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RESUMO 

As demências neurodegenerativas são doenças que afetam a cognição, o comportamento 

e a independência do indivíduo, e o tipo mais prevalente é a doença de Alzheimer (DA). 

Alguns dos principais aspectos da fisiopatologia da DA é o excessivo depósito 

extracelular do peptídeo beta-amiloide (βA) e acúmulo intracelular da proteína Tau 

fosforilada (phosphorylated Tau (p-Tau) no cérebro, que podem ser quantificadas no 

líquido cefalorraquidiano (LCR). Indivíduos em fases prodrômicas como 

comprometimento cognitivo leve amnéstico (CCLa) evoluem para demência da DA 

provável em uma taxa de ∼10-15% ao ano. A busca por biomarcadores que possam 

diferenciar quais desses pacientes evoluirão para DA é tema de grande interesse, 

sobretudo pela perspectiva de drogas modificadoras da doença. Em relação a marcadores 

de neuroimagem, há a hipótese de que a DA pode ser uma síndrome de desconexão de 

redes neuronais envolvendo anormalidades que começam a nível sináptico e 

progressivamente resultam em perda e degeneração da integridade da substância branca 

(SB) e cinzenta (SC). No presente trabalho buscamos avaliar transversal e 

longitudinalmente pacientes com CCLa no continuum da DA, ou seja, com alteração do 

peptídeo βA (βA+) no exame de LCR. Analisamos diferentes técnicas de Ressonância 

Magnética (volume hipocampal (HV), medidas de imagem por tensor de difusão e 

conectividade funcional) e análises moleculares (quantificação do peptídeo βA e proteína 

Tau no LCR), tanto transversalmente quanto longitudinalmente (nesse caso, comparando 

CCLa βA+ em relação à conversão ou não para DA em um período de 13 meses.  

Utilizamos os programas Multi-Atlas, UF2C e Freesurfer para avaliar imagens de tensor 

de difusão, conectividade funcional e volume do hipocampo, respectivamente. Em nosso 

estudo transversal, encontramos diferenças significativas entre os pacientes e controles 

nas medidas de integridade da SB em vários tratos. Ainda, encontramos correlações 

significativas entre essas medidas com os níveis liquóricos da proteína Tau nas estruturas 

temporais mediais (fórnice e os tratos hipocampais do cíngulo direito). Em relação ao 

estudo longitudinal, mostramos que relação aos valores de HV o grupo conversor 

apresentou menor volume quando comparados ao grupo controle. E também observamos 

diferenças quanto a alterações de SB no feixe parahipocampal do cíngulo direito quando 

comparado o grupo conversor com os não-conversores e com os controles. As medidas 

estruturais parecem diferenciar melhor os grupos do que os outros marcadores.  

 

 

 

Palavras-chaves: Doença de Alzheimer; Biomarcadores; Neuroimagem; Integridade da 

substância branca; Proteína Tau. 

 

 



ABSTRACT 

Neurodegenerative dementias are diseases that affect the individual's cognition, behavior 

and independence. The most prevalent type is the Alzheimer's disease (AD). Some of the 

main aspects of the pathophysiology of AD are the excessive extracellular deposition of 

amyloid-beta peptide (Aβ) and intracellular accumulation of phosphorylated Tau protein 

(p-Tau) in the brain, which can be quantified in cerebrospinal fluid (CSF). Individuals in 

prodromal phases such as amnestic mild cognitive impairment (aMCI) evolve to probable 

AD dementia at a rate of ∼10-15% per year. The search for biomarkers that can 

differentiate which of these patients will evolve into AD is a topic of great interest, 

especially from the perspective of disease-modifying drugs. Regarding neuroimaging 

markers, there is the hypothesis that AD may be a syndrome of disconnection of neuronal 

networks involving abnormalities that begin at the synaptic level and progressively result 

in loss and degeneration of the integrity of the white matter (WM) and gray matter (GM). 

In the present work we seek to evaluate transversal and longitudinally patients with aMCI 

in the continuum of DA, that are, with alteration of the Aβ (Aβ +) peptide in the CSF 

examination. We analyzed different techniques of Magnetic Resonance Imaging (MRI) 

(hippocampal volume (HV), measurements by diffusion tensor imaging (DTI) and 

functional connectivity (FC)) and molecular analyzes (quantification of the Aβ peptide 

and Tau protein in the CSF), both transversely and longitudinally (in this case, comparing 

aMCI Aβ + in relation to the conversion or not to AD in a period of 13 months. We used 

the programs Multi-Atlas, UF2C and Freesurfer to evaluate DTI parameters, FC and HV, 

respectively. In our cross-sectional study, we found significant differences between 

patients and controls in the measures of WM integrity in several tracts, we also found 

significant correlations between these measures with the CSF levels of Tau protein in the 

medial temporal structures (fornix and the hippocampal tracts of the right cingulate). We 

showed that in relation to the HV values, the converter group had a lower volume when 

compared to the control group. And we also observed differences in WM changes in the 

parahypocampal bundle of the right cingulate when comparing the converter group with 

the non-converters and with the controls. Structural measures seem to differentiate groups 

better than other markers.  

 

 

 

Keywords: Alzheimer's disease; Biomarkers; Neuroimaging; White matter integrity; 

Tau protein. 
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RESUMO 
As demências neurodegenerativas são doenças que afetam a cognição, o comportamento 
e a independência do indivíduo, e o tipo mais prevalente é a doença de Alzheimer (DA). 
Alguns dos principais aspectos da fisiopatologia da DA é o excessivo depósito 
extracelular do peptídeo beta-amiloide (βA) e acúmulo intracelular da proteína Tau 
fosforilada (phosphorylated Tau (p-Tau) no cérebro, que podem ser quantificadas no 
líquido cefalorraquidiano (LCR). Indivíduos em fases prodrômicas como 
comprometimento cognitivo leve amnéstico (CCLa) evoluem para demência da DA 
provável em uma taxa de ∼10-15% ao ano. A busca por biomarcadores que possam 
diferenciar quais desses pacientes evoluirão para DA é tema de grande interesse, 
sobretudo pela perspectiva de drogas modificadoras da doença. Em relação a marcadores 
de neuroimagem, há a hipótese de que a DA pode ser uma síndrome de desconexão de 
redes neuronais envolvendo anormalidades que começam a nível sináptico e 
progressivamente resultam em perda e degeneração da integridade da substância branca 
(SB) e cinzenta (SC). No presente trabalho buscamos avaliar transversal e 
longitudinalmente pacientes com CCLa no continuum da DA, ou seja, com alteração do 
peptídeo βA (βA+) no exame de LCR. Analisamos diferentes técnicas de Ressonância 
Magnética (volume hipocampal (HV), medidas de imagem por tensor de difusão e 
conectividade funcional) e análises moleculares (quantificação do peptídeo βA e proteína 
Tau no LCR), tanto transversalmente quanto longitudinalmente (nesse caso, comparando 
CCLa βA+ em relação à conversão ou não para DA em um período de 13 meses.  
Utilizamos os programas Multi-Atlas, UF2C e Freesurfer para avaliar imagens de tensor 
de difusão, conectividade funcional e volume do hipocampo, respectivamente. Em nosso 
estudo transversal, encontramos diferenças significativas entre os pacientes e controles 
nas medidas de integridade da SB em vários tratos. Ainda, encontramos correlações 
significativas entre essas medidas com os níveis liquóricos da proteína Tau nas estruturas 
temporais mediais (fórnice e os tratos hipocampais do cíngulo direito). Em relação ao 
estudo longitudinal, mostramos que relação aos valores de HV o grupo conversor 
apresentou menor volume quando comparados ao grupo controle. E também observamos 
diferenças quanto a alterações de SB no feixe parahipocampal do cíngulo direito quando 
comparado o grupo conversor com os não-conversores e com os controles. As medidas 
estruturais parecem diferenciar melhor os grupos do que os outros marcadores.  
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ABSTRACT 
Neurodegenerative dementias are diseases that affect the individual's cognition, behavior 
and independence. The most prevalent type is the Alzheimer's disease (AD). Some of the 
main aspects of the pathophysiology of AD are the excessive extracellular deposition of 
amyloid-beta peptide (Aβ) and intracellular accumulation of phosphorylated Tau protein 
(p-Tau) in the brain, which can be quantified in cerebrospinal fluid (CSF). Individuals in 
prodromal phases such as amnestic mild cognitive impairment (aMCI) evolve to probable 
AD dementia at a rate of ∼10-15% per year. The search for biomarkers that can 
differentiate which of these patients will evolve into AD is a topic of great interest, 
especially from the perspective of disease-modifying drugs. Regarding neuroimaging 
markers, there is the hypothesis that AD may be a syndrome of disconnection of neuronal 
networks involving abnormalities that begin at the synaptic level and progressively result 
in loss and degeneration of the integrity of the white matter (WM) and gray matter (GM). 
In the present work we seek to evaluate transversal and longitudinally patients with aMCI 
in the continuum of DA, that are, with alteration of the Aβ (Aβ +) peptide in the CSF 
examination. We analyzed different techniques of Magnetic Resonance Imaging (MRI) 
(hippocampal volume (HV), measurements by diffusion tensor imaging (DTI) and 
functional connectivity (FC)) and molecular analyzes (quantification of the Aβ peptide 
and Tau protein in the CSF), both transversely and longitudinally (in this case, comparing 
aMCI Aβ + in relation to the conversion or not to AD in a period of 13 months. We used 
the programs Multi-Atlas, UF2C and Freesurfer to evaluate DTI parameters, FC and HV, 
respectively. In our cross-sectional study, we found significant differences between 
patients and controls in the measures of WM integrity in several tracts, we also found 
significant correlations between these measures with the CSF levels of Tau protein in the 
medial temporal structures (fornix and the hippocampal tracts of the right cingulate). We 
showed that in relation to the HV values, the converter group had a lower volume when 
compared to the control group. And we also observed differences in WM changes in the 
parahypocampal bundle of the right cingulate when comparing the converter group with 
the non-converters and with the controls. Structural measures seem to differentiate groups 
better than other markers.  

 

 

 

Keywords: Alzheimer's disease; Biomarkers; Neuroimaging; White matter integrity; 

Tau protein. 
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1. Introdução 
 

1.1. Epidemiologia 

As demências neurodegenerativas são doenças que afetam a cognição, o 

comportamento e a independência do indivíduo. Segundo a Organização Mundial da 

Saúde (OMS), estima-se que mais de 60 milhões de pessoas no mundo foram 

diagnosticadas com o tipo mais comum de demência, a doença de Alzheimer (DA) 

(2017). A DA tornou-se um grande problema de saúde publica que tende a se intensificar 

devido, sobretudo ao envelhecimento da população (OMS, 2016), afetando a qualidade 

de vida das pessoas longevas, especialmente nos países em desenvolvimento. No Brasil 

o número de pessoas com DA contabiliza atualmente 1,2 milhões de pessoas com uma 

prevalência de 10,5% na população acima de 65 anos e, a cada ano, surgem 55 mil novos 

casos (Burlá et al., 2013).  

 

1.2. Conceitos diagnósticos 

Em 2011, o National Institute of Aging/Alzheimer´s Association (NIA/AA) propôs os 

conceitos diagnósticos separados para os estágios pré-clínicos (sem comprometimento 

cognitivo na avaliação neuropsicológica e evidência de algum biomarcador para DA), 

comprometimento cognitivo leve (CCL) devido à DA (comprometimento na memória – 

CCL amnéstico (CCLa) e demência devido a DA (demência e evidência de biomarcador) 

(Sperling et al., 2011). Após a divulgação desses conceitos, diversos estudos indicaram 

que o declínio cognitivo na DA ocorre continuamente por um longo período de tempo 

(Resnick et al., 2010; Wilson et al., 2010; Monsell et al., 2014) e que a progressão das 

medidas dos biomarcadores também é um processo contínuo que começa antes mesmo 

dos sintomas (Bateman et al., 2012; Villemagne et al., 2013; Dubois et al., 2016).  

Indivíduos em fases pré-demenciais tendem a progredir para a DA provável em uma 

taxa de aproximadamente 10-15% ao ano (Braak e Braak, 1995; Braak et al., 1998). Uma 

intervenção hipotética que pudesse atrasar o início da DA em 5 anos resultaria em uma 

redução de 57% no número de pacientes diagnosticados. Modelos estatísticos recentes 

sugerem que um instrumento de rastreamento para marcadores do processo 

fisiopatológico da DA e um tratamento que retarda a progressão em 50% reduziriam esse 

risco para 5,7% (Sperling et al., 2011).  
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É sabido que o processo fisiopatológico da DA, assim como a presença de alterações 

cognitivas sutis, começa anos antes do desenvolvimento dos sintomas sugestivos de CCL 

ou demência na DA e essas alterações podem ser detectadas ainda em fases pré-clínicas. 

A despeito disso, alguns indivíduos que apresentam evidência dos processos 

fisiopatológicos da DA nunca desenvolvem os sintomas da doença. Justamente por isso, 

os estudos acerca de biomarcadores devem ser incentivados, buscando tanto um melhor 

entendimento dos processos fisiopatológicos, quanto uma melhor acurácia na 

sensibilidade e especificidade desses métodos. 

 

1.3. Fisiopatologia – marcadores liquóricos  

O entendimento da fisiopatologia da DA aumentou significativamente nos últimos 20 

anos, o que exigiu uma revisão em 2011 dos critérios diagnósticos mais utilizados, 

incorporando os biomarcadores de neuroimagem e líquido cefalorraquidiano (LCR).  

Em relação à DA, as características anátomo-patológicas mais marcantes são a 

presença anormal de placas neuríticas, emaranhados neurofibrilares e diminuição de 

densidade sináptica. As placas neuríticas são compostas por um núcleo central contendo 

o peptídeo beta-amiloide (βA). Resumidamente, o peptídeo βA se origina após duas 

clivagens proteolíticas na proteína precursora do βA (PPβA), que são realizadas pelas 

enzimas γ e β-secretase. A PPβA também pode ser clivada pela α-secretase, o que evita a 

formação do βA (Eckman e Eckman, 2007; Poirier et al., 2001). Os emaranhados 

neurofibrilares contém filamentos helicoidais pareados originados da hiperfosforilação 

(phosphorylated Tau (p-Tau)) da proteína Tau (uma proteína associada aos 

microtúbulos), o que gera desestabilização do citoesqueleto celular e morte neuronal 

(Poirier et al., 2001).  

A alteração dessas proteínas leva os pacientes a desenvolver problemas cognitivos e 

neuropsiquiátricos que prejudicam sua independência funcional (Braskie and Thompson, 

2014; Beckett et al., 2015; Kang et al., 2015; Weiner et al., 2015a; Weiner et al., 2015b; 

Weiner et al., 2017a; Weiner et al., 2017b). Essas proteínas em níveis específicos podem 

ser quantificadas tanto no LCR quanto em exames de imagem molecular – tomografia 

por emissão de pósitrons (PET) – determinando se o indivíduo está no continuum 

fisiopatológico da DA.  

O modelo teórico da sequência temporal dos eventos fisiopatológicos na DA aponta 

o peptídeo βA como peça-chave inicial no desencadeamento do processo. Esse estágio 
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inicial da DA pré-clínica (estágio 1 ou amiloidose assintomática) pode ser demonstrado 

por meio de biomarcadores como diminuição do βA1-42 no LCR ou alta captação do 

marcador para βA em exames de PET. Com a progressão do processo, surgem evidências 

de neurodegeneração com aumento de proteína Tau total e p-Tau no LCR, além de 

evidências de disfunção neuronal (detectadas por meio de exames de FDG-PET ou 

Ressonância Magnética funcional - fRM). Nessa fase pré-clínica também é possível 

encontrar alterações estruturais como diminuição de espessura cortical e atrofia 

hipocampal. Essas alterações se intensificam com a progressão da doença e, já na fase de 

demência leve na DA, esses biomarcadores atingem um platô e tendem a permanecer 

estáveis. Nas fases moderada e avançada há intensificação das alterações desses 

biomarcadores (Sperling et al., 2011). 

1.4. Biomarcadores de neuroimagem 

Os estudos sobre predição da DA são quase sempre sobre os indivíduos com evidência 

de amiloidose cerebral, porém a proteína βA e a proteína Tau não explicam todo o 

fenômeno da fisiopatologia da doença (Ono, 2017). Os biomarcadores de neuroimagem, 

adquiridos por exames de RM e PET, também oferecem importantes ferramentas para se 

avaliar a doença e ainda com o maior benefício de não serem técnicas invasivas. A análise 

da atrofia do hipocampo fornece biomarcadores confiáveis, embora não necessariamente 

específico para o processo fisiopatológico de DA (Dickerson and Wolk, 2013; Jack et al., 

2016).  

Em 2018 houve uma atualização unificadora das classificações rotulada de "estrutura 

de pesquisa" devido ao seu uso apenas para fins de pesquisa observacional e 

intervencionista, não para cuidados clínicos de rotina. A DA é definida por seus processos 

patológicos subjacentes que podem ser documentados por exame post-mortem ou in vivo 

por biomarcadores. A estrutura de pesquisa se concentra no diagnóstico de DA com 

biomarcadores em pessoas vivas. Os biomarcadores são agrupados em deposição do 

peptídeo βA, proteína Tau e neurodegeneração (p-Tau e/ou atrofia hipocampal) - 

classificação AT(N). Este sistema de classificação AT(N) agrupa diferentes 

biomarcadores (imagem e biofluidos) pelo processo patológico que cada um mede. O 

sistema AT(N) é flexível, pois novos biomarcadores podem ser adicionados aos três 

grupos existentes quando estiverem disponíveis (Jack et al., 2018).  

Apesar de numerosos estudos com diferentes métodos estruturais de RM, a atrofia do 

hipocampo continua sendo um dos biomarcadores de neuroimagem mais confiáveis, 
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embora não necessariamente específico para o processo fisiopatológico da DA. Outras 

técnicas estruturais, como imagem por tensor de difusão (DTI) que avalia a integridade 

da substância branca (SB), também são promissoras para identificar indivíduos com CCL 

que converterão para DA e pode também ajudar a entender com mais precisão o processo 

patológico da doença, especialmente porque este método pode detectar sutis alterações 

antes mesmo do aparecimento da doença (Pereira et al., 2017; Shu et al., 2017).  

 

1.4.1. Marcadores de integridade de substância branca  

A técnica por DTI é usada para avaliar a integridade microestrutural da SB in vivo. 

Essa técnica se baseia na determinação probabilística da difusão da molécula de água no 

tecido, ajudando a quantificar a integridade dos tratos cerebrais (Kantarci et al., 2017). 

Estudos usando DTI demonstraram que a integridade da SB se mostra interrompida já 

nos estágios pré-clínicos da DA (Adluru, et al., 2014; Fischer, et al., 2015; Kantarci, et 

al., 2014; Prescott, et al., 2014). Essas alterações são inicialmente localizadas nos tratos 

temporais mediais límbico e tendem a se espalhar para o restante dos tratos temporais e 

parietais à medida que a doença clínica progride (Demirhan, et al., 2015; Kantarci, et al., 

2010; Konukoglu, et al., 2016; Nowrangi, et al., 2013).  

Anatomicamente, envolvendo essas mesmas regiões segue a progressão da 

neurodegeneração da substância cinzenta (SC), atrofia cortical e interrupção metabólica 

na DA (Jack, et al., 2012, Kuczynski, et al., Villain et al., 2008). Essa concordância 

anatômica entre a degeneração da SC e SB sugere que a ruptura em tratos pode estar 

associada à patologia da DA, particularmente com a patologia dos emaranhados 

neurofibrilares da proteína Tau. Apesar de numerosos estudos na literatura sobre DTI 

dentro do espectro clínico da doença, pouco se sabe sobre a base patológica desses 

achados. In vivo estudos envolvendo DTI podem revelar um padrão de alterações 

associadas à patologia da DA. 

Os principais índices de difusão usados para analisar a integridade da SB são: 

anisotropia fracionada (FA), a difusividade média (MD), a difusividade radial (RD) e a 

difusividade axial (AxD). A diminuição dos valores de FA e o aumento da difusividade 

estão associados à degeneração na SB (Kantarci et al., 2017). O RD é mais sensível às 

mudanças no diâmetro e na densidade do axônio: valores altos de RD indicam uma 

espessura menor da bainha de mielina. AxD representa a direção máxima de difusão e dá 

uma estimativa primária da direção da fibra (Kantarci et al., 2017). Na DA espera-se 
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encontrar alterações nessas medidas, observando uma redução da FA e aumento das 

outras medidas que se relacionam com lesões.  

Para as análises de integridade da SB, usamos uma abordagem de segmentação 

Multi-Atlas, que é uma investigação bastante detalhada e refinada que pode avaliar tratos 

mais finos e menores, permitindo a análise de diferenças que podem ser mais sutis nos 

estágios iniciais da doença. 

 

1.4.2. Marcadores de conectividade funcional  

Análises de conectividade funcional (CF) por fRM em estado de repouso podem 

trazer outros potenciais biomarcadores de neuroimagem, especialmente porque o método 

pode detectar alterações funcionais mesmo antes da atrofia de substância cinzenta (Luria, 

1973; Mesulam, 1998; Weiler et al., 2017).  

As redes neurofuncionais humanas têm uma organização topológica exclusiva, cada 

qual contribuindo de forma específica para o funcionamento do sistema como um todo. 

Pode-se dizer que o estudo da conectividade, tanto funcional quanto estrutural, se baseia 

em dois conceitos: o de segregação e o de integração. O conceito de segregação é 

fundamentado pelo fato de que funções cerebrais que respondem a estímulos de mesma 

natureza podem ser mapeadas em regiões especificas. Já o conceito de integração é 

fundamentado pela necessidade de uma integração funcional entre diferentes regiões do 

cérebro que resulta em uma ativação coordenada de diversos grupos neuronais (Bullmore 

and Sporns, 2009).  

A atividade simultânea de diversas regiões cerebrais em conjunto com um padrão 

definido de comunicação é a base do processamento de informações nos seres humanos, 

e é nessa atividade onde podemos encontrar anormalidades comuns a determinadas 

doenças (Bullmore and Sporns, 2009; Pereira et al., 2017).  

As doenças neurodegenerativas como a DA estão entre as principais patologias que 

podem desintegrar essa organização cerebral, causando tanto problemas cognitivos 

(memória, atenção, linguagem, praxias, funções executivas) quanto sintomas 

psiquiátricos (apatia, depressão, desinibição, mudança de personalidade, entre outros). 

Novos métodos em RM funcional podem ser úteis na identificação destas redes 

neurofuncionais. Um exemplo é a análise da modulação espontânea do sinal BOLD 

(“blood oxigenation level dependent”), na ausência de um paradigma experimental ou de 

qualquer outro estímulo explícito. Esta análise é conhecida como conectividade funcional 
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intrínseca ou "resting-state fMRI". Diversos estudos mostraram que na ausência de tarefas 

ocorre atividade espontânea com oscilações síncronas do sinal BOLD, geralmente em 

baixa freqüência (0,01 a 0,1 Hz), dentro de grupos de regiões corticais e subcorticais 

espacialmente distintos, mas funcionalmente relacionados (Fox e Raichle, 2007; 

Deshpande et al., 2010; van den Heuvel e Pol, 2010). 

A rede neuronal mais comumente estudada na DA é a Rede de Modo Padrão (Default 

Mode Network (DMN)) onde há evidência precoce de deposição do peptídeo βA. A DMN 

é constituída por algumas áreas chaves como giro do cíngulo posterior, precúneo, córtex 

pré-frontal medial anterior, formação hipocampal, entre outras. (Buckner et al., 2008; 

Balthazar et al., 2014; Chand et al., 2017; Weiler et al., 2017; Habib et al., 2017). 

Alguns estudos mostram que há uma desintegração da conectividade funcional 

(associada a atrofia/ disfunção das estruturas anatômicas) da DMN mesmo na fase inicial 

da DA (Zhang et al., 2010; Greicius et al., 2004). Outros estudos apontam que há uma 

menor desativação na DMN quando pacientes com DA executam tarefas cognitivas, o 

que justificaria em parte o desempenho inferior destes pacientes (Pihlajamäki e Sperling, 

2009; Persson et al., 2008). 

 

1.5.Hipóteses de desconexão de redes 

Estudos abordando a hipótese de que a DA pode ser uma síndrome de desconexão de 

redes envolvendo anormalidades que começam a nível sináptico e progressivamente 

resultam em perda e degeneração da integridade da SB e SC (Delbeuck et al., 2003; Mito 

et al., 2018) mostram resultados bastante interessantes.  

Alguns estudos avaliaram a conectividade estrutural ao longo do tempo, porém ainda 

não está claro se indivíduos com biomarcadores positivos ou negativos apresentam 

disfunções na conectividade entre as estruturas anatômicas (Pereira et al., 2017). 

As hipóteses que mais vem ganhando atenção atualmente e que poderiam explicar 

essas desconexões de redes são as hipóteses de degeneração Walleriana (DW) e de 

retrôgenese.  A hipótese de DW envolve alterações corticais primárias às alterações de 

SB (McAleese et al., 2017) enquanto a hipótese de retrôgenese engloba alterações de SB 

primária (quebra da mielina e dano axonal) posteriormente levando à morte do corpo 

neuronal (Alves et al., 2015).  

Porém, existe outra possibilidade que chama atenção. Essa possibilidade se refere às 

alterações estruturais e funcionais causadas pela propagação das proteínas patológicas da 
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DA, especialmente pela proteína Tau (Vaquer-Alicia e Diamond, 2019). Por exemplo, a 

hiperfosforilação da proteína Tau leva à desestabilização dos microtúbulos do 

citoesqueleto que são fundamentais para o transporte axonal, resultando na degradação 

das proteínas axonais do citoesqueleto e na subsequente perda das fibras do axônio (Chen 

et al., 2018; Vaquer-Alicia e Diamond, 2019). Outra possibilidade de um dano direto a 

SB é o padrão de propagação dessas proteínas por meio de redes neurais interconectadas 

de forma semelhante a um príon (“viral”) (Nussbaum et al., 2013). 

Nossa hipótese é que correlações significativas com tratos anatomicamente e 

funcionalmente distantes de regiões atróficas mais bem estabelecidas suportariam um 

efeito mais direto das proteínas patológicas, enquanto as correlações dos lobos temporais 

mediais favoreceriam uma DW e/ou uma disseminação direta da patologia do hipocampo. 

 

1.6.Motivação do estudo 

Como já abordado, o processo fisiopatológico da DA começa anos antes do 

desenvolvimento dos sintomas sugestivos de CCL ou demência na DA e essas alterações 

podem ser detectadas ainda em fases pré-clínicas. Nesse trabalho buscamos avaliar os 

biomarcadores transversal e longitudinalmente principalmente nos pacientes com CCLa 

no continuum fisiopatológico da DA (βA+). 

Buscamos verificar se esses biomarcadores estão relacionados uns aos outros no 

processo de degeneração, indo de acordo com algumas das hipóteses discutidas 

anteriormente.  

 Sabemos o quanto é importante o estudo envolvendo os biomarcadores e mais 

importante ainda é avaliarmos esses marcadores em nossa população brasileira para 

entendermos melhor o processo de conversão desses pacientes.  

Para tal objetivo, selecionamos marcadores bem estabelecidos e outros que parecem 

ser promissores: a) examinamos os marcadores obtidos através de exame de RM 

estrutural (parâmetros de DTI) e funcional (conectividade funcional por RM e b) 

identificamos os marcadores obtidos através do LCR coletado. Buscamos observar 

também se esses diferentes biomarcadores podem diferençar os pacientes que 

converteram para DA ao longo de um período de pelo menos seis meses.  
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral 

Comparar os grupos CCLa, DA leve e controles tanto transversal como 

longitudinalmente (nesse caso, considerando a conversão ou não para demência 

do grupo CCLa ) em relação aos biomarcadores de imagem e moleculares, assim 

como verificar possíveis correlações entre os diferentes  biomarcadores.  

2.2. Objetivos específicos  

2.3.1. Artigo 1 (análise transversal) 

• Verificar se há diferenças entre os grupos CCLa, controle e DA leve em relação a 

medidas de DTI (FA, MD, RD e AxD), em cérebro todo; 

• Verificar se há correlação entre os parâmentros de DTI com as medidas das 

proteínas liquóricas (βA1-42, p-Tau e t-Tau). 

2.3.2. Artigo 2 

• Avaliar a evolução clínica de pacientes com CCLa βA+ em relação à conversão 

ou não para demência, após um período mínimo de 6 meses entre as avaliações 

neuropsicológicas; 

• Verificar se há diferenças nas medidas iniciais do volume hipocampal, da CF e 

estrutural nos subgrupos conversores, não-conversores e controles; 

• Verificar se há diferenças nos níveis de proteínas liquóricas entre os subgrupos 

conversores e não-conversores. 

 

 

 

 

 



 22 

3. Métodos 
3.1. Desenho do Estudo 

Fluxograma representando o desenho do estudo incluindo o número de participantes 

que foram excluídos ao longo da pesquisa devido a diversos fatores, como por exemplo: 

dados faltantes e/ou problemas na aquisição da imagem. 

 

Tabela 1. Desenho do estudo representado por fluxograma com a relação dos sujeitos 

incluídos e divididos por estudo 

 

 
Nota: ±: média e desvio padrão; CCLa: comprometimento cognitivo leve amnéstico; DA: doença de 
Alzheimer. 

3.2. Sujeitos  
 Todos os indivíduos fizeram uma avaliação neuropsicológica detalhada por um 

profissional qualificado. Foram aplicados testes que avaliaram atividades funcionais, 

cognição global, memória de trabalho, memória episódica, funções executivas, 

linguagem e habilidades visuoespaciais. Após classificarmos de acordo com os critérios 

de inclusão e exclusão (itens: 3.1.1 e 3.1.2), os participantes fizeram também exame de 

RM, coleta de sangue e/ou LCR. Os indivíduos diagnosticados com CCL e DA leve 

fizeram coleta do LCR através de punção lombar, mas não obtivemos autorização do 

comitê de ética para coleta de LCR em controles saudáveis. 

Foi realizada também uma coleta e avaliação sanguínea pelo próprio laboratório 

de coleta do Hospital de Clínicas da Unicamp. Foram analisados hemograma, perfil 
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lipídico, glicemia, vitamina B12, ácido fólico, hormônios tireoidianos, sorologia para 

sífilis, função renal e eletrólitos.  

Nos estudos que demos seguimento longitudinal, após um período de no mínimo 

seis meses os participantes foram convocados novamente para nova avaliação 

neuropsicológica, exame de RM e coleta de sangue.  

O protocolo e termo de consentimento assinado pelos participantes do estudo 

foram aprovados pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP), número do 

parecer: 3.789.470 / CAAE: 72359417.8.0000.5404 (Anexo 1).  

Dividimos os sujeitos conforme com os artigos (Capítulo 1 e 2), de acordo com a 

Tabela 1.  

3.2.1. Critérios de Inclusão  
Baseados nos critérios do NIA/AA para provável DA e para CCL (Albert et al., 

2011). Clinical Dementia Rating (CDR) (Morris, 1993) = 1 para DA leve, =0,5 para 

CCLa e =0 para controles. Para o grupo controle: desempenho cognitivo normal para 

idade e escolaridade, não apresentarem desordem neurológica ou psiquiátrica, ou estarem 

sob uso de medicação psicoativa; apresentar pontuação considerada normal no 

Miniexame de Estado Mental (MEEM) (Folstein et al., 1975), levando em consideração 

a idade e educação (Brucki et al., 2003) e não apresentar anormalidades nas imagens 

estruturais;  

Para dividirmos os grupos CCL-estável e CCL-conversor, nos baseamos no 

desempenho da avaliação neuropsicológica e mudança do CDR. 

3.2.2. Critérios de Exclusão  
Escore isquêmico de Hachinski (Hachinski et al., 2006) > 4 para os três grupos 

(DA leve, CCLa e Controles). Escala Fazekas > 1 (Fazekas et al., 1987). Histórico de 

outra doença neurológica ou psiquiátrica prévia; de traumatismo crânio-encefálico com 

perda de consciência por mais de 30 minutos; de exposição crônica a substâncias 

neurotóxicas ou alcoolismo. Doenças clínicas descompensadas. Uso de drogas 

sedativas/hipnóticas 24 horas antes dos testes neuropsicológicos e dificuldade de entender 

ou executar os testes proposto. 

 

3.3. Avaliação por RM 
`Os exames de RM foram realizados em um aparelho de 3T Achieva-Intera 

PHILIPS®. Foram adquiridas as seguintes imagens:  
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a) Para avaliação da substância cinzenta (córtex e gânglios da base) foi adquirida uma 

imagem T1 tridimensional de alta resolução: voxels isotrópicos de 1mm, adquiridos no 

plano sagital (240x240x180, voxel size 1x1x1mm3, TR/TE 7/3.201ms, flip angle 8°);  

b) RM funcional em repouso (“resting-state") para avaliar conectividade funcional. 

As imagens funcionais em repouso (fRM) foram adquiridas com o paciente com olhos 

fechados durante a aquisição. As imagens foram baseadas em imagens eco planar (EPI), 

TR / TE = 2000/30 ms, FOV = 240 × 240, voxels isotrópicos definido para 3 mm3, 

nenhuma diferença com um tempo de varrimento total de 6 minutos, resultando em 180 

dinâmicas (volumes cerebrais completos) com 40 cortes axiais cada;  

c) Para avaliação da integridade da substância branca foi usada uma imagem 

ponderada por tensor de difusão: sequência spin echo - Diffusion Tensor Imaging (DTI), 

voxel 2x2x2 mm³, interpolada para 1x1x2 mm3; matriz reconstruída 256x256; 70 fatias; 

TE/TR 61/8500 ms; flip angle de 90 °; 32 direções; sem médias; max b-fator = 

1000s/mm2; digitalizar por seis minutos; 

d) T2-FLAIR (fluid attenuation inversion recovery) com supressão de gordura, para 

avaliação de lesões de substância branca: Imagens axiais paralelas ao eixo longo do 

hipocampo, 4 mm de espessura; TR, 12000; TE, 140; matriz, 224x160; e FOV, 

200x186x149. 

3.4. Processamento das imagens 

3.4.1. Imagens DTI – Multi-Atlas 
As imagens foram processadas usando “MRICloud” (https://mricloud.org/), uma 

plataforma web gratuita que é usada para realizar a segmentação automatizada 

multimodal das imagens.  

As imagens DTI foram corregistradas e corrigidas para correntes de Foucault (J 

et al., 2006) e para movimento do sujeito, uma transformação de 12 parâmetros (Woods 

et al., 1998). Os parâmetros do DTI foram calculados usando um encaixe linear 

multivariado e remoção de tecido não cerebral, a imagem b=0, pelo limiar de intensidade, 

uma ferramenta do software RoiEditor (Y et al., 2011). Após esse processo, um registo 

não linear utilizando um LDDMM multicontraste foi utilizado, em seguida, aplica-se 

algoritmo Diffeomorphic Likelihood Fusion Algorithm (DLFA) (X et al., 2015). Oito 

atlas (JHU adult atlas versão 1) foram utilizados para gerar 168 estruturas. 
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Após esse processamento, obtivemos assim os parâmetros de difusão: 

difusividade axial (AxD), anisotropia fracionada (FA), difusividade radial (RD) e 

difusividade média (MD) para cada estrutura.  

 

3.4.2. Imagens funcionais - UF2C 

Realizamos a análise da conectividade funcional através do programa User 

Friendly Functional Connectivity (UF²C) (2020a) 

(http://www.lni.hc.unicamp.br/app/uf2c/), que é executado dentro de plataforma 

MATLAB (2014b, The Math Works, Inc. EUA) com o SPM12 (http: 

//www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm/).  

No pré-processamento, as imagens foram realinhadas, co-registradas com as 

imagens de alta resolução T1, normalizadas (MNI 152) e suavizadas (FWHM 6x6x6mm). 

Depois foram filtradas (filtro passa-banda 0.008-0.1 HZ) e regredidas linearmente (6 

parâmetros de movimento além de sinais globais médios de substância branca e do LCR). 

Após o processamento das EPIs, criamos um modelo baseado nos indivíduos 

controles com uma semente na região do córtex cingulado posterior (PCC) para 

identificar as regiões da DMN, resultando em oito regiões de interesse (ROIs): o córtex 

pré-frontal (FRONT), córtex cingulado posterior (PCC), lobo parietal esquerdo 

(LPARIETO), lobo parietal direito (RPARIETO), lobo temporal direito (RTEMP), lobo 

temporal esquerdo (LTEMP), hipocampo esquerdo (LHIPPO) e hipocampo direito 

(RHIPPO).  

Esses ROIs da DMN foram usados como uma máscara para determinarmos o 

mapa r-score para cada indivíduo, obtendo dessa forma um valor médio de conectividade 

para cada região da DMN. Os valores médios foram transformados para escores z 

(transformação z de Fischer) que foram usados para análise estatística, abordagem que 

foi publicada por Magalhães e cols, 2018. 

 

3.5. Análises marcadores moleculares  

3.5.1. EA, t-Tau e p-Tau no LCR 

As dosagens das proteínas liquóricas foram realizadas com os kits: para 

quantificarmos o marcador EA – E INNOTEST® kits (1-42); para quantificarmos a 
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proteína t-Tau – h-TAU INNOTEST® Ag; e por fim, para quantificarmos a proteína p-

Tau – INNOTEST® Phospho-tau (181P) (Fujirebio).  

Estes testes são ensaios imunoenzimáticos (ELISA) em que as proteínas são 

capturadas por anticorpos monoclonais específicos. Suspensões contendo 

imunoglobulina anti- EA, p-Tau e t-Tau foram adicionadas à superfície inerte de uma 

placa, a qual foi previamente lavada. Uma mistura contendo amostra de LCR e anticorpos 

monoclonais (para reconhecimento específico de imunoglobulina) foi adicionada a placa, 

que por sua vez é protegida para evitar exposição a luz e incubada por uma noite.  

Após essa incubação, a placa foi novamente lavada e adicionado estreptavidina-

ficoeritrina. Após mais uma incubação de uma hora, uma solução escaneadora (tampão 

fosfato-salino) foi adicionada à placa seguida de uma lavagem final.  

A leitura dos biomarcadores foi realizada pela tecnologia Luminex xMAP. As 

análises foram realizadas em colaboração com o Laboratório de Neurociências (LIM 27) 

do Instituto de Psiquiatria da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo 

(USP). 
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4. Resultados  

 

4.1. Capítulo 1 

Artigo 1: Influência do volume hipocampal nas correlações entre danos na 

substância branca e a proteína Tau em pacientes com CCLa e DA leve 

 

Resumo 
Introdução: A doença de Alzheimer (DA) é classicamente considerada uma doença da 
substância cinzenta (SC) que começa no córtex entorrinal e se espalha para as regiões 
límbica e neocortical. No entanto, o dano à substância branca (SB) pode ser mais grave e 
disseminado do que a atrofia cortical esperada. O papel dos biomarcadores da DA e das 
medidas de integridade da SB em todo o cérebro não está claro, especialmente em 
pacientes com comprometimento cognitivo leve amnéstico (CCLa), um possível estágio 
prodrômico da demência da DA. O dano na SB poderia ser detectado antes mesmo do 
desenvolvimento de atrofia cortical e sintomas clínicos. As proteínas βA42 e podem afetar 
diretamente na SB. 
Métodos: Analisamos neste estudo 183 indivíduos - 48 CCLa no continuum da DA 
(proteína βA42 alterada no LCR), 30 pacientes com DA muito leve ou leve e 105 controles. 
Todos os sujeitos foram submetidos a avaliação neuropsicológica e exame de ressonância 
magnética. Indivíduos CCLa e com DA leve também foram submetidos à punção do LCR 
para avaliação de biomarcadores de DA. 
Resultados: Observamos várias diferenças significativas na integridade da SB em 
relação às medidas de DTI entre os indivíduos e encontramos correlações significativas 
entre o fórnice e os tratos hipocampais do cíngulo direito e as proteínas Tau e p-Tau. 
Conclusões: Nossa hipótese é que correlações significativas com tratos anatomicamente 
distantes de regiões atróficas da SC já bem estabelecidas, como lobos temporais mediais, 
resistiriam a um efeito mais direto das proteínas patológicas na SB, enquanto correlações 
do lobo temporal medial favoreceriam WD e/ou uma disseminação direta da patologia do 
hipocampo. 
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1. Introdução 

A doença de Alzheimer (DA) é a doença neurodegenerativa mais comum, é 

patologicamente caracterizada por uma deposição extracelular excessiva do peptídeo 

beta-amilóide (βA42) e pelo acúmulo intracelular da proteína Tau total e sua forma 

fosforilada (p-Tau), entre outras causas, levando a problemas cognitivos e 

neuropsiquiátricos que prejudicam a independência funcional do individuo. Sua 

prevalência está aumentando principalmente devido ao envelhecimento da população. 

Segundo as Nações Unidas, o número de idosos nas regiões menos desenvolvidas cresceu 

de 376 milhões em 2000 para 602 milhões em 2015 - um aumento de 60% - e projeta-se 

que cresça 71% entre 2015 e 2030 (Nações Unidas, 2015). Essas projeções indicam que 

1,7 bilhão de pessoas com 60 anos ou mais viverão nas regiões menos desenvolvidas até 

2050 (1, 2). 

As causas dos processos neurodegenerativos não são completamente conhecidas. 

Embora características patológicas notáveis já tenham sido identificadas e utilizadas 

como biomarcadores, especialmente no líquido cefalorraquidiano (LCR) as proteínas 

βA42, p-Tau e Tau total (t-Tau); em exames de neuroimagem molecular (tomografia de 

emissão de pósitrons de amiloide e tau (PET)) e de ressonância magnética (RM). Outros 

marcadores certamente estão envolvidos na patogênese da doença. Um desses marcadores 

pode ser os danos caudados na substância branca (SB) para o desenvolvimento e 

disseminação do processo de neurodegeneração. 

A DA é classicamente considerada uma doença da substância cinzenta (SC) que 

se inicia no córtex entorrinal e se espalha para as regiões límbica e neocortical (3). No 

entanto, estudos recentes mostraram que o dano na SB é mais grave e generalizado do 
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que a atrofia cortical esperada (4). Além disso, alguns autores afirmam que no 

Comprometimento Cognitivo Leve (CCL), um possível estágio de demência prodrômica 

da DA, e mesmo no envelhecimento saudável, os danos na SB podem ser detectados antes 

mesmo do desenvolvimento de atrofia cortical sintomas clínicos, o que torna improvável 

a hipótese de Degeneração Walleriana (DW) como único fator causal (5-7). 

Nesse contexto, a hipótese da retrogênese, que assume alterações na SB primária 

(quebra da mielina e dano axonal) posteriormente levando à morte do corpo neuronal, 

surge como uma hipótese mais interessante (8). Existem regiões anatômicas onde a 

hipótese de retrogênese pode explicar melhor as alterações de SB, por exemplo, no corpo 

caloso (CC) (5). 

No processo patológico da DA, tanto a proteína beta amilóide quanto a Tau podem 

afetar diretamente a SB. Por exemplo, a hiperfosforilação da proteína Tau leva à 

desestabilização dos microtúbulos do citoesqueleto que são fundamentais para o 

transporte axonal, resultando na degradação das proteínas axonais do citoesqueleto e na 

subsequente perda das fibras do axônio (9, 10). Outra possibilidade de um dano direto a 

SB é o padrão de propagação dessas proteínas por meio de redes neurais interconectadas 

de forma semelhante a um príon (“viral”). O peptídeo βA e/ou a proteína Tau pode se 

espalhar através de redes cerebrais através de tratos da SB que se conectam com diferentes 

regiões (11). Essa disseminação pode levar à morte neuronal progressiva característica da 

DA (12). Outro mecanismo fisiopatológico são as alterações vasculares subcorticais na 

SB, principalmente em pacientes com fatores de risco cardiovascular. No entanto, não há 

consenso quanto ao papel das alterações vasculares subcorticais na SB na patogênese da 

DA “pura”, que poderiam ser consideradas comorbidades e não como agentes causais. 

A imagem por tensor de difusão (DTI) é uma técnica bem estabelecida usada para 

avaliar a integridade microestrutural da SB in vivo. Essa técnica se baseia na 

determinação probabilística da difusão da molécula de água no tecido, ajudando a 

quantificar a integridade dos tratos cerebrais (12,13). Os principais índices de difusão 

usados para analisar a integridade da SB são: anisotropia fracionada (FA), a difusividade 

média (MD), a difusividade radial (RD) e a difusividade axial (AxD). A diminuição dos 

valores de FA e o aumento da difusividade estão associados à degeneração na SB (12). O 

RD é mais sensível às mudanças no diâmetro e na densidade do axônio: valores altos de 

RD indicam uma espessura menor da bainha de mielina. AxD representa a direção 

máxima de difusão e dá uma estimativa primária da direção da fibra (12). 
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Como a associação entre biomarcadores de DA e integridade da SB em todo o 

cérebro não é clara, especialmente considerando pacientes com CCLa no continuum da 

DA (βA42 alterada no LCR), nosso objetivo foi avaliar: 1) diferenças nas medidas de 

integridade da SB em pacientes com DA leve e CCLa devido à DA em relação aos 

controles; 2) possíveis correlações entre as proteínas do LCR (βA42, p-Tau e t-Tau) com 

os parâmetros de DTI da SB (FA, MD, RD, AxD) em CCLa devido à DA e DA leve. 

Nossa hipótese é que correlações significativas com tratos anatomicamente 

distantes de regiões atróficas mais bem estabelecidas por alterações na SC, como lobos 

temporais mediais (MTL), estariam mais sujeitas a um efeito mais direto das proteínas 

patológicas, possivelmente levando à hipótese de retrogênese. Enquanto correlações 

envolvendo o MTL favoreceriam a hipótese da DW e/ou uma disseminação direta da 

patologia do hipocampo. Nesse caso, objetivamos também verificar a influência dos 

volumes hipocampais (HV) nessas correlações, hipotetizando que a perda da significância 

implicaria em uma influência direta da degeneração hipocampal nas correlações. 

 

2. Métodos 

2.1 Sujeitos 

Cento e oitenta e três indivíduos foram incluídos neste estudo: 48 CCLa no 

continuum da DA (βA42 alterado no LCR), 30 pacientes com DA muito leve ou leve e 105 

controles. Todos os sujeitos foram submetidos a avaliação neuropsicológica e exame de 

ressonância magnética. Indivíduos CCLa e com DA leve também foram submetidos à 

punção do LCR para avaliação de biomarcadores de DA. 

O diagnóstico de provável demência devido à DA cumpriu os critérios definidos 

pelo Instituto Nacional de Envelhecimento e Associação de Alzheimer (NIA/AA) (14) e 

todos os pacientes com DA tiveram uma pontuação de Classificação Clínica de Demência 

(CDR) (15) de 0,5 ou 1. Pacientes com CCLa foram diagnosticados usando os critérios 

do NIA/AA para CCL (16) e tinham evidências fisiopatológicas de DA, caracterizada por 

baixo βA42 no LCR (<540pg/mL). 

Os controles foram identificados como cognitivamente normais: eles não exibiam 

quaisquer distúrbios neurológicos, psiquiátricos ou necessitavam de medicação 

psicoativa. Apresentaram escores normais no Mini Exame do Estado Mental (MEEM), 

considerando a idade e escolaridade (17), e suas imagens estruturais foram caracterizadas 
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pela ausência de anormalidades. Os controles não apresentaram queixas de memória nem 

déficits neurológicos, e apresentaram escore de CDR igual a zero. 

Os critérios de exclusão para todos os indivíduos incluíram: outras doenças 

neurológicas, psiquiátricas ou terem sofrido trauma crânio encefálico que resultou em 

perda de consciência, dependência de drogas ou álcool, uso de drogas sedativas 24 horas 

antes da avaliação neuropsicológica, exposição crônica anterior a substâncias 

neurotóxicas, pontuação de Fazekas > 1 e escore de isquemia de Hachinski> 4 (18). 

Os procedimentos de pré-diagnóstico também incluíram testes laboratoriais, 

incluindo dosagem de vitamina B12, sorologia para sífilis e hormônios da tireoide. 

 

2.2 Avaliação neuropsicológica, funcional e neuropsiquiátrica 

Um neuropsicólogo experiente, cego para os dados de ressonância magnética e do 

LCR, realizou as avaliações neuropsicológicas. O estado cognitivo global foi medido por 

meio do MEEM (19), e a memória episódica foi avaliada pelo Teste de Aprendizagem 

Auditiva Verbal de Rey (RAVLT) (codificação de subitens, memória episódica - A7 e 

reconhecimento - RC-FP) (20). Para percepção visual, foram utilizados os seguintes 

testes: subtestes da Investigação Neuropsicológica de Luria (LNI) (21), utilizando os itens 

G12, G13, G14 e G17 (item do teste de Raven) (22), e uma cópia do Teste da Figura 

Complexa de Rey-Osterrieth (23). Para a função executiva utilizamos o Trail Making Test 

A (TMT-A) e B (TMT-B) (24) e o teste de Stroop (congruente - Stroop C, e incongruente 

- Stroop I) (25). Os testes de linguagem incluíram o Boston Naming Test (BNT) (26), 

fluência verbal semântica (SVF) para categorias (animais) e fluência fonológica para 

letras (FAS) (27). 

 

2.3. Coleta e manuseio de amostras de CSF 

A coleta de LCR foi feita por punção lombar somente nos pacientes com DA e 

CCLa. As amostras de LCR foram centrifugadas a 700 rpm por 10 minutos, a 4ºC e 

posteriormente aliquotadas em microtubos Eppendorf de 1 ml e armazenados a -80ºC até 

o momento das análises. 

 

2.3.1. Quantificação dos biomarcadores  

As medições de βA42, t-Tau e p-Tau foram obtidas usando os kits INNOTEST®-

β-amiloide (1-42), h-TAU INNOTEST® Ag e INNOTEST® Phospho-tau (181P) 

(Fujirebio), respectivamente. Após pré-umedecer a placa de filtro com um tampão de 
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lavagem, uma suspensão de microesferas contendo os anticorpos de captura 

correspondentes (AT120, AT270 e 4D7A3 para t-Tau, p-Tau e βA40-42, 

respectivamente) foi adicionada à placa. 

Uma mistura de anticorpos monoclonais de detecção biotinilados, projetada para 

detectar especificamente um dos anticorpos de captura, e 75 µL de LCR, foram 

adicionadas à placa. Após essas etapas, a placa foi protegida da luz e incubada durante a 

noite. Em seguida, a placa foi lavada e um conjugado de detecção (estreptavidina marcada 

com ficoeritrina) foi adicionado e incubado por 1 hora em temperatura ambiente. A placa 

foi lavada novamente e após a adição de uma solução de leitura (tampão fosfato salino), 

o ensaio foi analisado em plataforma Luminex 100IS (Luminex, Austin, TX, EUA). 

As curvas padrão foram construídas para cada biomarcador usando um método de 

ajuste de curva sigmoidal e os valores médios de fluorescência para as amostras de LCR 

em duplicata foram usados para determinar a concentração de βA42, t-Tau e p-Tau. 

 2.4. Aquisição das imagens de ressonância magnética 

Todas as imagens de ressonância magnética (MRI) foram adquiridas em um 

scanner Philips® Achieva 3.0T. O seguinte protocolo foi aplicado a cada sujeito: a) para 

as análises de volume do hipocampo: sagital ponderado em T1 de alta resolução (voxels 

isotrópicos de 1x1x1 mm3, TR / TE = 7 / 3,2 ms, FOV = 240 × 240 mm, 180 cortes) ; b) 

para a análise microestrutural da SB, um protocolo de DTI padrão foi realizado (tamanho 

do voxel adquirido = 2x2x2 mm³ reconstruído com 1x1x2 mm³, sem lacuna, TR = 8,5 s, 

TE = 61 ms, 32 direções de difusão com b = 1000 s / mm2, matriz de aquisição = 128x128 

reconstruída para 256x256). 

Para classificar os sujeitos de acordo com a escala de Fazekas, adquirimos 

imagens ponderadas em T2 de recuperação da inversão atenuada do líquido coronal e 

axial (FLAIR), anatomicamente alinhadas ao hipocampo (tamanho do voxel reconstruído 

= 0,45x0,45x4,00 mm3, TR / TE / TI = 12000 / 140/2850 ms, FOV = 220x206 mm, lacuna 

= 1 mm). 

Todos os indivíduos foram submetidos aos exames de ressonância magnética 

antes da punção do LCR e na mesma semana em que a avaliação neuropsicológica foi 

realizada. O processamento das imagens e os exames neuropsicológicos foram realizados 

por profissionais cegos para os dados clínicos. 
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2.4.1. Processamento DTI e segmentação automatizada 

As principais medidas de difusão usadas para analisar a integridade da SB são FA, 

MD, RD e AxD. Para extrair esses valores, usamos uma segmentação automatizada com 

base em vários atlas. Todas as análises foram realizadas em espaço nativo. Todas as 

etapas foram realizadas usando “MRICloud” (MRICloud.org), um serviço público on-

line para segmentação das imagens de múltiplos contrastes e quantificação desses 

parâmetros. 

As imagens ponderadas por DTI foram corrigidas para correntes de Foucault e co-

registradas para remover o movimento do individuo. Em seguida, empregamos um 

algoritmo de multicontraste para registrar todos os atlas às imagens e realizar a 

segmentação, que emprega um algoritmo de fusão de probabilidade difeomórfica (DLFA) 

(28, 29). Desse modo, obtivemos os parâmetros de difusão para cada rótulo. 

 

2.4.2. Seleção dos tratos de SB 

Através do processamento das imagens DTI descrito acima obtivemos 

informações de 64 tratos de SB, cada trato com quatro medidas (FA, AxD, MD e RD). 

Assim, realizamos uma análise de componentes principais (PCA) para selecionar quais 

regiões de interesse (ROIs) mais contribuíram para a variabilidade da SB em nossa 

amostra, posterior a essa análise, trabalhamos com as comparações entre os grupos. 

Os critérios de Keiser e Catell foram aplicados para extrair fatores. Após a 

extração, os componentes foram rotacionados usando o método oblimin direto não 

ortogonal. O tamanho da amostra e a adequação do modelo foram avaliados usando o 

teste de esfericidade de Barlett e a medida de Keizer-Meyer-Olkin (KMO). Escolhemos 

dentro dos componentes aquelas ROIs com cargas > 0,7 (pelo menos 64% da contribuição 

da variabilidade) para realizar o teste de hipótese. 

Todas as PCAs apresentaram KMO> 0,883, sugerindo um ajuste adequado aos 

dados. A análise dos critérios de Kaiser e Catell sugeriu que a variabilidade se concentrou 

nos dois primeiros componentes. Em seguida, repetimos a análise extraindo apenas um 

número fixo de dois componentes explicando uma variância total de 40% para FA, 47% 

para AxD, 55% para MD e 54% RD. Para detalhar melhor os resultados, incluímos ROIs 

com fatores de carga> 0,6 como um valor seguro para interpretar, considerando o 

tamanho de nossa amostra. No entanto, usamos um fator mais conservador (> 0,7) para 

incluir ROIs na análise subsequente. 
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2.4.3. Análises do hipocampo - FreeSurfer 

O software FreeSurfer v.5.3 (30) (https://surfer.nmr.mgh.harvard.edu) foi usado 

para a reconstrução da superfície cortical e para a segmentação anatômica de ressonância 

magnética do cérebro. 

Processamos todas as imagens volumétricas de RM ponderadas em T1 de alta 

resolução por meio dos estágios de processamento do software FreeSurfer para realizar o 

registro não linear (warping) do espaço original para o espaço MNI305 (espaço padrão), 

segmentações corticais, subcorticais e medições de espessura cortical. Confirmamos 

visualmente a precisão de deformação das imagens volumétricas ponderadas em T1 para 

o espaço padrão. Artefatos macroscópicos não afetaram nenhum dos volumes dos 

participantes. 

Para todas as análises, um filtro gaussiano com largura total de 10 mm foi usado 

para alisar a superfície. O volume da estrutura individual foi calculado a partir de voxels 

marcados e normalizado para o volume intracraniano total. 

 

2.5. Análise estatística 

Todas as análises estatísticas foram realizadas no software SPSS (versão 22, SPSS 

Inc., Chicago, IL, EUA). 

Foi realizada uma análise de covariância univariada (ANCOVA) para comparar 

os testes neuropsicológicos e os dados demográficos entre os grupos usando o teste post-

hoc de Bonferroni (nível de p significativo foi escolhido como sendo <0,05). 

O teste do qui-quadrado foi usado para análises categóricas (gênero), incluímos 

as variáveis de idade e a educação como covariáveis nas análises. 

Para comparar os níveis de proteínas no LCR entre DA leve e CCLa, realizamos 

um teste t. Para comparar as medidas do DTI entre os grupos, realizamos uma análise 

multivariada de covariância (MANCOVA) também por meio do teste post-hoc de 

Bonferroni. 

Para verificar a associação entre os dados do DTI e os biomarcadores do LCR, 

realizamos correlações parciais, incluindo idade e escolaridade. Em seguida, repetimos 

as análises incluindo medidas de HV, para verificar sua influência nas correlações 

anteriores. 
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3. Resultados 

3.1. Dados neuropsicológicos e demográficos 

Encontramos diferenças significativas em idade e educação, mas não em gênero, 

de pacientes com DA leve e CCLa em comparação com os controles. Os pacientes com 

DA e CCLa tiveram desempenho inferior nos testes neuropsicológicos quando 

comparados ao grupo controle em quase todos os testes, conforme mostrado na Tabela 

1. 

 

3.2. Níveis dos biomarcadores liquóricos  

Comparando os níveis das proteínas no LCR entre DA leve e CCLa no continuum 

de DA, apenas os níveis de t-Tau e βA42/t-Tau foram significativamente diferentes 

(Tabela 1). 

 

3.3. Volumes hipocampais 

Como esperado, os pacientes com CCLa e DA leve apresentaram menores valores 

nos HV (bilateral) em relação aos controles e o grupo DA apresentou HV menor em 

relação ao grupo CCLa (Tabela 1). 

 

3.4. Comparação de grupo de integridade SB 

Observamos uma diferença significativa (AxD, MD e RD) em tratos como 

fórnice, cíngulo e cíngulo hipocampal entre CCLa versus controles e CCLa versus DA 

leve, conforme ilustrado na Figura 1. 

Encontramos também outros tratos significativamente diferentes (incluindo 

valores de FA) entre pacientes com CCLa versus controles (Figura 2), e entre CCLa e 

DA leve (Figura 3). 

A maior parte dos resultados significativos foram encontrados nos tratos 

referentes a região temporal - cíngulo hipocampal, fórnice, sagital stratum, fibras 

comissurais e fascículo fronto-occipital inferior, conforme apresentado na Tabela 2. 

 

3.5. Correlações entre as proteínas do LCR e as medidas de DTI 

Nas análises de correlações parciais consideramos idade e gênero como 

covariáveis. Ao considerar os grupos CCLa e DA leve juntos, encontramos correlações 
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parciais significativas entre os tratos da SB com as proteínas t-Tau e p-Tau, mas não com 

os níveis de βA42. Correlações parciais significativas com proteína t-Tau: FA do fórnice 

direito (r = -0,259; p = 0,027), MD (r = 0,355; p = 0,003) e AxD (r = 0,251; p = 0,03) do 

cíngulo hipocampal direito. Em relação às correlações significativas com p-Tau, 

encontramos apenas AxD do cíngulo direito do hipocampo (r = 0,317, p = 0,009), 

conforme mostrado na Figura 4. 

Não foram encontrados resultados significativos ao considerar os grupos 

separadamente. 

Em seguida, avaliamos se essas correlações significativas entre t-Tau e p-Tau com 

a SB permaneceriam após controlar para as medidas de HV. Nesse caso, poderíamos 

especular que essas associações eram independentes da integridade do hipocampo. No 

entanto, nenhuma correlação significativa sobreviveu, o que poderia implicar que o HV 

medeia as associações entre Tau e as possíveis alterações nos trados da SB. 

 

4. Discussão 

A relação entre as proteínas patológicas da DA (proteínas Tau, p-Tau e βA) e as 

alterações microestruturais da SB não é ainda completamente conhecida. Existem 

diferentes causas possíveis de dano na SB no espectro da doença, como uma degeneração 

vascular, DW a e a hipótese de retrogênese. Porém um efeito patológico diretamente 

relacionado a proteína Tau também é uma outra possibilidade plausível. 

No presente estudo, primeiro avaliamos as diferenças na integridade 

microestrutural da SB no continuum da DA (pacientes CCLa com βA alterada no LCR e 

demência DA leve) e controles. Em seguida, verificamos se os níveis de Tau e βA 

poderiam estar relacionados com os diferentes tratos do cérebro e não apenas em regiões 

classicamente envolvidas nas fases iniciais da doença.  

Para as análises de integridade da SB, usamos uma abordagem de segmentação 

Multi-Atlas, que é uma investigação mais detalhada e refinada que pode avaliar tratos 

mais finos e menores, permitindo a análise de diferenças que podem ser mais sutis nos 

estágios iniciais da doença. 

Nossa hipótese é que correlações significativas com tratos anatomicamente e 

funcionalmente distantes de regiões atróficas mais bem estabelecidas suportariam um 

efeito mais direto das proteínas patológicas, enquanto as correlações dos lobos temporais 

mediais favoreceriam uma DW e/ou uma disseminação direta da patologia do hipocampo. 

Nesse caso, também verificamos a influência dos HV nessas correlações, hipotetizando 
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que a perda da significância implicaria em efeito direto da degeneração hipocampal nas 

associações. 

Encontramos alterações em diferentes regiões da SB em nossos pacientes com 

CCLa e DA leve (Tabela 2), como demonstrado em outros estudos (30), mas apenas os 

tratos diretamente ligados a estruturas de MTL, como o hipocampo, foram 

significativamente correlacionados com Tau e p-Tau, e não com o peptídeo βA (Figura 

4, Figura 1). No entanto, ao controlar para HV, essas correlações perderam sua 

significância estatística. 

Embora o padrão de ruptura da SB nos estágios iniciais da DA possa ocorrer 

inicialmente nos tratos límbicos e comissural e, posteriormente, possa progredir para 

fibras de projeção e associação (5), encontramos uma alteração mais disseminada em 

nossos pacientes com CCLa devido à DA. No entanto, se considerarmos a progressão 

teórica da doença, a DA começa antes mesmo do aparecimento dos sintomas clínicos, e 

o dano axonal pode estar presente no espectro da DA em fases clínicas anteriores, como 

no declínio cognitivo subjetivo (DCS), e até mesmo na fase pré-clínica. 

Curiosamente, Racine et al. (2014) encontraram alterações das medidas de DTI 

mesmo em indivíduos cognitivamente normais com alteração da βA, embora em um 

padrão inverso ao encontrado em indivíduos sintomáticos: aumento da FA e diminuição 

das medidas de difusividade (31). Wolf et al. (2015) encontraram uma relação quadrática 

entre a deposição de amiloide e as métricas de DTI em idosos cognitivamente saudáveis, 

ou seja, aumentos na FA e diminuições em MD e RD com o aumento de βA, em níveis 

baixos observaram o padrão oposto (32). Outros autores encontraram um padrão 

semelhante ao da DA, mesmo no envelhecimento normal: indivíduos amilóide positivos 

exibiram FA significativamente menor e AxD maior no fórnice em comparação com 

indivíduos com níveis mais elevados de βA42 no LCR (33, 34). Brueggen et al. (2019) 

encontraram alterações semelhantes aos nossos achados em indivíduos com DCS na 

coroa anterior, fascículo longitudinal superior e inferior, cíngulo e esplênio do corpo 

caloso (35). Portanto, não é de se estranhar que nossos sujeitos, que têm maior chance de 

se converterem à demência, tenham apresentado tantas alterações em diferentes regiões. 

Embora essas alterações na SB no espectro da DA estejam bem estabelecidas, 

muito pouco se sabe sobre sua etiologia e relação com as proteínas amiloide e Tau. A DA 

é considerada principalmente uma doença que afeta a SC, com ruptura secundária na SB 

por DW e/ou ruptura vascular. No entanto, o dano da SB parece ser mais intenso, 
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amplamente distribuído e aparece mais cedo do que o esperado com base apenas na atrofia 

cortical (4). 

Desta forma, um efeito deletério diretamente relacionado à proteína Tau foi 

proposto. Com base no fato de que a Tau participa da integridade e estabilização do 

citoesqueleto axonal ligando-se aos microtúbulos, foi proposto que a falha funcional de 

Tau poderia estar envolvida na interrupção no transporte axonal (36-39). Estudos recentes 

demonstraram o mecanismo pelo qual a patologia Tau progride inicialmente dos axônios 

distais para os dendritos proximais, levando à desconexão sináptica das fibras de 

mielinização tardia (6, 10). Nesse sentido, a retrogênese, com ruptura primária de SB ao 

invés de SC, também poderia ser considerada um mecanismo patológico no espectro da 

DA. No entanto, nosso estudo não revelou quaisquer correlações significativas entre SB 

e as proteínas patológicas em outras regiões que não tratos do MTL, o que torna essa 

hipótese improvável na fase inicial da doença. 

Nossos achados estão de acordo com os de Kantarci et al. (2017), que, em um 

estudo de DTI antemortem e autópsia combinados em uma série de indivíduos com 

patologia de DA, demonstrou que a elevação da medida de MD e a redução da FA nos 

tratos temporais mediais, como o cíngulo ventral e o fórnice foram associados a 

emaranhados neurofibrilares de maior concentração de Tau (12). Um estudo recente 

combinando Tau PET e DTI, descobriu que a presença da Tau em lobos temporais 

anteriores pode predizer as alterações de integridade na SB em DA (40). Este é um achado 

interessante, uma vez que Brier et al. (2016) descobriram que as medidas de Tau no LCR 

se correlacionaram com a deposição de Tau PET no lobo temporal (41). 

No entanto, no presente estudo, ao controlar para o HV perdemos a significância 

estatística das correlações. Este achado suporta a influência das alterações na SC nas 

associações entre Tau e alterações da SB. Embora a clássica DW devido à degeneração 

do hipocampo surja como a hipótese principal, o estudo mais recente da disseminação da 

proteína Tau "semelhante a príon" mostra que esse mecanismo também pode afetar 

diretamente os tratos de SB adjacentes ao hipocampo (42). 

A proteína Tau anormal, classicamente presente em estruturas de MTL de 

indivíduos no continuum da DA, tem a propriedade de se agregar à Tau normal em 

endossomos, onde formam sementes fibrilares que subsequentemente induzem a 

agregação de Tau endógena. Essas fibrilas, consistindo de Tau endógena e exógena, são 

liberadas dos neurônios e se espalham, resultando em um processo neurodegenerativo 

incontrolável no cérebro de pacientes com DA (43). Existem também outras formas de 
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disseminação da doença, como a transmissão trans-sináptica (44) ou por um mecanismo 

exossináptico através da microglia (45). Esses achados estão de acordo com a hipótese 

mais aceita de que a patologia da DA começa nas estruturas da SC e se espalha por regiões 

interconectadas, levando à ruptura e desconexão das redes neurofuncionais. 

As associações entre a integridade da SB e βA são menos claras e não foram 

encontradas de forma consistente na literatura (41). De acordo com Strain et al. (2018), a 

proteína amiloide pode servir como uma medida para outras patologias, incluindo Tau, 

que estão intrinsecamente associadas a ela, em vez de causar danos diretos a SB (40). No 

entanto, outros estudos encontraram correlações entre SB e βA42, mais comumente 

localizadas em estruturas MTL, incluindo o fórnice, cíngulo, córtex parahipocampal e 

giro temporal inferior (30). 

Considerando a quantidade total dessas descobertas, é difícil explicar que a 

extensão dos danos da SB na DA e CCLa está diretamente associada com βA e Tau. 

Provavelmente, a DW, dano direto por disseminação de Tau, retrogênese, 

neuroinflamação, vascular e outros fatores coexistem nesta doença. Quanto à influência 

dos efeitos vasculares, todos os indivíduos deste estudo foram normais para a idade 

quanto às hiperintensidades na SB nos exames de RM, apresentando escala de Fazekas 0 

ou 1. 

Nosso estudo apresenta várias limitações, como seu caráter transversal, sua 

abordagem correlacional, que não permite inferir relações causais, e a falta de 

informações sobre os biomarcadores de DA em controles. Além disso, as medidas de Tau 

e amiloide no LCR não têm a mesma precisão anatômica do PET. Mais estudos 

translacionais e longitudinais, incluindo análises post-mortem, são necessários para 

conclusões robustas. 

 

5. Conclusões 

Nosso estudo confirma as diversas alterações na SB no continuum do Alzheimer, 

encontramos correlações significativas com os níveis liquóricos da proteína Tau apenas 

nas estruturas temporais mediais, que não permaneceram após o controlar para as medidas 

dos volumes do hipocampo, que, neste caso, a associação entre danos na SB e Tau pode 

ser devido à uma degeneração Walleriana ou propagação direta de Tau pelos hipocampos 

atróficos. 
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Tabela 1. Comparação descritiva dos grupos e dados demográficos, principais dados neuropsicológicos e 

biomarcadores, p corrigido para idade e escolaridade. 

  Controles CCLa DA leve 

 (n = 105) (n = 48) (n = 30) 

Idade 60 (7,29) 68 (7,13) 73 (7,56) a***, b* 

Educação (anos) 11,66 (5,05) 9,39 (5,78) a* 6,5 (4,96) a*** 

Sexo (M/F) 77/28 30/13 18/12 

CDR 0 (0) 0,5 (0) a*** 0,87 (0,21) a***, b*** 

Pfeffer 0,53 (0,80) 3,33 (3,04) a** 12,97 (5,17) a***, b*** 

MMSE 28,42 (1,49) 25,59 (2,88) a*** 20,1 (5,92) a***, b*** 

RAVLT 45,16 (8,44) 30,54 (8,03) a*** 21,77 (12,33) a***, b*** 

A7 8,95 (2,81) 3,78 (2,24) a*** 1,03 (1,58) a***, b*** 

Biomarcadores LCR (pg/mL)    
t-Tau  NR 102,79 (66,55) 142,34 (79,32) b*  

p-Tau NR 45,75 (23,66) 58,97 (36,80)  

βA42  NR 375,44 (105,81) 333,87 (113,86) 

βA42 / t-Tau NR 5,06 (2,96) 3,22 (2,4) b** 

βA42 / p-Tau NR 11,33 (8,5) 7,95 (7,19) 

Volume hipocampal (mm3)    

Hipocampo esquerdo (10-3) 2,86 (0,44) 2,53 (0,55) a*** 2,09 (0,34) a***, b*** 

Hipocampo direito (10-3) 3,05 (0,49) 2,71 (0,56) a*** 2,1 (0,42) a***, b*** 

Nota: média (desvio padrão). Análise estatística: ANCOVA com teste post hoc de Bonferroni. Pfeffer: Questionário de Atividades 
Funcionais de Pfeffer. MMSE: Mini Exame do Estado Mental. RAVLT: Teste de Aprendizagem Auditivo Verbal de Rey. A7: 
Recordação retardada do Teste de Aprendizagem Verbal Auditiva de Rey. CDR: Classificação Clínica de Demência. 
T-Tau: proteína Tau total. p-Tau: Tau fosforilada. βA: peptídeo β-amilóide. 
a: diferente dos controles 
b: diferente de CCLa 
* p <0,05 
  ** p <0,01 
  *** p <0,001 

 

Tabela 2. Comparação de grupo de dados de integridade de SB em regiões significativas. 

  Controles CCLa DA leve  

 (n = 103) (n = 44) (n = 29) 

Anisotropia fracionada    

L Genu of CC  0,57 (0,03) 0,56 (0,04) 0,54 (0,03) a* 

R Genu of CC  0,56 (0,04) 0,55 (0,04) 0,53 (0,03) a** 

L Body of CC  0,56 (0,03) 0,55 (0,03) 0,54 (0,02) a* 

R Body of CC  0,56 (0,03) 0,55 (0,03) 0,53 (0,02) a* 

R Fornix  0,51 (0,06) 0,48 (0,04) 0,43 (0,04) a***, b** 

R Sagittal Stratum 0,45 (0,01) 0,44 (0,02) a* 0,43 (0,01) a*** 

L Sagittal Stratum 0,45 (0,02) 0,44 (0,02) 0,43 (0,02) a* 

R Anterior Corona Radiata  0,41 (0,02) 0,40 (0,02) a* 0,39 (0,02) 

L Posterior Thalamic Radiation  0,48 (0,02) 0,47 (0,02) a* 0,46 (0,02) a*** 

R Posterior Thalamic Radiation  0,48 (0,02) 0,47 (0,02) a** 0,46 (0,02) a*** 

Difusividade média (x10-4)    
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R external capsule  7,2 (0,4) 7,5 (0,6) a* 7,6 (0,6) a* 

R inferior fronto-occipital fasciculus  7,6 (0,5) 7,8 (0,5) 8 (0,5) a** 

L Superior Corona Radiata 7,1 (0,3) 7,2 (0,4) 7,5 (0,4) a***, b* 

R Superior Corona Radiata  7,3 (0,3) 7,6 (0,4) a** 7,7 (0,5) a** 

R superior longitudinal fasciculus  7,4 (0,4) 7,6 (0,4) a** 7,8 (0,4) a*** 

L Cingulum 7,7 (0,3) 7,8 (0,3) a* 8,1 (0,3) a***, b*** 

R Cingulum  7,6 (0,3) 7,8 (0,3) a** 8 (0,3) a*** 

L Anterior Corona Radiata 7,9 (0,4) 8,1 (0,5) 8,4 (0,5) a***, b* 

R anterior corona radiata  8 (0,4) 8,4 (0,5) a** 8,6 (0,5) a*** 

R retrolenticular inetrnal capsule 7,7 (0,4) 8,1 (0,5) a** 8,3 (0,4) a*** 

R sagittal stratum  8,1 (0,4) 8,4 (0,5) a** 8,8 (0,5) a***, b* 

R posterior corona radiata  7,6 (0,4) 8 (0,5) a*** 8,1 (0,4) a*** 

L Genu of CC 9,7 (0,8) 10,1 (0,7) 10,6 (0,8) a*** 

R Genu of CC  7,2 (0,8) 7,5 (0,9) 7,6 (0,8) a*** 

L Body of CC  9,6 (0,7) 10 (0,8) a** 10,6 (0,6) a***, b** 

R Body of CC  9,5 (0,7) 10 (0,8) a** 10,5 (0,5) a*** 

R Posterior Thalamic Radiation 8,3 (0,4) 8,5 (0,5) a** 8,9 (0,6) a***, b*** 

R Superior Fronto-occipital Fasciculus 7,8 (0,7) 8,1 (0,7) 8,4 (0,9) a*** 

R Fornix Stria Terminalis  9 (0,6) 9,2 (0,6) 9,9 (0,5) a***, b*** 

R Cingulum Hippocampa 7,8 (0,3) 8 (0,3) a** 8,5 (0,3) a***, b*** 

Difusividade axial (x10-4)    

L superior longitudinal fasciculus  11,4 (0,5) 11,4 (0,5) 11,8 (0,4) a**, b** 

R Sagittal Stratum  12,3 (0,6) 12,6 (0,7) a* 13,1 (0,7) a***, b* 

R external capsule  10,5 (0,5) 10,9 (0,7) a** 11,1 (0,8) a** 

R superior corona radiata  11,2 (0,5) 11,5 (0,5) a** 11,6 (0,5) a** 

L Superior Corona Radiata  11 (0,4) 11,1 (0,4) 11,4 (0,5) a***, b* 

R inferior fronto-occipital fasciculus 11,8 (0,7) 12 (0,7) 12,4 (0,8) a** 

R superior longitudinal fasciculus  10,9 (0,5) 11,3 (0,5) a** 11,5 (0,6) a*** 

L Anterior Corona Radiata 11,5 (0,4) 11,6 (0,6) 12 (0,5) a***, b** 

L Body of CC  16,4 (0,9) 17 (0,1) a*** 0,00177 (0,8) a*** 

R Body of CC 16,5 (0,9) 17,2 (1,1) a*** 0,00177 (0,8) a*** 

R Posterior Corona Radiata 11,5 (0,6) 11,9 (0,6) a*** 12,2 (0,6) a*** 

R Anterior Corona Radiata  11,7 (0,4) 12 (0,6) a*** 12,4 (0,7) a*** 

R Retrolenticular Internal Capsule 12,4 (0,6) 12,9 (0,7) a*** 13,2 (0,6) a*** 

R Posterior Thalamic Radiation 13 (0,6) 13,3 (0,6) a* 13,7 (0,7) a***, b** 

R Fornix Stria Terminalis  13,9 (0,8) 14,2 (0,9) a*** 15 (0,8) b*** 

R Cingulum 11,6 (0,4) 11,8 (0,5) 12,1 (0,5) a***, b* 

R Genu of CC 17 (1,0) 17,6 (1,2) 18 (1,0) a*** 

R Tapatum  19 (1,7) 19,7 (1,7) 20 (1,6) a***, b* 

R Cingulum Hippocampal 11,78 (0,5) 11,9 (0,4) 12,5 (0,5) a***, b*** 

Difusividade radial (x10-4)    

L anterior corona radiata  12,3 (0,7) 12,7 (0,9) 13,1 (0,9) a** 

R anterior corona radiata  12,4 (0,8) 12,9 (1,0) a** 13,3 (1,0) a** 

L cingulum  10,7 (0,5) 11,1 (0,6) a** 11,3 (0,6) a*** 

R cingulum  11,2 (0,5) 11,6 (0,6) a** 11,8 (0,6) a** 
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R inferior fronto-occipital fasciculus  11 (0,8) 11,3 (1,0) 11,8 (0,8) a**, b* 

R external capsule  11,1 (0,8) 11,6 (1,1) a* 11,8 (1,1) 

R superior longitudinal fasciculus  11,2 (0,7) 11,6 (0,8) a** 11,8 (0,8) a** 

L Superior Corona Radiata 10,4 (0,6) 10,7 (0,8)  11,1 (0,8) a** 

R superior corona radiata  10,7 (0,6) 11,2 (0,8) a** 11,4 (0,9) a** 

R sagittal stratum  12 (0,7) 12,6 (0,9) a*** 13,2 (0,9) a***, b*** 

R retrolenticular internal capsule  10,8 (0,7) 11,3 (0,8) a** 11,5 (0,7) a** 

R Posterior Corona Radiata 11,3 (0,7) 11,8 (0,9) a*** 12 (1,0) a*** 

R Superior Fronto-occipital Fasciculus 11,5 (1,2) 12,2 (1,4) a** 12,6 (1,6) a*** 

R Body of CC 12,1 (1,4) 12,9 (1,6) a** 13,9 (1,0) a*** 

Nota: média (desvio padrão). Análise estatística: MANCOVA com teste post hoc de Bonferroni. R: right (direito); L: left (esquerdo); 
CC: Corpus Callosum. 
a: diferente dos controles 
b: diferente de CCLa 
* p <0,05 
  ** p <0,01 
  *** p <0,001 
 

 
Figura 1. Diferenças nas métricas de DTI nas principais regiões: fórnice, cíngulo e cíngulo hipocampal. 
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Figura 2. Diferenças nas métricas de DTI comparando CCLa e controles saudáveis em outras regiões do 
cérebro. 
 

 
Figura 3. Diferenças nas métricas DTI comparando CCLa e DA leve em outras regiões do cérebro. 
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Figura 4. Correlações parciais (r) entre os parâmetros de DTI da substância branca e os níveis do líquido 
cefalorraquidiano de βeta-amilóide (βA), Tau total (t-Tau) e Tau fosforilada (p-Tau). (A) Representação 
anatômica do cíngulo hipocampal direito (vermelho) e do fórnice direito (verde) e (B) gráficos de 
correlações significativas - a cor de fundo indica a região anatômica correlacionada com os parâmetros 
DTI. 
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4.2. Capítulo 2 

Artigo 2: Diferenças na conectividade estrutural e funcional da DMN em pacientes 

com CCLa amilóide positivo que converteram para demência devido à doença de 

Alzheimer 

 
Resumo 
A Rede de Modo Padrão (em inglês “Default Mode Network” (DMN)) surgiu como um 
potencial biomarcador da doença de Alzheimer (DA). No entanto, não está claro se essa 
rede pode contribuir na diferenciação de pacientes com comprometimento cognitivo leve 
amnéstico (CCLa) com a proteína Beta-amiloide (βA) alterada no líquido 
cefalorraquidiano (LCR) (CCLa-βA+) que irão evoluir para doença de Alzheimer. Nesse 
estudo avaliamos se a conectividade estrutural e funcional (CF), volume do hipocampo 
(HV), e as dosagens das proteínas do LCR (βA42, p-Tau e t-Tau) podem diferenciar 
pacientes CCLa-βA+ conversores de pacientes CCLa – não-conversores. Incluímos 
quarenta e oito indivíduos (18 controles cognitivamente saudáveis e 30 indivíduos CCLa 
no continuum da DA ((βA+ no LCR)) nesse estudo, que foram acompanhados por 
aproximadamente 13 meses. Utilizamos os programas Multi-Atlas, UF2C, e Freesurfer 
para avaliar imagens de tensor de difusão, CF e HV, respectivamente. Para as análises 
liquóricas, usamos os kits INNOTEST® para quantificar as proteínas βA42, p-Tau e t-
Tau. Além disso, realizamos diferentes MANOVAs com outras análises univariadas para 
diferenciar os grupos. Durante o acompanhamento, 26,6% dos pacientes CCLa-βA+ 
converteram para AD. Não houve diferenças nas análises multivariada entre os grupos 
nos biomarcadores do LCR e nem mesmo na CF das regiões da DMN. Em relação aos 
valores de HV o grupo CCLa-βA+ conversores tiveram valores no HV direito menor 
quando comparados ao grupo controle (p=0,013), e maior difusividade radial (RD) no 
feixe parahipocampal do cíngulo direito quando comparados também ao grupo controle 
(p<0,001) e quando comparados ao grupo CCLa-βA+ não-conversores (p=0,036). Neste 
estudo exploratório, observamos que os resultados envolvendo medidas estruturais, mas 
não medidas funcionais, podem melhor diferenciar os indivíduos CCLa-βA+ que 
converteram para DA. 
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Introdução 

A neurobiologia das redes cerebrais funcionais tem sido cada vez mais estudada, 

tanto para compreender melhor as complexidades do conectoma humano, quanto para 

fins clínicos [1]. Clinicamente, os estudos de redes neurofuncionais são especialmente 

relevantes em doenças que afetam a cognição [2]. Avanços na pesquisa sobre demência 

apontaram para a hipótese de que doenças neurodegenerativas podem ser consideradas 

doenças de redes cerebrais [3, 4]. Sob tal modelo, a patologia (na maioria das vezes 

proteínas mal dobradas, como Tau fosforilada (p-Tau)) se origina em uma região 

específica e se espalha, transportada ao longo dos axônios, preferencialmente por meio 

de redes interconectadas [5,6]. Foi sugerido que a demência devido à doença de 

Alzheimer (DA) é causada em parte por alterações dentro de redes específicas (mais 

comumente a Rede de Modo Padrão - Default Mode Network (DMN), bem como 

desconexões entre diferentes redes [7,8]. Além disso, as medidas de conectividade dessas 

redes podem ser úteis como biomarcadores de diferentes doenças cerebrais. [9, 10]. 

Na DA, as estruturas anatômicas da DMN (córtex cingulado posterior – PCC -, o 

pré-cuneiforme, os lobos temporais mediais – MTL – córtex pré-frontal medial – MPFC 

– e córtex parietal inferior) se sobrepõem à deposição de placas contendo o peptídeo beta-

amilóide (βA), que é uma das principais características patológicas da doença [11, 12]. 

Além disso, essas estruturas (especialmente MTL e PCC) estão associadas à memória 

episódica, o domínio cognitivo mais comumente afetado na DA.  

Com relação à conectividade estrutural dessas áreas, o cíngulo e os feixes do 

cíngulo hipocampal são os principais tratos da substância branca (SB), com muitas fibras 

de associação cortico-corticais curtas (fibras U) que interligam as partes mediais dos 

lobos frontal, parietal e temporal [13]. Danos nessas vias podem levar à falha na 
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comunicação entre elas e, consequentemente, causar problemas cognitivos e 

comportamentais. Em neuroimagem, as mudanças nos tratos da SB podem ser medidas 

micro estruturalmente por imagem de tensor de difusão (DTI), uma técnica sensível que 

detecta alterações sutis. 

Embora o comprometimento da conectividade funcional e estrutural do DMN na 

demência devido à DA esteja bem estabelecido [10, 14, 15], pouco se sabe sobre 

comprometimento cognitivo leve amnéstico (CCLa) no continuum fisiopatológico da DA 

(com ao menos a positividade da βA+ no líquido cefalorraquidiano (LCR)). Este 

subgrupo de indivíduos com CCL com a síndrome amnéstica e amiloide alterada 

compreende os candidatos mais prováveis a se converterem em AD, com uma taxa de 

conversão de ∼10-15% ao ano. Nesse contexto, no entanto, poucos estudos avaliaram o 

grupo CCL, não especificamente o tipo amnéstico, e a conectividade do DMN.  

Yi e colaboradores descobriram que o grau de alteração na conectividade 

funcional (CF) da DMN  no grupo CCLa-βA+ (mensurada através de exames PiB-PET) 

foi intermediário ao grupo DA quando comparado aos controles [16]. Em contraste, o 

grupo CCLa-βA+ exibiu CF aumentada na DMN em comparação com controles normais 

(principalmente na região pré-cuneiforme) [16]. Skouras e cols. encontraram falhas nos 

mecanismos de compensação de CF pré-cuneiforme para desacoplamento do hipocampo 

em pacientes com CCL devido à DA [17]. Koch e cols. verificaram influência direta da 

CF da DMN na associação entre βA patológica e comprometimento cognitivo na fase de 

DA prodrômica [18].  

Em relação à conectividade estrutural, vários estudos encontraram alterações no 

cíngulo e feixes do hipocampo no grupo CCL [19, 20]. Além disso, alguns autores 

avaliaram mudanças longitudinais na DMN em indivíduos com fatores de risco para DA, 

como a presença de APOE ε4, e encontraram diferenças funcionais, por exemplo, com 

um aumento mais lento na CF nos lobos frontais em portadores da APOE ε4 [21]. 

Em resumo, a relevância clínica das medidas de conectividade estruturais e 

funcionais da DMN para prever a conversão do grupo de alto risco CCLa-βA+ em um 

estudo longitudinal não está bem estabelecido. Portanto, procuramos avaliar se as 

anormalidades microestruturais nas principais partes da SB da DMN (cíngulo e feixes do 

cíngulo hipocampal) e CF das subpartes DMN poderiam diferenciar pacientes CCLa-βA+ 

conversores de não-conversores e do grupo controles saudáveis. Também avaliamos 

possíveis diferenças de biomarcadores bem estabelecidos da DA: proteínas liquóricas 



 51 

(βA42, p-Tau e t-Tau) e volume hipocampal (HV). Além disso, realizamos uma extensa 

bateria de testes neuropsicológicos para avaliar o desempenho cognitivo de cada grupo. 

 

Método 

Sujeitos  

Quarenta e oito indivíduos (18 controles normais e 30 indivíduos CCLa no 

continuum da DA - com alterações de βA42 no LCR) foram acompanhados por uma média 

de 13 meses (8 convertidos para demência DA - 26,6% - e 22 permaneceram estáveis). 

Os pacientes CCL foram diagnosticados usando os critérios essenciais do 

NIA/AA para CCL [22] e tinham evidência fisiopatológica de DA, caracterizada por 

baixo βA42 no LCR, utilizamos o ponto de corte <540 pg /mL para βA42, um limite 

tolerante utilizado em muitos estudos para positividade de amiloide [23-26], e de acordo 

com a nova estrutura de pesquisa em DA, que enfatiza que os pontos de corte devem ser 

selecionados para se adequar às questões de pesquisa específicas de interesse [27].  

Todos os participantes CCL tiveram uma pontuação na avaliação de demência 

clínica (CDR) [37] de 0,5 (com uma pontuação de memória obrigatória de 0,5). A 

conversão de CCL para provável demência devido à DA atendeu aos critérios do Instituto 

Nacional de Envelhecimento e Associação de Alzheimer (NIA/AA) [28], além da 

evolução da pontuação CDR de 0.5 a 1. 

Os controles foram identificados com desempenho normal em testes cognitivos, 

principalmente CDR = 0, considerando idade e escolaridade. No exame de ressonância 

magnética (RM), não foram verificadas alterações estruturais e funcionais nas imagens. 

Não podiam apresentar distúrbios neurológicos ou psiquiátricos, nem usar medicação 

psicoativa. 

Os critérios de exclusão para todos os indivíduos incluíram: outras doenças 

neurológicas ou psiquiátricas, traumatismo craniano que resultou em perda de 

consciência, dependência de drogas ou álcool, exposição prévia crônica a substâncias 

neurotóxicas, Escala de Fazekas > 1 [29], e um escore isquêmico de Hachinski > 4 [30]. 

Os procedimentos de pré-diagnóstico também incluíram testes de laboratório, incluindo 

vitamina B12, VDRL e hormônios da tireoide. 

Avaliação neuropsicológica 

Toda a bateria de testes para avaliação neuropsicológica foi realizada por um 

neuropsicólogo experiente, cego para os dados da RM e resultados de outros exames. 
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Para analisarmos o estado cognitivo global foi medido usando o MMSE [31], e a memória 

episódica foi avaliada pelo Teste de Aprendizagem Auditivo Verbal de Rey (RAVLT) 

(codificação de subitens, recuperação atrasada - A7 e reconhecimento - RC-FP) [32]. Para 

a percepção visual, usamos o Teste da Figura Complexa de Rey-Osterrieth (cópia) [33]. 

Para funções executivas, usamos o Trail Making Test B (TMT-B) [34] e o teste de Stroop 

incongruente (erros e tempo) - Stroop [35].  Os testes de linguagem incluíram o Boston 

Naming Test (BNT), fluência verbal semântica (SVF) para categorias (animais) e fluência 

fonológica para letras (FAS) [36]. A funcionalidade foi avaliada por CDR [37].  

Coleta e manuseio de amostras de CSF 

Os pacientes com CCLa foram submetidos à coleta de LCR por punção lombar 

logo no início do estudo. Após a coleta, as amostras foram centrifugadas a 700 rpm por 

10 minutos. Posteriormente, aliquotadas em microtubos Eppendorf de 1 ml e estocadas a 

80ºC até a análise.  

Análise dos biomarcadores liquóricos 

As proteínas do LCR – βA42, t-Tau, e p-Tau – foram mensuradas por kits de β-

amilóide INNOTEST® (1-42), h-TAU INNOTEST® Ag e INNOTEST® Phospho-tau 

(181P) (Fujirebio), respectivamente. Analisadas na plataforma Luminex 100IS (Luminex, 

Austin, TX, USA), tecnologia esta é uma plataforma xMAP baseada em microesferas 

multiplex que permite análises simultâneas. Seguimos o protocolo conforme 

recomendado pelo fabricante. 

Para obter as curvas padrão, usamos o método de ajuste da curva sigmoidal e então 

construímos uma curva para cada biomarcador. Usamos os valores médios de 

fluorescência para amostras em duplicatas para determinar a concentração das proteínas. 

Aquisição das imagens por ressonância magnética (RM) 

Todas as imagens foram adquiridas em um scanner Philips® Achieva 3.0T e os 

seguintes protocolos foram aplicados a todos os indivíduos, bem como em outros estudos 

nossos [9, 38, 39], usamos o mesmo padrão de aquisição das seguintes imagens: 

a) Para encontrar os valores de HV, usamos um T1 sagital de alta resolução - 

voxels isotrópicos de 1×1×1mm3, FOV = 240×240mm, 180 fatias e TR/TE = 7/3.2 ms;  

b) Para obter a CF da DMN, usamos imagens echo-planar (EPI), voxels 

isotrópicos definidos para 3×3×3mm3, FOV = 240×240, TR/TE = 2000/30ms, sem lacuna 
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com um tempo total de varredura de 6 minutos, resultando em 180 volumes cerebrais 

completos com 40 cortes axiais cada. Todos os participantes foram instruídos a manter 

os olhos fechados, mover-se o menos possível e não adormecer; 

c) Para a análise microestrutural da SB, um protocolo DTI padrão foi realizado - 

tamanho do voxel=2x2x2 mm³ reconstruídos com 1x1x2mm³, sem lacuna, TR=8.5s, 

TE=61ms, 32 direções de difusão b=1000s/mm2, matrix de aquisição=128x128 

reconstruído para 256x256; 

d) Para análise da escala de Fazekas foi adquirido uma imagem FLAIR (Fluido - 

Recuperação de Inversão Atenuada) nos planos coronal e axial ponderadas em T2, voxels 

reconstruídos para 0.45×0.45×4.00mm3 e o intervalo entre as fatias definido para 1 mm, 

anatomicamente alinhado no hipocampo com parâmetros de imagem definidos para 

TR/TE/TI (tempo de inversão) = 12000/140/ 2850 e FOV = 220×206. 

Todos os participantes foram submetidos a exame de ressonância magnética na 

mesma semana em que foi realizada a avaliação neuropsicológica.  

Volume do hipocampo 

Processamos todas as imagens volumétricas T1 de alta resolução usando o 

software FreeSurfer v.5.3 (https://surfer.nmr.mgh.harvard.edu) para reconstrução da 

superfície cortical e segmentação anatômica do cérebro.  

Os volumes das estruturas individuais foram calculados a partir de voxels 

marcados e normalizados para o volume intracraniano total (TIV). Para as análises, 

consideramos o volume do hipocampo dividido pelo volume intracraniano total 

(HV/TIV), conforme relatado anteriormente em nosso estudo [38]. 

Análises de imagem funcional 

Realizamos a análise de CF usando a caixa de ferramentas UF²C [40] descrita 

anteriormente em um estudo nosso [38]. Após o processamento das EPIs, criamos um 

modelo baseado nos indivíduos controles para identificar as regiões da DMN, resultando 

em oito regiões de interesse (ROIs): o córtex pré-frontal (FRONT), córtex cingulado 

posterior (PCC), lobo parietal esquerdo (LPARIETO), lobo parietal direito (RPARIETO), 

lobo temporal direito (RTEMP), lobo temporal esquerdo (LTEMP), hipocampo esquerdo 

(LHIPPO) e hipocampo direito (RHIPPO).  

https://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/
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Esses ROIs da DMN foram usados como uma máscara para encontrarmos o mapa 

r-score de cada indivíduo, a partir do qual obtivemos um valor médio de conectividade 

para cada região. Os valores médios foram convertidos para escores z (transformação z 

de Fischer) que foram usados para análise estatística, a mesma abordagem publicada por 

Magalhães e cols. [38]. 

Análises DTI – Multiatlas 

 As imagens ponderadas por DTI foram corrigidas (eddy currents) e co-registradas 

para remover o movimento do indivíduo usando uma transformação de 12 parâmetros. 

Os parâmetros DTI foram calculados usando um ajuste linear multivariado e o crânio 

desnudado usando a imagem b = 0, por limiar de intensidade, uma ferramenta do software 

RoiEditor (www.MriStudio.org ou www.kennedykrieger.org).  

Este pré-processamento foi feito utilizando a plataforma “MRICloud” 

(MRICloud.org), um serviço público baseado na web para segmentação e quantificação 

de imagens de múltiplos contrastes. Em seguida, empregamos o algoritmos de multi-

contraste LDDMM para cadastrar os atlas às imagens e, a seguir, é feito o parcelamento, 

que utiliza o algoritmo DLFA [41]. Obtivemos, então, os parâmetros de difusão 

(difusividade axial (AxD), anisotropia fracionada (FA) e difusividade radial (RD)) e o 

volume para cada marcador. Selecionamos o cíngulo e os feixes de cíngulo hipocampal 

para análises, as quais foram realizadas no espaço nativo. 

Análise estatística 

Diferentes análises multivariadas de variância foram realizadas para comparar os 

grupos (controles versus CCLa-βA+ conversores versus CCLa-βA+ não-conversores) 

considerando características clínicas e biológicas: 1) Dados neuropsicológicos (ajustados 

para educação); 2) HV (esquerdo e direito); 3) biomarcadores no LCR (βA42, p-Tau and 

t-Tau); 4) CF da DMN e 5) DTI (cíngulo direito e esquerdo e cíngulo hipocampal – 

medidas de: FA, RD e AxD).  

Se os testes multivariados fossem significativos, realizávamos análises 

univariadas e os resultados eram considerados significativos após a correção de 

Bonferroni para comparações múltiplas. Se os testes univariados fossem significativos, 

realizávamos posteriormente um teste posthoc (Bonferroni) para verificar as diferenças 

entre os três grupos. A significância estatística foi definida como p <0,05 corrigido para 

múltiplas comparações. As análises foram realizadas no SPSS v. 25 (SPSS Inc., Chicago, 

EUA). 

http://www.mristudio.org/
http://www.kennedykrieger.org/
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Resultados 

Não houve diferenças de sexo, idade e tempo de reavaliação. Os grupos CCLa 

(conversores e não-conversores) apresentaram menor escolaridade quando comparados ao 

grupo controle (p = 0,039).  

Considerando os dados cognitivos, na análise multivariada (ajustada para 

escolaridade) houve diferença estatisticamente significativa entre os três grupos., F= 3,252, 

p < 0,001; Lambda de Wilks’ = 0,091; eta parcial ao quadrado = 0,699.  

Nas análises univariadas, os únicos testes cognitivos a alcançar significância 

estatística, usando um nível alfa ajustado de Bonferroni de 0.004, foram:  1) MMSE F= 

11,15, p < 0,001, eta parcial ao quadrado = 0,389; 2) RAVLT (todos os subitens): 

Codificação F= 17,49, p < 0,001, eta parcial ao quadrado = 0,50; 2) Evocação tardia: F= 

22,78, p < 0,001, eta parcial ao quadrado = 0,566; 3) Reconhecimento: F= 14,58, p < 0,001, 

eta parcial ao quadrado = 0,454; 4) Fluência verbal semântica F=7,096, p=0,003, eta parcial 

ao quadrado = 0,288 (Tabela 1). 

Não houve diferenças na análise multivariada entre os grupos em relação aos 

biomarcadores do LCR (p= 0,092) e CF da DMN (p= 0,814). Contudo, em relação à 

conectividade estrutural da DMN, houve diferença estatisticamente significativa entre os 

três grupos na análise multivariada, F= 1,856, p =0,025; Lambda de Wilks’ = 0,365; eta 

parcial ao quadrado = 0,396.  

Nas análises univariadas, a única medida de DTI a alcançar significância 

estatística, usando um nível alfa ajustado de Bonferroni de 0,004, foi o cíngulo direito do 

hipocampo RD: F= 8,88, p= 0,001, eta parcial ao quadrado = 0,283, teste de post-hoc 

(Bonferroni) mostraram que os pacientes CCLa conversores tiveram um aumento em na 

RD em comparação com o grupo pacientes CCLa não-conversores (p=0,036) e controles 

(p < 0,001) (Figura 1, Tabela 2).  

Também encontramos diferenças significativas em testes multivariados em 

relação ao HV: F= 2,823, p =0,031; Lambda de Wilks’ = 0,758; eta parcial ao quadrado 

= 0,129. O teste univariado, considerando significante um alfa ajustado = 0,025, mostrou 

que o HV direito se mostrou diferente entre os grupos: F=4,85, p = 0,013, eta parcial ao 

quadrado = 0,199. Teste post-hoc (Bonferroni) mostrou que os CCLa conversores eram 

diferentes dos controles (p=0,01) (Tabela 2). 
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Discussão 

Neste estudo exploratório, procuramos avaliar as diferenças anatômicas e 

funcionais da DMN em indivíduos CCLa-βA+ que converteram para DA em comparação 

com indivíduos não conversores e o grupo controle. Observamos que apenas uma 

estrutura anatômica, o feixe cíngulo-hipocampo direito, mostrou-se diferente entre os 

grupos e não encontramos diferenças significativas nas medidas de conectividade 

funcional da DMN. Ambos os grupos CCLa-βA+ (conversores e não-conversores) foram 

semelhantes em relação à cognição global, nos testes MMSE e CDR, mas os conversores 

tiveram um desempenho inferior no subitem do teste RAVLT de reconhecimento do que 

os não conversores. Os controles tiveram melhor desempenho principalmente nos testes 

que avaliam a memória. 

Os sujeitos CCLa-βA+ são os candidatos mais fortes para evoluir para demência 

DA. Eles apresentam uma síndrome amnéstica do tipo hipocampal e amiloide alterada no 

LCR, uma condição essencial para o diagnóstico fisiopatológico da DA [27]. Porém, 

mesmo com essas alterações fisiopatológicas, alguns desses indivíduos permanecem 

estáveis por anos e não evoluem para demência. Em nosso estudo, 26,6% dos indivíduos 

CCLa-βA+ converteram para demência DA em uma média de 13 meses.  

Devido à relação da DMN com a cognição e a sobreposição anatômica de placas 

senis contendo a proteína βA, juntamente com emaranhados neurofibrilares em suas 

regiões, é imperativo entender se disfunções dessa rede podem ser possíveis 

biomarcadores de demência da DA. 

Em relação à CF da DMN, não encontramos nenhuma região significativa capaz 

de diferenciar os grupos. Esses achados levantam a questão de se a CF intrínseca ou em 

estado de repouso das redes cerebrais pode ser útil em termos clínicos como 

biomarcadores da DA. Por sua natureza, as redes neurofuncionais têm respostas 

adaptativas ativas e mecanismos compensatórios para manter a homeostase [21]. Isso 

pode significar que medidas compensatórias funcionais podem mascarar as diferenças 

entre sujeitos com a mesma patologia e mesmo desempenho cognitivo, antes que 

apresentem sintomas clínicos diferentes, como em nossos pacientes.  

Neste contexto, Zhan e cols. observaram correlações significativas entre 

mudanças na conectividade dentro da DMN e mudanças nos escores ADAS-Cog em 

pacientes com CCL, o que indica que a redução da CF foi correlacionada com prejuízo 

cognitivo [42].  
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’E importante destacar que a nossa amostranão foi controlada para a fase de CCLa: 

precoce ou tardio. É possível que em fases anteriores, CCLa apresentassem a 

conectividade na DMN aumentada e, em fases posteriores, diminuida, de forma 

semelhante à demência AD. Assim, em um mesmo grupo, poderíamos ter CCLa precoce 

e tardio apresentando uma combinação de conectividade aumentada/diminuída e, ao 

analisar o grupo todo, a diferença se perde.  

Pacientes com CCLa-βA+ podem ter um padrão semelhante de conectividade com 

pacientes com DA, como mostrado por Yi et al. Em seu estudo, o grupo CCLa-βA- 

apresentou uma CF aumentada do que os controles, e o grupo CCLa-βA+ apresentou um 

padrão intermediário ao grupo DA [16]. Além disso, como pretendíamos estudar 

possíveis biomarcadores no tempo zero, não avaliamos as mudanças longitudinais na CF 

da DMN, a qual pode ser diferente dos não-conversores após um ano.  

Chiesa e cols., por exemplo, encontraram diferenças nas conexões funcionais da 

DMN em indivíduos assintomáticos em risco de DA (portadores de APOE ε4) em um 

estudo de 2 anos [21]. Por fim, outros métodos de análise de conectividade podem ser 

mais sensíveis na detecção de diferenças sutis, como medidas de grafos. 

Em relação à conectividade estrutural da DMN, avaliamos duas das estruturas 

principais: o cíngulo e os feixes do cíngulo do hipocampo. Descobrimos que o feixe 

hipocampal do cíngulo direito era diferente entre os grupos conversores versus não 

conversores e conversores versus controles. Estes tratos carregam projeções do 

hipocampo para o giro cingulado, áreas comumente associadas à patologia da DA e ao 

desempenho da memória episódica. Encontramos alterações nas medidas de RD, que 

estão mais relacionadas à disfunção mielínica, embora isso não seja necessariamente 

verdadeiro em regiões com intenso cruzamento de fibras. Em condições patológicas com 

edema e alterações inflamatórias, as medidas de DTI tendem a subestimar a extensão da 

desmielinização, o que não é o caso de nossos pacientes. [43]. Seria tentador especular 

que o feixe hipocampal do cíngulo direito está rompido por causa da proteína Tau 

patológico se espalhando por axônios interconectados ou devido à uma degeneração 

Walleriana secundária à atrofia hipocampal.  

Outra hipótese plausível é da retrogênese, que assume alterações primárias na SB 

através da quebra da mielina e dano axonal e secundariamente levando à morte do corpo 

neuronal [44]. Encontramos evidências preliminares de que a desconexão estrutural da 

DMN, medida por análises de DTI, pode ser uma variável que pode melhor diferenciar 

os indivíduos CCLa-βA+ que se converterá em demência DA. Outros autores, embora 
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não abordando especificamente este mesmo grupo, também encontraram alterações na 

microestrutura da SB [45].  

De acordo com estudos anteriores, as conexões cerebrais que mais frequentemente 

se distinguem entre indivíduos controles saudáveis e pacientes com demência são 

encontradas em regiões do córtex cingulado. [46-48]. A neuroimagem estrutural também 

forneceu dados consistentes com essas observações. A atrofia patológica do hipocampo 

encontrada em pacientes com DA precoce leva a alterações das conexões anatômicas do 

cíngulo posterior e do hipocampo com o resto do cérebro, o que também é refletido por 

déficit de memória imediata [49-51].  

Estudos baseados em ROI demonstraram maior MD e/ou menor FA no hipocampo 

[52, 53], e trato cingulado posterior na DA também em estágios pré-clínicos [52, 54]. 

Curiosamente, um outro estudo sugeriu que as medidas de difusividade do hipocampo 

são melhores preditores de conversão de CCL do que o volume [53]. Uma meta-análise 

que incluiu setenta e sete estudos de DTI em CCLa (n = 1844) concluiu que FA e MD no 

feixe do cíngulo do hipocampo alterados são medidas mais confiáveis [55]. 

Em conclusão, nosso estudo exploratório sugeriu que alterações estruturais (feixe 

do cíngulo do hipocampo direito), mas não alterações funcionais de conectividade da 

DMN, poderiam diferenciar melhor os indivíduos CCLa-βA+ que converteram em 

demência devido à DA daqueles indivíduos CCLa-βA+ que permaneceram estáveis e dos 

controles. Algumas limitações de nosso estudo são o pequeno tamanho da amostra 

(apenas 8 conversores) e uma única técnica para avaliar a conectividade funcional. 

Estudos futuros com um tamanho de amostra maior poderão explicar melhor este 

processo de conversão. 

Aprovação Ética e Consentimento de participação 

O Comitê de Ética em Pesquisa Médica do Hospital da UNICAMP aprovou este 

estudo (CAAE: 09634412.5.0000.5404). O consentimento informado por escrito (dos 

sujeitos ou de seus responsáveis, se incapazes) foi obtido de todos os participantes antes 

do início do estudo, de acordo com a Declaração de Helsinque.  
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Tabela 1. Dados demográficos e cognitivos  
 Conversores 

N=8 
Não-

conversores 
N=22 

Controles 
n=18 

Teste 
Multivariado 

(Wilk´s 
Lambda) 

Teste 
univariado 

(p 
corrigido) 

partial eta squared 

Idade 73,38 r 6,90 69,14 r 5,49 67,39 r 
5,39 

  - 

Gênero F/M 3/5 14/8 15/3   - 
Escolaridade (anos) 7,88 r 6,40 7,09 r 4,58 11,33 r 

5,23,b* 
  - 

Tempo de reavaliação 
(meses) 

15,88 r 6,08 12,67 r 6,17 11,36 r 
5,78 

  - 

Testes cognitivos§    < 0,001 corrigido 
p <0,004 

0,699 

MMSE 26,18 r 0,64 26,17 r 0,40 28,76 r 
0,39a**,b*** 

 < 0,0001 0,389 

RAVLT Codificado 24,63 r 3,38 33,36 r 2,14 46,61 r 
2,09 a***,b*** 

 < 0,0001 0,500 

RAVLT Evocação 
tardia 

2,34 r 1,10 4,58 r 0,69 10,03 r 

0,68 a***,b*** 
 < 0,0001 0,566 

RAVLT 
Reconhecimento  

1,17 r 1,84 7,75 r1,17 a* 12,81 r 
1,14 a***b* 

 < 0,0001 0,454 

Stroop Tempo 128,84 r 9,71 121,95r 6,15 103,15 r 
6,02 

 0,04 - 

Stroop Erros 4,77 r 2,17 6,09 r 1,37 2,63 r 1,34  0,23 - 
TMT-B (segundos) 150,15r 

23,85 
157,22r 

15,12 
106,35 r 

14,38 
 0,06 - 

Semantic VF (animais) 15,27 r 1,38 14,23 r 0,87 18,91r 
0,85 b** 

 0,003 0,288 

Phonemic VF (FAS) 29,39 r 3,25 28,05 r 1,76 36,34 r 
2,01 

 0,025 - 

BNT 52,82r 2,69 52,42 r 1,71 55,01 r 
1,67 

 0,56 - 

Figura complexa do Rey 
– cópia 

30,23 r 2,88 28,99 r 1,83 31,85 r 
1,78 

 0,56 - 

Teste do desenho do 
Relógio 

8,37 r 0,68 8,04 r 0,43 8,58 r 0,42  0,69 - 

 
Nota: (Média r Desvio padrão (DP)). MMSE: Mini-exame do estado mental; RAVLT: Teste de Aprendizagem 
Auditivo Verbal de Rey; TMT-B: Teste de trilha, parte B; VF: fluência verbal; BNT: Teste de Nomenclatura de 
Boston. Médias ajustadas por idade. 
§Testes cognitivos: médias ajustadas para educação 
a: significativamente diferente dos conversores CCLa-βA + 
b: significativamente diferente de CCLa-βA + não conversores 
*** p <0,001 
** p <0,01 
* p <0,05 
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Tabela 2. DA biomarcadores, medidas de conectividade functional e estrutural da 
DMN  

 

 Conversores 
 

Não-
conversores 

 

Controles 
 

Testes 
Multivariad

os 
(Wilk´s 

Lambda) 

Testes 
univariados 
 p-valores 
corrigidos 

Partial 
Eta 

squared 

LCR 
biomarcadores:  

   0,092  0,223 

βA42 (pg/mL) 379,53 r 82,91 360,40 r 
102,03 

NR  - - 

p-Tau (pg/mL) 57,69 r 33,95 38,58r 19,44 NR  - - 
t-Tau (pg/mL) 143,45 r 93,04 80,18 r 39,17 NR  - - 
Volumes 
hipocampos:  

   0,031 corrected 
p <0,025 

0,129 

D HV/TIV (%) 0,2320 r 0,05 0,2594 r 0,05 0,3078 r 0,06 a*  0,013 0,199 
E HV/TIV (%) 0,2378 r 0,05 0,26 r 0,01 0,2844 r0,04  0,108 - 
DMN CF:     0,814   
Frontal 0,2615 r 0,079 0,3197 r 0,08 0,3348 r 0,09  - - 
E Hippo 0,2454 r 0,06 0,2521 r 0,06 0,2525 r 0,08  - - 
D Hippo 0,2241r 0,05 0,2426 r 0,06 0,2440 r 0,07  - - 
E Parieto 0,3002 r 0,11 0,3459 r 0,010 0,3759 r 0,10  - - 
D Parieto 0,3201 r 0,11 0,3415 r 0,10 0,3654 r 0,08  - - 
E Temporal 0,2422 r 0,13 0,2912 r 0,09 0,2967 r 0,08  - - 
D Temporal 0,2372 r 0,09 0,2630 r 0,07 0,2976 r 0,08  - - 
PCC 0,4228 r 0,09 0,4882 r 0,10 0,5018 r 0,10  - - 
DMN 
Conectividade 
Estrutural (DTI): 

   0,025 corrected 
p <0,004 

0,396 

E Cíngulo-FA 0,4898 r 0,027 0,4822 r 0,023 0,4943 r 0,018  0,23 - 
D Cíngulo-FA 0,4491 r 0,023 0,4455 r 0,019 0,4488 r 0012  0,81 - 
E Cíngulo- 
Hipocampo-FA 

0,4082 r 0,019 0,4227 r 0,016 0,4265 r 0,018  0,056 - 

D Cíngulo- 
Hipocampo-FA 

0,4119 r 0,019 0,4263 r 0,013 0,4264 r 0,016  0,06 - 

E Cíngulo – AxD 
(.10-3) 

1,2468 r 0,04 1,2360 r 0,05 1,2132 r 0,04  0,17 - 

D Cíngulo- AxD 
(.10-3) 

1,1964r 0,05 1,1926r 0,03 1,1576 r 0,04  0,028 - 

E Cíngulo- 
Hipocampo-AxD 
(.10-3) 

1,2412r 0,04 1,2228 r 0,05 1,2007 r 0,04  0,25 - 

D Cíngulo- 
Hipocampo-AxD 
(.10-3) 

1,2979 r 0,05 1,2019 r 0,03 1,1698  r 0,05  0,008 - 

E Cíngulo – RD 
(.10-3) 

1,1043r 0,06 1,1146 r 0,06 1,0632  r 0,06  0,023 - 

D Cíngulo- RD 
(.10-3) 

1,1633 r 0,06 1,1671 r 
0,00001 

1,2536  r 0,05  0,07 - 

E Cíngulo- 
Hipocampo-RD 
(.10-3) 

1,2937 r 0,08 1,2347 r 0,06 1,2012 r 0,05 
 

 0,009 - 

D Cíngulo-
Hipocampo-RD 
(.10-3) 

1,2745 r 0,04 1,2136 r 
0,04a* 

1,1744  r 0,06a***  0,001 0,283 
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Nota: (Média r Desvio padrão (DP)). HV/TIV: volume hipocampal/volume intracranial total; E: esquerdo; 
D: direito; FRONT: córtex pré-frontal; PCC: córtex cingulado posterior; LPARIETO: lobo parietal 
esquerdo; RPARIETO: lobo parietal direito; RTEMP: lobo temporal direito; LTEMP: lobo temporal 
esquerdo; LHIPPO: esquerdo hipocampo; RHIPPO: hipocampo direito; FA: anisotropia fracionária; RD: 
difusividade radial; AxD: difusividade axial. 
a: significativamente diferente dos conversores CCLa-βA + 
b: significativamente diferente de CCLa-βA + não conversores 
*** p <0,001 
** p <0,01 
* p <0,05 
 

 

 

 

 
Figura 1. Cíngulo hipocampal direito, medida de difusividade radial.  
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5. Discussão Geral 

 
Conforme já abordado sobre as atualizações nos critérios do NIA-AA em 2018 

(Jack, et al. 2018) , afim de refinar os estudos sobre as alterações patológicas que ocorrem 

no continuum da DA e incluir os biomarcadores, agora com um consenso crescente de 

que a aplicação desses deve ser harmonizada conceitualmente ao longo do processo da 

doença e que os biomarcadores de neurodegeneração não são equivalentes aos que 

refletem o acúmulo da proteína amilóide e Tau patológica, aumentou-se a importância de 

estudos com dados longitudinais.  

Partindo disto, em nosso trabalho focamos em incluir os indivíduos CCL amnéstico 

e com alteração de βA no LCR, onde já discutimos anteriormente a maior probabilidade 

desses pacientes converterem para DA. No primeiro momento de nossa pesquisa 

abordamos de uma maneira transversal os dados, onde os pacientes foram distribuídos 

conforme os critérios propostos anteriormente em 2011 (Jack, et al. 2011), e 

posteriormente acompanhamos nossos pacientes com CCL (média de 13 meses) para 

verificarmos a diferença dos biomarcadores de neuroimagem e liquóricos no processo de 

conversão para DA. 

De uma maneira geral, quando comparamos os grupos em relação a todos os 

biomarcadores incluídos neste estudo, observamos várias alterações em diferentes tratos 

da SB em nossos pacientes com CCLa e DA leve, principalmente quando comparados ao 

grupo controle, como demonstrado em outros estudos por Kantarci, et al 2019. Além do 

mais, encontramos correlações entre as medidas de DTI e as proteínas patológicas da DA. 

Já os outros biomarcadores não se mostram tão sensíveis em evidenciar essas diferenças 

e tão pouco diferenciar os grupos dos pacientes conversores dos não-conversores. Como 

esperado, encontramos diferenças quanto a volumetria do hipocampo, assunto no qual já 

muito debatido pela literatura.  

Há muito tempo que a DA é considerada principalmente uma doença que afeta a 

SC com alterações secundárias na SB, porém o dano observado na SB parece ser mais 

severo, disperso e pode aparecer mais precocemente do que a atrofia cortical (Kantarci et 

al., 2019; Wassenaar et al., 2019). Apesar do padrão de ruptura da SB nos tratos límbicos 

e comissural e, posteriormente, progredir para fibras de projeção e associação (Alves GS, 

et al. 2015), encontramos uma alteração mais disseminada em nossos pacientes com 

CCLa devido à DA. No entanto, se considerarmos a progressão teórica da doença, a 
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patologia da DA começa antes mesmo do aparecimento dos sintomas clínicos e o dano 

axonal pode estar presente no espectro da DA em fases clínicas pré-clínica. 

No capítulo 1 inicialmente avaliamos as diferenças na integridade microestrutural 

da SB nos pacientes continuum da DA e controles. Em seguida verificamos se os níveis 

da proteína t-Tau, p-Tau e βA no LCR poderiam estar correlacionados com a SB em 

diferentes tratos do cérebro, não apenas em regiões classicamente envolvidas nas fases 

iniciais da doença. Para a análises de SB, usamos uma abordagem de segmentação 

automatizada – Multi-Atlas – o qual nos permite encontrar diferenças mais sutis que 

provavelmente aparecem em estágios iniciais à doença. 

Nas análises de correlação entre marcadores moleculares e de imagem, ao 

controlarmos para o volume do hipocampo essas correlações perderam sua significância 

estatística. Este achado mostra a influência da atrofia na SC na associação entre a proteína 

Tau e as alterações na SB. Embora a clássica DW devido à degeneração do hipocampo 

surja como a hipótese principal, o estudo mais recente da disseminação da proteína Tau 

"semelhante a um príon" mostra que esse mecanismo também pode afetar diretamente os 

tratos de SB adjacentes ao hipocampo (Nussbaum, et al. 2013).  

Recentes estudos demonstraram o mecanismo pelo qual a patologia Tau progride 

inicialmente dos axônios distais para os dendritos proximais, levando à desconexão 

sináptica das fibras de mielinização tardia (Amlien, et al. 2014; Chen, et al. 2018). Nesse 

sentido, a retrogênese com ruptura primária de SB ao invés de SC, também poderia ser 

considerada um mecanismo patológico no espectro da DA.  

Nossos dados não demostraram correlações significativas entre SB e as proteínas 

patológicas em outras regiões que não nos tratos do MTL, favorecendo talvez uma DW 

e/ou uma disseminação direta da patologia do hipocampo. Nesse caso, também 

verificamos a influência dos HV nessas correlações, hipotetizando que a perda da 

significância implicaria em efeito direto da degeneração hipocampal nas associações. 

O intuito do capítulo 2 foi avaliar de maneira exploratória as diferenças 

anatômicas e funcionais da DMN em indivíduos CCLa-βA+ que converteram para 

demência da DA em comparação com pacientes CCLa não-conversores e controles.  

Como já mencionado anteriormente, um dos principais motivos de abordarmos 

essa rede neuronal é pelo característico acúmulo do peptídeo βA em suas regiões. E as 

regiões que constituem essa rede são também regiões comumente ligadas ao processo da 

memória e funções cognitivas que são afetadas ao longo da doença (Weiler et al., 2017).  
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Em nossos achados observamos que apenas uma estrutura anatômica, o feixe do 

cíngulo-hipocampal direito, se mostrou diferente entre os grupos, principalmente na 

comparação entre conversores e não-conversores, e não encontramos diferenças 

significativas na conectividade funcional da DMN. Nossos resultados levantam a questão 

se a conectividade funcional intrínseca ou em estado de repouso das redes cerebrais pode 

ser mesmo tão sensível e usada em termos clínicos como possíveis biomarcadores de DA.  

As redes neurofuncionais têm respostas adaptativas ativas e mecanismos 

compensatórios para manter a homeostase (Bullmore and Sporns, 2009; JJ and L, 2016). 

Isso poderia significar que medidas compensatórias funcionais poderiam mascarar as 

diferenças entre os sujeitos com a mesma patologia e mesmo desempenho cognitivo, 

antes que apresentassem sintomas clínicos diferentes, como no caso de nossos pacientes. 

Além disso, como nossa intenção era estudar possíveis biomarcadores no tempo inicial, 

não avaliamos as mudanças longitudinais na conectividade da DMN, o que poderia nos 

permitir ver sutis mudanças quanto as medidas de conectividade. 

Retomando nosso achado principal do capítulo 2, observamos diferenças em 

relação ao feixe do cíngulo-hipocampal direito entre os indivíduos conversores 

comparados com os indivíduos não conversores e entre conversores comparados aos 

controles. Este trato carrega projeções do hipocampo para o giro do cíngulo, áreas 

comumente associadas à patologia da DA e ao desempenho da memória episódica (Bubb, 

et al., 2018). As alterações foram observadas nas medidas de RD, que estão mais 

relacionadas à disfunção mielínica (Mayo et al., 2019).  

Em consonância com os resultados apresentados no capítulo 1, poderíamos 

especular que o feixe hipocampal do cíngulo direito poderia estar comprometido devido 

ao “espalhamento” patológico da proteína Tau através de axônios interconectados. 

Porém, se controlarmos esse resultado pelo volume do hipocampo o mesmo pode 

acontecer e perder a significância estatística, indicando assim as outras hipóteses de DW 

secundária à atrofia hipocampal (Alves et al., 2015), ou até mesmo por retrogênese, que 

assume atrofia da SB primária através da quebra da bainha de mielina e dano axonal 

levando à morte do corpo neuronal (Alves et al., 2015). 

É notavel que com os nossos achados ainda seja prematuro afirmar de fato ação 

da proteína Tau nas alterações da SB, que parecem mais sensíveis em descriminar os 

grupos do que os outros biomarcadores. Sabemos que outras análises precisariam ser 

feitas para afirmarmos tal hipótese, porém vale ressaltar que esses achados em estudos 

brasileiros são esacassos e que resultados internacionais não refletem nossa população.  
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Estudos com a proteína Tau tem ganhado cada vez mais foco nas pesquisas atuais 

com DA. Muito embora toda a patologia da doença tenha tido muito enfoque no pepitídeo 

βA, anomalias na proteína Tau bem como suas diferentes formas tem chamado bastante 

a atenção e se mostrado muito relacionada com os mecanismos que acontecem ao todo 

do processo da doença (Congdon e Sigurdsson, 2018; Mroczko, et al., 2019; Lauretti e 

Praticò, 2020).  

Conectividade funcional e estrutural são conceitos muito recentes e um método 

em ascensão; para melhores resultados e dados mais consistente ainda são necessários 

muitos estudos nesse assunto. O estudo de áreas separadas anatomicamente trabalhando 

em sincronia pode trazer resoluções de inúmeras perguntas feitas sobre a funcionalidade 

do cérebro e suas alterações sofridas por doenças, principalmente as doenças 

neurodegenerativas. Além disso, traz também a possibilidade de conhecimento de vários 

parâmetros que podem diferenciar individualmente os pacientes.  

As limitações deste estudo incluem o tamanho amostral pequeno especialmente 

no capítulo 2, no qual subdividimos os pacientes com CCL em conversores e não-

conversores e a abordagem de uma única técnica para avaliar a CF e sem uma avaliação 

longitudinal dessas medidas. No capítulo 1 as análises correlacionais não nos permite 

inferir relações causais. Além disso, as medidas de Tau e amiloide no LCR não têm a 

mesma precisão anatômica do PET. Nas limitações no geral, não avaliamos nossos 

pacientes CCL em fases iniciais e/ou tardias, o que nos permitiria uma melhor 

compreensão do processo de conversão. Assim também como a abordagem das técnicas 

em nosso estudo, como a técnica do Multi-Atlas que faz uma segmentação detalhada de 

cada trato de SB e é sabido que a DA tem como característica sem bastante disseminada 

por todo o cérebro. Talvez uma técnica que analise o trato como um todo poderia nos 

revelar maiores alterações e correlações com os outros biomarcadores. Poderíamos 

também ter incluído o estudo de outras redes funcionais que nos daria maior robustez 

quanto aos dados de CF. Mais estudos translacionais e longitudinais são importantes para 

inferir conclusões assertivas quanto ao processo de conversão e entendimento do processo 

neurodegenerativo da doença. 
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6. Conclusões 

 Artigo 1 (análise transversal) 

• Foram encontradas diferenças entre os grupos CCLa, controle e DA leve em 

relação a medidas de DTI (FA, MD, RD e AxD) em tratos referentes a região 

temporal como fórnice, cíngulo e cíngulo hipocampal; 

• Os níveis de t-Tau e βA42/t-Tau foram significativamente diferentes entre os 

pacientes; 

• Foram encontrados menores HV nos pacientes quando comparados aos controles; 

• Foram encontradas correlações entre as medidas de FA, MD e AxD com os níveis 

das proteínas liquóricas (p-Tau e t-Tau), não encontramos correlações com os 

níveis de βA42.Em seguida, avaliamos se essas correlações significativas entre t-

Tau e p-Tau com a SB permaneceriam após controlar para as medidas de HV. 

Nesse caso, poderíamos especular que essas associações eram independentes da 

integridade do hipocampo. No entanto, nenhuma correlação significativa 

sobreviveu, o que poderia implicar que o HV medeia as associações entre Tau e 

as possíveis alterações nos trados da SB. 

Artigo 2 (análise longitudinal) 

• Dos 48 pacientes com CCLa βA+ acompanhados por um período de no mínimo 6 

meses observamos que 8 pacientes converteram (26,6%) e 22 mantiveram o 

diagnóstico;  

• Não foram encontradas diferenças quanto as medidas de conectividade funcional 

da DMN; 

• Foram encontradas diferenças quanto ao volume hipocampal direito (< HV) dos 

conversores quando comparados com o grupo controle; 

• Não encontramos diferenças nos níveis de proteínas liquóricas entre os subgrupos 

conversores e não-conversores; 

• Observamos que o trato do cíngulo-hipocampal direito na medida de RD se 

mostrou diferente entre pacientes conversores dos não-conversores e entre os 

conversores dos controles; 
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• Nosso estudo exploratório sugeriu que alterações estruturais, mas não alterações 

funcionais de conectividade, podem diferenciar melhor pacientes com CCLa-βA 

+ que converteram para DA daqueles que permaneceram estáveis e dos controles. 
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  PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP  
 

 
INTRODUÇÃO 
As demências neurodegenerativas são doenças que afetam a cognição, o comportamento e a 
independência do indivíduo. Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) (1), estima-se que, no ano 
de 2010 mais de 35 milhões de pessoas no mundo foram diagnosticadas com o tipo mais comum de 
demência, a doença de Alzheimer (DA), esse número tem dobrado a cada 20 anos; ou seja, em 2030 serão 
mais de 65 milhões e em 2050 mais de 115 milhões de pessoas, cuja prevalência está aumentando 
progressivamente devido, sobretudo, ao envelhecimento da população. Em abril de 2012, a OMS publicou o 
documento chamado “Demência: Uma Questão de Saúde Pública” (2), ressaltando a preocupação para 
esse problema que afeta a qualidade de vida das pessoas longevas, especialmente nos países em 
desenvolvimento. A população idosa pode chegar a 1,2 bilhão em 2025 e aos 2 bilhões em 2050, 
correspondendo, respectivamente, a 22,1% e 19,6% da população mundial (3), junto com esse aumento, 
vem o aumento dos casos de DA. No Brasil, a doença alcança uma prevalência de 7,1% na população 
acima de 65 anos (4). Quanto aos aspectos clínicos, o primeiro sintoma geralmente observado é a 
dificuldade em armazenar informações novas (memória episódica), enquanto as lembranças remotas são 
preservadas até certo estágio. À medida que a doença progride, outras funções cognitivas são afetadas (5). 
Nesse contexto clínico, utiliza-se o conceito de Comprometimento Cognitivo Leve (CCL) em pacientes com 
uma ou mais alterações cognitivas objetivas, sem comprometimento da independência nas atividades do 
cotidiano.
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O termo CCL é contextualizado como uma possível fase intermediária entre envelhecimento normal e 
demência, e é classificado em dois subtipos principais: amnéstico (CCLa) e não amnéstico. O subtipo 
amnéstico é o mais comum e faz referência à indivíduos com comprometimento da memória, especialmente a 
episódica. O diagnóstico de CCL inclui: queixa cognitiva, de preferência confirmada por uma pessoa que 
conviva com o paciente; comprometimento cognitivo objetivo, (desempenho abaixo do esperado 
considerando-se idade e escolaridade) e preservação da independência funcional (6). Estudos mais 
atualizados têm ressaltado a importância de se abordar também fases iniciais ao CCL, o chamado declínio 
cognitivo subjetivo (DCS), já que confirmam que o processo patológico da DA acontece décadas ou até 
mesmo anos antes do aparecimento dos sintomas (7). Esses estudos têm mostrado que estudar fases iniciais 
à DA é de extrema importância para se observar biomarcadores mais confiáveis e específicos (8, 9). 
Indivíduos com DCS tem mais propensão a converter para doença do que indivíduos sem queixas de 
memória consistentes (tanto pessoal quanto por observada por terceiros) (10, 11). Em 2012, a Subjective 
Cognitive Decline Initiative Group (SCD-I) propôs o conceito de DCS para melhorar a caracterização de 
pessoas com queixas cognitivas, mas com desempenho normal na avaliação neuropsicológica, levando em 
consideração os seguintes critérios para tal classificação: 1. declínio persistente na capacidade cognitiva em 
comparação com um estado previamente normal e não relacionado a um evento agudo; 2. desempenho 
normal ajustado à idade, sexo e educação em testes cognitivos padronizados, que são usados para 
classificar CCL ou DA prodrômica (12); início da queixa nos últimos 5 anos; sentimento de pior desempenho 
que outros da mesma faixa etária; confirmação do declínio cognitivo por um informante; e pontuação> 7 na 
Memory Complaint Scale tanto para o paciente quanto para o questionário do informante (13). Portanto, a 
tendência das pesquisas será aprofundar no estudo das fases iniciais do declínio cognitivo. De acordo com 
dados epidemiológicos, aproximadamente 7% a 15% dos indivíduos com CCLa desenvolvem DA em um ano 
(14-16), por isso, é importante procurar um diagnóstico mais precoce possível e/ou um biomarcador que 
permita prever o 
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desenvolvimento da doença. Embora a sensibilidade do diagnóstico clínico seja relativamente alta, a 
especificidade pode ser mais baixa (17) devido ao fato de a DA ser uma doença heterogênea, que envolve 
diversas alterações, como alterações neuroquímicas, moleculares e genéticas, por exemplo. A positividade 
de biomarcadores pode contribuir para a identificação dos indivíduos com CCL que mais possivelmente 
evoluirão para DA (18). No estudo de Andreasen (2003), 44 pacientes com CCL que evoluíram para DA ao 
longo de um ano demonstraram que a positividade dos biomarcadores liquóricos (proteína beta-amiloide (A) 
e proteína Tau) contribuiu para um aumento da razão de risco para a conversão (19). Em relação aos 
biomarcadores de neuroimagem, vários estudos descreveram significativa atrofia do hipocampo envolvendo 
pacientes com DA (20- 24) e CCL (21, 25, 26), quando comparados com idosos saudáveis. A diminuição do 
volume do hipocampo já pode estar presente mesmo na fase pré-clínica (27) e pode ser preditor de 
conversão de CCL para DA (21). Além da região do hipocampo outras regiões têm apresentado um padrão 
de atrofia na doença, denominadas como “assinatura cortical da DA” (AC-DA) sendo estas: regiões temporal 
medial, giro temporal inferior, polo temporal, giro angular, giro frontal superior, sulco frontal inferior, lóbulo 
parietal superior, giro supramarginal e precúneo (28). Segundo Dickerson (2013) para predição de demência 
nos individuos com CCL a AC-DA se mostrou mais sensível que as medidas de volume hipocampal e 
melhor também que os biomarcadores liquóricos em um tempo relativamente curto (29). Estudos com 
imagens funcionais são abordagens mais recentes e podem ser muito promissores. Alguns estudos (30-32) 
mostram distúrbios na Default Mode Network (DMN), uma das redes neurais mais correlacionadas com DA. 
A relevância da DMN na fisiopatologia da demência também é apoiada pelas observações de que suas 
regiões constituintes são frequentemente os locais de atrofia precoce, e de deposição de placas senis 
contendo A (31, 33, 34). De acordo com a revisão de Habib (2017) técnicas para análise de neuroimagem, 
principalmente para análise de imagens funcionais podem ser sensíveis aos primeiros eventos de patologia 
da DA, antes mesmo da perda de substância cinzenta e manifestações clínicas (35). Os biomarcadores de 
neuroimagem também têm mostrado grande relação com os biomarcadores moleculares (genética, A e 
proteína Tau). Os efeitos do gene APOE 4 em redes cerebrais têm sido cada vez mais estudados na DA pré 
-clínica (36), revelando alterações funcionais na DMN (37). Há também evidências de que no estado de 
repouso as análises podem ser mais sensíveis na distinção de indivíduos assintomáticos em risco (presença 
do gene APOE 4 e histórico familiar) quando comparado aos controles (38, 39). Segundo o (40) alguns 
estudos envolvendo genética e neuroimagem têm sido relacionados com a neurodegeneração em modelos 
animais e perda de volume hipocampal em pacientes com CCL (41, 42). Conforme demonstrado 
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em estudos longitudinais por Andrawis et al., 2012 e Apostolova et al., 2014, em pacientes com DA e CCL, o 
gene APOE 4 obteve significante efeito na mudança estrutural do hipocampo (43, 44). Outro estudo 
envolvendo esses biomarcadores foi de Hohman (2014), que relacionou a proteína Tau com marcadores 
genéticos e a diminuição do volume hipocampal em pacientes com CCL e DA (45). Estudos do Dominantly 
Inherited Alzheimer’s Network study (DIAN), também identificaram essa relação dos biomarcadores de 
neuroimagem e biomarcadores moleculares. Eles mostram que a região do precúneo se apresentou como 
um local de depósito de A precoce, aproximadamente até 15 anos antes do início dos sintomas da DA (46). 
Essas descobertas estão de acordo com outro estudo (47), no qual foi incluído indivíduos portadores da 
mutação no gene PSEN1 e estes mostraram aumento de Florbetapir (18F) (48), substância que se liga às 
placas de A nas áreas da AC-DA. Além dos genes descritos para os casos de DA familiar (Amyloid 
Precursor Protein (APP), Presenilin-1 e 2 (PSEN1 e PSEN2)), novas tecnologias, como Genome-Wide 
Association Studies (GWAS), levaram à descrição de outros genes que podem estar relacionados com a 
susceptibilidade de desenvolver DA, como por exemplo, os polimorfismos (SNPs) dos genes CLU, PICALM 
e CR1 (49-51). Os genes CLU e CR1 estão relacionados às proteínas clusterina e receptors do sistema 
complemento (3b/4b), respectivamente, cuja função está ligada ao clearance de A, influenciando na 
agregação e a toxicidade desse peptídeo. Um alelo de risco genético recentemente confirmado do gene 
CLU, conhecido também como APOJ, presente em aproximadamente 88% dos caucasianos, confere 
maiores probabilidades de desenvolver DA (52). O gene PICALM (phosphatidilinositol -binding clathrin 
assembly protein) está associado ao ciclo da vesícula sináptica e afeta o processamento da proteína 
precursora de amiloide pelas vias endocíticas. No estudo de meta-análise de Jun (2010) os resultados 
demonstraram associação dos genes CLU, PICALM e CR1 à DA somente entre caucasianos, enquanto que 
o genótipo APOE esteve associado a qualquer etnia (53). No nosso país, com várias etnias miscigenadas, 
temos poucas informações sobre estes fatores como risco para o desenvolvimento de DA. Nesse estudo, 
pretendemos avaliar de forma longitudinal quais desses biomarcadores predizem com maior precisão a 
conversão de pacientes com CCLa para demência da DA, assim como se avaliação simultânea desses 
marcadores aumenta a capacidade de predição. Pretendemos refinar tanto a avaliação em neuroimagem 
estrutural (hipocampos e AC-DA), como regiões da DMN através de um método de análise mais preciso 
(análise baseada em Multi-Atlas). Pretendemos também avaliar a influência de genes bem estabelecidos 
como o APOE, como genes pouco estudados em nossa população. Neste estudo pretendemos avaliar as 
neuroimagens, adquiridas por ressonância magnética (MRI), através de uma abordagem automatizada e 
que segmente todo cérebro de forma robusta. Neste sentido, 
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métodos de segmentação que utilizam algoritmos baseados em múltiplos atlas (Multi-Atlas) nos permitem 
realizar uma análise multimodal de uma mesma estrutura ou de outras estruturas anatômicas, permitindo 
uma análise mais personalizada para cada indivíduo (54). Além disso, como os atlas de segmentação 
usados nesta abordagem são de pessoas com idade entre 50- 90 anos, a identificação das estruturas 
anatômicas torna-se mais robusta e fiel à realidade (54, 55). Não obstante, segundo Leung (2010), uma 
segmentação mais robusta nos permite encontrar danos mais sutis que podem ser mais adequados a 
estudos prospectivos relativamente curtos (6 meses a 1 ano) (56). 

 
HIPÓTESE 
A evolução de pacientes com comprometimento e/ou declínio que converterão para DA é heterogênea, por 
isso avaliar como os biomarcadores moleculares (genética e proteínas do LCR) se associam com os 
biomarcadores de imagem é de fundamental importância para que talvez seja possível diferenciar pacientes 
com CCL ou DCS que realmente representem uma DA prodrômica. 

 
METODOLOGIA 
Designados como Parte 1 e Parte 2. 
A Parte 1 será caracterizada por um estudo exploratório, com a finalidade de comparar os biomarcadores de 
neuroimagem e moleculares entre os idosos cognitivamente preservados, os idosos com comprometimento 
cognitivo leve e os pacientes com doença de Alzheimer leve. Já a Parte 2 apresenta um desenho 
experimental que se caracteriza pela comparação entre dois grupos: a) CCL "conversor" e b) CCL 
“nãoconversor” em relação a variáveis de neuroimagem estrutural e funcional no momento inicial (baseline) 
e após 6 meses/1 ano. 

 
CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 
Os critérios de inclusão serão baseados nos critérios do NIA/AA para provável DA (57) e para CCL (6), 
escore isquêmico de Hachinski (58) < 4 para todos os grupos. Clinical Dementia Rating (CDR) (59) = 0,5 ou 
1 para DA leve, =0,5 para CCLa e =0 para controles. Para o diagnóstico de DCS usaremos as 
recomendações do SCD-I Working Group(12): 
1. Declínio persistente na capacidade cognitiva em comparação com um estado previamente normal e não 
relacionado a um evento agudo; 
2. desempenho normal ajustado à idade, sexo e educação em testes cognitivos padronizados, que são 
usados para classificar CCL ou DA prodrômica(12). Para aumentar as chances de ser um 
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indivíduo com DA pré-clínica, adotaremos as características clínicas da DA, com declínio subjetivo 
relacionado à memória; início da queixa nos últimos 5 anos; sentimento de pior desempenho que outros da 
mesma faixa etária; confirmação do declínio cognitivo por um informante; e pontuação> 7 na Memory 
Complaint Scale tanto para o paciente quanto para o questionário do informante(13). 
Para o grupo controle: desempenho cognitivo normal para idade e escolaridade; não apresentarem 
desordem neurológica ou psiquiátrica, ou estarem sob uso de medicação psicoativa; apresentar pontuação 
considerada normal no Mini Exame de Estado Mental (MEEM) (60), levando em consideração a idade e 
educação (61), não apresentar anormalidades nas imagens estruturais. 

 
CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 
• História de outra doença neurológica ou psiquiátrica prévia; 
• História de traumatismo crânio-encefálico com perda de consciência por mais de 30 minutos; 
• História de exposição crônica a substâncias neurotóxicas ou alcoolismo; 
• Uso de drogas sedativas/hipnóticas 24 horas antes dos testes neuropsicológicos; 
• Dificuldade de entender ou executar os testes proposto; 
• Escala Fazekas (0 ou 1) (Fazekas et al., 1987). 

Objetivo da Pesquisa: 
OBJETIVO PRIMÁRIO 
Avaliar a capacidade de predição de conversão de pacientes com CCL para demência da DA através de 
biomarcadores genéticos, de neuroimagem estrutural e funcional e de proteínas A e Tau no LCR. Nosso 
estudo pretende também caracterizar geneticamente a nossa amostra em relação a genes que podem 
aumentar a susceptibilidade de evolução para DA. 

 
OBJETIVOS SECUNDÁRIOS 
• Avaliar a capacidade de predição de variáveis de neuroimagem estrutural (volume hipocampal e espessura 
das regiões da AC-DA) e funcional (subpartes da DMN) para conversão de CCL para DA; 
• Avaliar a capacidade de predição dos genes APOE, CLU, PICALM e CR1 para conversão de CCL para 
DA; 
• Avaliar a capacidade de predição das proteínas liquóricas A1-42, p-Tau e t-Tau para conversão de CCL 
para DA; 
• Observar se indivíduos com DCS podem converter para CCL ou DA leve e avaliar quais dos 
biomarcadores que serão abordados neste projeto podem predizer essa conversão; 
• Avaliar se há correlação entre os preditores biológicos do estudo e a mudança em variáveis 
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cognitivas (MEEM) e funcionais (CDR SB) no período de 6 meses/1 ano. 

Avaliação dos Riscos e Benefícios: 
RISCOS 
A coleta do líquor será realizada nas costas (região lombar). A dor que acompanha a punção lombar é 
semelhante aquela da coleta de sangue. O desconforto será mínimo, pois será realizada com anestesia 
local por profissional treinado e devidamente habilitado para a realização de punção lombar. Após submeter- 
se a punção lombar, o paciente deverá permanecer em repouso em casa, por 24 horas, e aumentar a 
ingestão de líquidos. Este repouso é importante para evitar dor de cabeça após a punção, impossibilitando a 
realização das atividades habituais. Se houver dor, mesmo com o repouso, o paciente deverá permanecer 
por mais alguns dias sem atividades e ingerir a medicação prescrita pelo seu médico. Este tipo de dor de 
cabeça não traz qualquer prejuízo ao paciente, mas necessita de repouso para desaparecer. O exame de 
Ressonância Magnética funcional não traz nenhum risco para o paciente. Não podem realizar esse exame 
apenas aqueles que possuem metal no corpo (como próteses, fios, secundários a cirurgias anteriores) ou 
têm medo ou pânico de locais fechados. O único desconforto relacionado a este exame é o ruído 
intermitente durante os primeiros 15 minutos. Depois disso o ruído será muito menor. O pessoal técnico 
providenciará tapa-ouvidos para que o exame seja mais confortável. 

 
BENEFÍCIOS 
O diagnóstico precoce do comprometimento cognitivo trará um tratamento precoce para paciente. 

 
 
Comentários e Considerações sobre a Pesquisa: 
Estudo nacional e unicêntrico, prospectivo, não randomizado. 

Além do Brasil, participará o seguinte país no estudo: Países Baixos (Holanda). 
Número de participantes incluídos no Brasil: 100. 
Participarão os seguintes centros de pesquisa no Brasil: Hospital de Clínicas da UNICAMP 

Haverá armazenamento de amostras em banco de material biológico na cidade de Amsterdã (localizado na 
Holanda). O laboratório central, para onde as amostras serão enviadas, é o Hospital das Clínicas da 
UNICAMP, Campinas, Brasil e VU University Medical Center (VUmc), Amsterdã Holanda. 

Previsão de início do estudo: 01/11/2017. 
Previsão de encerramento do estudo: 30/08/2019. 

 
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória: 
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Vide item "Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações". 

Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações: 
Análise das respostas ao Parecer Consubstanciado n° 3.736.104 emitido pela Conep em 08/12/2019: 

 

1. Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) - para participantes com sintomas 
clínicos de Doença de Alzheimer e Comprometimento Cognitivo Leve referente ao arquivo 
"TCLE_Pacientes_E2.pdf", postado na Plataforma Brasil em 13/08/2019, seguem as considerações: 

 
1.1. O TCLE deve ser conciso e de fácil compreensão por um indivíduo LEIGO, não sendo desejável a 
utilização de construções gramaticais complexas. Diante do exposto, solicita-se que o TCLE seja revisado, 
utilizando linguagem CLARA E ACESSÍVEL. Salienta-se que é necessário substituir os termos técnicos 
como: “apolipoproteína E (APOE)”, “1 a 5”, “CLU”, “PICALM” , “CR1”, “alelos”, “tau”, “beta-amiloide”, por 
palavras de fácil entendimento ou adicionar breve explicação sobre o termo empregado no texto (Resolução 
CNS no 466 de 2012, itens II.23 e IV.1.b). 
RESPOSTA: Atendemos a solicitação quanto a parte envolvendo os nomes dos genes. Para melhor 
entendimento do participante deixaremos somente a parte que falamos sobre a análise de genes que 
podem ser fatores de riscos. Quanto as outras palavras que podem ser mais difíceis de compreensão, são 
necessárias para o entendimento dos procedimentos e finalidade da pesquisa, não sendo possível substitui- 
las. Um pesquisador (incluído como equipe de pesquisa) sempre estará presente durante todos os 
procedimentos e esclarecendo todas as dúvidas quanto os termos para os participantes da pesquisa. 
Lembrando também, que os participantes podem levar o termo para casa para buscar auxilio antes de 
aceitar a participar da pesquisa. 
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA. 

 

1.2. Na página 1 de 5 lê-se: "Caso seja necessário, receberei informações sobre como obter o suporte 
adequado dentro das possibilidades do Sistema Único de Saúde (SUS)". Solicita-se que seja expresso de 
forma clara e objetiva no TCLE que o pesquisador e o patrocinador não irão onerar os planos de saúde, o 
SUS, ou o próprio participante da pesquisa (Resolução no 466 de 2012, item III.2.o). 
RESPOSTA: Solicitação esclarecida no TCLE. 

ANÁLISE: PENDÊNCIA NÃO ATENDIDA. A pesquisadora inseriu no TCLE o seguinte trecho "Caso seja 
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necessário, receberei informações sobre como obter o suporte adequado dentro das possibilidades do 
Sistema Único de Saúde (SUS), ou seja, minha participação ou não no estudo não envolve em nenhum 
prejuízo quanto ao uso do SUS.". Portanto, a inadequação persiste. Solicita-se que seja expresso de forma 
clara e objetiva no TCLE que o pesquisador e o patrocinador NÃO IRÃO ONERAR os planos de saúde, o 
SUS, ou o próprio participante da pesquisa (Resolução n° 466 de 2012, item III.2.o). 
RESPOSTA: Seguindo a solicitação sugerida pelo revisor, alteramos novamente esta parte no TCLEs para 
melhor esclarecimento ao participante da pesquisa. 
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA. 

 

2. Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – Reconsentimento referente ao arquivo 
intitulado “TCLE_amostras_exterior_Holanda.pdf”, postado na Plataforma Brasil em 13/08/2019, seguem as 
considerações: 

 
2.1. O TCLE deve ser conciso e de fácil compreensão por um indivíduo LEIGO, não sendo desejável a 
utilização de construções gramaticais complexas. Diante do exposto, solicita-se que o TCLE seja revisado, 
utilizando-se linguagem CLARA E ACESSÍVEL. Salienta-se que é necessário substituir os termos técnicos 
como: “líquido cefalorraquidiano”, “processos inflamatórios”, “proteínas”, “contrastes” por palavras de fácil 
entendimento ou adicionar breve explicação sobre o termo empregado no texto (Resolução CNS 466 de 
2012, itens II.23 e IV.1.b). 
RESPOSTA: Solicitação para revisão atendida, mudamos os termos que poderiam dificultar a compreensão 
dos pacientes e os que permaneceram fizemos uma breve explicação. 
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA. 

 

2.2. Na página 1 de 5 lê-se: "Caso seja necessário, receberei informações sobre como obter o suporte 
adequado dentro das possibilidades do Sistema Único de Saúde (SUS)". Solicita-se que seja expresso de 
forma clara e objetiva no TCLE que o pesquisador e o patrocinador não irão onerar os planos de saúde, o 
SUS, ou o próprio participante da pesquisa (Resolução no 466 de 2012). 
RESPOSTA: Solicitação esclarecida no TCLE. 

ANÁLISE: PENDÊNCIA NÃO ATENDIDA. A pesquisadora inseriu no TCLE o seguinte trecho "Caso seja 
necessário, receberei informações sobre como obter o suporte adequado dentro das possibilidades do 
Sistema Único de Saúde (SUS), ou seja, minha participação ou não no estudo não envolve em nenhum 
prejuízo quanto ao uso do SUS.". Portanto, a inadequação persiste. Solicita-se que seja 
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expresso de forma clara e objetiva no TCLE que o pesquisador e o patrocinador NÃO IRÃO ONERAR os 
planos de saúde, o SUS, ou o próprio participante da pesquisa (Resolução n° 466 de 2012, item III.2.o). 
RESPOSTA: Seguindo a solicitação sugerida pelo revisor, alteramos novamente esta parte no TCLEs para 
melhor esclarecimento ao participante da pesquisa. 
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA. 

 

2.3. Na página 3 de 4 lê-se: “A pesquisadora Thamires N. C. Magalhães pode interromper sua participação 
nesse estudo a qualquer momento que julgar apropriado, como quando houver fatores de exclusão que 
sejam descobertos durante a pesquisa, por exemplo, através da análise dos prontuários”. Solicita-se 
informar no TCLE que o estudo poderá ser interrompido mediante aprovação prévia do CEP ou, quando for 
necessário, para que seja salvaguardada segurança do participante da pesquisa. Neste caso, o CEP deverá 
ser comunicado a posteriori na primeira oportunidade (Resolução CNS 251 de 1997, item III.2.e; Resolução 
466 de 2012, item III.2.u). 
RESPOSTA: Esclarecemos e alteramos isso no TCLE. 
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA. 

 
2.4. Na página: 3 de 4, lê-se: “A previsão do prazo de armazenamento das amostras depositadas no 
Biorrepositório é de 10 anos. Toda nova pesquisa a ser realizada com o material armazenado será 
submetida para aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) e da Comissão Nacional de Ética em 
Pesquisa (CONEP)”.  No entanto,  a declaração que consta no documento int i tulado:  
“Regulamento_biorrepositorio.pdf”, postado em: 24/09/2017 prevê que após o estudo, as amostras, quando 
autorizadas serão transferidas para um biobanco ou outro biorrepositório. Solicita-se incluir esta informação 
no TCLE. 
RESPOSTA: Informação incluída no TCLE. 
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA. 

 
3. Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) - controles, referente ao arquivo intitulado 
“TCLE_Controles_E2.pdf, postado na Plataforma Brasil em 13/08/2019, seguem as considerações: 

 
3.1. O TCLE deve ser conciso e de fácil compreensão por um indivíduo LEIGO, não sendo desejável a 
utilização de construções gramaticais complexas. Diante do exposto, solicita-se que o TCLE seja 
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revisado, utilizando-se linguagem CLARA E ACESSÍVEL. Salienta-se que é necessário substituir os termos 
técnicos como: “uma punção lombar", “proteínas”, por palavras de fácil entendimento ou adicionar breve 
explicação sobre o termo empregado no texto (Resolução CNS no 466 de 2012, itens II.23 e IV.1.b). 
RESPOSTA: Solicitação esclarecida no TCLE. 
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA. 

 
3.2. Na página 3 de 4 lê-se: "A coleta de sangue será feita por punção venosa, risco da punção venosa”.  
Solicita-se descrever os riscos inerentes à coleta de sangue, tais como inchaço, hematoma, entre outros. 
RESPOSTA: Esclarecemos nos TLCEs essa informação. 
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA. 

 

3.3. Solicita-se descrever no TCLE quais FAMÍLIAS de genes/segmentos de DNA e/ou RNA serão 
analisadas nas amostras biológicas coletadas para o estudo. O pesquisador poderá descrever os genes 
estudados de forma agrupada segundo a funcionalidade ou o efeito (exemplo: genes relacionados ao 
aparecimento do câncer, inflamação, morte celular, resposta ao tratamento etc.) não sendo necessário listá- 
los individualmente, respeitando-se a capacidade de compreensão do participante de pesquisa (Carta 
Circular no 041/2015/CONEP/CNS/MS, itens 2.a e 2.b). 

RESPOSTA: Para ficar com uma linguagem mais simples, como solicitado, decidimos deixar somente a 
parte que dizemos que são genes de riscos para a doença de Alzheimer. 
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA. 

 

3.4. Na página 1 de 5 lê-se: “Os participantes também têm direito a laudo do exame de ressonância 
magnética e aos resultados dos exames biológicos”. Solicita-se incluir que o participante terá acesso, a 
todos os resultados de exames do estudo. Solicita-se adequação. 
RESPOSTA: Adequação solicitada atendida. 
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA. 

 
4. Quanto ao arquivo “PB_INFORMAÇÕES_BÁSICAS_1340482_E2.pdf” de 13/08/2019: foi informado o 
orçamento de R$ 57.452,58, e no item patrocinador consta financiamento próprio. Solicita-se que seja 
apresentado orçamento financeiro mais detalhado, que especifique TODOS os recursos, fontes e 
destinação (Norma Operacional CNS no 001 de 2013, item 3.3.e). 
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RESPOSTA: Foi adicionado como outros documentos o orçamento provindos da agência financiadora do 
projeto que é a FAPESP. 
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA. 

 

5. Solicita-se inserir na Plataforma Brasil o compromisso da instituição destinatária no exterior quanto à 
vedação do patenteamento e da utilização comercial do material biológico humano armazenado em 
biorrepositório (Item 16 da Resolução CNS no 441 de 2011; Artigo 12 da Portaria MS no 2.201 de 2011; 
Item 3, Anexo II, da Norma Operacional CNS no 001 de 2013). RESPOSTA: Este documento já foi 
providenciado anteriormente e se encontra no arquivo “Documentos_Holanda”. Por se tratar de instituição 
no exterior os documentos estão em inglês e estão traduzidos em um outro arquivo denominado 
“Documentos_Traduzidos”. 
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA. 

 

6. O cronograma do estudo não está adequado, pois informa que ele já teria iniciado. Sendo assim, solicita- 
se esclarecimento e, caso necessário, adequação do cronograma com relação à data de início do estudo, 
dado que este ainda se encontra em análise no Sistema CEP/Conep até a presente data. Ressalta-se ainda 
a necessidade de adequação do cronograma de forma a descrever a duração das diferentes etapas da 
pesquisa, com compromisso explícito do pesquisador de que o estudo será iniciado somente a partir da 
aprovação pelo Sistema CEP/Conep (Norma Operacional CNS no 001 de 2013, item 3.3.f). 
RESPOSTA: A data de início está de acordo com o início da viagem da pesquisadora responsável pelo 
projeto, conforme estágio aprovado pela Fapesp. A aluna começou seus estudos no dia 01 de outubro de 
2019 e regressará em 31 de março de 2020. Pois além de trabalhar com as amostras a aluna exercerá 
outras funções no laboratório para fins de sua aprendizagem e aperfeiçoamento, cumprindo o objetivo do 
estágio no exterior. Enquanto o processo de permissão para amostras está em andamento, a aluna aguarda 
sua aprovação para iniciar os experimentos. O cronograma que se refere ao processo como um todo, 
referente ao doutorado da aluna, já foi previamente analisado e aprovado pelo CEP. Muitas das etapas de 
pesquisa já foram realizadas e fica impossível acrescentá-las ao site da plataforma Brasil, já que são datas 
no passado. Porém, para fins de esclarecimentos acrescentamos duas etapas (análises moleculares no 
exterior e análises dos resultados gerais) ao cronograma do site da Plataforma Brasil. 
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA. 
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Considerações Finais a critério da CONEP: 
Diante do exposto, a Comissão Nacional de Ética em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuições 
definidas na Resolução CNS nº 466 de 2012 e na Norma Operacional nº 001 de 2013 do CNS, manifesta-se 
pela aprovação da emenda proposta ao projeto de pesquisa. 

 
Situação: Emenda aprovada. 

 

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados: 
 

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situação 
Informações Básicas PB_INFORMAÇÕES_BÁSICAS_134048 09/12/2019  Aceito 
do Projeto 2_E2.pdf 18:24:05  

TCLE / Termos de TCLE_amostras_exterior_Holanda_vers 09/12/2019 THAMIRES NAELA Aceito 
Assentimento / ao9.pdf 08:39:07 CARDOSO  
Justificativa de   MAGALHAES  
Ausência     

TCLE / Termos de TCLE_Pacientes_E2_versao9.pdf 09/12/2019 THAMIRES NAELA Aceito 
Assentimento /  08:38:54 CARDOSO  
Justificativa de   MAGALHAES  
Ausência     

TCLE / Termos de TCLE_Controles_E2_versao9.pdf 09/12/2019 THAMIRES NAELA Aceito 
Assentimento /  08:38:38 CARDOSO  
Justificativa de   MAGALHAES  
Ausência     

Outros Resposta_PB_E2_versao9.pdf 09/12/2019 THAMIRES NAELA Aceito 
  08:36:17 CARDOSO  
   MAGALHAES  

Outros orcamento.pdf 22/10/2019 THAMIRES NAELA Aceito 
  06:20:39 CARDOSO  
   MAGALHAES  

Outros Emenda_2_atualizada.pdf 13/08/2019 THAMIRES NAELA Aceito 
  14:29:31 CARDOSO  
   MAGALHAES  

Outros Documentos_Traduzidos.pdf 10/06/2019 THAMIRES NAELA Aceito 
  10:54:37 CARDOSO  
   MAGALHAES  

Outros Documentos_Holanda.pdf 04/06/2019 THAMIRES NAELA Aceito 
  14:44:29 CARDOSO  
   MAGALHAES  

Projeto Detalhado / ProjetoDoutorado_atualizado.pdf 11/05/2018 THAMIRES NAELA Aceito 
Brochura  10:02:37 CARDOSO  
Investigador   MAGALHAES  

Declaração de Regulamento_biorrepositorio.pdf 24/09/2017 THAMIRES NAELA Aceito 
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Manuseio Material Regulamento_biorrepositorio.pdf 22:53:16 CARDOSO Aceito 
Biológico /   MAGALHAES  
Biorepositório /     
Biobanco     

Declaração de Infraestrutura.pdf 23/06/2017 THAMIRES NAELA Aceito 
Instituição e  11:22:22 CARDOSO  
Infraestrutura   MAGALHAES  

Folha de Rosto Folha_de_Rosto_Assinada.pdf 23/06/2017 THAMIRES NAELA Aceito 
  11:21:26 CARDOSO  
   MAGALHAES  

 
 
 

Situação do Parecer: 
Aprovado 

 
 
 

BRASILIA, 26 de Dezembro de 2019 
 
 

Assinado por: 
Jorge Alves de Almeida Venancio 

(Coordenador(a)) 
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8.2.Termo de consentimento livre e eclarecido  

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Controles 

 
Projeto: Preditores biológicos da conversão de Comprometimento Cognitivo Leve para 

Demência da Doença de Alzheimer: neuroimagem multimodal, genética e biomarcadores 

liquóricos 

Pesquisador responsável: MSc. Thamires N. Cardoso Magalhães 

Você está sendo convidado a participar como voluntário de uma pesquisa. Este 
documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus 
direitos como participante e é elaborado em duas vias, uma que deverá ficar com você e outra 
com o pesquisador. 

Por favor, leia com atenção e calma, aproveitando para esclarecer suas dúvidas. Se 
houver perguntas antes ou mesmo depois de assiná-lo, você poderá esclarecê-las com o 
pesquisador. Se preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou outras 
pessoas antes de decidir participar. Não haverá nenhum tipo de penalização ou prejuízo se 
você não aceitar participar ou retirar sua autorização em qualquer momento. 

 
Doença de Alzheimer (DA) 

É uma doença que começa geralmente no idoso e afeta aos poucos a memória e 
outras habilidades mentais como linguagem, orientação, habilidades manuais, podendo ter 
sintomas psiquiátricos como depressão, alucinações, delírios, dificultando o dia-a-dia do 
paciente. Em nosso estudo, pretendemos avaliar pessoas com doença de Alzheimer em sua 
fase inicial. 

 
Comprometimento Cognitivo Leve (CCL) 

É o termo usado para pessoas que apresentam algum problema cognitivo (memória, 
linguagem, atenção, etc.) sem que isso não comprometa de forma significativa a 
independência da pessoa no dia-a-dia. Quem tem CCL tem chance aumentada de vir a 
desenvolver DA no futuro. 

 
Justificativa e objetivos: 

O estudo que estamos realizando tem por objetivo principal detectar possíveis 
alterações iniciais em pessoas com CCL e DA, através de exames de sangue, líquor (líquido 
cefalorraquidiano – que será extraído através de uma punção lombar) e ressonância magnética 
do cérebro (sem uso de contrastes). Esse tipo de estudo é importante para que se possa 
melhorar o diagnóstico precoce dessas doenças e, no futuro, tornar o tratamento mais efetivo. 
Sabe-se que a doença de Alzheimer está relacionada a alterações em algumas proteínas que se 
depositam no cérebro, como por exemplo, proteínas chamadas tau e beta-amiloide. Nesse 
projeto de pesquisa pretendemos fazer a dosagem dessas proteínas e relacioná-las com os 
sintomas de memória, entre outros, assim como com imagens do cérebro (por meio de exame 
de ressonância magnética) e a genética do paciente (presença ou não de genes que podem 
aumentar o risco de desenvolvimento da doença de Alzheimer). Esses genes, entretanto, não 
dão certeza se a pessoa virá a ter essa doença, apenas mostra se ela/ele tem chance maior de 
vir a desenvolvê-la. Os exames das pessoas normais são fundamentais para entendermos 
melhor as causas da doença. Eles serão comparados com os exames de voluntários não- 



Rubrica do pesquisador:   Rubrica do participante:   
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diagnosticados com Doença de Alzheimer, visando melhorar o diagnóstico precoce da mesma. 
 

Procedimentos: 
Os voluntários passarão por etapas durante a participação na pesquisa. 

 
1ª Etapa: Os voluntários farão testes neuropsicológicos (similares a testes 

psicotécnicos) e ressonância magnética cerebral. Estes exames não são invasivos e não causam 
danos ao paciente. 

2ª Etapa: Os voluntários serão perguntados sobre a autorização para coleta de 10ml do 
sangue para os estudos. No dia da coleta é necessário estar em jejum e não precisa 
interromper medicações utilizadas. 

Após um período de 6 meses à 1 ano, os voluntários serão novamente chamados para 
refazermos essas etapas, afim de compararmos os resultados preliminares. 

 
Desconfortos e riscos: 

Você não deve participar deste estudo se teve outra doença neurológica ou 
psiquiátrica; histórico de traumatismo crânio-encefálico com perda de consciência por mais de 
30 minutos; histórico de exposição crônica a substâncias neurotóxicas ou alcoolismo e uso de 
drogas sedativas/hipnóticas 24 horas antes dos testes neuropsicológicos. 

Em relação aos exames biológicos: A coleta de sangue é feita como nos exames de 
rotina, através de punção venosa. 

Em relação ao exame de ressonância magnética: O exame não traz nenhum risco para 
o indivíduo, porém só não podem realizar esse exame apenas aqueles que possuem metal no 
corpo (como próteses, fios, secundários a cirurgias anteriores) ou têm medo ou pânico de 
locais fechados. O procedimento é semelhante a uma tomografia. Um alto falante dentro do 
campo magnético possibilita a constante comunicação com as pessoas responsáveis pelo 
exame. Durante todo o tempo o pessoal médico e paramédico pode ver e ouvir a pessoa, que 
pode ser removida se for preciso. O procedimento pode durar entre 30 a 45 minutos. O único 
desconforto relacionado a este exame é o ruído intermitente durante os primeiros 15 minutos, 
depois disso o ruído será menor. O pessoal técnico providenciará tapa-ouvidos para que o 
exame seja mais confortável. 

 
Benefícios 

Para o voluntário não existe um benefício imediato, mas sua participação nos da 
oportunidade de estudar mais afundo sobre a doença de Alzheimer, para que futuramente 
novos métodos diagnósticos e terapêuticos sejam desenvolvidos. 

 
Acompanhamento e assistência: 

Caso ocorra qualquer desconforto intermitente após os procedimentos, o paciente 
deverá entrar em contato com a equipe de pronto atendimento do Hospital de Clínicas da 
UNICAMP e com a equipe de pesquisa, que orientarão as medidas a serem tomadas para 
aliviar os sintomas, sem nenhum custo. Durante o decorrer do estudo informaremos ao 
paciente o andamento da pesquisa, podendo este deixar de participar da pesquisa a qualquer 
momento, sem prejuízo no atendimento que recebe ou receberá pelo HC – UNICAMP, caso 
decida não colaborar com a equipe, pois a participação do paciente é voluntária. 

 
Sigilo e privacidade: 

Você tem a garantia de que sua identidade será mantida em sigilo e nenhuma 
informação será dada a outras pessoas que não façam parte da equipe de pesquisadores. Na 
divulgação dos resultados desse estudo, seu nome não será citado. Os resultados dos líquidos 
biológicos e de ressonância magnética do estudo poderão fazer parte do prontuário médico.
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Ressarcimento e Indenização: 
O ressarcimento será feito em casos de necessidade da parte do paciente, pois a etapas da 
pesquisa serão feitas em rotina do participante e do Hospital das Clínicas. Os participantes têm 
direito a laudo do exame de ressonância magnética e aos resultados dos exames 
biológicos. Você terá a garantia ao direito a indenização diante de eventuais danos 
decorrentes da pesquisa. 

 
Aconselhamento genético: 

Neste estudo, pretendemos avaliar a presença de genes que, de acordo com pesquisas 
em populações de outros países, podem ser um dos fatores de risco para o desenvolvimento 
da doença de Alzheimer. Se houver necessidade, os indivíduos poderão ser orientados no 
ambulatório de Neurogenética do Hospital de Clínicas da Unicamp, sob supervisão da Profa. 
Dra. Íscia Lopes-Cendes. O sr(a). tem o direito de ser informado sobre o resultado de seu 
exame: 
( ) desejo ser informado dos resultados do exame genético; 
( ) não desejo ser informado dos resultados do exame genético. 

 

Armazenamento de MATERIAL BIOLÓGICO: 
Após o estudo realizado, geralmente sobra um pouco dos líquidos biológicos 

coletados, que podem ainda ser utilizados em pesquisas futuras, sem a necessidade de realizar 
novamente procedimentos de punção, com todos os seus riscos e desconfortos. Toda nova 
pesquisa a ser realizada com o material armazenado será submetida para aprovação do 
Comitê de Ética em Pesquisa da Unicamp e, quando for o caso, da Comissão Nacional de Ética 
em Pesquisa (CONEP). Eu: 
( ) concordo em participar do presente estudo, porém NÃO AUTORIZO o armazenamento do 
meu material biológico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa. 
( ) concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu material 
biológico, sendo necessário meu consentimento a cada nova pesquisa, que deverá ser 
aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP. 

 
Você, ou seu representante legal, a qualquer tempo e sem quaisquer ônus ou 

prejuízos, pode retirar o consentimento da guarda e utilização do seu material biológico 
armazenado. 

Em caso de falecimento ou condição incapacitante, os direitos sobre o material 
armazenado   deverão   ser   dados   a:                                                                                   , 
Telefone: E-mail _____ _ . 

 
Contato: 

Em caso de dúvidas sobre a pesquisa, você poderá entrar em contato com os 
pesquisadores Thamires N. C. Magalhães nos telefones (19) 3521-7754 / 3521-9217 ou 
(19) 99433-3257, ou através do e-mail thamiresncm@hotmail.com e o Prof. Dr. Marcio 
Luiz Figueredo Balthazar nos telefones (19) 3521-7754 / 3521-9217. 

Em caso de denúncias ou reclamações sobre sua participação e sobre questões éticas do 
estudo, você poderá entrar em contato com a secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 
da UNICAMP das 08:30hs às 11:30hs e das 13:00hs as 17:00hs na Rua: Tessália Vieira de 
Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas – SP; telefone (19) 3521-8936 ou (19) 3521-7187; e- 
mail: cep@fcm.unicamp.br. 

 

O Comitê de Ética em Pesquisa (CEP). 
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O papel do CEP é avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo 
seres humanos. A Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP), tem por objetivo 
desenvolver a regulamentação sobre proteção dos seres humanos envolvidos nas pesquisas. 
Desempenha um papel coordenador da rede de Comitês de Ética em Pesquisa (CEPs) das 
instituições, além de assumir a função de órgão consultor na área de ética em pesquisas 

 
Consentimento livre e esclarecido: 

Após ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos, 
benefícios previstos, potenciais riscos e o incômodo que esta possa acarretar, aceito participar 
e declaro estar recebendo uma via original deste documento assinada pelo pesquisador e por 
mim, tendo todas as folhas por nós rubricadas: 

 
Nome do (a) participante _____________________________________________    

Contato telefônico:    

E-mail (opcional):    
 
 

   Data: ____/         /_          . 
(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu RESPONSÁVEL LEGAL) 

 

Responsabilidade do Pesquisador: 
Asseguro ter cumprido as exigências da resolução 466/2012 CNS/MS e 

complementares na elaboração do protocolo e na obtenção deste Termo de Consentimento 
Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao 
participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi 
apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa 
exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento 
dado pelo participante. 

 

   Data: ____/_____ / . 
(Assinatura do pesquisador)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Pacientes 
 

Projeto: Preditores biológicos da conversão de Comprometimento Cognitivo Leve para 

Demência da Doença de Alzheimer: neuroimagem multimodal, genética e biomarcadores 

liquóricos 

Pesquisador responsável: MSc. Thamires N. Cardoso Magalhães 

Você está sendo convidado a participar como voluntário de uma pesquisa. Este 
documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar  seus 
direitos como participante e é elaborado em duas vias, uma que deverá ficar com você e outra 
com o pesquisador. 

Por favor, leia com atenção e calma, aproveitando para esclarecer suas dúvidas. Se 
houver perguntas antes ou mesmo depois de assiná-lo, você poderá esclarecê-las com o 
pesquisador. Se preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou outras 
pessoas antes de decidir participar. Não haverá nenhum tipo de penalização ou prejuízo se 
você não aceitar participar ou retirar sua autorização em qualquer momento. 

 
Doença de Alzheimer (DA) 

É uma doença que começa geralmente no idoso e afeta aos poucos a memória e 
outras habilidades mentais como linguagem, orientação, habilidades manuais, podendo ter 
sintomas psiquiátricos como depressão, alucinações, delírios, dificultando o dia-a-dia do 
paciente. Em nosso estudo, pretendemos avaliar pessoas com doença de Alzheimer em sua 
fase inicial. 

 
Comprometimento Cognitivo Leve (CCL) 

É o termo usado para pessoas que apresentam algum problema cognitivo (memória, 
linguagem, atenção, etc.) sem que isso não comprometa de forma significativa a 
independência da pessoa no dia-a-dia. Quem tem CCL tem chance aumentada de vir a 
desenvolver DA no futuro. 

 
Justificativa e objetivos: 

O estudo que estamos realizando tem por objetivo principal detectar possíveis 
alterações iniciais em pessoas com CCL e DA, através de exames de sangue, líquor (líquido 
cefalorraquidiano – que será extraído através de uma punção lombar) e ressonância magnética 
do cérebro (sem uso de contrastes). Esse tipo de estudo é importante para que se possa 
melhorar o diagnóstico precoce dessas doenças e, no futuro, tornar o tratamento mais efetivo. 
Sabe-se que a doença de Alzheimer está relacionada a alterações em algumas proteínas que se 
depositam no cérebro, como por exemplo, proteínas chamadas tau e beta-amiloide. Nesse 
projeto de pesquisa pretendemos fazer a dosagem dessas proteínas e relacioná-las com os 
sintomas de memória, entre outros, assim como com imagens do cérebro (por meio de exame 
de ressonância magnética) e a genética do paciente (presença ou não de genes que podem 
aumentar o risco de desenvolvimento da doença de Alzheimer). Esses genes, entretanto, não 
dão certeza se a pessoa virá a ter essa doença, apenas mostra se ela/ele tem chance maior de 
vir a desenvolvê-la. Os exames das pessoas normais são fundamentais para entendermos 
melhor as causas da doença. Eles serão comparados com os exames de voluntários não- 
diagnosticados com Doença de Alzheimer, visando melhorar o diagnóstico precoce da mesma. 

 
Procedimentos: 

Os voluntários passarão por etapas durante a participação na pesquisa. 

Thamires Magalhães
98



Rubrica do pesquisador:   Rubrica do participante:   

Versão: março-2016 

 

 

100 

1ª Etapa: Os voluntários farão testes neuropsicológicos (similares a testes 
psicotécnicos) e ressonância magnética cerebral. Estes exames não são invasivos e não causam 
danos ao paciente. 

2ª Etapa: O paciente durante procedimento diagnóstico no ambulatório de neurologia 
da UNICAMP / HC será perguntado da autorização para coleta de 10ml do líquor (obtida pela 
punção lombar) e 10ml do sangue para os estudos. No dia da coleta é necessário estar em 
jejum e não precisa interromper medicações utilizadas. 

Após um período de 6 meses à 1 ano, os voluntários serão novamente chamados para 
refazermos essas etapas, não necessariamente precisará coletar líquor de novo, afim de 
compararmos os resultados preliminares e acompanharmos caso haja uma possível evolução 
para CCL e/ou DA. 

 
Desconfortos e riscos: 

Você não deve participar deste estudo se teve outra doença neurológica ou 
psiquiátrica; histórico de traumatismo crânio-encefálico com perda de consciência por mais de 
30 minutos; histórico de exposição crônica a substâncias neurotóxicas ou alcoolismo e uso de 
drogas sedativas/hipnóticas 24 horas antes dos testes neuropsicológicos. 

Em relação aos exames biológicos: A coleta de sangue é feita como nos exames de 
rotina, através de punção venosa. A coleta do líquor será realizada nas costas (região lombar). 
A dor que acompanha a punção lombar varia entre pacientes. A punção será realizada com 
anestesia local e por profissional treinado, devidamente habilitado para a realização desse tipo 
de exame. Após submeter-se a punção lombar, o paciente deverá permanecer em repouso em 
casa, se possível mais deitado, por 24 horas, e aumentar a ingestão de líquidos. Este repouso é 
importante para evitar dor de cabeça após a punção. Este tipo de dor de cabeça não traz 
qualquer prejuízo ao paciente, mas necessita de repouso para desaparecer. Se a dor persistir o 
paciente deverá permanecer por mais alguns dias sem atividades que exigem esforço físico e 
ingerir a medicação prescrita pelo seu médico. Para ambas as coletas o material é descartável 
e as agulhas atuais (modelo 22G x 3.5 = 70x7) são as mais finas e de excelente qualidade. 

Em relação ao exame de ressonância magnética: O exame não traz nenhum risco para 
o indivíduo, porém só não podem realizar esse exame apenas aqueles que possuem metal no 
corpo (como próteses, fios, secundários a cirurgias anteriores) ou têm medo ou pânico de 
locais fechados. O procedimento é semelhante a uma tomografia. Um alto falante dentro do 
campo magnético possibilita a constante comunicação com as pessoas responsáveis pelo 
exame. Durante todo o tempo o pessoal médico e paramédico pode ver e ouvir a pessoa, que 
pode ser removida se for preciso. O procedimento pode durar entre 30 a 45 minutos. O único 
desconforto relacionado a este exame é o ruído intermitente durante os primeiros 15 minutos, 
depois disso o ruído será menor. O pessoal técnico providenciará tapa-ouvidos para que o 
exame seja mais confortável. 

 
Benefícios 

Para o voluntário não existe um benefício imediato, mas sua participação nos da a 
oportunidade de estudar mais afundo sobre a doença de Alzheimer, para que futuramente 
novos métodos diagnósticos e terapêuticos sejam desenvolvidos. 

 
Acompanhamento e assistência: 

Caso ocorra qualquer desconforto intermitente após os procedimentos, o paciente 
deverá entrar em contato com a equipe de pronto atendimento do Hospital de Clínicas da 
UNICAMP e com a equipe de pesquisa, que orientarão as medidas a serem tomadas para 
aliviar os sintomas, sem nenhum custo. Durante o decorrer do estudo informaremos ao 
paciente o andamento da pesquisa, podendo este deixar de participar da pesquisa a qualquer 
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momento, sem prejuízo no atendimento que recebe ou receberá pelo HC – UNICAMP, caso 
decida não colaborar com a equipe, pois a participação do paciente é voluntária. 

 
Sigilo e privacidade: 

Você tem a garantia de que sua identidade será mantida em sigilo e nenhuma 
informação será dada a outras pessoas que não façam parte da equipe de pesquisadores. Na 
divulgação dos resultados desse estudo, seu nome não será citado. Os resultados dos líquidos 
biológicos e de ressonância magnética do estudo poderão fazer parte do prontuário médico. 

 
Ressarcimento e Indenização: 

O ressarcimento será feito em casos de necessidade da parte do paciente, pois a 
etapas da pesquisa serão feitas em rotina do participante e do Hospital das Clínicas. Os 
participantes têm direito a laudo do exame de ressonância magnética e aos resultados dos 
exames biológicos. Você terá a garantia ao direito a indenização diante de eventuais danos 
decorrentes da pesquisa. 

 
Aconselhamento genético: 

Neste estudo, pretendemos avaliar a presença de genes que, de acordo com pesquisas 
em populações de outros países, podem ser um dos fatores de risco para o desenvolvimento 
da doença de Alzheimer. Se houver necessidade, os indivíduos poderão ser orientados no 
ambulatório de Neurogenética do Hospital de Clínicas da Unicamp, sob supervisão da Profa. 
Dra. Íscia Lopes-Cendes. O sr(a). tem o direito de ser informado sobre o resultado de seu 
exame: 
( ) desejo ser informado dos resultados do exame genético; 
( ) não desejo ser informado dos resultados do exame genético. 

 

Armazenamento de MATERIAL BIOLÓGICO: 
Após o estudo realizado, geralmente sobra um pouco dos líquidos  biológicos 

coletados, que podem ainda ser utilizados em pesquisas futuras, sem a necessidade de realizar 
novamente procedimentos de punção, com todos os seus riscos e desconfortos. Toda nova 
pesquisa a ser realizada com o material armazenado será submetida para aprovação  do 
Comitê de Ética em Pesquisa da Unicamp e, quando for o caso, da Comissão Nacional de Ética 
em Pesquisa (CONEP). Eu: 
( ) concordo em participar do presente estudo, porém NÃO AUTORIZO o armazenamento do 
meu material biológico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa. 
( ) concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu material 
biológico, sendo necessário meu consentimento a cada nova pesquisa, que deverá ser 
aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP. 

 
Você, ou seu representante legal, a qualquer tempo e sem quaisquer ônus ou 

prejuízos, pode retirar o consentimento da guarda e utilização do seu material biológico 
armazenado. 

Em caso de falecimento ou condição incapacitante, os direitos sobre o material 
armazenado   deverão   ser   dados   a:                                                                                   , 
Telefone: E-mail ____________________________________ _. 

 
Contato: 

Em caso de dúvidas sobre a pesquisa, você poderá entrar em contato com os 
pesquisadores Thamires N. C. Magalhães nos telefones (19) 3521-7754 / 3521-9217 ou 
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(19) 99433-3257, ou através do e-mail thamiresncm@hotmail.com e o Prof. Dr. Marcio 
Luiz Figueredo Balthazar nos telefones (19) 3521-7754 / 3521-9217. 

Em caso de denúncias ou reclamações sobre sua participação e sobre questões éticas do 
estudo, você poderá entrar em contato com a secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 
da UNICAMP das 08:30hs às 11:30hs e das 13:00hs as 17:00hs na Rua: Tessália Vieira de 
Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas – SP; telefone (19) 3521-8936 ou (19) 3521-7187; e- 
mail: cep@fcm.unicamp.br. 

 

O Comitê de Ética em Pesquisa (CEP). 
O papel do CEP é avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas 

envolvendo seres humanos. A Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP), tem por 
objetivo desenvolver a regulamentação sobre proteção dos seres humanos envolvidos nas 
pesquisas. Desempenha um papel coordenador da rede de Comitês de Ética em Pesquisa 
(CEPs) das instituições, além de assumir a função de órgão consultor na área de ética em 
pesquisas 

 
Consentimento livre e esclarecido: 

Após ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos, 
benefícios previstos, potenciais riscos e o incômodo que esta possa acarretar, aceito participar 
e declaro estar recebendo uma via original deste documento assinada pelo pesquisador e por 
mim, tendo todas as folhas por nós rubricadas: 

 
Nome do (a) participante _____________________________________________    

Contato telefônico:    

E-mail (opcional):    
 
 

   Data: ____/         /_          . 
(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu RESPONSÁVEL LEGAL) 

 

Responsabilidade do Pesquisador: 
Asseguro ter cumprido as exigências da resolução 466/2012 CNS/MS e 

complementares na elaboração do protocolo e na obtenção deste Termo de Consentimento 
Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao 
participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi 
apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa 
exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento 
dado pelo participante. 

 

   Data: ____/_____ / . 
(Assinatura do pesquisador) 
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