Enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA) (Euroimmum, Germany) were used to determine

amyloid beta 1-42 (AB 1-42), total tau (t-tau), and phosphorylated tau (p-tau) levels.

Statistical analysis
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Correlation analysis was based on Pearson’s and Spearman’s coefficients for
parametric and nonparametric variables, respectively. A p value < 0.05 was used to
determine statistical significance. SPSS Statistics (version 21) was used for database

creation and all statistical analyses.

RESULTS

Our population consisted of 27 men (52.9%) and 24 women (47.1%), with a mean age
of 73 years (x 10.14).

CLINICAL CHARACTERISTICS AND CSF ANALYSIS
Sociodemographic characteristics and CSF analysis, including biochemical and

cytological features, are detailed in Table 1.

Table 1. Sociodemographic characteristics and CSF analysis, including biochemical and
cytological features, of patients with MCIl and AD.

Feature Mean Standard deviation
(n=51)

Age (years) 73.0 +10.14

Sex (n)

Male 27/51 -

Female 24/51 -

Cell count

(cells/ulL) 1.0 (51/51) -

White blood cells 0.0 (51/51) -

(lymphocytes)

Red blood cells

Biochemistry

Protein (mg/dL) 25.5 +16.85
Glucose (mg/dL) 70.50 +23.33
Chloride (mg/dL) 719.0 +18.07
Urea (mg/dL) 27.5 +11.30
AST (U/L) 20.0 +17.11
LDH (U/L) 24.5 +15.48
Lactate (mg/dL) 16.0 +4.24

CSF ANALYSIS: CLASSIC BIOMARKERS

Amyloid beta, t-tau, and p-tau CSF levels in patients with MCI and AD are described
in Table 2.
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Table 2. Amyloid beta, total tau, and phosphorylated tau CSF levels in patients with MCl and AD

Patients
Mean Standard
(ng/L) deviation

Reference group
Age-related reference range (ng/L)

Biomarkers

Amyloid beta

Total tau

Phosphorylated tau

783.16 +605.12

402.37 +303.47

63.83 +37.48

51 to 70 years: 562.00 to 1018.00
> 71 years: 567.00 to 1027.00

51 to 70 years: 116.00 to 370.00
> 71 years: 170.00 to 512.00

45 to 77 years: 35.84 t0 66.26

CLASSIC BIOMARKERS VS. BIOMARKERS OF NEURODEGENERATION

Figures 1 and 2 show the correlations between tau protein CSF levels (t-tau and p-tau)

and the lactate dehydrogenase (LDH), aspartate aminotransferase (AST), urea, and

lactate.

Figure 1. Scatter plot and Spearman's correlation coefficient (r) of t-tau and both LDH and AST

CSF levels in patients with MCI and AD, showing a positive correlation.
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Figure 2. Scatter plot and Spearman's correlation coefficient (r) of p-tau and LDH, AST, lactate,
and urea CSF levels in patients with MCl and AD, showing positive correlations and a negative

correlation for lactate.
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Spearman’s; p < 0.05.

DISCUSSION

Biomarkers are physiological, biochemical, and anatomical indicators that can be
measured in vivo and reflect specific aspects of disease pathophysiology. Current
evidence suggests the accumulation of amyloid beta plagues and the aggregation of
tau protein into neurofibrillary tangles are together associated with neuronal injury seen
in AD (JACK et al., 2011). To stratify phenotypic profiles thus becomes feasible by
combining clinical criteria and CSF analysis.

The amyloid beta, t-tau, and p-tau CSF levels seen in our patients are in line
with what has been reported in the literature, namely low amyloid beta levels and
elevated t-tau and p-tau concentrations. As stated by Jack and colleagues in 2011 as
well as Doecke et al. in 2018, abnormal tracer retention in amyloid-PET scans and low

AB 1-42 CSF levels are the biomarkers of AB accumulation, whereas high t-tau and p-tau CSF
concentrations are biomarkers of neuronal injury or degeneration. In this light, amyloid biomarkers can
reveal abnormalities early on, 10 to 20 years before the onset of clinical AD. On the other hand, abnormal

biomarkers of neurodegeneration are usually found just before clinical onset (DOECKE et al., 2018;
JACK et al., 2011).
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A positive correlation between LDH and both p-tau (r: 0.548; p < 0.001) and t-
tau (r: 0.757; p < 0.001) CSF levels was found, the latter being a strong correlation.
Brain energy metabolism in AD has lately been receiving growing attention. An
increased number of astrocytes and a reduced population of neurons and
oligodendrocytes were observed in a study of the double-transgenic amyloid precursor
protein/presenilin 1 (APP/PS1) mouse model of AD; consequently, the accumulation
of tau protein and the formation of AR plagues are associated with neuroinflammation,
oxidative stress, mitochondrial dysfunction, and energy deficiency (ZHANG et al.,
2018).

Levels of glycolytic enzyme LDH rise as a response to plasma membrane
injury and so they are often used as an indicator of necrotic cell death caused by
multiple external stress factors. Oxidative stress has been shown to play an important
role in AD pathophysiology by triggering the loss of cholinergic neurons, especially in
the forebrain (YAO; ZHAO; ZU, 2019).

In this study, however, CSF lactate levels were found to be negatively
correlated with p-tau (r: 0.399; p < 0.005). Changes in cerebral glucose metabolism,
including glycolysis and oxidative metabolism, have been demonstrated in patients
with familial AD. Oxidative metabolism of glutamine has been shown to occur in
APP/PS1 mice, which might disturb the glutamate-glutamine cycle, thus inhibiting
neurotransmission and the tricarboxylic acid cycle. These findings suggest patients
with AD may remain in a state of cerebral hypometabolism, demonstrated by reduced
neuronal glucose utilization, decreased glucose uptake, impaired electron transport
chain, mitochondrial dysfunction, and increased oxidant production. In this scenario,
the glycolytic pathway acts as an adaptive mechanism that allows for energy
production, whereby nerve cells selectively resistant to AR toxicity turn to the glycolytic
pathway preferentially over mitochondrial oxidative metabolism. In spite of such
adaptation, however, lactate levels in the brain were still found to be lower in mice
treated with intrahippocampal injections of AB 25-35 (an AD model) (LU et al., 2015;
YIN et al., 2016), which thus corroborates our finding regarding p-tau and lactate levels.
In addition, Liguori and colleagues demonstrated a negative correlation between
lactate and p-tau CSF levels in a 2015 study with 140 individuals. CSF lactate
concentrations are used as a marker of mitochondrial failure as they can increase as

a result of the buildup of energetic metabolites arising from mitochondrial dysfunction.
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Growing evidence suggests tau protein toxicity, mediated by neurofibrillary tangles,
can impair axonal transport, thus affecting cellular localization, function, and turnover
of mitochondria (LIGUORI et al., 2015a; LU et al., 2015).

Studies involving transgenic animal models also suggest tau protein can act
directly upon mitochondria, disturbing respiratory chain complexes. The increase in
CSF lactate levels may therefore be interpreted as a biomarker of abnormal
mitochondrial activity in AD. Although patients with AD have significantly higher CSF
lactate levels than healthy individuals, these levels are nonetheless negatively
correlated with p-tau and t-tau levels, as previously discussed (LIGUORI et al., 2015a;
LU et al., 2015; WYSS-CORAY; ROGERS, 2012; YIN et al., 2016). Tau protein can
exert toxicity on cellular energy metabolism in its entirety, and so it is fair to conjecture
that both efficiency and function of the glycolytic component of the neuronal
bioenergetic system are compromised beyond mitochondrial injury in severe AD.

In addition, we found a positive correlation between AST and p-tau CSF levels
(r: 0.489; p <0,001). AST is a key enzyme involved in hepatic gluconeogenesis and in
the production of neurotransmitters essential to synaptic function. It catalyzes a
reversible reaction between aspartate and alpha-ketoglutarate, resulting in the
formation of oxaloacetate and glutamate. Elevated AST levels can therefore influence
glutamate levels, an excitatory central nervous system neurotransmitter that plays an
important role in memory. Increased serum AST to ALT ratios and their association
with higher p-tau and t-tau CSF levels were reported in patients with AD in a 2019
study (NHO et al., 2019).

CONCLUSIONS

Only a multifaceted analysis is able to reliably guide the diagnostic workup of
AD. The only currently validated CSF biomarkers to aid in the diagnosis of AD are AB
1-42, t-tau, and p-tau despite their high cost. In this study, we portray LDH, lactate, and
AST CSF levels as promising biomarkers linked with neurodegeneration pathways in
AD. Although our findings suggest an important role for the inflammatory cascade in
AD pathophysiology, further in vitro research into implicated pathophysiological
mechanisms and potential molecular targets for novel therapies is needed.
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