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Resumo

A doenca de Alzheimer é o transtorno neurocognitivo mais frequente no mundo, com
alto custo econémico. Ela possui uma fisiopatologia complexa, com causas desconhecidas,
marcada por alteraces cognitivas e comportamentais, com curso insidioso. Seus estagios pré-
clinico e prodrémico sdo longos, antes do aparecimento dos primeiros sintomas. O objetivo
desse trabalho foi discutir e comparar a utilizacdo dos biomarcadores sanguineos plasmaticos
(painéis proteicos e lipidicos) ¢ do liquido cefalorraquidiano (peptideos [-amiloides e
proteinas tau) nesses ambos os estagios. A revisdo dos periddicos do Pubmed publicados em
inglés, entre 31 de marco de 2013 a 31 de marco de 2015, foi sistematica, com adocdo de
critérios de inclusdo e exclusdo. Um total de 31 artigos foi analisado. Os painéis proteicos e
lipidicos possuem uma enorme aplicacdo, comparavel aos biomarcadores do liquido
cefalorraquidiano, mas ha necessidade de pesquisas com novos desenhos e pardmetros de

validacdo, antes que possam ser utilizados na prética clinica.
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BLOOD AND CEREBROSPINAL FLUID BIOMARKERS FOR USE IN
PRECLINICAL AND PRODROMAL STAGES OF ALZHEIMER’S DISEASE

Abstract

Alzheimer's disease is the most common neurocognitive disorder in the world, with a
high economic cost. It has a complex pathophysiology, with unknown causes, marked by
cognitive and behavioral changes, with insidious course. Its preclinical and prodromal stages
are long, before the onset of symptoms. The aim of this study was to discuss and compare the
use of blood plasma biomarkers (proteins and lipid panels) and cerebrospinal fluid (B-amyloid
peptide and tau protein) both these stages. The review of the PubMed journals published in
English, from 31 March 2013 to 31 March 2015, was systematic, with the adoption of
inclusion and exclusion criteria. A total of 31 articles were analyzed. The protein and lipid
panels have a huge application, comparable to the cerebrospinal fluid biomarker, but there is
need for research into new designs and validation parameters, before they can be used in

clinical practice.

Keywords: Blood Biomarkers. Cerebrospinal Fluid Biomarkers. Preclinical Alzheimer’s

disease. Prodromal Alzheimer’s disease. Proteome. Lipids.



1 Introducéo

Em todo o mundo, o nimero estimado de pessoas acometidas com transtornos
neurocognitivos ou demenciais superava os 35 milhdes em 2010 (CHIU et al., 2013;
RASMUSSEN et al., 2015). A doenga de Alzheimer representa mais da metade desses casos
clinicos (CHIU et al., 2013). No Brasil, por exemplo, a ABRAz: Associacdo Brasileira de
Alzheimer (2015), estima haver 1,2 milhdo de portadores, a maioria ndo devidamente
diagnosticada. Sua incidéncia e prevaléncia aumentam entre os idosos e entre as mulheres,
mas ndo se sabe se esse aumento da doenca de Alzheimer entre as mulheres € devido a maior
expectativa de vida ou a existéncia de um fator de risco predisponente (HOLLAND et al.,
2013). Com o envelhecimento da populacdo, projeta-se uma quadruplicacdo desses nimeros
em 2050 (HERRUP et al., 2013), principalmente nos subdesenvolvidos (WIMO et al., 2014).

No tocante a fisiopatologia do Alzheimer, a doenga é marcada pela deposicdo de
peptideos B-amiloide em placas senis extracelulares e pela presenca de emaranhados tau
neurofibrilares intracelulares, estes resultantes da hiperfosforilacdo da proteina associada ao
microtibulo tau, no cérebro que levam a neurodegeneracdo, produzindo morte neuronal
(HERRUP et al., 2013; MEREDITH Jr. et al., 2013; WIRTH et al., 2013; BRIER et al., 2014;
FAGAN et al., 2014; LANDAU; FROSCH, 2014; OSORIO et al., 2014; TOLEDO et al.,
2014), com destaque a atrofia hipocampal (CHIU et al., 2013). Outros mecanismos estdo
também envolvidos como a ativacdo da micrdglia, neuroinflamacédo, estresse oxidativo,
disfuncdo mitocondrial, anormalidades do ciclo celular (HERRUP et al., 2013; OSORIO et
al., 2014). Um modelo hipotético defende que a deposicdo P-amiloide antecede os
emaranhados tau neurofibrilares, hipometabolismo, atrofia cerebral e declinio cognitivo
progressivo, ainda na fase pré-clinica (WIRTH et al., 2013). Contudo, a associacao entre a

deposigao B-amiloide e a neurodegeneracdo nem sempre ocorre (WIRTH et al., 2013).

No que tange aos critérios de classificacdo diagndstica, a doenca de Alzheimer faz
parte dos transtornos neurocognitivos, contendo alteragcdes cognitivas e comportamentais.
Tais transtornos séo classificados em maior e leve, com base no tipo de diminui¢do grave ou
leve (necessidade de um esfor¢co maior, mas sem prejuizo das atividades da vida diéria) no
desempenho de um ou mais dominios cognitivos (atengdo, funcdo executiva, aprendizagem,
memoria, linguagem, perceptomotora, cognicdo social), com interferéncia grave ou apenas
exigindo esforco compensatorio na execucdo das atividades da vida diéria. Tais prejuizos nao

podem ser explicados por delirium ou por uma condic¢do de transtorno mental. Ela pode ser



diagnosticada como provavel ou possivel. No transtorno neurocognitivo maior devido ao
Alzheimer, havera um provavel Alzheimer se uma das seguintes condi¢des estiver presente: a)
evidéncia de uma mutacéo genética; b) presenca de trés condi¢bes simultaneas, como declinio
na memoria e aprendizagem e em outro dominio cognitivo; gradual declinio ao longo do
tempo; ndo pode ser explicado por outras patologias. Caso nenhuma das duas condicfes seja
atendida, tem-se um possivel Alzheimer. No caso de transtorno neurocognitivo leve devido ao
Alzheimer, a provavel doenca de Alzheimer terd como critério a presenca de mutacdo
genética; por sua vez, a possivel doenca de Alzheimer, o critério anterior ndo é satisfeito e
todas as trés seguintes condigdes estdo presentes: declinio evidente na membria e
aprendizagem; gradual declinio na cogni¢do; ndo h& evidéncias de outras condicOes
patoldgicas que possam explicar esse declinio (MANUAL DIAGNOSTICO E
ESTATISTICO DE TRANSTORNOS MENTAIS DSM-5%, 2014).

Trata-se de uma complexa doenca poligénica, com multiplos fatores envolvidos, cuja
causa ainda é desconhecida (HERRUP et al., 2013; TALWAR et al., 2014). Geralmente 0s
sintomas aparecem na oitava ou na nona década de vida (MANUAL DIAGNOSTICO E
ESTATISTICO DE TRANSTORNOS MENTAIS DSM-5®, 2014), na forma conhecida como
Alzheimer esporadico (HOLLAND et al., 2013). Nesta, o polimorfismo da apolipoproteina E
apresenta-se como um forte fator de risco, quando os alelos E4 estdo em homozigose,
inclusive reduz a idade de inicio (HERRUP et al., 2013; HOLLAND et al., 2013). Existe
também uma forma rara e familiar, com transmissdo heranca autossémica dominante e
penetrancia quase completa (HERRUP et al., 2013), o surgimento se da na quinta e na sexta
décadas de vida, com algumas mutacdes conhecidas em um dos seguintes genes: proteina
precursora do amiloide (APP), presenilina 1 (PSEN1) ou presenilina 2 (PSEN2) (MANUAL
DIAGNOSTICO E ESTATISTICO DE TRANSTORNOS MENTAIS DSM-5%, 2014). Além
desses genes citados no Alzheimer tipico de inicio precoce e tardio, outros estdo associados e
atualmente investigados (TALWAR et al., 2014).

A doenca de Alzheimer ainda pode ser classificada em atipica, marcada por uma
relativa preservacdo da memoria, e mista, na qual ha presenca de comorbidades (DUBOIS et
al., 2014; MORRIS et al., 2014). A forma atipica pode ser subdividida em variante posterior,
variante logopénica e variante frontal. A primeira € marcada por uma atrofia cortical, que
pode ter dois subtipos: uma variante occipitotemporal (prejuizos na identificacdo de objetos,
simbolos, palavras ou faces) e uma variante biparietal (com maiores prejuizos no desempenho

visuo-espacial, acompanhada de dificuldades no aprendizado motor; a segunda, com prejuizos



na linguagem; e a terceira, pode haver uma apatia progressiva ou comportamentos desinibidos

ou estereotipados, com declinio na fungdo executiva (DUBOIS et al., 2014).

Sabe-se que as alteracBes fisiopatologicas do Alzheimer levam décadas antes do
aparecimento dos primeiros sintomas clinicos dessa doenca (BERENGUER et al., 2014,
PATERSON et al., 2014). Nesse periodo, além da fase pré-clinica ou assintomatica, pode
haver uma fase prodromal sintomatica ou com transtorno (comprometimento) cognitivo leve
devido ao Alzheimer, na qual h&d um leve declinio da memdria episddica, mas sem prejuizos
nas atividades da vida diaria (MORRIS et al., 2013). E bom destacar que nem todos nesta fase
desenvolverdao o quadro demencial (CHIU et al., 2013). Portanto, torna-se importante a
investigacdo de biomarcadores de degeneracdo cortical, moleculares e genéticos (presenca de
mutacdes) que possam elucidar o diagndstico ainda nesse periodo assintomético ou com
comprometimento cognitivo leve (MORRIS et al., 2014), a fim de melhor monitoramento da

progressdo da doenca e da eficacia da terapia (CHIU et al., 2013).

Comumente, faz-se esse acompanhamento por imageamento cerebral e por diagnéstico
molecular dos niveis do peptideo B-amiloide e da proteina tau e seus derivados nas amostras
coletadas do liquido cefalorraquidiano (CHIU et al., 2013; MOGHEKAR et al., 2013;
MORRIS et al., 2014; FLEISHER et al., 2015). Porém, a ressonancia magnética do cérebro e
a tomografia de emissdo de positrons para B-amiloide e proteina tau representam um alto
custo; por sua vez, a obtencdo da amostra do liquido cefalorraquidiano por pun¢édo lombar é
um método invasivo, que possui um relativo risco e o desconforto da necessidade de amostras
repetitivas para a avaliacdo da neurodegeneracéo ou do efeito da terapia (CHIU et al., 2013).
Na tentativa de superar esses inconvenientes, pesquisa-se painéis de biomarcadores proteicos
(GUO et al., 2013; MARKSTEINER et al., 2014; YANG et al., 2014), metab6licos (WANG
et al., 2014) e lipidicos (MAPSTONE et al., 2014) no exame de amostras sanguineas, que
satisfagam as condicGes de baixo custo e elevada acurécia, validade, reprodutibilidade,
sensibilidade e especificidade (MORRIS et al.,, 2014), assim como possuam um valor
preditivo (BURNS; ORSINI; L’ITALIEN, 2013), proporcionem um momento mais adequado
de intervencOes terapéuticas antes do inicio das sequelas irreversiveis da patologia
(PATERSON et al., 2014) e respeitem as implicagdes éticas (ARIAS; KARLAWISH, 2014).

Esse trabalho se propde a discutir as recentes pesquisas com biomarcadores
sanguineos que possam ser utilizados na investigacdo dos estagios pre-clinico e prodromico

da doenca de Alzheimer, especificamente os painéis proteicos e lipidicos do plasma,



comparando-0s com os biomarcadores comumente obtidos a partir da amostra do liquido

cefalorraquidiano: peptideos B-amiloides e proteinas tau.

2 Metodologia
2.1 Fonte de pesquisa

Os periddicos pesquisados estavam disponibilizados no PubMed. Consultou-se
também o Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais DSM-5® (2014), verso
traduzida do manual da American Psychiatric Association, e as informacdes disponibilizadas
pela ABRAz: Associacdo Brasileira de Alzheimer (2015). As ilustracdes, com excecdo do

gréfico, foram adaptadas do video produzido por Jannis, Dempsey e Fredenburg (2010).
2.2 Tipo de reviséo dos periodicos

A revisdo dos periddicos foi sistematica, conforme os critérios de incluséo e exclusédo
especificados abaixo. Em algumas situacdes, somente o Abstract serviu como fonte para a

presente andlise.
2.3 Critérios de incluséo

Examinaram-se apenas os periédicos disponibilizados entre 31 de marco de 2013 a 31
de margo de 2015, que realizaram pesquisas em humanos. Os descritores utilizados,
combinando-os entre si, foram: “Alzheimer”, “prodromal”, “preclinical”, “plasma”,
“biomarker”, “phospholipids”, “proteome”, “proteins”, “Mild cognitive impairment”. A
énfase nesse trabalho era encontrar artigos que avaliassem biomarcadores sanguineos
preditivos, ou seja, que pudessem prever a mudancga de um estagio pré-clinico assintomatico
para um estagio prodrémico sintomatico, com evidéncia do Comprometimento Cognitivo

Leve, ou deste para uma provavel doenca de Alzheimer.
2.4 Critérios de excluséo

Permitiu-se encontrar 187 periddicos, porém ndo se consideraram as 47 revisoes,
apenas os artigos originais. Dos 140 restantes, excluiram-se os artigos repetidos, 0s ndo
publicados em inglés, os relatos de aplicagdo de drogas, tratamentos, imageamento cerebral,

imunoglobulina, interagdo mitocondrial, marcadores inflamatdrios e neuroinflamatorios,



citocinas, doengas, mutacdes genéticas, microRNA de interferéncia, assuntos outros ndo
relevantes ao tema discutido nesse trabalho.

Excetuando-se um ou outro eventual artigo utilizado para a fundamentacdo teorica
deste trabalho, ndo se avaliaram as pesquisas com biomarcadores de neurodegeneracdo
cerebral, nem aquelas que utilizassem apenas um ou mais biomarcadores no plasma, como
apolipoproteina E, proteina tau ou peptideos B-amiloide. Também ndo se discutiu as pesquisas
que apenas discriminassem, com biomarcadores sanguineos, os individuos normais dos
acometidos com Alzheimer e Comprometimento Cognitivo Leve, nem aquelas que avaliassem
a concentracdo de apolipoproteina E no liquido cefalorraquidiano e o declinio cognitivo. Com

esses critérios de exclusdo, pdde-se separar para a analise um total de 31 artigos originais.

3 Modelo fisiopatoldgico do Alzheimer

Um dos modelos que tentam explicar a fisiopatologia do Alzheimer é a hipotese da
cascata amiloide (LANDAU; FROSCH, 2014; OSORIO et al., 2014). Na figura 1 podem-se
visualizar as caracteristicas desse modelo, que estd baseado na presenga dos depdsitos de
peptideos B-amiloide, que constituem as placas senis, e pelos emaranhados tau neurofibrilares,
ambas as condicBes resultariam na neurodegeneracdo, com morte neuronal no cerebro
(HERRUP et al., 2013; MEREDITH Jr. et al., 2013; WIRTH et al., 2013; FAGAN et al.,
2014; LANDAU; FROSCH, 2014; OSORIO et al., 2014; TOLEDO et al., 2014).

Figura 1 — Caracteristica fisiopatologica da doenca de Alzheimer

(A) Depositos B-amiloides nas (B) Emaranhados tau neurofibrilares
placas senis fora do neurénio dentro do neur6nio

Fonte: adaptado do video produzido por Jannis, Dempsey e Fredenburg (2010).
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Na Figura 2, pode-se visualizar o mecanismo do processo proteolitico da proteina
precursora amiloide normal, com a participagdo das enzimas fy-secretase e o-Secretase
(JANNIS; DEMPSEY; FREDENBURG, 2010). No Alzheimer, demonstrado na Figura 3, o
processo proteolitico acontece de maneira diferente, com 0 envolvimento da enzima f-
secretase no lugar da a-secretase, que produzird, sobretudo, peptideos P42-amiloide, que
formardo agregados extracelularmente e os depositos, vistos na Figura 4, caracteristicos das
placas senis (JANNIS; DEMPSEY; FREDENBURG, 2010; MEREDITH Jr et al., 2013;
OSORIO et al., 2014). Tais depdsitos sdo resultados de um desequilibrio entre a producéo dos
peptideos B-amiloide e a clearence desses peptideos, no Alzheimer de inicio tardio (OSORIO
et al., 2014). A Apolipoproteina E (APOE), visualizada na Figura 2, no cérebro esta implicada
nessa depuracdo (RASMUSSEN et al., 2015). Isso refletira nos baixos niveis dos peptideos -
amiloide no liquido cefalorraquidiano nos individuos com doenca de Alzheimer ou mesmo

muitos anos antes do inicio da deméncia (MEREDITH et al., 2013).

Figura 2 — Mecanismo normal proteolitico da proteina precursora amiloide (APP) da

membrana celular

APOE

Antes da clivagem
da APP

o-secretase

y-secretase

Ap6s a clivagem da
APP

Citoplasma

Fonte: adaptado do video produzido por Jannis, Dempsey e Fredenburg (2010).
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Figura 3 — Mecanismo proteolitico da proteina precursora amiloide (APP) da

membrana celular com formacao dos peptideos B-amiloide no Alzheimer

Antes da clivagem
da APP

APP

APOE

e

peptideo
B-amiloide

[-secretase

y-secretase

Citoplasma

Apos a clivagem da
APP

Fonte: adaptado do video produzido por Jannis, Dempsey e Fredenburg (2010).

Figura 4 — Agregacdo dos peptideos -amiloides nas placas senis no Alzheimer

0 00 »90\ *t\%liaoj)

Fonte: adaptado do video produzido por Jannis, Dempsey e Fredenburg (2010).
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A Figura 5 mostra o interior do ax6nio do neur6nio, no qual se pode ver um dos
microtubulos, formado por varias estruturas unidas entre si, tendo em sua superficie a proteina
tau, disposta longitudinalmente; Observa-se nesta mesma figura o transporte das vesiculas
dentro dos axo6nios, por esses microtibulos (JANNIS; DEMPSEY; FREDENBURG, 2010).
Na Figura 6, pode-se notar o processo de hiperfosforilacdo da proteina tau, associada aos
microtubulos, com a consequente desagregacdo dos mesmos, e a produgdo dos emaranhados
tau neurofibrilares, que promoverdo a morte neuronal (JANNIS; DEMPSEY;
FREDENBURG, 2010; MEREDITH Jr et al., 2013). No liquido cefalorraquidiano, esse fato
explica parcialmente o aumento em torno de duas a trés vezes do nivel das proteinas tau e
pl81-tau (fosfo-epitopo 181), entre varios outros fosfo-epitopos, nos individuos com leve e
moderada doencas de Alzheimer, pois se tem conhecimento que o0s préprios neurdnios
secretam essas proteinas (MEREDITH Jr et al., 2013). Assim como a diminuicdo do nivel dos
peptideos B-amiloide no liquido cefalorraquidiano, o aumento das proteinas tau e p-tau possui
um valor preditivo na conversdo a doenga de Alzheimer leve (MEREDITH Jr et al., 2013).

Figura 5 — Desenho esquematico de um dos microtubulos dentro do axénio do
neurbnio, com destaque para o transporte de uma vesicula e a proteina tau, disposta

longitudinalmente (seta) sobre a superficie das unidades microtubulares

Proteinas tau sobre
as unidades

microtubulares

Vesicula

Fonte: adaptado do video produzido por Jannis, Dempsey e Fredenburg (2010).
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Figura 6 — A formacéo dos emaranhados tau neurofibrilares e desagregacdo dos

microtubulos dentro do neurénio no Alzheimer

Processos que ocorrem dentro do neurdnio:
(A) Hiperfosforilacdo da proteina tau (setas enegrecidas)
(B) Desagregacéo dos microtibulos

(C) Agregacao dos emaranhados tau neurofibrilares

Fonte: adaptado do video produzido por Jannis, Dempsey e Fredenburg (2010).

Baseado em evidéncias de neuroimagem e de investigacdes de amostras do liquido

cefalorraquidiano, os depositos de peptideos B-amiloide precedem cinco a dez anos antes da



14

neurodegeneracdo, com a presenca de atrofia do cdrtex médio temporal, hipometabolismo
tempoparietal, acimulo de proteina tau no liquido cefalorraquidiano (LANDAU; FROSCH,
2014). Em relacdo as mudancas cognitivas, essas alteracbes ocorrem uma ou mais décadas
antes (SOLDAN et al., 2013; LANDAU; FROSCH, 2014; TOLEDO et al., 2014), inclusive o
acumulo de emaranhado tau neurofibrilares (SOLDAN et al., 2013), marcando um longo
estagio pre-clinica antes do aparecimento dos primeiros sintomas demenciais (SOLDAN et
al., 2013; TOLEDO et al., 2014; FORTEA et al., 2014) ou do estagio prodrémico, no qual o

comprometimento cognitivo leve € presente (TOLEDO et al., 2014).

Hipoteticamente, a deposi¢do B-amiloide é o evento primario, e influenciara a
formacdo dos emaranhados tau neurofibrilares; porém, contraditoriamente, ha evidéncias em
estudos de necropsia que os achados tau neurofibrilares precedem essa deposi¢do (OSORIO et
al., 2014). Propde-se um modelo que 0 acimulo dos depositos de peptideos B-amiloide ocorre
de maneira continua no cérebro, com reflexo na concentracdo de biomarcadores no liquido
cefalorraquidiano (peptideos B-amiloide, tau e p-tau) marcado por trés subdivises ou etapas,
que antecederiam o estagio prodrémico, com comprometimento cognitivo leve, e 0s sintomas
propriamente ditos do Alzheimer: na etapa 1, com assintomética deposi¢do B-amiloide; na
etapa 2, ha continuidade dessa deposic¢do, com evidéncia do inicio da neurodegeneracdo no
cérebro; na etapa 3, ja se nota um sutil declinio cognitivo (KNOPMAN et al., 2013; VAN
HARTEN et al., 2013; FORTEA et al., 2014; TOLEDO et al., 2014).

Na préatica clinica, conforme visualizado na Figura 7, os individuos normais que
estariam na etapa 0 (Normal) teriam a concentragdo de peptideo p42-amiloide superior a 550
ng/L, tau deveria estar inferior a 375 ng/L e p-tau, menor do que 52 ng/L no liquido
cefalorraquidiano. Na etapa 1, ja se evidenciaria alteragdes no nivel do peptideo P42-
amiloide, mas tau e p-tau estariam normais. Na etapa 2, a concentragdo do peptideo P42-
amiloide estaria alterada, e tau e p-tau poderiam ambas estarem aumentadas, ou apenas uma
delas. Na etapa 3, as concentragdes do peptideo p42-amiloide, tau e p-tau estariam alterados
(VAN HARTEN et al., 2013). Estes valores seguem alterados no estagio prodrémico
(MOGHEKAR et al., 2013).

Uma observacgdo interessante que neste trabalho de Van Harten et al. (2013), os
sujeitos que se tinham queixas do desempenho da prépria memdria, poderiam ja ser
classificados nas etapas 1 e 2, anteriores a etapa 3, definida como aquela em que o sutil

declinio cognitivo comparece. Tal dado questiona esse modelo supracitado, em etapas ou



15

subdivisdes do estagio pré-clinico, quanto aos aspectos cognitivos (VAN HARTEN et al.,
2013).

Figura 7 — Mudangas dos biomarcadores do liquido cefalorraquidiano nos estagios
pré-clinico e prodrémico (Comprometimento Cognitivo Leve — CCL) da doenca de Alzheimer
(valores normais sdo: f42-amiloide > 550 ng/L; tau < 375 ng/L; p-tau < 52 ng/L)

ng/L B B42-amiloide

700 - N tau

M p-tau
600

500 -

400

300

200 -

100

Fonte: O gréafico obtido a partir dos valores estimados pelos autores, baseado nos parametros

normais encontrados em VAN HARTEN et al. (2013) e das informagfes sobre o CCL em
MOGEKHAR et al. (2013).
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4 O uso de biomarcadores sanguineos para os estagios do Alzheimer pré-clinico e

prodromico

Em uma recente analise quantitativa de lipidios, aminoacidos e aminas biogénicas, por
meio de método lipidémico e metabolémico, provenientes de 124 amostras do plasma
sanguineo com pessoas de 70 ou anos mais, Mapstone et al. (2014) conseguiram identificar
dez metabdlitos que se apresentam bastante diminuidos — fosfatidilcolinas e acilcarnitinas —,
nos idosos normais, que passariam a ser classificados como individuos com
Comprometimento Cognitivo Leve amnestico ou com Alzheimer leve, com 2 a 3 anos de
antecedéncia, com uma acuracia superior a 90%. Porém, esse painel lipidico ainda necessita
de validacdo externa, com semelhante classificacdo clinica, além da utilizacdo de amostras do
plasma de sujeitos com uma maior diversidade em suas caracteristicas demograficas
(MAPSTONE et al., 2014).

E importante ressaltar que os idosos eram considerados saudaveis no inicio do estudo
e foram acompanhados observacionalmente durante cinco anos. Ao longo desse tempo,
contudo, alguns deles foram reclassificados em trés grupos, a partir de critérios de avaliacdo
neuropsicoldgica, relacionados com a medicéo do desempenho de meméria e com o exame da
cognicdo global: Comprometimento Cognitivo Leve amnético/Alzheimer leve, Conversores
(com desempenho de memdria piorado, podendo agora ser incluidos em Comprometimento
Cognitivo Leve amnéstico ou com Alzheimer leve) e Normais (grupo controle) (MAPSTONE
etal., 2014).

Na Tabela 1 visualiza-se os dez diferentes tipos de fosfolipidios encontrados na
pesquisa de Mapstsone et al. (2014). Essa deplecdo de fosfaditilcolinas e acilcarnitinas no
plasma sanguineo assinala indiretamente a existéncia de um processo de desregulacdo da
integridade da membrana dos neurénios colinérgicos no cérebro ja no estagio pré-clinico, com
a consequente morte neuronal (MAPSTONE et al., 2014). De fato, as fosfaditilcolinas e as
acilcarnitinas sdo fundamentais na integridade e funcionamento das membranas celulares
(JONES; McDONALD; BORUM, 2010 apud MAPSTONE et al., 2014). No cérebro, as
acilcarnitinas também estdo envolvidas no metabolismo lipidico que acontece dentro das
mitocondrias e sdo implicadas com a regulacdo, a producdo e a manutencdo dos neurénios,
por meio do aumento da producdo do fator de crescimento neural. Este € um potente fator
trofico e de sobrevivéncia para 0s neurdnios colinérgicos, que estdo afetados na doenca de
Alzheimer (JONES; McDONALD; BORUM, 2010 apud MAPSTONE et al., 2014).
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Tabela 1 — Fosfolipidios identificados no plasma que discriminam idosos normais que

converterdo em Comprometimento Cognitivo Leve amnéstico ou Alzheimer leve

Fosfolipidio Tipo

Diacil C36:6 Fosfatidilcolina
Diacil C38:0 Fosfatidilcolina
Diacil C38:6 Fosfatidilcolina
Diacil C40:1 Fosfatidilcolina
Diacil C40:2 Fosfatidilcolina
Diacil C40:6 Fosfatidilcolina
Acil-Aquil C40:6 Fosfatidilcolina
Lisoacil C18:2 Fosfatidilcolina
Propionil (C3) Acilcarnitina
C16:1-OH Acilcarnitina

Fonte: adaptado de Mapstone et al. (2014)

Numa pesquisa que tinha como objetivo investigar metabdlitos associados com a
doenca de Alzheimer, Wang et al. (2014) constataram uma diminuicdo significativa no
plasma sanguineo em individuos com a doenca de Alzheimer e Comprometimento Cognitivo
Leve amnéstico dos acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados (n-3, n-6 e n-9), assim
como os acidos graxos saturados (acido palmitico, acido tetradecandico, acido pentadecandico

e acido octadecandico), o que reforca as evidéncias nas alteracdes do metabolismo lipidico.

Dentre os artigos consultados sobre o painel de biomarcadores proteicos no plasma
sanguineo, duas pesquisas demonstraram diferengas entre individuos normais daqueles
acometidos com Alzheimer (GUO et al., 2013; MARKSTEINER et al., 2014) e, inclusive
com Comprometimento Cognitivo Leve (MARKSTEINER et al., 2014), mas sem realizar
comentarios sobre o valor preditivo desses resultados. Burnham et al. (2014) investigaram
um painel de 176 marcadores bioldgicos a partir das amostras do plasma sanguineo de 273
individuos participantes do estudo Imagem Australiana, Biomarcadores e Estilo de Vida, que

foram previamente avaliados com alta e baixa marcagdo de deposi¢do B-amiloide no
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neocodrtex pela tomografia de emissdo de positrons. Eles conseguiram estabelecer um modelo
preditivo, no qual nove proteinas do plasma sanguineo (CXCL-13, PPY, IL-17, IgM,
Proteina C reativa, VCAM-1, IGFBP2, ANGPF2 e CD40) foram capazes de identificar, com
sensibilidade de 80% e especificidade de 82%, esses dois grupos revelados por esse método
de neuroimagem. Este trabalho teve validacdo externa com amostras provenientes da
Iniciativa de Neuroimagem da Doencga de Alzheimer (BURNHAM et al., 2014).

Diferentemente dessas publicacdes, o trabalho de Yang et al. (2014) conseguiu
identificar proteinas e peptideos capazes de predizer, com acurécia de aproximadamente 79%,
a progressdo rapida para a doenca de Alzheimer em individuos com Comprometimento
Cognitivo Leve em comparacdo aqueles que permaneceram estaveis. Essa acuracia €
semelhante ao trabalho publicado em 2007 por Ray et al., citado por Yang et al. (2014), no
qual o painel de 18 proteinas poderia discriminar individuos com Comprometimento Leve que
rapidamente evoluiam para o Alzheimer, com uma sensibilidade e especificidade ao redor de
80%.

No estudo de Yang et al. (2014) foram utilizadas 119 amostras de plasma sanguineo
de idosos de ambos os sexos com Comprometimento Cognitivo Leve (estavel e de rapida
progressdo para a doenca de Alzheimer), com idade variando entre 65 e 77 anos. Das 125
proteinas analisadas, encontraram 60 que podiam discriminar entre 0s idosos com
Comprometimento Cognitivo Leve estavel e de rapida progressdo para a doenca de
Alzheimer. Destas identificaram 13 proteinas tiveram comportamentos de regulacdo em
direcdo opostas dependendo do sexo: fator B do Complemento, fator I do Complemento, a-1-
acido glicoproteina 1, Ig y-3 (regido da cadeia 3), ceruplasmina, fator H do Complemento,
inibidor da protease plasmatica C1, fibronectina, cadeias o, e y do fibrinogénio, gelsolina e
a-2-macroglobina. Destas as mais informativas, nesse modelo que leva em conta 0 sexo,
foram a a-2-macroglobina e a fibronectina. Cabe ainda destacar que muitas dessas proteinas
sugerem o envolvimento do sistema imune, especialmente em processos neuroinflamatérios,
na patologia da doenca de Alzheimer (YANG et al., 2014).

Uma das proteinas acima, a a-2-macroglobina apresentou-se aumentada, ainda que
sem diferenga significativa, nas mulheres idosas com Comprometimento Cognitivo Leve de
rapida progressao para a doenca de Alzheimer comparada aos homens idosos nesta mesma
condicdo. Quando esse primeiro grupo era comparado aquelas com Comprometimento

Cognitivo Leve estavel, o nivel de a-2-macroglobina era 13% superior. Porém, se a
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comparacao era feita entre homens idosos com Comprometimento Cognitivo Leve de rapida
progressao e aqueles com Comprometimento Cognitivo Leve estdvel, o nivel de o-2-
macroglobina era 12% inferior nos idosos com Comprometimento Cognitivo Leve de rapida
progressao (YANG et al., 2014).

5 A comparacdo com o0s biomarcadores comumente utilizados no liquido

cefalorraquidiano nos estagios do Alzheimer pré-clinico e prodrémico

Ao contrario das pesquisas sobre os painéis proteicos e lipidicos, a utilizacdo dos
biomarcadores no liquido cefalorraquidiano (peptideos B-amiloide, proteinas tau e p181-tau)
tem a sua importancia reconhecida como método diagndstico de diferenciacdo entre
individuos normais daqueles com a doenca de Alzheimer, inclusive por proporcionar uma
avaliacdo preditiva para a progressdao do declinio cognitivo (MEREDITH Jr et al., 2013;
MOGHEKAR et al., 2013; SOLDAN et al., 2013; VAN HARTEN et al., 2013;
BERENGUER et al., 2014; FAGAN et al., 2014; FORTEA et al., 2014; OSORIO et al., 2014;
YANG et al., 2014; FLEISHER et al., 2015). Contudo, ndo ¢ um método sem riscos e
inconvenientes, como o desconforto da puncdo, aqueles que se submetem a esse exame
(CHIU et al., 2013; GUO et al., 2013; MAPSTONE et al., 2014; MARKSTEINER et al.,
2014).

Na presente revisdo, constataram-se, contudo, duas controvérsias a respeito da
utilizacdo desses biomarcadores do liquido cefalorraquidiano. A primeira é o carater
preditivo. Blennow et al., 2010, apud Mapstone et al. (2014), afirmam que o valor preditivo
para a doenca de Alzheimer dos trés tipos de biomarcadores do liquido cefalorraquidiano no
estagio pré-clinico ndo é tdo forte, e sua utilizacdo é apenas Util para a confirmacédo
diagndstica. A segunda é a capacidade desses biomarcadores do liquido cefalorraquidiano em
distinguir a doenca de Alzheimer das outras deméncias, como a deméncia vascular ou a
deméncia frontotemporal. Para Marksteiner et al. (2014) essa diferenciacdo ndo é possivel.
Contrapondo a essa posicdo, Meredith Jr et al. (2013) afirmam que o aumento da proteina tau

ndo e detectada nas deméncias de Parkinson e frontotemporal.

No parametro predicdo, entre os estudos longitudinais com os trés tipos de
biomarcadores do liquido cefalorraquidiano mencionados, a publicacdo de Moghekar et al.

(2013) demonstrou a capacidade de predicdo de mais de cinco anos antes do aparecimento dos
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primeiros sintomas de Comprometimento Cognitivo Leve ou mesmo doenga de Alzheimer.
Coletou-se, inicialmente, a amostra do liquido cefalorraquidiano em 265 individuos
saudaveis, com média de idade de 57,2 anos e 61% pertencentes ao sexo feminino, avaliados
por testes neuropsicoldgicos, e sem problemas neuroldgicos e psiquiatricos. Esses sujeitos
foram acompanhados, e 53 destes receberam posteriormente o diagnostico de
Comprometimento Cognitivo Leve ou doenca de Alzheimer (ndo ha uma subdivisdo nesses
dois grupos). Ao se comparar a linha de base constituida pela analise dos biomarcadores
coletados, notou-se uma diferenca naqueles que permaneceram normais (n = 212), com média
de idade de 56 anos e constituidos por 61% de mulheres, em relagcdo ao grupo restante que
progrediu para o Comprometimento Cognitivo Leve ou doenga de Alzheimer (n = 53), com
média de idade de 62 anos e formado por 58% de mulheres. Neste, os valores dos peptideos
B-amiloide eram menores; t-tau (tau total) e p-tau (tau fosfo-epitopo) eram maiores, assim
como as razdes t-tau/ B-amiloide e p-tau/B-amiloide. E interessante assinalar que a elevagéo
da taxa dessas duas razbes torna-se um poderoso valor preditivo para quem sofrerd
precocemente declinio cognitivo (MOGHEKAR et al., 2013).

O trabalho de Moghekar et al. (2013) foi corroborado pela pesquisa de Berenguer et al.
(2014), quanto aos resultados da linha de base dos trés biomarcadores (peptideos B-amiloide,
t-tau e p-tau) e das duas razbes (t-tau/ B-amiloide e p-tau/B-amiloide), num grupo
assintomatico no inicio (n = 39), saudavel, com idade variando entre 59 e 83 anos, avaliado
por diferentes testes neuropsicolégicos que mediram a cognicdo global, a meméria, a
atencdo, a fluéncia verbal, a atividade da vida diaria e 0 comportamento). Os individuos que
desenvolveram declinio cognitivo (n = 10) nesses dominios, apds dois anos desde a coleta das
amostras do liquido cefalorraquidiano, tiveram reduzidos niveis de peptideo B-amiloide; as
razdes t-tau/ B-amiloide e p-tau/B-amiloide estavam aumentadas; as concentragdes de t-tau e

p-tau eram maiores, mas ndo diferiram significativamente do grupo controle (n = 29).

Alguns trabalhos mostraram uma analise mais detalhada entre a utilizacdo do teste
neuropsicoldgico e os biomarcadores mencionados do liquido cefalorraquidiano para a doenca
de Alzheimer. Um dos resultados encontrados por Berenguer et al. (2014) foi a correlacdo do
pior desempenho no teste de Recordacgdo Seletiva Livre e com Pistas, que avalia a memoria, e
os reduzidos niveis dos peptideos B-amiloide. Todavia, nenhuma correlagéo foi encontrada
entre os niveis de t-tau e p-tau e as medidas cognitivas. A cognicdo global ndo pode ser

correlacionada com o nivel de peptideo f-amiloide.
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Na publicagdo de Van Harten et al. (2013), 132 sujeitos, com idade variando entre 53 a
69 anos e 42% pertencentes ao sexo feminino, que se queixavam subjetivamente no
desempenho da propria memoria, classificados inicialmente conforme as concentracdes de
peptideo B42-amiloide, tau e p-tau coletadas do liquido cefalorraquidiano (Tabela 2), foram
acompanhados durante 2 + 1 anos e avaliados no desempenho de quatro dominios cognitivos
(memdria, atengdo, funcdo executiva e linguagem). Destes, somente 10% (n = 13)
progrediram clinicamente para o quadro de Comprometimento Cognitivo Leve ou deméncia
devido a doenca de Alzheimer. A analise dos trés biomarcadores pdde constatar que tanto a
concentragdo do peptideo P42-amiloide como a razdo B42-amiloide/tau sozinhos puderam
predizer o declinio no desempenho da memdria, funcdo executiva e cognicdo global. As
concentragdes de tau e p-tau, independentemente, ndo predisseram o declinio cognitivo (VAN
HARTEN et al., 2013).

Tabela 2 — Distribuicdo dos 132 sujeitos, conforme a avaliacdo dos biomarcadores do
liquido cefalorraquidiano (peptideo p42-amiloide, tau e p-tau) em diferentes etapas ou
subdivisdes do estagio pré-clinico para o Alzheimer e no grupo suspeito de nao desenvolver
Alzheimer (GSNDA)

Biomarcadores do liquido cefalorraquidiano

(ng/L)
Etapas N (%) B42-amiloide tau p-tau
Etapa 0 80 (61) > 550 <375 <52
Etapa 1 11 (8) <550 <375 <52
Etapa 2 10 (8) <550 Um ou ambos alterados
GSNDA 31 (23) > 550 Um ou ambos alterados

Fonte: adaptado de Van Harten et al. (2013)

No quesito acuracia, Mapstone et al. (2014) demonstraram, que a utilizacdo dos dez
fosfolipidios (fosfaditilcolinas e acilcarnitinas) plasmaticos possuem uma acuracia acima de

90% na predicdo, com dois a trés anos de antecedéncia, daqueles individuos idosos normais
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que se converteriam em Comprometimento Cognitivo Leve amnéstico ou na patologia da
doenga de Alzheimer, semelhante ou superior aos estudos que utilizam os trés tipos de
biomarcadores do liquido cefalorraquidiano. Essa comparacao, porém, nao foi realizada com
as publicacdes revisadas nesse trabalho sobre os painéis proteicos com valor preditivo
(BURNHAM et al., 2014; YANG et al., 2014).

Essas pesquisas com painéis proteicos e lipidicos plasmaticos ainda precisam ser
realizadas em muitas outras situacdes, no que diz respeito a reserva cognitiva (SOLDAN et
al., 2013) e as mutacOes dos genes proteina precursora do amiloide (APP), presenilina 1
(PSEN1) ou presenilina 2 (PSEN2) nas formas de Alzheimer familiar (FAGAN et al, 2014;
FLEISHER et al., 2015).

A reserva cognitiva é um constructo que pode ser definido como o nivel do repertorio
educacional e o envolvimento ocupacional em atividades complexas e socialmente e
cognitivamente estimulantes (SOLDAN et al., 2013). Em um estudo utilizando-se de
biomarcadores no liquido cefalorraquidiano (peptideos PB-amiloide, t-tau, p-tau, t-tau/ p-
amiloide e p-tau/B-amiloide) de individuos ainda no estagio pré-clinico, constatou-se que
aqueles possuidores de alta reserva cognitiva: a) tem um reduzido risco de progressdo para o
declinio cognitivo; b) sdo capazes de tolerar até mesmo baixos niveis de peptideos B-
amiloide; c) a progressdo para o declinio cognitivo ¢ independente do nivel de peptideos -
amiloide, mas depende dos niveis de t-tau e p-tau, o que significa uma diminuicdo do efeito

da reserva cognitiva sobre a progressdo do declinio cognitivo (SOLDAN et al., 2013).

Fagan et al. (2014), num estudo relacionado com a forma familiar da doenca de
Alzheimer, com metodologias transversal e longitudinal, tiveram como objetivo avaliar a
hipo6tese do nivel do aumento das alteragdes dos biomarcadores no liquido cefalorraquidiano e
no plasma ao longo da progressdo dessa patologia em portadores e ndo portadores de
mutacdes nos genes APP, PSEN1 e PSEN2. Os 242 sujeitos da metodologia transversal,
examinados neuropsicologicamente, foram agrupados em trés diferentes grupos, conforme ser
ndo portador (n = 96; média de idade: 40,3) ou portador de mutacdo (n = 146), e estes,
subdivididos com sintomas de prejuizos cognitivos (n = 62; média de idade: 45,2) e
assintomaticos (n = 84; média de idade: 34,6). O estudo longitudinal compreendeu a avaliagdo
de 37 sujeitos, nos seguintes grupos: ndo portador (n = 11; média de idade: 40,0), portador de
mutacdo com sintomas de declinio cognitivo (n = 17; média de idade: 44,4) e portador de

mutacdo, assintomaticos (n = 9; média de idade: 37,7). Os participantes foram submetidos a
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coleta de biomarcadores do liquido cefalorraquidiano (peptideos B-amiloide, tau, p181-tau e
proteina semelhante a visinina — VILIP-1, que é marcadora de injuria e degeneracédo cerebral)
e plasmaticos (peptideos B-amiloide e visinina — VILIP-1), além da marcacdo para peptideos
B-amiloide por meio da tomografia por emissdo de poésitrons. Eles eram provenientes de
familias com mutacdo no gene PSEN1 (70%), ambos os sexos (60% do sexo feminino),
genotipados para o polimorfismo APOE (a0 menos 25% dos individuos possuiam um alelo
E4, e destes cinco eram homozigotos E4) (FAGAN et al., 2014).

No que se reporta a analise dos biomarcadores do liquido cefalorraquidiano (peptideos
B-amiloide, tau e pl81-tau), assunto desta revisdo, esse trabalho mostrou, no estudo
transversal, que a reducdo da concentracdo de peptideos P-amiloide e a elevacdo da
concentracdo de tau e p181-tau em portadores de mutacdo (assintométicos) podem predizer
uma estimativa de dez a vinte anos antes do inicio dos primeiros sintomas e antes da detec¢do
dos déficits cognitivos. Quanto aos resultados do estudo longitudinal, concluiu-se que a
concentracdo dos biomarcadores do liquido cefalorraquidiano de injaria neuronal (tau,
pl8ltau e VILIP-1) ocorre uma diminuicdo da concentracdo desses biomarcadores apds o
inicio dos primeiros sintomas, revelando uma lentificacdo do processo de neurodegeneracdo

com o progresso da patologia nos individuos portadores de mutacdo (FAGAN et al., 2014).

Fleisher et al. (2015) analisaram, num modelo de estudo transversal, as mudancas
associadas a idade verificadas no imageamento do cérebro e nos biomarcadores do plasma
sanguineo e do liquido cefalorraquidiano para o Alzheimer em 54 parentes de ambos 0s Sexos,
portadores e ndo portadores da mutagdo E280A no gene da presenilina 1 (PSEN1), com média
de idade variando de 20 a 59 anos, com diferente nivel educacional e genotipagem para o
polimorfismo APOE. Também foram submetidos a diferentes avaliagdes neuropsicolégicas
(cognicao global, atencdo, funcdo executiva e memoaria), os quais foram classificados em nédo
portadores normais (n = 22), portadores sem déficit cognitivo (n = 20) e portadores com

déficit cognitivo (n = 12).

Algumas das principais conclusdes, referente a analise dos biomarcadores (peptideos
B-amiloide, tau total e p-tau), nessa pesquisa foram: a) os portadores da mutacdo E280A no
gene da presenilina 1 (PSEN1), sem déficit cognitivo avaliado, tiveram a concentracdo
reduzida de peptideos B-amiloide e elevacdo da tau total, quando comparados com 0s nédo
portadores, 0s quais ndo apresentavam nenhum prejuizo nos dominios cognitivos avaliados;

b) pbde-se inferir, por meio de modelos de regressdo, uma estimativa de divergéncia
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aproximada da reducdo dos peptideos B-amiloide, entre portadores e ndo portadores da
referida mutacéo, na idade de 24 anos (95% Intervalo de Confianca, 20 a 30 anos), cerca de
20 anos em relacdo ao inicio do Comprometimento Cognitivo Leve (95% Intervalo de
Confianca, 14 a 24 anos) e 25 anos antes do inicio dos sintomas de deméncia de Alzheimer; c)
no caso do aumento do tau total, essa estimativa era 29 anos (95% Intervalo de Confianga, 24
a 37 anos), cerca de 15 anos em relagdo ao inicio do Comprometimento Cognitivo Leve (95%
Intervalo de Confianca, 7 a 20 anos) e 20 anos antes do inicio dos sintomas de deméncia de
Alzheimer; d) no caso do aumento do p181-tau, essa estimativa era 31 anos (95% Intervalo de
Confianga, 25 a 36 anos), cerca de 13 anos em relacdo ao inicio do Comprometimento
Cognitivo Leve (95% Intervalo de Confianca, 8 a 19 anos) e 18 anos antes do inicio dos
sintomas de deméncia de Alzheimer (FLEISHER et al., 2015).

6 Considerac6es Finais

A presente revisdo teve um recorte pequeno, apenas se utilizou periédicos publicados
no PubMed nos Gltimos dois anos, com critérios de inclusdo e exclusdo que limitaram muito o
alcance desse trabalho. Por exemplo, preferiu-se ndo incluir marcadores inflamatérios e
neuroinflamatdrios, assunto de grande importancia na atualidade, refletido no nimero de
publicacGes associadas ao Alzheimer, nem tampouco abordar as investigacOes a respeito da
utilizacdo de neutrdfilos e plaquetas como biomarcadores para essa patologia nos estagios
pré-clinico e prodrémico. Contudo, os principais artigos sobre painéis proteicos e lipidicos do
plasma sanguineo foram abordados, comparando-os com 0s biomarcadores do liquido
cefalorraquidiano. Ndo ha duvida de que a aplicabilidade clinica desses biomarcadores

sanguineos exigira novos desenhos metodoldgicos.

A realizacdo de estudos longitudinais e observacionais mais longos, contendo
amostras maiores e mais estratificadas de individuos (sexo, etnia, nivel educacional), numa
faixa etaria mais jovem do que os estudos revisados nessa monografia, ainda num estagio pré-
clinico assintomatico. Torna-se importante correlacionar nessa metodologia os diferentes
dominios cognitivos (atencdo, funcdes executivas, linguagem, memdria, percep¢do visuo-

espacial, cognicao global) com os biomarcadores proteicos e lipidicos.
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Necessita-se obter amostras provenientes de familias com casos de doenca de
Alzheimer, contendo portadores e ndo portadores de alelos dos genes associados (APOE,
APP, PSEN-1, PSEN-2 ou outros). Desta forma, poder-se-ia avaliar melhor a dinamica desses
biomarcadores plasmaticos proteicos e lipidicos nesses individuos aparentados, mas com
genotipagem diferenciada, nas familias com diferentes formas de Alzheimer, tipicas e
atipicas, familiar e esporadica.

Almeja-se uma classificacdo correta dos individuos que estejam no estagio pré-clinico
ou prodrémico, por meio de instrumentos de avaliacdo neuropsicologicos padronizados, por
definicbes operacionais utilizadas por todos os pesquisadores. Devem-se utilizar métodos
laboratoriais e estatisticos de facil reproducdo e execucdo. Dessa forma, poder-se-a4 conseguir
biomarcadores preditivos, com validacdo externa, semelhantes aqueles utilizados com

amostras do liquido cefalorraquidiano.
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