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Resumo

Introdugao: Perda de memoria € um dos sintomas mais comuns em pacientes
nos estagios iniciais da doenga de Alzheimer; esses déficits sdo um reflexo do
envolvimento da formagéao do hipocampo. O BDNF tem sido relacionado com a
plasticidade do hipocampo. Neste sentido, as combinagdes de biomarcadores,
como, por exemplo, a volumetria do hipocampo, pode apresentar um maior valor
preditivo para diferenciar doenca de Alzheimer do envelhecimento normal em
pacientes com comprometimento cognitivo leve. Objetivo: A presente tese de
doutorado teve como objetivo avaliar os niveis séricos do BDNF e o volume do
hipocampo em pacientes com deméncia devido a doenga de Alzheimer,
Comprometimento Cognitivo Leve (CCL) e idosos saudaveis. Métodos: Para
realizacdo do estudo foram selecionados 10 idosos saudaveis, 10 CCL e 13
pacientes com deméncia devido a doenga de Alzheimer pelos critérios NIA-AA.
Todos participantes foram submetidos a uma avaliagdo cognitiva. Para as
anadlises do BDNF, foi utilizado método de ELISA e para as analises de
volumetria do hipocampo as imagens foram obtidas por meio de equipamento de
ressonancia de 1.5T e os volumes obtidos por meio do programa NeuroQuant®.
Resultados: Idosos saudaveis apresentaram niveis séricos mais elevados de
BDNF do que os CCL e pacientes com deméncia. O grupo de pacientes com
deméncia apresentou menor volume total do hipocampo do que os idosos
saudaveis e os CCL. Nao houve correlagao significativa do BDNF sérico com
volume do hipocampo. Conclusao: Considerando nossos resultados em
conjunto (baixos niveis de BDNF nos grupos CCL e deméncia devido a DA e
menor volume do hipocampo na deméncia devido a AD), podemos supor que a
diminuigdo dos niveis de BDNF ocorre antes da lesdo neuronal expressa pela
reducao do hipocampo.

Palavras Chave:

BDNF, Doenca de Alzheimer, Comprometimento Cognitivo Leve, Deméncia,
Atrofia do hipocampo



Abstract

Introduction: Memory impairment is the most common symptom in patients in
the early stages of Alzheimer's disease; this deficit is a reflection of the
involvement of the hippocampal formation. BDNF has been linked to the
hippocampal plasticity. Combinations of biomarkers, such as the hippocampal
volumetry may have higher predictive value for differentiating Alzheimer's
disease from normal aging in patients with mild cognitive impairment. Objective:
The objective of present thesis was to evaluate serum levels of BDNF and
hippocampal volume in patients with Mild Cognitive Impairment (MCI) and
dementia due to Alzheimer's disease, and healthy elderly participants. Method:
Ten healthy elderly subjects, 10 MCI and 13 patients with dementia due to
Alzheimer's Disease (NIA-AA criteria) were selected for the study. All participants
were assessed cognitively. The ELISA method was used for BDNF analysis, and
the analysis of hippocampal volumetric images were acquired with 1.5T magnetic
resonance equipment and volumes obtained with NeuroQuant® program.
Results: Healthy elderly had higher BDNF serum levels than MCI and dementia
due to AD patients. The group of dementia patients had lower total hippocampal
volume than MCI and healthy elderly participants. No significant correlation
between serum BDNF and hippocampal volume was observed. Conclusion:
Taking our results together (lower BDNF levels in MCI and dementia due to AD
and smaller hippocampal volume in dementia due to AD) we can hypothesize
that the decrease of BDNF may start before the establishment of neuronal injury
expressed by the hippocampal reduction.

Key-Word
BDNF; Alzheimer's disease (AD); mild cognitive impairment (MCI); Dementia;
hippocampal atrophy
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1. Introdugao

Os dados do ultimo censo no Brasil demonstram que a populagédo idosa
teve uma contribuicdo significativa no crescimento absoluto da populagéo
brasileira nos ultimos 10 anos, o numero de pessoas com mais de 60 anos é de
aproximadamente 24 milhdes, mais que o dobro quando comparado a 1991 (1).
Em torno de 60% dos individuos com deméncia vivem em paises de baixa e
moderada renda, sendo um importante problema em paises em
desenvolvimento como o Brasil (2). O risco de desenvolver a doenga de
Alzheimer (DA) é de um em cinco, e com o aumento da expectativa de vida, o
numero de pessoas afetadas €& projetada para aumentar (3). Apesar de
investigacao intensiva nos ultimos anos, ainda ha uma compreensao incompleta
da etiologia e fisiopatologia desta doencga incapacitante e dispendiosa; portanto,
as melhores estratégias de prevengao e tratamento ndo sao conhecidos (4).

Envelhecimento, por si s6, ndo € uma doenga; mas constitui-se de
manifestagbes neuropsicologicas (relacionadas a idade e as mudancgas
cognitivas) que s6 sao consideradas patologicas se avancar para a deméncia.
Os idosos sdo, no entanto, mais propensos a sucumbir a certas doencas
neurologicas, como Comprometimento Cognitivo Leve, Doenga de Alzheimer,
Doencga de Parkinson, Esclerose lateral amiotrofica, e disturbios de marcha (5).

Doencga de Alzheimer (DA), a causa mais comum de deméncia nos idosos,
€ caracterizada pelo acumulo de placas amildides e emaranhados neurofibrilares
no cérebro (6). O Comprometimento Cognitivo Leve - CCL (do inglés Mild
Cognitive Impairment - MCI) era tradicionalmente considerada uma condi¢cédo de
transicdo entre a fungéo cognitiva normal e um diagndstico clinico de doencga de
Alzheimer ou outra causa de deméncia ou ainda ter um carater reversivel
(dependendo da causa subjacente). Desta forma, CCL, incluindo CCL amnéstico,
seria uma condigdo patologicamente heterogénea em que muitas pessoas
exibiriam patologias mistas (7). Mais recentemente, CCL tem sido visto como
fase precoce, pré-deméncia de doencas demenciantes, como a doenca de
Alzheimer (8).

14



Recentemente, tem havido muita investigacdo sobre o possivel
envolvimento de neurotrofinas, tais como fator derivado do cérebro (BDNF) na
patogénese ou no curso da doenga de Alzheimer (9). O BDNF é altamente
concentrado no hipocampo (10) e €& critico para a fungdo e sobrevivéncia dos
neurénios que degeneram na DA e representa, portanto, um potencial agente
neuroprotetor util na prevengdo da neurodegeneragdo, como claramente
demonstrado, em modelos animais da doenga de Alzheimer (11). Neste sentido,
biomarcadores sanguineos baseados em plasma, soro, ou leucocitos oferecem

as vantagens de serem facilmente colhidos e analisados (12).

Ha evidéncias experimentais de que o BDNF pode atravessar a barreira
hemato-encefalica (13,14).Portanto, os niveis séricos de BDNF pode representar

uma reserva importante para o cérebro.

As mudangas significativas nas cascatas de BDNF, refletidas pelos niveis
da proteina reduzidas no soro e no liquor, juntamente com os dados de estudos
de associagao genética, reforcam o papel do suporte neurotrofico reduzido como
uma caracteristica fundamental da fisiopatologia da DA (15).

A associagdo significativa entre o disturbio de memoria e atrofia do
hipocampo foi previamente relatado (16). O hipocampo parece ser uma das
primeiras regides do cérebro afetadas em pacientes com doenca de Alzheimer
(DA). Estudos anteriores sugerem que a atrofia do hipocampo, medida usando
ressonancia magnética (MRI), pode ser um marcador para DA precoce em
pacientes com comprometimento cognitivo leve (CCL) e prever uma

deterioragdo mais rapida (17).

Deste modo, essa tese de doutorado tem como hipétese: a redugao dos
niveis séricos de BDNF em pacientes com CCL e DA quando comparados a
idosos saudaveis; e também a relagdo da atrofia do hipocampo com os niveis
séricos de BDNF. Os grupos clinicos escolhidos para realizar o estudo foram a

DA, CCL e idosos saudaveis.
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A tese inicia com uma revisdo de literatura onde sdo apresentados os
aspectos tedricos considerados relevantes para o entendimento das bases
tedricas do estudo. Apos a revisdao de literatura, € apresentado o artigo
resultante da pesquisa de doutorado, o qual encontra-se nas normas de
formatagcdo recomendadas pelo periddico Dementia and Geriatric Cognitive
Disorders. O artigo da tese intitulam-se: “BDNF serum levels and hippocampal

volume in Mild Cognitive Impairment and Dementia due to Alzheimer’s Disease.”.

2. Revisao da Literatura

2.1 Estratégias de Busca

O tema de pesquisa desta tese de doutorado envolve a
multidisciplinaridade das areas cientificas: neurologia, neuropsicologia,
radiologia. Para fundamenta-la a partir da revisdo de conceitos provenientes
dessas diferentes areas cientificas, julgou-se mais adequado revisar os aspectos

conceituais basicos a partir de uma revisao nao sistematica da literatura.

Para revisar as evidéncias cientificas sobre a associacdo dos niveis de
BDNF séricos com volume hipocampal na DA, CCL foi realizada uma busca
sistematica de literatura. Essa busca incluiu a base de dados PubMed, Scielo,
Lilacs e Scopus. Para buscar estudos BDNF e volume de hipocampo na DA
pesquisou-se 0s seguintes termos no titulo e resumo dos artigos: “Alzheimer’s
Disease” AND “BDNF’; “MCI" AND “BDNF’; “Hippocampal volume AND “BDNF”
e seguidos dos termos “Alzheimer’s Disease” AND “MCI" AND “Hippocampal

volume’.

Foram incluidos apenas artigos de pesquisa originais; que avaliaram os
niveis de BDNF em seres humanos com Doenga de Alzheimer e
Comprometimento Cognitivo Leve; e também sobre volumes de hipocampo em
seres humanos com Doenga de Alzheimer e Comprometimento Cognitivo Leve.

Os artigos incluidos inicialmente precisavam apresentar informagdes suficientes
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para a compreensado dos achados no titulo e abstract para posterior analise do
texto completo. Para tanto foram utilizados os que estavam disponiveis na

integra em inglés, portugués ou espanhol (Figura 1).

“Alzheimer’s Disease’
AND “BDNF serum”

3

“MCI” AND “BDNF
serum”

PubMed

50 artigos

eIncluidos: 18
eExcluidos: 32

9 artigos

eIncluidos: 4
eExcluidos: 5

Lilacs e
Scielo

1 artigo

eIncluidos: 0
eExcluidos:1

1 artigo

eIncluidos: 0
eExcluidos: 1

“Hippocampal

volume” AND “BDNF”

“Alzheimer’s Disease”

123 artigos

eIncluidos: 2
eExcluidos: 118

118 artigos

4 artigos

eIncluidos: 0
eExcluidos: 4

2 artigos

Scopus

86 artigos

eIncluidos: 4
eExcluidos: 82

12 artigos

eIncluidos: 0
e Excluidos: 12

83 artigos

eIncluidos: 0
e Excluidos: 83

7 artigos

AND “MCI” AND eIncluidos: 19 eIncluidos: 2 eIncluidos: 2
“Hippocampal e Excluidos: 99 eExcluidos: O eExcluidos: 5
volume”

Figura 1: Fluxograma de busca, excluséo e inclusdo de artigos na busca
sistematica.

2.2 Doenga de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer é a principal causa de deméncia e um dos
maiores desafios de saude do século 21 (18). Estima-se que 40 milhdes de
pessoas, a maioria com mais de 60 anos, tém deméncia em todo o mundo, e
este numero deve dobrar a cada 20 anos, pelo menos até 2050 (19). Aumentos
previstos na prevaléncia de deméncia sao proporcionalmente maiores para os

paises em desenvolvimento com populagdes jovens do que para a Europa
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Ocidental e os EUA, que ja tém uma populagdo mais idosa (20). A estimativa
recente do custo de cuidados de saude diretos e indiretos incorridos em todo o
mundo por aqueles afetados pela DA foi de US$ 156 bilhdes anualmente (21).

DA foi primeiramente descrita pelo médico alemao Alois Alzheimer em
1907. Alzheimer estudou o cérebro post-mortem de uma paciente de 51 anos de
idade que apresentava uma doenca mental incomum, e observou profunda
atrofia cerebral, morte neuronal extensa e alteragcbes morfoldgicas
caracteristicas no tecido cerebral (22). Os achados patolégicos que caracterizam
essa doenca sdo as placas amildides e os emaranhados neurofibrilares. A
hipétese da cascata amildide sugere que a clivagem da proteina precursora
amiloide (APP) formando os peptideos B-amiloides (AB1-40 e AB1-42) pela beta
e gama secretases causa um acumulo extracelular e depdsito da proteina AR,
desencadeando disfuncido e morte neuronal no cérebro, como resultado de um
efeito téxico da carga amildide. Os emaranhados neurobibrilares sao
constituidos de proteina microtubular Tau fosforilada. A hipotese da cascata
amiléide postula que o efeito toxico do depdsito de AR causa mudangas na
estrutura da proteina Tau (hiperfosforilagdo) formando os emaranhados
neurofibrilares. No entanto essa relagdo entre AB e Tau ainda ndo é bem
compreendida (23).

A hipotese mais aceita atualmente é a da cascata amiléide, que defende
que o processo neurodegenerativo na DA é resultado de uma série de eventos
desencadeados pelo acumulo, agregacgéao e toxicidade do peptideo AR, iniciados
com o processamento anormal da proteina precursora amildide (APP) (Figura 2)
(24,25).
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Causa: Genética

ou Ambiental Demeéncia

Acumulo do " Dano Disfungdo e
peplideo AR === Neuronal | se=gp Morte

Neuronal

Alteracgao
Metabolismo
TAU

Figura 2. Esquema da hipdtese da cascata amiléide. O acumulo do peptideo AB
leva a uma série de eventos intracelulares que induzem ao dano neuronal,
alteracdo do metabolismo da proteina tau, disfungdo, morte neuronal e, por fim,
a deméncia (Adaptada de Sisodia SS & St. George-Hyslop PH. y-Secretase,
Notch, AB and Alzheimer's disease: where do the presenilins fit in? Nat Rev
Neurosci. 3(4):281-90, 2002.).

O diagnostico clinico da sindrome demencial depende de uma historia do
paciente e seus cuidadores, testes neuropsicolégicos e avaliagdo dos sintomas
ao longo do tempo. O primeiro conjunto de critérios propostos para o diagndstico
de doenca de Alzheimer foi langado em 1984 e focado apenas em sintomas
clinicos. Com o avango da tecnologia, o aprimoramento das técnicas de
ressonancia magnética e da identificagdo de biomarcadores no liquido
cefalorraquidiano (LCR), e do desenvolvimento do PET amildide, formou-se um
conjunto de evidéncias que inspiraram a revisdo dos critérios realizada por um
painel de especialistas do Instituto Nacional de Envelhecimento e Associagao de
Alzheimer (NIA-AA) (8, 26, 27).
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A evidéncia crescente sugere que muitos outros fatores relacionados ao
estilo de vida, incluindo diabetes, obesidade, inatividade fisica e mental,
depressao, tabagismo, baixo nivel de escolaridade e dieta tém um papel na
ocorréncia de deméncia. Desta forma, o potencial para a prevengao primaria
referente a esses fatores de risco modificaveis € enorme, mas ainda n&o foi
totalmente explorado (28). Assim como os fatores de risco para a doenga
existem fatores protetores. A escolaridade € identificada em inumeros estudos
provavelmente pelo consequente aumento da densidade sinaptica de regides
corticais e pela maior capacidade de compensacado de deficiéncias intelectuais
dos individuos com maior escolaridade — relacionada ao conceito de reserva

cognitiva (29).

2.3 Comprometimento Cognitivo Leve

Assim como deméncia, Comprometimento Cognitivo Leve (CCL) é agora
reconhecido como um importante problema de saude publica, potencialmente
afetando entre 12% e 18% dos individuos com mais de 65 anos (30), e esta
associada com aumento da morbidade e mortalidade, bem como risco de
doencga de Alzheimer (31-33). O conceito de CCL, no entanto, tem evoluido. E
agora reconhecido como uma sindrome heterogénea indicando risco para o
desenvolvimento de uma variedade de doengas demenciais (34). Ha indicagdes
de que o adiamento entre comprometimento cognitivo leve e deméncia poderia
resultar em beneficios econdmicos em curto prazo de pelo menos US $ 5300 por

paciente por ano (35).

O constructo de comprometimento cognitivo leve tem sido proposto para
designar um inicio anormal do estado de disfungcédo cognitiva (34). Enquanto os
critérios originais de CCL pertenciam amplamente ao déficit de memoria,
posteriormente ocorreu uma extensdo do conceito porque aos poucos foi ficando
claro que nem todas as formas de CCL progrediam para doenga de Alzheimer, e
entdo, outras apresentagbes de comprometimento cognitivo necessitaram ser

consideradas.
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Em 2003 uma conferéncia internacional de peritos foi realizada para
revisar os critérios (34,36), e desta conferéncia critérios mais amplos para CCL
foram propostos. A proposta foi subdividir nos fendtipos amnésticos e nao
amneésticos, os quais foram ainda sub-classificados em unico e multiplos
dominios cognitivos (de comprometimento). Assim, surgiram os quatro seguintes
subtipos: CCL amnéstico, CCL ndo amnéstico de dominio unico (com
comprometimento de um unico dominio cognitivo outro que ndo memoria); CCL
amneéstico de multiplos dominios, caracterizado por um leve comprometimento
de multiplos dominios cognitivos incluindo memoria; e CCL ndo amnéstico de
multiplos dominios, com um leve comprometimento de multiplos dominios, mas

sem déficit de memoria.

No estudo Cardiovascular Health Study, 6% da amostra apresentou CCL
amnestico e 16% tinha CCL com multiplos déficits cognitivos (37), 6% de todos
os CCL e 21,5% de todos os casos de multiplos déficits ndo tinham
comprometimento de memaria. Ha pouca informacéo sobre taxas de mortalidade
no CCL e nos seus diferentes subtipos. Dois estudos de base populacional
examinaram o risco de morte entre pessoas com CCL (38,39), e demonstraram
que ha probabilidade de 1,7 vezes maior de morrer durante o periodo de
seguimento entre aqueles com CCL.

Mais recentemente o conceito de CCL foi reformulado em funcédo da
evolugdo dos conhecimentos sobre a fisiopatologia e marcadores da doencga de
Alzheimer pelo o Instituto Nacional para o Envelhecimento Americano (National
Institute on Aging - NIA) e a Associagdo de Alzheimer, que publicaram as
recomendagdes para o diagnostico de CCL devido a doenca de Alzheimer (8).
Nessa publicagédo, o grupo de painelistas define a inclusdo do continuum entre a
fase sintomatica pré-deméncia e o inicio da deméncia. Os critérios estabelecidos
est&do abaixo listados.

Critérios clinicos e cognitivos:

a) preocupacdo cognitiva refletindo mudanga na cognigao relatada pelo
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paciente ou informante ou médico (evidéncia de declinio ao longo do
tempo pela historia ou observada);

b) evidéncia objetiva de comprometimento em um ou mais dominios
cognitivos, tipicamente incluindo memoria (teste de beira de leito
formal para estabelecer nivel de fungdo cognitiva em multiplos
dominios);

c) preservacdo da independéncia nas habilidades funcionais (nao

demenciado).

e 0 exame etiologico de CCL, que consistente em processo fisiopatolégico de
DA, descartar causas de declinio cognitivo vascular, traumatico, clinico, e
quando possivel, fornecer evidéncia de declinio longitudinal.

Uma combinagdo de fatores causais interage em pacientes com
comprometimento cognitivo leve, incluindo disfungdo colinérgica, lesdes da
substancia branca e infartos cerebrais, a deposicdo de amildide extracelular e
formagao de emaranhados neurofibrilares intracelulares (40). A evidéncia sugere
que um individuo que preenche os critérios clinicos, cognitivos e etioldgicos para
CCL, e também é positivo para o alelo ¢4 da APOE, é mais provavel que possa
evoluir para deméncia dentro de poucos anos quando comparado com uma
pessoa sem essa caracteristica genética. Postula-se que muitos genes
adicionais desempenham um papel importante, mas menos do que da APOE;
estes genes adicionais também irdo conferir alteragdes no risco de progressao

para a deméncia (41).

As estratégias relevantes para tratamento de CCL sao limitadas a
informagdes sobre manter habitos de vida saudaveis. Em nivel de cuidados
primarios a saude, a intervengao é restrita a prevengao primaria e manejo de
fatores de risco para CCL e deméncia que sao reconhecidamente modificaveis
(36). Persistem dificuldades na definicdo dos limites entre o envelhecimento
normal e comprometimento cognitivo leve, e entre comprometimento cognitivo

leve e deméncia leve (42).
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2.4 Biomarcadores

Para efeitos da abordagem diagndstica foi proposto, duas categorias de
biomarcadores, que tém sido os mais estudados e aplicados aos resultados
clinicos. Eles sao referidos como "AB" (que inclui AB42no liquor ou imagiologia
PET amiléide) e "marcadores de dano neuronal" (que se refere a tau / p-tau no
liquor, hipocampo, ou atrofia do lobo temporal em ressonancia magnetica, e
temporo parietal / hipometabolismo precuneus ou hipoperfusdo em PET ou
SPECT) (8).

Os biomarcadores para amiloidose cerebral incluem a redugao de AB42
no liquor e aumento da retencéo de tragos na imagem por PET. O aumento da
proteina TAU no liquor n&o €& especifica para Alzheimer sendo provavelmente
um marcador genérico de dano neuronal. A diminuicdo de fluorodeoxyglucose
18F (FDG) na PET com padrdo temporoparietal de hipometabolismo é um
biomarcador de DA relacionado com disfungdo sinaptica. Atrofia cerebral
demonstrada na Ressonancia Nuclear Magnética Estrutural, no padrao
caracteristico envolvendo os lobos medial e temporal, limbico e no cortex
temporoparietal é um biomarcador relacionado com 0 processo
neurodegenerativo da DA (26). E ainda ha um terceiro grupo de biomarcadores
refletir as alteragdes bioquimicas relacionadas com processos, tais como a
morte das células, danos sinaptica, o stress oxidativo, ou a inflamacgao, que pode
ser parte da cascata de eventos que medeiam os danos, ou a resposta ao dano,
em DA (8).

Entdo nesta logica, os principais biomarcadores no liquor para a doenga
de Alzheimer s&o AB42, o que mostra a deposigao de amildide cortical; tau total
(t-tau), o que reflete a intensidade da neurodegeneracéo; e tau fosforilada (p-
tau), que se correlaciona com alteragdes patoldgicas neurofibrilares (43). Mas, o
sangue € mais acessivel do que o liquor, o que torna biomarcadores sanguineos
desejaveis para utilizagdo em ambos os cuidados primarios e varias
amostragem em ensaios clinicos (e talvez até mesmo futuro rastreio da

populagao).
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Em diversos estudos, as combinagdes de lipidos, proteinas, metabolitos
ou outras moléculas foram usadas para discriminar pacientes com doencga de
Alzheimer de controles saudaveis, e tais resultados podem representar novos
biomarcadores no para Doenga de Alzheimer (44,45). Outra abordagem seria a
de medir as proteinas especificas do SNC; no entanto, € notoriamente dificil por
causa de baixas concentragdes no sangue, porque estas proteinas sofrem
degradacgéao pelas proteinas do plasma, e por causa da grande quantidade de
proteinas de matriz no sangue que podem causar interferéncia no ensaio. mas
grandes estudos clinicos sdo necessarios para avaliar o desempenho de
diagnostico deste tipo de biomarcador sangue (18).

2.5 Brain Derived Neurotrophic Factor —- BDNF

As neurotrofinas sdao uma familia de proteinas essenciais para o
desenvolvimento, diferenciagdo e sobrevivéncia de neurbnios. O fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) & a neurotrofina mais amplamente
distribuida no sistema nervoso central (SNC) (46). Ela desempenha um papel
importante na regulagdo do crescimento axonal e dendritico, e de participagcéo
na liberagdo do neurotransmissor serotonina (47). O BDNF esta relacionado com
uma seérie de processos do sistema nervoso central, incluindo plasticidade
sinaptica, diferenciagdo e sobrevivéncia neuronal, neuroprotecdo, resiliéncia

neuronal e restauragao contra ampla variedade de insultos celulares (48).

A expressao do BDNF ¢ alta no hipocampo e no cértex cerebral que sao
areas envolvidas na regulagdo da memoria e atengdo. BDNF tem um papel
central no mecanismo de potenciagdo de longo prazo — um dos modelos mais
bem aceitos sobre memoéria e aprendizado — através da indugao de potenciagéo
de longo prazo no hipocampo com alteragdes sinapticas estruturais (49,50). A
administragdo de BDNF exogeno a ratos geneticamente modificados deficientes
em BDNF ou seu receptor TrkB reverteu o prejuizo no mecanismo de
potenciagdo de longo prazo (51). Ratos transgénicos em que falta BDNF ou
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TrkB demonstraram pobre performance em tarefas de aprendizado espacial,
comparados com ratos ndo transgénicos (52).

Por estar envolvido na regulagdo da plasticidade sinaptica, o BDNF
desempenha um papel fundamental na formagao e armazenamento da memdaria
(53), tornando-se alvo de investigagdes na deméncia. Em modelos animais, o
BDNF parece regular a plasticidade hipocampal e os processos de
aprendizagem dependentes desta regidao (54,55). BDNF também regula o
processamento de proteina percursora amildide, estimulando a via de
processamento n&o-amiloidogénico (56,57). Verificou-se que o aumento da
idade foi associado com niveis reduzidos de BDNF e niveis reduzidos de BDNF
estavam relacionados a diminuicdo do volume do hipocampo e déficits de
memoria elevados (58).

Apesar da forte evidéncia de ligacdo entre mudangcas em BDNF e as
caracteristicas fisiopatologicas centrais da DA, existem alguns pontos que
permanecem obscuros. Resta ser elucidado se os niveis circulantes de BDNF
refletem precisamente a sua expressao no cérebro como diferentes tipos de
células na periferia, tal como as células endoteliais e células mononucleares, e
se podem sintetiza-lo (59). Por outro lado, o BDNF pode ser armazenado em
plaquetas, que pode funcionar como um "sistema tampao" regulando os niveis
periféricos de BDNF (60,61). Este pode ser um fator de confusdo quando se
avalia a relacdo entre os niveis séricos e cerebrais de BDNF e sua relevancia

para a fisiopatologia da AD.

Estudos de associagcdo genética tém sugerido que os polimorfismos de
BDNF, principalmente no codon 66 (Val66Met), estdo associados com o
aumento do risco de DA (62-64). Porém, resultados negativos nesta associagao
também foram relatados na literatura (65-67).
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2.6 Ressonancia Magnética

A ressonancia magnética (RM) é atualmente a técnica mais sofisticada
para aquisicdo de imagens morfolégicas do encéfalo. Habitualmente, usa-se o
campo magnético de 1,5 T, ainda que equipamentos mais recentes tenham sido
fabricados com campos mais potentes, como 3 T e 7 T (68).

O fendmeno fisico da RM foi descrito em 1946 por Block e Purcell (69,70),
as primeiras imagens do corpo humano s6 foram possiveis cerca de trinta anos
ap6s. Este intervalo de tempo revela a complexidade deste método e a
necessidade, para a formagéo da imagem, do uso de tecnologias aparentemente

tao distintas como os supercondutores e o processamento de sinais (71).

As propriedades de ressonancia magnética tém origem na interagéo entre
um atomo em um campo magnético externo; de forma mais precisa, € um
fendmeno em que particulas contendo momento angular e momento magnético
exibem um movimento de precessao quando estdo sob acdo de um campo
magnético. Os principais atomos que compdem o tecido humano s&o: hidrogénio,
oxigénio, carbono, fosforo, calcio, fluor, sodio, potassio e nitrogénio. Estes
atomos, exceto o hidrogénio, possuem no nucleo atdbmico protons e néutrons.
Apesar de outros nucleos possuirem propriedades que permitam a utilizacdo em
RM, o hidrogénio é o escolhido por trés motivos basicos: € o mais abundante no
corpo humano: cerca de 10% do peso corporal se deve ao hidrogénio (72); as
caracteristicas de RM se diferem bastante entre o hidrogénio presente no tecido
normal e no tecido patoldgico; o préton do hidrogénio possui 0 maior momento

magnético e, portanto, a maior sensibilidade a RM.

O atomo de hidrogénio possui como nucleo o préton. Os prétons sao
particulas carregadas positivamente, que possuem uma propriedade chamada
de spin ou momento angular. Quando o paciente é posicionado no interior do
magneto e fica sob a agdo de um campo magnético de, por exemplo, 1,5 T, os
prétons de hidrogénio irdo se orientar de acordo com a diregdo do campo
aplicado, como se fossem pequenas bussolas; porém, ao contrario das bussolas,
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que apontariam seu norte marcado na agulha para o sul magnético, os protons

de hidrogénio apontam tanto paralelamente quanto antiparalelamente ao campo
(Figura 3 AeB).

o ¥ A\ Sy
| y
A [ ¥ 4
© © 0 ©
\ 4 A 4 P N/
|
A A
AN oo \ A P Y
( ( (
\ 4 & o
| Y

Figura 3 A e B — Proton de hidrogénio. A) O préton de hidrogénio pode ser visto
como uma pequena esfera que possui um movimento de giro, ou spin, em torno
do seu proprio eixo, comportando-se como um pequeno dipolo magnético ou
como um im& com um momento magnético associado. B) Protons de hidrogénio
sob agdo do campo magnético externo aplicado se distribuem em dois niveis de
energia, sendo que um pequeno numero maior de prétons se alinha

paralelamente. Fonte: Puddephat M. (73).

Um campo magnético intenso € necessario para alinhar o nucleo de
hidrogénio (préton) que existe em cada célula do corpo humano (como nos
equipamentos de RM). Uma vez alinhados os nucleos de hidrogénio, o aparelho
emite uma frequéncia de 63,8 MHz causando a excitagdo destes nucleos. A
excitacdo dos nucleos de hidrogénio gera uma onda de energia, conhecida
como ressonancia. Através desta onda de energia o aparelho determina a
posicédo espacial (coordenadas x,y,z) e a intensidade do sinal (brilho) de cada

ponto da imagem. Apés receber cada pulso de RF os spins voltam a se realinhar
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liberando energia, a energia liberada é captada pelas bobinas (coils)
considerando suas coordenadas espaciais que apos conversido por calculo
matematico geram as imagens (74,75).

2.7 Medida de volume do hipocampo na doenga de Alzheimer

A perda de memodria € um dos principais sintomas da doenca de
Alzheimer e o padrao de prejuizo de memdria é caracterizado por envolvimento
precoce da memodria explicita, particularmente das fungdes relacionadas as
memorias episddica e operante (76). Estruturas do lobo temporal mesial e do
hipocampo estdo associadas a memoria episodica, e perda de memoria explicita
envolve hipocampo e amigdala (76). Exames de imagem tem um papel chave na
avaliagdo clinica de pacientes com suspeita de doenga de Alzheimer. A visao
tradicional de que pelo menos uma verificagdo estrutural (ou CT ou RM) deve
ser feito pelo menos uma vez em cada paciente com transtorno cognitivo para
excluir causas intracranianas (por exemplo, meningioma, hematoma subdural,
doengas organicas, causas estruturais). Volumetria hipocampal pode ser mais
exata (77). Os estudos de Braak & Braak identificaram os emaranhados
neurofibrilares tipicos da DA hipocampo e regides para-hipocampais ocorrendo
precocemente na doenca e associados ao comprometimento de memoria
(78,79). Menores volumes de hipocampo poderiam prever uma conversdo mais
rapida de deméncia (80) e a fungdo de memadria mais pobre (81).

As recomendacgdes para os critérios diagnosticos de doenca de Alzheimer
publicadas em 2011 pela NIA-AA, seja para CCL ou deméncia devido a doenga
de Alzheimer, definem biomarcadores para cenarios particulares de avaliagao
destas condi¢gbes determinando probabilidade de patologia Alzheimer, conforme
ja mencionados no item 2.4 desta tese (8,26). Entre os marcadores de dano
neuronal ou neurodegeneragdo encontra-se um unico obtido de imagem
estrutural: medidas de volume hipocampal e espessura cortical (padrao
caracteristico com atrofia dos lobos temporais mediais, cértex paralimbico e
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temporo-parietal) avaliadas por volumetria na RM. Portanto, atrofia hipocampal
ja esta bem estabelecida como achado altamente associado a DA.

Em ensaios clinicos de medicamentos que sao projetados para retardar o
inicio de deméncia ou progressao da disfungdo cognitiva em pacientes com
patologia de Alzheimer, o exame de imagem é frequentemente utilizado para
inclusdo e como medida de desfecho secundario. Atrofia hipocampal e PET
amildide foram qualificados pela Agéncia Europeia de Medicamentos para
enriquecer ensaios clinicos na fase de pré-deméncia da doenca de Alzheimer
(82).

3. Marco Teoérico

Ha evidéncia de que as neurotrofinas tém efeito neuroprotetor em
condigbes patoldgicas e isto poderia ser de especial interesse nas doencgas
neurodegenerativas como a DA. Como os niveis de neurotrofinas parecem ser
alterados na maior parte das doencas psiquiatricas, a questao principal que
permanece para esclarecimento é se estas alteragbes s&o primarias — causais,

ou secundarias — reativas (83).

Em condigdes normais o BDNF é produzido no cortex entorrinal e
transportado ao hipocampo e amigdala, que sdo os proximos locais de
degeneracgao neurofibrilar nos cérebros com DA. Transporte comprometido ou
down-regulation do BDNF nos neurénios de individuos idosos leva a diminuigéo
dos niveis de BDNF com possivel prejuizo subclinico na memodria e cognigao
(84). Adicionalmente, a degeneracédo colinérgica leva a diminuigdo das fibras de
inervagcado colinérgica que se projetam ao hipocampo e neocortex, com

consequente declinio dos niveis basais de expressdo do BDNF (84).
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Ao avaliar o desempenho de diagnostico de biomarcadores da doencga de
Alzheimer, é essencial considerar que um continuum de alteragdes patoldgicas
(por exemplo, contagens de placa) existe sem qualquer distingao clara entre os
pacientes com doenga de Alzheimer e idosos cognitivamente saudaveis que
morreram de outras causas (85). Desta forma, os niveis séricos de BDNF
poderiam representar um fator biolégico importante em doengas que envolvam o

hipocampo, auxiliando nesta distingao.

>

Hipocampo

Figura 4. Marco Tedrico.

Entdo, considerando o reconhecido envolvimento do hipocampo na DA, é
razoavel supor que pacientes com DA que apresentem maior perda de volume
hipocampal tenham menores niveis séricos de BDNF em relagdo aos idosos
saudaveis. Também se pode supor que pacientes com CCL amnéstico — mais
provavelmente fase prodrémica da DA — apresentem uma relacao intermediaria
entre os grupos de saudaveis e deméncia. Além disso, pode-se também supor
que outras variaveis clinicas possam estar associadas a DA e volume de

hipocampo.

4. Justificativa

O avango no conhecimento de marcadores biolégicos para a DA é muito
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importante considerando a gravidade, e a sobrecarga que esta doenga acarreta.
Este trabalho visou contribuir no entendimento da possivel relacdo dos niveis
séricos de BDNF com o volume de hipocampo, pois estes nives poderiam ser

um fator bioldgico importante em doengas que envolvam o hipocampo.

Ainda estamos distantes de informacdes sobre riscos definitivos e
beneficios de estratégias de prevengdo ou do impacto destas sobre a
modificagdo dos riscos na DA, mas estudos como este podem gerar novas
hipéteses com potencial de auxiliar na definicdo de estratégias de prevengao ou
modificagdo de fatores de risco para esta doenca.

5. Objetivos

5.1 Objetivo Principal

Avaliar a associagdo dos niveis de BDNF com medidas de volume de
hipocampo obtido de imagem por ressonancia magnética em pacientes com
Comprometimento Cognitivo Leve, Doencga de Alzheimer e idosos saudaveis.

5.2 Objetivo Secundario

Avaliar a relacdo dos niveis de BDNF e volume de hipocampo com
variaveis que definem perfis dos pacientes portadores de DA e CCL, descritas a
seguir:

- sexo, idade, escolaridade (perfil demografico);

- comparar os niveis séricos de BDNF e o volume de hipocampo de idosos
saudaveis, individuos com CCL e pacientes com DA leve e moderada.

- correlacionar os niveis séricos de BDNF com medidas volumétricas, idade, e
escolaridade.
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Abstract

Background/Aims: Hippocampal atrophy is a recognized biomarker of AD
pathology. The role of serum BDNF reduction has been associated with
neurodegeneration. We aimed to evaluate BDNF serum levels and hippocampal
volume in clinical Alzheimer’s disease (dementia and MCI). Methods: 10 MCI and
13 dementia due to AD, and 10 healthy participants. BDNF serum levels were
determined by ELISA and volumetric measures with NeuroQuant®. Results: MCI
and dementia presented lower BDNF serum levels than healthy participants; dementia
patients presented smaller hippocampal volume than MCI and healthy participants.
Discussion: The findings support the decrease of BDNF might start before the

establishment of neuronal injury expressed by the hippocampal reduction.



Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is associated with hippocampal atrophy and
memory decline [1,2]. Memory impairment is one of the most common symptoms in
patients in the early stages of AD; it is characterized by explicit memory deficit,
particularly episodic and working memory functions [3]. These deficits are reflective
of the involvement of the hippocampal formation [4]. Impaired verbal and episodic
memory were correlated with reduced volume of the hippocampal formation and
entorhinal cortex, which may be reduced by 25% using volumetric scanning [5].
Atrophy was most marked in the entorhinal cortex, superior temporal gyrus and
extended to the anterior cingulate [5].

Recently, there was a conceptual shift towards the proposal that Alzheimer’s
disease exists before the onset of dementia [6]. Therefore, a clinical phenotype of
memory/cognitive impairment without significant functional impairment, called mild
cognitive impairment (MCI), was included in the diagnostic criteria of the
International Working Group [7] and the National Institute of Aging-Alzheimer's
Association (NIA-AA) [6]. The NIA-AA criteria also proposed several biomarkers to
support this pre-dementia or prodromal Alzheimer's disease diagnosis. Among these
biomarkers, structural neuroimaging with atrophy of the medial temporal region as
positive diagnostic information was included. Combinations of distinct biomarkers,
including hippocampal volumetry, present good predictive value to differentiate
Alzheimer’s disease from normal aging in patients with mild cognitive impairment
[6].

The Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), a neurotrophin highly
expressed in the hippocampus [8], is a vital component of synaptic plasticity and
memory formation [9,10]. BDNF has been related to hippocampal plasticity [9,11]
and its action plays a central role in the mechanism of long term potentiation — one of
the most accepted models for memory formation — resulting in structural synaptic
changes [9,10]. However, despite all the available information, there is no consensus
about the serum BDNF profile in neurodegenerative diseases, particularly AD. While
some studies have reported lower BDNF serum levels in AD patients in comparison
with healthy subjects [12-14], other studies demonstrated higher BDNF serum levels
in AD individuals [15] or no difference between AD and controls [16].

Likewise, studies on cerebrospinal fluid (CSF) BDNF levels in AD and other

dementias report conflicting results. Forlenza et al. (2015) demonstrated decreased



CSF BDNF concentration associated with progression to AD in amnestic MCI
patients [17]. Blasko et al. (2006) did not find significant BDNF difference in AD
compared to controls [18], and Laske et al. (2007) showed lower CSF BDNF
concentrations among AD patients in comparison to healthy controls and non-AD
dementia patients [19]. Furthermore, a study with healthy older adults showed
association of lower CSF BDNF levels with poorer memory performance and faster
cognitive decline [20].

The effect of the BDNF genetic variability or circulating levels of BDNF on
memory and hippocampal volume in healthy older adult and in individuals with MCI
or early dementia has also been evaluated showing discrepant results. Among
individuals with amnestic MCI and high amiloyd-beta accumulation, BDNF
Val66Met carriers showed significant and larger decline in episodic memory and
hippocampal volume [21]. Significant correlation between lower circulating BDNF
and memory deficit was demonstrated in a cohort with mild cognitive impairment
participants [14]. BDNF serum levels and hippocampal volume were found to
positively correlate in a study with healthy older adults [22], but this relation was not
further observed [23]. Additionally, no significant BDNF effect, in terms of genotype
or plasma, in both hippocampal volume and memory was found in two large
independent middle and old-age cohorts of cognitively normal and early-stage
dementia [24]. And finally, aging itself is associated with hippocampal reduced
volume, lower levels of serum BDNF, and poorer memory performance [22].

Therefore, the objective of the study was the evaluation of BDNF serum
levels, hippocampal volume in individuals with mild cognitive impairment and
dementia due to Alzheimer’s disease, and healthy elderly participants. The
relationship between BDNF serum levels and hippocampal volume was also

evaluated in the whole sample.

Methods
Participants

The sample was composed of 10 healthy elderly individuals, 10 MCI, and 13
dementia due to AD. Healthy elderly individuals were community-dwelling residents,
functionally independent, who presented Mini Mental State Examination (MMSE)
score >26, cognitive performance above the cutoffs for this population, and CDR = 0.

The NIA-AA core clinical criteria for mild cognitive impairment due AD were used



to identify MCI group: (1) cognitive concern reflecting a change in cognition reported
by patient or informant or clinician (i.e., historical or observed evidence of decline
over time; (2) objective evidence of impairment in one or more cognitive domains,
typically including memory (i.e., formal or bedside testing to establish level of
cognitive function in multiple domains); (3) preservation of independence in
functional abilities; (4) not demented. In addition vascular, traumatic, medical causes
of cognitive decline and autosomal dominant form of AD were ruled out by clinical
history [6]. All dementia patients met NIA-AA for probable dementia due to AD
criteria [25]. Patients (MCI and dementia) were selected from the Dementia outpatient
clinic from Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Porto Alegre, Brazil.

All subjects underwent a clinical history and physical examination, Mini
Mental State Examination (MMSE) [26,27], Clinical Dementia Rating [28-30], Katz
ADL and TADL functional scales [31] and a multidomain cognitive evaluation.

This cognitive battery assessed episodic memory, executive function, attentional
control, visuospatial skills and language by the Rey Auditory Verbal Learning Test
[28], the figure copying and the CERAD word list test [33] the clock drawing test
[34], the Trail Making Test [35], the digit span forward [36], and the letter and
category fluency [37]. The available age and educational norms were considered to
evaluate the scores of each test.

All participants and/or a proxy gave written informed consent and all
procedures were approved by the Hospital de Clinicas de Porto Alegre Research
Ethics Committee (# 110275).

BDNF measurement

Blood non-fasting samples were collected in serum-separating tubes during
clinical evaluations, centrifuged, aliquoted, and stored at —80°C.

BDNF levels in serum samples were determined by sandwich-ELISA using
monoclonal antibodies specific for BDNF (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota).
Briefly, microtiter plates were coated overnight at room temperature with the
monoclonal anti-BDNF antibody at 4 ug/mL in PBS. Then, plates were washed three
times with wash buffer and blocked for 1 hour at room temperature with PBS
containing 5% nonfat milk powder. After washing, plates were coated overnight at 4
°C with the samples diluted 1:200 in sample diluent (PBS with 1% BSA) and standard
curve ranged from 7.8 to 500 pg/mL of BDNF. Plates were washed again and



biotinylated anti-BDNF antibody at 0.2 ug/mL in PBS was added, which was
incubated for 2 hours at room temperature. After washing, the incubation with
streptavidin-peroxidase conjugate (diluted 1:1000 in sample diluent) for 1 hour at
room temperature was performed. Plates were washed and incubated with the
substrate for 20 minutes at room temperature. Finally, the stop solution was added and
the amount of BDNF was determined by absorbance at 450 nm. The standard curve
demonstrated a direct relationship between optical density and BDNF concentration.
MRI Acquisition

Magnetic resonance imaging (MRI) data were obtained in a Philips Achieva
1.5 Tesla scanner (Amsterdam, the Netherlands). T1 high resolution sagittal 3D
MPRAGE (Magnetization Prepared Rapid Acquisition Gradient Echo) were acquired
with NEX=1, image matrix=256 x 232, flip angle=8 degrees, echo time=4 ms,
repetition time=8.63 ms and voxel size 1 x 1 x 1 mm? yielding 160 slices. Axial Flair
(Fluid-Attenuated Inversion Recovery) were acquired with TR= 11000 ms, TE = 140
ms, TI = 2800 ms, Turbo Factor = 55, EPI factor= 1, NEX= 3, slice thickness of 5
mm and matrix of 186 % 512 provided pixel measurements of 1x0.86 mm given the
220%220-mm field of view. Study time for this version of FLAIR was 2 minutes, 56
seconds.
Volumetric analysis

We obtained volumetric measurements from the high-resolution anatomic
images using NeuroQuant® (CorTechs Labs Inc., San Diego, CA, USA), which is a
fully automated program that has been validated against other segmentation
procedures and found sensitivity to volumetric changes in mild AD [38] and MCI
[39]. This program provides volumes for two medial temporal lobe regions
(hippocampus and inferior lateral ventricles). NeuroQuant automated analyzes 3D
MRI scans offering accurate, consistent and reproducible, measures and
segmentations of brain subcortical structures comparing with standardized values
according to age, sex and cranial volume. The NeuroQuant computer automated
analysis routinely provides volume data on 9 brain regions, left and right sides, for a
total of 18 volume measurements (http://www.cortechs.net/products/
neuroquant.php). For the present study we only used the hippocampal and the
forebrain parenchyma volumes. The volume of the hippocampus was analyzed as the
sum of the right and left hippocampus (total volume), as well as the forebrain

parenchyma (total volume).



Statistical analysis

Statistical analyses were performed using PASW Statistics 18.0 for Windows
(SPSS, Chicago IL, USA). Descriptive statistics (mean, SD and frequency) were
calculated for demographic, cognitive and MRI data. Chi-square test with Fisher exact
for categorical variables, and Spearman non parametric correlation were also
performed. ANCOVA was used for the analyses controlling for age as covariate.

Bonferroni test was used for the post hoc comparisons.

Results

Demographic and clinical data are presented in Table 1. Dementia patients
were significantly older than MCI and healthy subjects. Dementia patients presented
lower MMSE and higher CDR-SB scores.

Table 2 shows the comparison of BDNF serum levels, hippocampal and
forebrain parenchyma volumes among the 3 groups. Healthy participants showed
higher BDNF levels (p<0.001) than dementia and MCI patients. The dementia group
presented significantly lower total hippocampal volume than MCI and healthy
participants (p < 0.001), while the two later groups did not differ between them. No
significant difference of total forebrain parenchyma volume (cm’) among groups was
observed. All analyses were age-adjusted.

To strengthen the results, the correlation analysis was carried out in the whole
sample, allowing higher variability of each variable, and larger sample size. However,
no significant correlation of serum BDNF with hippocampus volume was observed

(Spearman rho=-0.04; p = 0.87).

Discussion

The present study was carried out to evaluate BDNF serum levels and
hippocampal volume in healthy elderly participants and in patients with mild
cognitive impairment and dementia due to AD with the NIA-AA criteria [6,25]. We
also aimed to analyze the correlation of serum BDNF and hippocampal volume in the
whole sample. We have hypothesized a decreasing gradient of BDNF serum levels
and hippocampal volume from healthy participants toward MCI and dementia due to
AD, based on the following assumptions: a) BDNF plays a central role in long term

memory potentiation mechanism [9,10]; b) memory impairment is an early, and



typical, clinical phenotype of Alzheimer disease pathology [6,7]; ¢) episodic memory
impairment and hippocampal volume reduction are associated [1-3,40]; and d)
hippocampal volumetry was included in the set of biomarkers proposed to
differentiate Alzheimer’s disease from normal aging in patients with mild cognitive
impairment. We also hypothesized a relation of BDNF levels with hippocampus
volume, taking into account the high expression of BDNF in hippocampus [8] and its
relation with hippocampal plasticity [9,11]. Our main findings are: 1) healthy
participants present significantly higher BDNF serum levels than patients with MCI
and dementia due to AD; 2) dementia patients present significantly smaller
hippocampal volume than MCI and healthy participants, and 3) BDNF serum levels
do not correlate with hippocampal volume. Therefore, our prior hypotheses were
partially confirmed.

Healthy participants presented higher BDNF serum levels than MCI and
dementia patients. MCI and dementia due to AD presented similar levels. Our
findings are similar to the group of studies reporting higher BDNF levels in healthy
elderly individuals and reduced levels in MCI and AD patients [12,13,14,24,41].
However, there is no consensus on the pattern of serum BDNF in these conditions,
because another set of studies reported higher [15,42] or similar BDNF levels
[16,43,44] in patients with AD. Nonetheless, our findings support the reduction of
serum BDNF in neurodegenerative disease, such as MCI and dementia due to AD. In
the study of Forlenza et al. (2015) reduced CSF BDNF concentrations predicted
progression of MCI to AD, suggesting the involvement of BDNF in the
pathophysiology of neurodegenerative changes in AD [17].

Analyzing brain volumes, we found higher hippocampal than forebrain
reduction among dementia patients, but not among MCI and healthy participants,
emphasizing the disproportional atrophy of these regions in mild stages of dementia
due to AD (according to the CDR-SB distribution). The specific hippocampal atrophy
in AD has been already encompassed by the NIA-AA diagnostic criteria
recommendation as a structural biomarker of early AD pathology and a predictor of
progression [6,25,45]. Looking particularly to the MCI findings, no significant
difference of hippocampal volume was found as compared to healthy participants.
This could be explained by the use of the NIA-AA MCI core clinical criteria in the
present investigation, a syndrome defined by clinical, cognitive, and functional

criteria. The NIA-AA group reported that, similar to dementia due to AD, other



etiologies in addition to AD pathophysiological process may coexist in an individual
who meets the criteria for MCI due to AD [6]. Such heterogeneity could have
impacted the progression of neuronal injury, measured by the volume of the
hippocampus, in our MCI patients. Although MCI clinical criteria are recommended
to be applied in clinical settings, they are different from MCI research criteria which
include a set of neuroimaging and CSF biomarkers [6]. Among these biomarkers,
hippocampal volumetry is one of them. Then, starting with the clinical identification
of cases we cannot expect full biomarker positivity in all MCI patients. Actually,
levels of certainty according to the presence and nature of the biomarker findings
were also proposed for the final set of criteria for mild cognitive impairment due to
AD [6]. Finally, although the automated program used as segmentation procedure for
the volumetric measures is valid and sensitive [38,39], automated hippocampal
segmentation algorithms need to be validated against the manual segmentation gold
standard [46].

It is accepted that reduced BDNF serum levels may correspond to lack of
neurotrophic support due to increased amyloid-B accumulation contributing for the
progressive degeneration of specific brain regions affected by Alzheimer pathology
[19]. Taking our results together (lower BDNF levels in MCI and dementia due to AD
and smaller hippocampal volume in dementia due to AD) we can hypothesize that the
decrease of BDNF may start before the establishment of neuronal injury expressed by
the hippocampal reduction.

The BDNF can cross the blood-brain barrier in both directions and BDNF in
the blood and in the cerebral cortex showed positive correlation in animal studies
[47,48]. The hippocampus is one of the main regions of BDNF expression in the
cerebral cortex, supporting the a priori hypothesis of the present study. However, our
findings refute this hypothesis since no relationship of BDNF serum levels with
hippocampal volume was found. Therefore, serum BDNF did not seem a consistent
marker for hippocampal atrophy.

In agreement with our result, other investigation showed BDNF serum levels
reflecting some aspects of neuronal integrity, although no significant relationship
between BDNF serum concentrations and any hippocampal brain metabolites were
observed [49]. Furthermore, we did not analyze the effect of the variation of the
BDNF gene (Val66Met substitution) on the hippocampus volume as already explored.

However, these studies are not conclusive since some showed association [50] or no



relation of this genetic variability or of the BDNF circulating levels with the
hippocampus volume in healthy and early dementia subjects [24]. An early effect of
the reduction of BDNF on hippocampal volume, i.e. neuronal injury, would be
another possibility to explain this finding.

The current study has limitations such as the small sample size and the cross
sectional design preventing other data approach as well as the longitudinal assessment
of these patients. However, some methodological strengths of the study should be
emphasized. The comparison of BDNF levels and hippocampal volume in the 3
groups was age-adjusted, since age alone can affect the hippocampal volume, serum
BDNF, and memory performance [22]. In addition, the use of neuropsychological
tests as the Rey Auditory Verbal Learning test to measure episodic memory
impairment (i.e., the ability to acquire and retain new information), which have age
and gender norms for the Brazilian population, provided higher reliability in
establishing the clinical AD phenotype.

Finally, this is an exploratory investigation that supports the role of reduced
BDNF serum levels (easily measurable) in amnesic phenotypes, as well as the
established neuronal injury detected by the hippocampal loss in dementia due to AD.
The relation of circulating BDNF with hippocampal volume was not observed, but
this issue deserves further investigation with larger samples, longitudinal design and

BDNF cerebrospinal measures.
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Table 1. Demographic and clinical data of the studied groups

. Heal.tl}y MCI Dementia
Variables participants (N=10) (N=13) P value
(N=10)
Age* 68.60+4.62° 69.20+7.88* 76.08+6.08 " 0.012
Female** 6 (60%) 6 (60%) 10 (76.9%) 0.602
Education* 12.20+6.37 9.60+6.07 6.92+6.17 0.145
CDR-SB* 0.24+1.14° 1.39£1.13° 7.43+1.06 0.001
MMSE* 28.85+1.14° 24.88+1.12° 16.63+1.05° 0.001

*one-way ANOVA with Bonferroni post hoc
** chi-square test with Fisher exact
Different letters represent statistical significant difference

ab,c



Table 2. Age controlled comparison of BDNF serum levels and MRI volumetric data
among studied groups (ANCOVA with Bonferroni post hoc)

Healthy

Variables Participants ?1/51510) g\?:ll(;l)ltla F b
(N=10)

BDNF 26.25+2.90° 20.57+2.93 14.59+2.75 3.72 0.036

Forebrain Parenchyma o6 0,57 900 926.4042686°  860.55+25.21°  2.73 0.082

Volume (cm”)

Total Hippocampal 6.48+0.23" 6.29+0.26* 4.91£0.24" 9.74 0.001

volume (cm3)

BDNF: brain derived neurotrophic factor, MCI: mild cognitive impairment group.
“b¢ Different letters represent statistical significant difference



8. Consideragoes Finais

A perspectiva atual de envelhecimento global da populacdo mostra uma
taxa preocupante de 44 milhées de pessoas no mundo portadoras de deméncia,
com 1 caso novo diagnosticado a cada 4 segundos. Estima-se que esta taxa
possa dobrar nos proximos 20 anos. Estes dados fizeram com que as
deméncias tenham sido consideradas problema de saude publica (2).

Neste sentido, esta tese de doutorado teve como objetivo avaliar a
associacao dos niveis de BDNF com medidas de volume de hipocampo obtido
através de imagem por ressonancia magneética em pacientes com
Comprometimento Cognitivo Leve, Doencga de Alzheimer e idosos saudaveis.

Em nosso trabalho encontramos diferengas nos volumes de hipocampo
dos pacientes com CCL e deméncia devido a DA ao compararmos aos idosos
saudaveis. A utilizacdo do volume de hipocampo ja foi proposta para os novos
critérios como biomarcador por imagem estrutural de lesdo neuronal (26).

Para os niveis séricos de BDNF, encontramos diferenca nos idosos
saudaveis quando comparados aos pacientes com CCL e deméncia devido a
DA. O BDNF esta relacionado com uma série de processos do sistema nervoso
central, incluindo plasticidade sinaptica, e sobrevivéncia neuronal (49). Com a
diminuigdo do BDNF, ocorreria uma diminuigcdo no suporte relacionado a estes
processos do BDNF, e assim as células neuronais acabariam ficando mais
vulneraveis a degeneragao.

Analisando nossos dois resultados encontrados, podemos dizer que as

alteragdes nos niveis séricos de BDNF s&o mais anteriores a alteragbes de
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atrofia hipocampal. Estes resultados refletem a uma maior suscetibilidade do
BDNF no hipocampo. A fisiopatologia exata deste processo ainda necessita de
investigacéo, para elucidar quais mecanismos estariam envolvidos até chegar no
estagio da neurodegeneragao.

As perspectivas futuras incluem cada vez mais o uso de biomarcadores
para auxilio no diagnostico dos pacientes. Para isso, sdo necessarios mais
estudos com amostras maiores, maior entendimento dos mecanismos
fisiopatologicos envolvidos. Todo este avango no conhecimento sO tera
relevancia no momento em que os biomarcadores possam ter comprovada
efetividade na pratica clinica para que terapéuticas potencialmente
modificadoras de doenga possam ser propostas e testadas em condi¢cbes pré-

clinicas e prodrémicas.
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OBJETIVO DESTE ESTUDO
A finalidade deste estudo é avaliar a relagédo entre os niveis de uma proteina presente no cérebro (BDNF)
e o volume de hipocampo que é uma parte do cérebro que esta muito relacionada com a memoaria (se ha
reducdo no tamanho). Esta redugdo também pode ocorrer apenas pela idade e nao ter qualquer
significado, mas estamos tentando avaliar se a existéncia desta relagdo pode ter um significado diferente
em algumas situagdes especiais, como na doenc¢a de Alzheimer.

EXPLICAGAO DOS PROCEDIMENTOS
O(A) senhor(a) sera submetido a um exame de imagem do cérebro — que é a Ressonancia Magnética. O
exame de Ressonancia Magnética € um método de diagnéstico por imagem que nao utiliza radiagdo e
permite retratar imagens de alta definicdo dos 6rgaos de seu corpo. O equipamento que realiza o exame
trabalha com campo magnético. Sua participagéo € voluntaria. O fato de o Sr(a) ndo querer participar, nao
prejudicara a assisténcia médico que recebe no HCPA.

POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS
Para realizar a Ressonancia Magnética do cérebro é preciso ficar quase 1 hora no local do exame e pelo
menos uns 30 minutos deitado dentro da maquina do exame. Em geral as pessoas se queixam deste
desconforto. No entanto, ndo ha o perigo de exposi¢do a radiagdo. No caso de usar um complemento (que
€ chamado de “contraste”) para melhorar a qualidade do exame, pode haver risco de reagéo alérgica.
Sempre sera feita verificagdo para risco de reagédo alérgica, e a chance de reagcdo com este tipo de
substancia é baixa.

DIREITO DE DESISTENCIA
O(A) senhor(a) pode desistir de participar a qualquer momento.

SIGILO
Todas as informagdes obtidas neste estudo poderao ser publicadas com finalidade cientifica, preservando-
se o completo anonimato dos participantes.

CONSENTIMENTO
Declaro ter lido — ou me foi lido — as informagdes acima antes de assinar este formulario. Foi-me dada
ampla oportunidade de fazer perguntas, esclarecendo plenamente minhas duvidas. Por este instrumento,
tomo parte, voluntariamente, do presente estudo.
Porto Alegre, de de 201_.
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e o volume de hipocampo que é uma parte do cérebro que esta muito relacionada com a memoéria (se ha
reducdo no tamanho). Esta redugdo também pode ocorrer apenas pela idade e nao ter qualquer
significado, mas estamos tentando avaliar se a existéncia desta relagdo pode ter um significado diferente
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trabalha com campo magnético. Sua participagéo € voluntaria. O fato de o Sr(a) ndo querer participar, nao
prejudicara a assisténcia médico que recebe no HCPA.

3. POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS
Para realizar a Ressonancia Magnética do cérebro é preciso ficar quase 1 hora no local do exame e pelo
menos uns 30 minutos deitado dentro da maquina do exame. Em geral as pessoas se queixam deste
desconforto. No entanto, ndo ha o perigo do radiagdo. No caso de usar um complemento (que & chamado
de “contraste”) para melhorar a qualidade do exame, pode haver risco de reacéo alérgica. Sempre sera
feita verificagdo para risco de reagéo alérgica, € a chance de reagdo com este tipo de substancia é baixa.

4. DIREITO DE DESISTENCIA
O(A) senhor(a) pode desistir de participar a qualquer momento.

5. SIGILO
Todas as informagdes obtidas neste estudo poderao ser publicadas com finalidade cientifica, preservando-
se o completo anonimato dos participantes.

6. CONSENTIMENTO
Declaro ter lido — ou me foi lido — as informagdes acima antes de assinar este formulario. Foi-me dada
ampla oportunidade de fazer perguntas, esclarecendo plenamente minhas duvidas. Por este instrumento,
tomo parte, voluntariamente, do presente estudo.
Porto Alegre, de de 201_.
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