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RESUMO

Niveis aumentados de cortisol sdo associados as principais caracteristicas
neuropatolégicas da doenca de Alzheimer (DA), como o acumulo da proteina beta-
amiloide (Ap), hiperfosforilacdo da proteina tau e atrofia de regides tipicamente
atingidas na DA. Interessantemente, a atrofia dessas regibes parece ser o ponto
desencadeador da hipercortisolemia, e por isso, pode ser a conexao entre essa
condicdo e a DA. No entanto, com exceg¢ao do hipocampo, a atrofia cerebral
relacionada a hipercortisolemia foi pouquissimo explorada em pacientes do
continuum da DA. Dessa forma, o objetivo desta dissertagdo foi investigar a
associacdo entre niveis de cortisol central e periférico com a espessura cortical
cerebral de pacientes do continuum biolégico e clinico da DA. Para isso, pacientes
gue possuiam os dados das concentracdes de cortisol plasmatico ou do liquido
cefalorraquidiano (LCR), imagens de ressonancia magnética (RM) cerebral e
concentracéo de AB42 e p-tauis1 no LCR, na primeira coleta, foram selecionados do
banco de dados do Alzheimer’s Disease Neuroimaging Initiative (ADNI). Os
pacientes foram divididos de acordo com: o diagndéstico clinico, nos grupos CN
(participantes cognitivamente normais) e CP (participantes cognitivamente
prejudicados, diagnosticados com comprometimento cognitivo leve ou DA);
diagndstico biolégico em A-T- (concentracdes no LCR de AB42 =976,6pg/ml e p-
tauis1 <24pg/ml) e A+T+ (concentracdes no LCR de ABR42 <976,6pg/ml e p-tauisi
>24pg/ml). As imagens de RM cerebral foram processadas através do protocolo de
parcelacdo e segmentacdo volumétrica do software FreeSurfer (versao 7.1.1) para a
obtencdo de mapas estatisticos da espessura cortical cerebral. Foram realizadas
analises vertex-wise dos mapas de espessura cortical através de trés modelos
lineares gerais: (1) cortisol como variavel independente, sem divisdo de grupo; (2)
cortisol, diagnostico e interacdo, dividido em CN e CP; (3) cortisol, patologia e
interacdo, dividido em A-T- e A+T+. Essas andlises foram corrigidas para mdultiplas
comparacdes através da formacado de clusters (p<0,01) e permutagdo (simulacao de
Monte Carlo de 10.000 iteracdes). A amostra de cortisol do LCR foi composta por
300 pacientes com média de cortisol de 8,42ng/ml. Os grupos CN (n=89) e CP
(n=211) nao diferiram quanto aos niveis de cortisol (p=0,138), enquanto 0S grupos
A-T- (n=62) e A+T+ (n=148), diferiram (p=0,0338), com o0 segundo grupo
apresentando maiores concentracbes (16,2ng/ml). Ja a amostra de cortisol
plasmatico foi composta por 544 pacientes com meédia de cortisol de 2,11ng/ml. E
nesse caso, tanto os grupos CN (n=54) e CP (n=490), quanto os grupos A-T- (n=76)
e A+T+ (n=167), ndo diferiram quanto aos niveis de cortisol (p=0,647; p=0,846).
Interessantemente, nas duas amostras, as interagdes entre cortisol e classificagao
clinica e neuropatologia da DA se mostraram n&o significativas. Porém, foi verificada
uma correlagdo negativa entre as concentracbes de cortisol dos dois
compartimentos com a espessura cortical de diversas regides cerebrais, tipicamente
afetadas pela DA. A partir disso, propde-se um mecanismo de vulnerabilidade dos
altos niveis de cortisol em regides afetadas pela DA, podendo acelerar a progressao
da doenca.

Palavras-chave: cortisol; espessura cortical do cérebro; doenca de Alzheimer.



ABSTRACT

Elevated levels of cortisol have been associated with the main neuropathological
characteristics of Alzheimer's disease (AD), such as the accumulation of beta-
amyloid protein (AB), hyperphosphorylation of tau protein, and atrophy of regions
typically affected in AD. It is noteworthy that the atrophy of these regions appears to
trigger hypercortisolemia, which may be a connection between this condition and AD.
However, with the exception of the hippocampus, brain atrophy related to
hypercortisolemia has been relatively under-explored in patients within the spectrum
of AD. Thus, the aim of this dissertation was to investigate the association between
central and peripheral cortisol levels and the brain cortical thickness of patients in the
biological and clinical continuum of AD. This was achieved by selecting patients from
the Alzheimer's Disease Neuroimaging Initiative (ADNI) database who had data on
plasma or cerebrospinal fluid (CSF) cortisol concentrations, brain magnetic
resonance imaging (MRI) scans, and AB42 and p-tauis1 concentrations in the CSF at
the baseline. The patients were divided according to: clinical diagnosis, in the CN
(cognitively normal) and CI (cognitively impaired, diagnosed with mild cognitive
impairment or AD) groups; biological diagnosis in A-T- (CSF concentrations of Ap42
2976.6pg/ml and p-tau181 <24pg/ml) and A+T+ (CSF concentrations of AB42
<976.6pg/ml and p-tau181 =24pg/ml). Brain MRI scans were processed using
FreeSurfer software's volumetric parcellation and segmentation protocol (version
7.1.1) to obtain statistical maps of cortical thickness. Vertex-wise analyses of the
cortical thickness maps were performed using three general linear models: (1)
cortisol as an independent variable, without group division; (2) cortisol, diagnosis,
and interaction, divided into CN and CI; (3) cortisol, pathology, and interaction,
divided into A-T- and A+T+. These analyses were corrected for multiple comparisons
through cluster formation (p<0.01) and permutation (Monte Carlo simulation of
10,000 iterations). The CSF cortisol sample was composed of 300 patients with a
mean cortisol level of 8.42 ng/ml. The CN (n=89) and CI groups (n=211) did not differ
in cortisol levels (p=0.138), while the A-T- (n=62) and A+T+ (n=148) groups did differ
(p=0.0338), with the latter group having higher concentrations (16.2 ng/ml). The
plasma cortisol sample was composed of 544 patients with a mean cortisol level of
2.11 ng/ml. In this case, neither the CN (n=54) and CI (n=490) groups nor the A-T-
(n=76) and A+T+ (n=167) groups differed in cortisol levels (p=0.647; p=0.846).
Interestingly, it was observed that, in both samples analyzed, there were no
significant interactions between cortisol levels and clinical classification or
neuropathology of AD. However, a negative correlation was identified between
cortisol concentrations of both compartments with the cortical thickness of various
brain regions commonly affected by AD. Based on these findings, it is proposed that
high cortisol levels may contribute to vulnerability in regions affected by AD,
potentially accelerating the progression of the disease.

Keywords: cortisol; brain cortical thickness; Alzheimer’s disease.
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DA — Doenca de Alzheimer

ERC - entorhinal cortex (cértex entorrinal)

FDG - fluorodeoxiglicose

FOV — field of view (campo de visao)

FWHM — Full Width at Half Maximum

GDS — Geriatric Depression Scale (Escala de Depressao Geriatrica)
GE — General Electric

GLM — general linear model (modelo linear geral)

GM — gray matter (substancia cinzenta)

HIPAA — Health Insurance Portability and Accountability Act

HPA — hipotalamo-pituitaria-adrenal

LCR - liquido cefalorraquidiano

MAP — Human Discovery Multi-Analyte Profile



MCI — mild cognitive impairment (comprometimento cognitivo leve)
MMSE - Mini-Mental State Examination

MTL — medial temporal lobe (lobo temporal medial)

NFTs — neurofibrillary tangles (emaranhados neurofibrilares)
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE ALZHEIMER

Em decorréncia do notoério envelhecimento populacional, ha um iminente
aumento da incidéncia e prevaléncia das doencas relacionadas a idade,
principalmente as neurodegenerativas. A maioria dessas doencas culminam no
estagio clinico da deméncia, caracterizada por dificuldades cognitivas que
geralmente comecam na idade adulta e afetam a capacidade de uma pessoa
realizar atividades cotidianas de forma independente (ALZHEIMER'S
ASSOCIATION, 2022; MANLY et al., 2022; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
NEUROPSICOLOGIA (SBNP), 2020). Atualmente, existem cerca de 50 milhdes de
pessoas vivendo com deméncia no mundo, e estima-se que em 2050 sejam cerca
de 150 milhdes de pessoas afetadas (NICHOLS et al., 2022; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE NEUROPSICOLOGIA (SBNP), 2020). Dentre esses casos, 60% a
80% sao acometidos pela Doenca de Alzheimer (DA), a causa mais prevalente de
deméncia entre a populagéo idosa (MANLY et al., 2022; RAJAN et al., 2021).

A DA possui uma complexa e heterogénea fisiopatologia (CASTELLANI;
PERRY, 2014; DEVI; SCHELTENS, 2018), sendo um tipo de deméncia que resulta
em uma deterioracdo global, progressiva e irreversivel de multiplos dominios
cognitivos (ALZHEIMER’'S ASSOCIATION, 2022). Nao havendo prevengdo ou
tratamento totalmente efetivos, 0 processo patologico costuma evoluir de forma
lenta, sendo que a sobrevida meédia apds o diagnostico clinico € em torno de 10
anos (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2022; GODYN et al., 2016).

Seu nome oficial refere-se ao psiquiatra e neuropatologista alemao Alois

Alzheimer, o primeiro a descrever a doenca, em 1906. Ele estudou e publicou o caso



da sua paciente Auguste Deter, uma mulher saudavel que, aos 51 anos,
desenvolveu um quadro de perda progressiva de memoria, desorientacdo, disturbio
de linguagem, por fim tornando-se incapaz de cuidar de si. Apds o falecimento de
Auguste, aos 55 anos, o Dr. Alzheimer examinou seu cérebro e descreveu as
alteracdes patolégicas que hoje sdo conhecidas como caracteristicas da doenca
(ALZHEIMER, 1906, 1907; STELZMANN; NORMAN SCHNITZLEIN; REED

MURTAGH, 1995).

1.1.1 Neuropatologia

As alteracdes neuropatoldgicas que caracterizam a DA sdo a presenca de
placas contendo o peptideo B-amiloide (AR — amyloid beta) e emaranhados
neurofibrilares (NFTs — neurofibrillary tangles) compostos de formas hiperfosforiladas
da proteina tau (POLANCO et al., 2018; SERRANO-POZO et al., 2011).

As placas AP resultam do acumulo e deposicdo extracelular anormal do
peptideo AR com 40 ou 42 aminoacidos (AB40 e AB42). Esses peptideos originam-
se da protedlise da proteina precursora de amiloide (APP — amyloid precursor
protein) — proteina transmembrana dos neurdnios — apés sua clivagem sequencial
pelas enzimas [3- e y-secretases, na via amiloidogénica (MURPHY; LEVINE, 2010;
O’BRIEN, R. J.; WONG, 2011; SERRANO-POZO et al., 2011). Apos sua formacéao,
AB40 e APB42 agregam-se rapidamente em oligdmeros, protofibrilas e fibrilas
amiloides (CHEN et al., 2017). As fibrilas sé@o insollUveis e se agregam em placas A,
estando mais relacionadas a morte neuronal, enquanto os oligbmeros séo soluveis e
se espalham pelo encéfalo a medida que a doenca progride, afetando
principalmente o funcionamento das sinapses (RASKIN et al.,, 2015; THAL et al.,

2002). Na DA, as placas AB normalmente séo formadas por um nucleo de fibrilas AB



insoltveis, rodeadas por fragmentos de neurbnios, astrocitos reativos e células
microgliais ativadas (RASKIN et al., 2015; SERRANO-POZO et al., 2011).

J4 os NFTs sdo alteracdes intracelulares encontrados no citoplasma dos
neurdénios formados pela agregacédo da proteina tau hiperfosforilada. A tau € uma
proteina associada aos microtubulos, normalmente localizada no axo6nio, onde
facilita fisiologicamente o transporte axonal por meio da ligacdo e estabilizacdo dos
microtubulos. Porém, na DA, por mecanismos ainda pouco conhecidos, ela sofre
hiperfosforilagdo, levando a mudancas estruturais e conformacionais da proteina.
Essa alteracdo faz com que ela se dissocie dos microtubulos, danificando-os e
desregulando as vias de sinalizacéo intracelulares. A medida que a fosforilacdo da
tau aumenta, ela se torna insollUvel e se agrega em filamentos, formando os NFTs. O
desfecho desse processo acaba sendo a morte neuronal, tornando, por fim, os NFTs
extraneuronais (emaranhados "fantasmas"; POLANCO et al., 2018; RASKIN et al.,
2015; SERRANO-POZO et al., 2011).

Acredita-se que o excesso, acumulo, depdsito e toxicidade desses agentes no
tecido cerebral levam a neuroinflamacéao, disfuncdo e morte neuronal, culminando na
atrofia (perda de volume) de diversas regides cerebrais (JACK et al., 2013; RASKIN
et al., 2015). Apesar de essa nao ser uma caracteristica definitiva para o diagnéstico
da DA, como as duas anteriores, existe um padrao de atrofia cerebral na maioria dos
pacientes acometidos pela DA (DICKERSON, Bradford C. et al., 2009, 2011;
FRENZEL et al., 2020; HARPER et al., 2017; SERRANO-POZO et al., 2011). Esse
padrao de atrofia é semelhante a progressao da patologia neurofibrilar descrita por
Braak e Braak (BRAAK; BRAAK, 1991), e € uma das caracteristicas da DA que
melhor se correlaciona com o avanco do comprometimento cognitivo da doenca

(FOX et al., 1999; FRISONI et al., 2010; VEMURI; JACK, 2010).



Esse processo neurodegenerativo € observado pela primeira vez nas
estruturas do lobo temporal medial (MTL — medial temporal lobe), incluindo o cortex
entorrinal (ERC — entorhinal cortex) e o hipocampo, o que esta relacionado ao
comprometimento inicial da memoaria episodica, caracteristico da DA. A medida que
a doenca progride, a atrofia avanca para o restante do MTL onde ocorre perda de
substancia cinzenta (GM — gray matter) no giro temporal medial, parahipocampo,
giros parahipocampal, fusiforme e polo temporal. Em seguida, estruturas limbicas
adicionais sdo impactadas, incluindo a amigdala, trato do bulbo olfatério, giro do
cingulo, pré-cuneo e talamo. A perda de GM nessas regides estd associada a
disfuncéo cognitiva e sintomatologia neuropsiquiatrica. Com o avanc¢o da doenca, a
atrofia se espalha para as regides corticais, 0 que € responsavel pelo
comprometimento progressivo de dominios cognitivos adicionais, incluindo disfuncéo
executiva (cortex pré-frontal), apraxias (cortex parietal), déficits de navegacéo
visuoespacial (cértex occipito-parietal), déficits visuoperceptivos (cortex occipito-
temporal), e memdédria semantica (cortex temporal anterior), levando a sindrome
demencial de estadgio avancado. Em contraste, o envolvimento tardio das éareas
isocorticais motoras, sensoriais e visuais primarias explica a preservacdo dessas
funcdes em estagios avancados da DA. A atrofia também é encontrada no putamen,
sistema colinérgico do prosencéfalo basal e cortex olfativo primario, além de areas
cerebrais de nivel inferior, incluindo o cerebelo e o tronco cerebral (CHANDRA et al.,
2019; VEMURI; JACK, 2010).

Em resumo, esse padrdo de atrofia da DA acomete predominantemente 0s
lobos temporais mediais, poupando relativamente os cortices motor, sensorial e

visual primarios. Como resultado, os ventriculos laterais, particularmente seus
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cornos temporais, aparecem proeminentemente dilatados (SERRANO-POZO et al.,

2011).

1.1.2 Diagnéstico bioldgico

Gracas a evidéncias cientificas advindas do uso de marcadores biolégicos
(biomarcadores), sabe-se, atualmente, que estes processos patofisiolégicos —
formacéo e acumulo de placas AR e NFTs — podem iniciar mais de 20 anos antes do
surgimento dos primeiros sintomas cognitivos (JACK et al., 2013, 2018; JANSEN et
al., 2015; PETERSEN, 2018). Isso caracteriza a fase chamada de DA pré-clinica, na
gual os pacientes ja possuem alteracdes patofisioldgicas, mas ndo apresentam o0s
sintomas cognitivos (DUBOIS et al., 2021; JACK et al., 2018). Nesta fase espera-se
gue as intervencdes terapéuticas — nao farmacoldgicas e farmacolégicas — alcancem
maior eficacia, melhorando o prognéstico da doenca (fato que ainda necessita
comprovacgao). Por isso, € crescente a busca por novos biomarcadores e novas
formas de detecta-los e interpreta-los, possibilitando a identificacdo dos pacientes na
fase pré-clinica (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2022; DUBOIS et al., 2016;
PERNECZKY, 2018).

Devido a essa grande importancia dos biomarcadores, as recomendacdes
mais recentes para a classificacdo de pacientes como portadores da DA, de acordo
com o diagnostico bioldgico, baseiam-se em biomarcadores agrupados nos
diferentes processos patolégicos da doenca e que podem ser mensurados in vivo
com uso de técnicas avancadas de neuroimagem e/ou analise do liquido
cefalorraquidiano (LCR). Dessa forma, os biomarcadores sédo agrupados nos grupos
gue detectam AB (A), tau (T) e lesdo neuronal ou neurodegeneracéo (N), no sistema

[AT(N)]. Segundo essas recomendacgdes, os biomarcadores de AB e tau sdo os
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decisivos para o diagndéstico da doenca. Assim, se um paciente apresenta alguma

alteracdo em um dos biomarcadores para A, ele sera classificado como tendo uma

alteracdo patologica da DA (A+); ja, se o0 paciente possuir alteracdes nos

biomarcadores para AB e tau, ele sera classificado como tendo a DA (A+T+); e se,

além disso, possuir alguma alteracdo neurodegenerativa, sera classificado como

A+T+N+. Essas classificacbes sdo aplicadas independentemente dos sintomas

cognitivos e ndo sdo consideradas entidades separadas, mas as fases anteriores e

posteriores do continuum da DA (JACK et al., 2016, 2018).

Os biomarcadores mais utilizados para a classificacdo dos pacientes no

sistema AT(N) séo:

Biomarcadores de AR: niveis diminuidos de AB42 no LCR; razao
aumentada dos niveis de ApP42 para AB40 no LCR; tomografia
computadorizada por emissdo de pésitrons (PET/CT — positron emition
tomography/computed tomography) com marcador de placas AR
positivo;

Biomarcadores de tau: niveis aumentados de tau fosforilada (p-tau) no
LCR; PET/CT com marcador de NFTs positivo;

Biomarcadores de lesdo neuronal ou neurodegeneragdo: niveis
aumentados de tau total (T-tau) no LCR; hipometabolismo no PET/CT
com fluorodeoxiglicose (FDG); atrofia na ressonéancia magnética (RM)

e na tomografia computadorizada (TC; JACK et al., 2018).

No entanto, o sistema AT(N) é flexivel, sendo possivel incorporar novos

biomarcadores nos grupos AT(N) existentes, assim como novos biomarcadores em

categorias além de AT(N). Dessa forma, & medida que o conhecimento sobre a

etiologia e patofisiologia da doenca progride, espera-se que o sistema evolua para
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ATX(N), onde X representa biomarcadores de outros processos patofisiologicos da

DA, como neuroinflamacéao e disfuncéo sinaptica (HAMPEL et al., 2021).

1.1.2.1 Ressonancia magnética como biomarcador de lesdo neuronal e
neurodegeneragao

O exame de RM realizado para identificar atrofia cerebral é chamado de RM
estrutural (BARNES; FOSTER; FOX, 2007; KEHOE et al., 2014; VEMURI; JACK,
2010; WATTJES, 2011), mas também é conhecido como RM anatémica (LIU, C. H.,
2015) ou volumétrica (BLOCH; FRIEDRICH, 2019; BOZZALI; SERRA;
CERCIGNANI, 2016; GIORGIO; DE STEFANO, 2013). Esse exame nada mais é do
gue uma RM cerebral com resolucéo espacial da ordem de milimetros, o que permite
a formacéo de uma imagem 3D de alta resolucédo (KEHOE et al., 2014). Dessa forma
consegue-se analisar detalhadamente a anatomia ou morfometria do cérebro, sendo
que as principais caracteristicas analisadas sdo: a atrofia da substancia cinzenta,
que esta relacionada a morte de neurdnios, sinapses e desarborizacao dendritica;
atrofia da substancia branca, relacionada a perda de integridade estrutural dos tratos
da substancia branca, presumivelmente resultante da desmielinizacdo e da perda
dos processos axonais; e 0 aumento dos espacos liqudricos, principalmente dos
ventriculos (VEMURI; JACK, 2010). Essas caracteristicas sdo observadas e
quantificadas através de diversas técnicas de analise da RM estrutural que, dentre
outras coisas, quantificam o volume, area da superficie e espessura cortical das
estruturas e espacos cerebrais (KEHOE et al., 2014; MATSUDA, 2016; VEMURI,
JACK, 2010).

Essas medidas sdo os biomarcadores ideais do exame de RM estrutural que

sao utilizados para identificar o padrdo de atrofia cerebral da DA (DICKERSON,
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Bradford C. et al., 2009, 2011; JACK et al., 2015a; LEDIG et al., 2018; WIRTH et al.,
2013). E, apesar de ndo serem decisivos para o diagnostico, ja foi demonstrado que
a atrofia cerebral também pode estar presente em pacientes cognitivamente
saudaveis, antes do aparecimento dos primeiros sintomas cognitivos (SMITH, 2012;
TONDELLI et al., 2012).

Além disso, como existe uma correlacdo significativa entre densidade de
NFTs e funcdo cognitiva prejudicada com morte neuronal (GOEL et al., 2022,
NELSON et al., 2012; SERRANO-POZO et al., 2011), a RM estrutural parece refletir
indiretamente a patologia neurofibrilar (DALLAIRE-THEROUX et al., 2019; VEMURI
et al., 2008; WHITWELL et al., 2008) e o comprometimento cognitivo da DA (LEDIG
et al., 2018; RASKIN et al., 2015). Assim, devido a essa estreita relacdo entre
neurodegeneracdo e cognicao, a atrofia avaliada através da RM estrutural mostrou-
se um poderoso biomarcador da DA (FRENZEL et al., 2020; VEMURI; JACK, 2010).

Tanto que, dos biomarcadores da DA, este € o0 Unico que esta introduzido na
pratica clinica. Ele é utilizado para apoiar um diagnéstico clinico de DA, muitas
vezes servindo para excluir a possibilidade de outras doengas, e para rastrear a
progressdo da doenca (KEHOE et al., 2014; PARK MINA; MOOM WON-JIN, 2016;

PINI et al., 2016).

1.1.3 Diagnostico clinico

Apesar da evidente importancia dos biomarcadores na identificacdo dos
pacientes pertencentes ao continuum da DA, o sistema AT(N) foi desenvolvido e se
consagrou para uso somente em pesquisas (JACK et al., 2018). Isso se deve

principalmente ao alto custo dos exames PET/CT, a invasividade da puncao lombar
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para obter medidas do LCR e a falta de acesso a essas tecnologias na grande
maioria dos centros clinicos (DUBOIS et al., 2021).

Assim, na pratica clinica o diagnostico da DA ainda € baseado na
identificacdo de sintomas clinicos tipicos através de testes cognitivos e
neuropsiquiatricos (ALVES et al.,, 2012; PORSTEINSSON et al.,, 2021). Esses
sintomas classificam os pacientes em 2 fases principais: comprometimento cognitivo
leve (MCI — mild cognitive impairment) devido a DA e deméncia devido a DA,
também chamada de deméncia de Alzheimer. Individuos com MCI devido a DA
demonstram um desempenho cognitivo abaixo do que € esperado para sua idade e
nivel de educacado; também podem apresentar sintomas neuropsiquiatricos, como
mudanc¢as no humor, ansiedade ou motivacdo; mas ainda realizam as atividades da
vida diaria de forma independente. Ja a deméncia devido a DA é caracterizada por
sintomas perceptiveis de memaria, linguagem, pensamento ou comportamento que
prejudicam a capacidade de realizar as atividades da vida diaria de forma
independente (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2022). Assim como no sistema
AT(N), essas classificacdes sintomatoldégicas ndo sdo consideradas entidades
separadas, mas também fazem parte das fases anteriores e posteriores do

continuum da DA (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2022).

1.2 O CORTISOL E A DOENCA DE ALZHEIMER

Embora seja bem conhecido que as placas AB e os NFTs sédo as
caracteristicas neuropatologicas chave da DA, os mecanismos subjacentes a
etiopatogenia da doenga ainda ndo sao totalmente compreendidos. Isso se deve ao
fato de que a maioria dos casos da DA - DA esporadica, cerca de 95% dos casos -

ocorrem devido a interagcbes complexas entre fatores genéticos e ambientais ao
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longo do tempo, e ndo somente devido a um fator etiologico primario
(ARMSTRONG, 2019; EDWARDS et al., 2019). Assim, desde sua descoberta por
Alois Alzheimer, vérios fatores ja foram associados a DA e as suas caracteristicas
neuropatologicas, levando a criacdo de diversas hipGteses para explicar a
etiopatogenia dessa doenca (DU; WANG; GENG, 2018; LIU, P. P. et al., 2019).

Um desses fatores, que tem sido foco de muitas pesquisas ao longo de quase
quatro décadas, € a desregulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA)
(CANET et al.,, 2019; O'BRIEN, J. T. et al.,, 1996), que manifesta-se através do
aumento dos niveis basais de cortisol (FERNER et al., 1988; NOTARIANNI, 2013;
OUANES; POPP, 2019; ZHENG et al., 2020). Esse campo de estudo levou a criacéo
da Hipotese da Cascata de Glicocorticoides (HARRIS et al., 2022; O’'BRIEN, J. T.,

1997).

1.2.1 Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal

Em nosso organismo o eixo HPA possui um papel crucial na regulacao
homeostatica de muitos sistemas do corpo, como o sistema metabdlico,
cardiovascular, imunoldgico, reprodutivo e o sistema nervoso central (SNC). Além
disso, o eixo HPA € o sistema neuroenddcrino envolvido na resposta e adaptacéo a
estimulos estressantes. Assim, a ativagcdo desse sistema ocorre em resposta ao
préprio ritmo circadiano e a estimulos estressantes, tantos internos (ex. hipoglicemia,
inflamacé&o, hipertenséo, etc.) como externos (estresse psicolégico, dor, frio, etc.;
SPENCER; DEAK, 2017).

Em resposta a esses estimulos, neurdonios do nucleo paraventricular
hipotalamico sdo estimulados a sintetizar e secretar o hormdnio liberador de

corticotrofina (CRH) e a vasopressina que, subsequentemente, estimulam a
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adenohipoéfise a produzir e liberar o horménio adrenocorticotréfico (ACTH; JOELS,
2018; MOURI et al., 1993; RAFF, 1993; WHITNALL; SMYTH; GAINER, 1987). O
ACTH, por sua vez, ird estimular o cortex das glandulas adrenais a sintetizar e
secretar os corticosteroides, principalmente os glicocorticoides (LIGHTMAN; BIRNIE;
CONWAY-CAMPBELL, 2020). Desses, o cortisol € o de maior importancia para os
humanos (HERMAN, James P. et al., 2016; SPENCER; DEAK, 2017).

Esse hormdnio é extremamente importante para o controle de diversas
funcdes fisioldégicas do organismo, como a regulacédo dos niveis glicémicos, do tdnus
vascular e das respostas imunes e anti-inflamatorias, além da modulacdo de
diversas funcdes do SNC e da participacdo na regulacéo da resposta do organismo
a agentes estressores (THAU; GANDHI; SHARMA, 2022). Por possuir funcdes tao
importantes no organismo, ha um padrdo bem definido da sua sintese e liberacéo
em organismos sadios, devido a influéncia do ritmo circadiano. Dessa forma,
organismos sadios sempre possuem uma concentracdo sanguinea basal de cortisol
— cerca de 4ug/100ml em humanos —, sendo que a concentracdo maxima
(16pg/100ml) ocorre 30 a 45 minutos apos o despertar matinal, sofrendo reducéo
gradual ao longo do dia, para atingir o nivel mais baixo a noite (SPENCER; DEAK,
2017).

Para evitar uma hiperatividade do eixo HPA, o cortisol € capaz de exercer um
feedback inibitorio em todos os estagios do eixo. Assim, o cortisol atravessa a
barreira hematoencefalica, agindo no hipotdlamo e na adenohipdfise para inibir
subsequentes liberacbes de CRH e ACTH, e dessa forma da sua propria sintese e
liberacdo (HERMAN, James P. et al.,, 2016; KELLER-WOOD; DALLMAN, 1984;
SPENCER; DEAK, 2017; TASKER; HERMAN, 2011). Ele também age no

hipocampo, no cortex pré-frontal e possivelmente em outras estruturas cerebrais
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como a amigdala, onde sua acdo diminui indiretamente a atividade do eixo HPA

(CANET et al., 2018; HERMAN, J. P. et al., 2012; JANKORD; HERMAN, 2008).

1.2.2 Hip6tese da Cascata de Glicocorticoides

Devido a predisposicOes genéticas, responsividade reduzida dos receptores
de glicocorticoides ou a constante exposicao a estimulos estressores, pode ocorrer
uma hiperatividade do eixo HPA, gerando uma liberacdo excessiva de cortisol
(CANET et al.,, 2019; NOTARIANNI, 2013). Esse esteroide em excesso no SNC
torna-se neurotoxico, induzindo um estado de vulnerabilidade nos neurénios
(LUPIEN et al.,, 2009; OUANES; POPP, 2019) através da ruptura de varios
mecanismos celulares. Esse processo resulta em dano e até mesmo morte neuronal,
afetando principalmente os neurénios do hipocampo e do cértex pré-frontal, duas
estruturas ricas em receptores de glicocorticoides (MCEWEN, 2008).

De fato, j& foi evidenciado que tanto a hipercortisolemia relacionada a idade
(LUPIEN et al., 1998; MCAULEY et al., 2009; ORIHASHI et al., 2022) quanto as
doencas associadas ao aumento cronico dos niveis de cortisol, como sindrome de
Cushing (BAUDUIN; VAN DER WEE; VAN DER WERFF, 2018; LI et al.,, 2022),
transtorno depressivo maior (GEERLINGS; GERRITSEN, 2017; WATANABE et al.,
2017) e estresse poés-traumatico (LINDAUER et al., 2006; SZESZKO; LEHRNER,;
YEHUDA, 2018), estdo relacionados com a atrofia e disfuncdo do hipocampo em
humanos (KIM, E. J.; PELLMAN; KIM, 2015; LOVALLO et al., 2010; TATOMIR;
MICU; CRIVII, 2014). A atrofia hipocampal devido a hipercortisolemia é o resultado
de varios eventos celulares e moleculares, que incluem: inibicdo da potenciacdo de
longa duracao, na regido CA1 (ARTOLA et al., 2006; KIM, J. J.; SONG; KOSTEN,

2006; PAVLIDES; NIVON; MCEWEN, 2002); supresséo de fatores de transcricdo de
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neurotransmissores, afetando a plasticidade sinaptica e a memaoria (CHAOULOFF;
GROC, 2011; HENCKENS et al., 2009; RADLEY; MORRISON, 2005); diminuicdo da
arborizacdo dendritica, especificamente na area CA3 (PEDRAZZOLI et al., 2019;
SAPOLSKY, Robert M. et al., 1990); comprometimento do metabolismo energético
(OSBORNE; PEARSON-LEARY; MCNAY, 2015; SAPOLSKY, R. M., 1986); ativacao
de excitotoxicidade dependente de N-metil D-Aspartato (NMDA; LANSHAKOQV et al.,
2016); reducéao do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF; CHOY et al., 2008;
DASKALAKIS et al., 2015; DUMAN; MONTEGGIA, 2006); inibicdo da neurogénese
(SNYDER et al., 2011); dentre outros (ANACKER et al., 2013; ZHANG et al., 2017).
Muitos desses eventos ou a soma deles acabam levando a morte neuronal (BEHL,
1998; LATT et al., 2018).

O mesmo parece ocorrer também no coértex pré-frontal, no qual ja foi
evidenciado, em modelos animais, reducdo no comprimento dendritico, alteracéo
axonal, bem como morte neuronal devido a hipercortisolemia (HORCHAR,;
WOHLEB, 2019; KIM, H. et al.,, 2014; LIU, R. J.; AGHAJANIAN, 2008; MARTIN;
WELLMAN, 2011). Em humanos, alguns estudos de neuroimagem demonstram uma
relacdo entre niveis elevados de cortisol e alteracbes morfoldégicas dessa regiao
(FEOLA et al.,, 2020; STOMBY et al.,, 2016). Também ha evidéncias dos efeitos
deletérios da hipercortisolemia na amigdala (KIM, H. et al., 2014; MERKE et al.,
2003), assim como em outras regides cerebrais (AMAYA et al., 2021; GOEBEL et
al.,, 2010; GRASSI-OLIVEIRA; ASHY; STEIN, 2008; LUPIEN et al., 2009;
MORALES-MEDINA et al., 2009). Inclusive mostrou-se associacdoes entre niveis
elevados de cortisol e diminuicdo do volume cerebral total (GOEBEL et al., 2010), do
volume da substancia cinzenta e até alteracbes na substancia branca (COX et al.,

2015; ECHOUFFO-TCHEUGUI et al., 2018; GEERLINGS et al., 2015).
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Com o hipocampo, o cortex pré-frontal e outras regides danificadas, o controle
inibitério normal do eixo HPA ¢é interrompido, levando a sintese e liberacdo
exacerbada de cortisol que, subsequentemente, causara danos ainda maiores a
essas regides cerebrais (JANKORD; HERMAN, 2008; OUANES; POPP, 2019). Além
disso, vale a pena notar que a atrofia dessas regides cerebrais ndo € apenas a
consequéncia dos altos niveis de cortisol, mas também uma causa. A atrofia
cerebral relacionada a idade (FJELL et al., 2009) e a prépria DA (BINETTE et al.,
2020), também pode ser o desencadeador da desregulacdo do eixo HPA e a
subsequente hipercortisolemia (OUANES; POPP, 2019).

Independente do fator desencadeador, esse circulo vicioso pode acabar
levando a um circuito de pro-alimentacdo (feedforward), no qual ocorre uma
liberacdo excessiva de cortisol indefinidamente, devido a desregulacédo do eixo HPA
(OUANES; POPP, 2019; TASKER; HERMAN, 2011). A hipercortisolemia resultante
dessa desregulacao parece estar estreitamente relacionada com a DA (DE LEON et
al., 1988; ELGH et al., 2006; ENNIS et al., 2017; NOTARIANNI, 2013; ZHENG et al.,
2020; ZVEROVA et al., 2013). Essa relacéo que deu origem a Hipdtese da Cascata
de Glicocorticoides como potencial fator etiopatogénico da DA (HARRIS et al.,

2022).

1.2.2.1 Hipercortisolemia e a Doenca de Alzheimer

Ao longo de quase quatro décadas de estudo, um corpo crescente de
evidéncias vem demonstrando que a hiperatividade do eixo HPA e/ou as altas
concentragdes de cortisol estdo intimamente relacionadas a diversas caracteristicas
patolégicas e clinicas da DA (para revisdo ver CANET et al.,, 2019; MRAVEC,;

HORVATHOVA; PADOVA, 2018; NOTARIANNI, 2013; OUANES; POPP, 2019).
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Foi relatado, por exemplo, que os glicocorticoides promovem estresse
oxidativo e aumentam a toxicidade do peptideo AR em cultura de neurbnios do
hipocampo (GOODMAN et al., 1996). Aléem disso, demonstrou-se, tanto in vitro como
em modelos animais da DA, que altos niveis de glicocorticoides, levam a producédo
exacerbada do peptideo AR, principalmente no hipocampo, em paralelo com déficits
de memoria (CARROLL et al.,, 2011; CATANIA et al., 2009; GREEN et al., 2006;
JEONG et al., 2006; KANG et al., 2007; SRIVAREERAT et al., 2009). Inclusive
Brureau et al. (2013) sugeriu que altas concentracdes de glicocorticoides podem ser
a primeira consequéncia da toxicidade amiloide em um modelo animal da DA.
Também em modelos animais mostrou-se que altos niveis de glicocorticoides
desencadeiam a hiperfosforilagcdo da Tau, afetam a sua degradacdo e aumentam o
seu acumulo no cérebro (CARROLL et al., 2011; GREEN et al., 2006; JEONG et al.,
2006; LASKE et al., 2009; SOTIROPOULOS et al.,, 2008, 2011). Em primatas, a
exposicdo a altas doses de glicocorticoides durante um ano foi associada a
diminuicdo da depuracdo de AB no cérebro, com consequente aumento da razao
AB1-42/AB1-40 e maior produgao do AB1-42 (KULSTAD et al., 2005). Em um estudo
de neuroimagem demonstrou-se uma associagcdo entre altos niveis de cortisol
plasmatico e PET/CT positivo para placas AR (TOLEDO et al., 2012). Ademais, a
neuroinflamacéo caracteristica da DA também foi relacionada com altos niveis de
glicocorticoide (BISHT; SHARMA; TREMBLAY, 2018; PEREZ NIEVAS et al., 2011,
YANG et al., 2022).

Essas associacdes entre caracteristicas neuropatoldgicas da DA e niveis
elevados de cortisol se traduzem também em associacdes entre hipercortisolemia e
caracteristicas clinicas da DA. Assim, diversos estudos relatam niveis elevados de

cortisol no plasma (DUARTE-GUTERMAN et al., 2020; KIDDLE et al., 2012; PENA-
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BAUTISTA et al., 2019; RAJAGOPALAN et al., 2020; ZVEROVA et al., 2013), no
LCR (HOOGENDIJK et al., 2006; OUANES et al., 2022; PESKIND et al., 2001;
POPP et al., 2009, 2015), na urina (ENNIS et al., 2017; PENA-BAUTISTA et al.,
2019), na saliva (HOLLEMAN et al., 2022; SAELZLER et al., 2021; ZHENG et al.,
2020) e até em fios de cabelo (DE LA RUBIA ORTI et al., 2019) em pacientes MCI
ou com deméncia devido a DA, quando comparados a pacientes CN. As altas
concentracbes de cortisol também estdo associados a um declinio cognitivo
acelerado (CSERNANSKY et al., 2006; HUANG et al., 2009; OUANES et al., 2022;
POPP et al., 2015), inclusive em idosos CN com PET/CT positivo para placas Ap
(PIETRZAK et al., 2017).

Além disso, o cortisol plasmatico, junto com outros marcadores biologicos, ja
foi identificado como um possivel biomarcador capaz de fornecer uma previsédo
precisa da progressdo de MCI para DA dentro de trés anos (LEHALLIER et al.,
2016). Doecke et al. (2012) também o identificou como um possivel biomarcador
para o diagndstico da DA.

Também durante os estagios iniciais da patologia da DA, identificou-se a
desregulacdo do eixo HPA e/ou niveis elevados de cortisol (HEBDA-BAUER et al.,
2013; PENA-BAUTISTA et al., 2019; POPP et al., 2015), o que corrobora a
associacdo dessas alteragbes a um risco aumentado de deméncia e DA
(HINTERBERGER et al., 2013; UDEH-MOMOH et al., 2019; ZHENG et al., 2020).
De fato, concentracdes elevadas de cortisol foram associadas a um risco aumentado
de DA de 1,31-1,38 vezes (ENNIS et al., 2017). Um haplétipo no gene da 118-
hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1 (11B-HSD1l) - enzima que catalisa a
conversao de cortisona inativa em cortisol ativo — aumenta seis vezes o risco de

desenvolver DA (DE QUERVAIN et al., 2004). Ademais, a hipercortisolemia também
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pode participar do desenvolvimento de outros fatores de risco da DA, como
hipertensdo (GOODWIN; GELLER, 2012), dislipidemia (ARNALDI et al., 2010;
VARUGHESE; NIMKEVYCH; UWAIFO, 2014), aterosclerose (FANTIDIS, 2010;
MACLEOD; HADOKE; NIXON, 2021), resisténcia a insulina (BEAUPERE et al.,
2021), hiperglicemia (KUO et al., 2015), inflamacdo sistémica e outros disturbios
periféricos (FERRAU; KORBONITS, 2018; PIVONELLO et al., 2016), induzindo
indiretamente processos neuropatolégicos que participam do desenvolvimento e
progressdo da DA (MRAVEC; HORVATHOVA; PADOVA, 2018).

Assim, apesar de ainda néo ter sido evidenciado se a hipercortisolemia € uma
causa ou uma consequéncia da DA, ela € um dos muitos processos patolégicos do
continuum da DA, estando relacionada a maior carga cerebral de AB, a patologia da
tau e a neuroinflamacao, e dessa forma contribuindo para a neurodegeneracéo e o
desenvolvimento dos sintomas clinicos (MRAVEC; HORVATHOVA; PADOVA, 2018;

NOTARIANNI, 2013; OUANES; POPP, 2019).

1.3 LACUNAS NO ESTUDO DA RELAQAO ENTRE HIPERCORTISOLEMIA E
DOENCA DE ALZHEIMER

O ponto critico da cascata de glicocorticoides — considerado como o
desencadeador da desregulacéo do eixo HPA e da hipercortisolemia — € a atrofia do
hipocampo, do cortex pré-frontal e de outras regides cerebrais (CANET et al., 2018;
HERMAN, J. P. et al., 2012; JANKORD; HERMAN, 2008). Como essas alteracdes
também séo caracteristicas da DA (BINETTE et al., 2020), uma das formas de tentar
evidenciar o papel da hipercortisolemia nessa doenca, seria explorando relacbes
entre a atrofia cerebral, niveis de cortisol e caracteristicas da DA (OUANES; POPP,

2019).
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No entanto, com excecdo do hipocampo (ELGH et al., 2006; HUANG et al.,
2009; O'BRIEN, J. T. et al., 1996; RAJAGOPALAN et al., 2020; WANG; ZHOU,;
ZHANG, 2018; WIRTH; LANGE; HUIJBERS, 2019), a atrofia cerebral relacionada a
desregulacdo do eixo HPA e a hipercortisolemia foi pouquissimo explorada em
pacientes do continuum da DA. O maior niumero de estudos desse tipo avaliou a
associacao entre os niveis de cortisol no plasma e volumes das estruturas cerebrais
(RAJAGOPALAN et al., 2020; TOLEDO et al.,, 2013), volume da GM (WIRTH,;
LANGE; HUIJBERS, 2019) e espessura cortical do cortex entorrinal (KIDDLE et al.,
2012). Também ha dois trabalhos que avaliaram a atrofia cerebral através de
tomografia computadorizada (TC; HUANG et al., 2009; NASMAN et al., 1996). E
outro que relacionou os niveis de cortisol da saliva com medidas de atrofia cerebral
da TC (GIUBILEI et al.,, 2001). Nesses estudos, os pacientes foram avaliados de
acordo com o diagnéstico clinico (CN, MCI e DA), o que significa que ndo ha
investigacbes desse tipo considerando o diagndstico biolégico (através do sistema
ATN). Além disso, faltam avaliagdes com as concentra¢des de cortisol do LCR, o
qual pode informar com maior precisdo o nivel de exposicdo ao cortisol das
estruturas cerebrais (POPP et al., 2009, 2015).

Dessa forma, nesse estudo foi investigada a associacdo entre niveis de
cortisol do plasma e do LCR com a espessura cortical cerebral de pacientes do

continuum bioldgico e clinico da DA.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar possiveis associacfes entre os niveis de cortisol, periférico e

central, com a espessura cortical cerebral de pacientes pertencentes ao continuum,

bioldgico e clinico, da DA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Investigar a existéncia de associacfes entre 0s niveis de cortisol do LCR com
a espessura cortical cerebral;

Investigar a existéncia de associacdes entre 0s niveis de cortisol do plasma
com a espessura cortical cerebral,

Identificar a relacdo entre os niveis de cortisol do LCR e espessura cortical
cerebral em diferentes estagios clinicos da DA (pacientes cognitivamente
normais e cognitivamente prejudicados);

Identificar a relacéo entre os niveis de cortisol do plasma e espessura cortical
cerebral em diferentes estagios clinicos da DA (pacientes cognitivamente
normais e cognitivamente prejudicados);

Investigar a existéncia de associagdes entre os niveis de cortisol do LCR com
a espessura cortical cerebral em diferentes estagios patologicos da DA
(pacientes A-T- e A+T+);

Investigar a existéncia de associa¢cdes entre 0s niveis de cortisol do plasma
com a espessura cortical cerebral em diferentes estagios patolégicos da DA

(pacientes A-T- e A+T+).
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3 MATERIAIS E METODOS

Todos os dados utilizados para a realizacao deste trabalho foram obtidos do
banco de dados do estudo longitudinal Alzheimer’s Disease Neuroimaging Initiative

(ADNI; http://adni.loni.usc.edu) entre junho e dezembro de 2021.

3.1 BANCO DE DADOS

O ADNI teve inicio em 2004 como uma parceria publico-privada, liderada pelo
investigador principal Michael W. Weiner. O estudo esta atualmente em sua 42 fase
(ADNI1, ADNIGO, ADNI2 e ADNI3) e foi projetado com o intuito de desenvolver
biomarcadores clinicos, de imagem, genéticos e bioquimicos para a deteccdo e
rastreamento precoce da DA (MUELLER et al., 2005). Para isso, mais de 2.300
individuos CN, MCI ou com deméncia devido a DA, entre 55 e 90 anos, foram
recrutados de 57 locais na América do Norte. Apés a selecdo, os participantes
passaram por uma série de testes e exames padronizados, repetidos em intervalos
de tempo especificos nos anos subsequentes, como: avaliacdo clinica da saude
geral e histdrico relevante; testes neuropsicol6gicos para avaliar aspectos da funcao
cerebral afetados pela DA, como memoria, funcdo executiva e capacidade de
realizar atividades da vida diaria; testes genéticos; puncdo lombar para coleta de
LCR, testado para os biomarcadores AB e tau; exames de RM; exames de PET/CT,
dentre outros. Todos os dados coletados séo disponibilizados na base de dados do
ADNI, os quais podem ser acessados e utilizados ap0s uma pré-selecéo.

Detalhes sobre os critérios de inclusado/exclusdo estéo disponiveis no manual

de procedimentos do ADNI (http://adni.loni.usc.edu/methods/documents/).

Resumidamente, os critérios de exclusdo consistram em: apresentar uma


http://adni.loni.usc.edu/
http://adni.loni.usc.edu/methods/documents/
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pontuacdo na Escala de Depressdo Geriatrica (GDS - Geriatric Depression Scale)
maior que 6, excluindo individuos com depressdo; apresentar qualquer doenca
neuroldgica grave além da possivel DA; histérico de lesdes cerebrais ou
traumatismo craniano; ou uso de medicamentos psicoativos (incluindo
antidepressivos, neurolépticos, ansioliticos croénicos ou hipnéticos sedativos). Os
individuos deveriam ter um escore isquémico de Hachinski <4, pelo menos 6 anos
de escolaridade e boa saude geral, sem doencas que impedissem a sua
participacdo durante o estudo.

O ADNI foi aprovado pelos comités de ética locais e todos os participantes ou
seus representantes autorizados e seus parceiros/conjuges forneceram
consentimento informado por escrito, concordando em participar do estudo, da
pesquisa genética, de biomarcadores, armazenamento de amostras bioldgicas e
exames de imagem, e compartilhamento destes dados em banco de dados. O
consentimento para armazenamento incluiu permissdo para acessar dados
armazenados, amostras biolégicas e dados de imagem para analises secundarias. O
consentimento informado seguiu os principios da edicdo atual da Declaracdo de
Helsinki e as notificagcbes de privacidade da Health Insurance Portability and

Accountability Act (HIPAA).

3.2 PARTICIPANTES

Os participantes foram selecionados com relacdo a disponibilidade dos
seguintes dados na primeira coleta (baseline): (i) concentracdo de cortisol
plasmatico ou no LCR; (i) RM cerebral estrutural; (iii) concentracdo de AB42 e p-

tauis1 (proteina tau fosforilada na treonina 181) no LCR.
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Assim, foram selecionados 544 pacientes com concentracdo de cortisol
plasmatico e 300 pacientes com concentracdo de cortisol do LCR, todos
pertencentes a primeira fase do ADNI (ADNI 1). Desses, 243 pacientes com cortisol
plasmatico e 210 pacientes com cortisol do LCR possuiam as concentracdes de
AB42 e p-tauis1 no LCR, na primeira coleta.

Foi verificado que nenhum dos pacientes selecionados estava recebendo

tratamento farmacoldgico com corticosteroides.

3.3 MEDICOES LIQUORICAS
@) LCR foi obtido seguindo 0S protocolos do ADNI

(http://adni.loni.usc.edu/methods/). Em resumo, a coleta ocorreu pela manha apos

jejum noturno através de puncédo lombar com uma agulha espinhal de calibre 20 ou
24. As amostras foram coletadas em tubos de coleta fornecidos para cada local,
transferidas para tubos de polipropileno e congeladas em gelo seco dentro de 1 hora
apos a coleta. As amostras congeladas foram enviadas para o laboratério ADNI
Biomarker Core no Centro Médico da Universidade da Pensilvania, no qual foram
preparadas aliquotas de 0,5ml apdés descongelamento (1 hora) a temperatura
ambiente e mistura suave. As aliquotas foram armazenadas em frascos de

polipropileno etiquetados com codigo de barras a -80°C.

3.3.1 Quantificacao de cortisol no LCR

A quantificagéo do cortisol no LCR foi realizada pelo Biomarkers Consortium
Project através do painel de imunoensaio multiplex Human Discovery Multi-Analyte
Profile (MAP) desenvolvido na plataforma Luminex XMAP pela Rules Based

Medicine (MyriadRBM, Austin, TX). Os valores sdo dados em ng/ml.


http://adni.loni.usc.edu/methods/
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Todas as concentracfes abaixo do intervalo analitico (least detectable dose

<0,4ng/ml) foram substituidas por seus limites técnicos (0,4ng/ml).

3.3.2 Quantificagdo de AB42 e p-tauis1 no LCR

As quantificacbes de AB42 e p-tauiss no LCR foram realizadas pelo ADNI
Biomarker Core usando o imunoensaio totalmente automatizado Elecsys (Roche
Diagnostics GmbH, Penzberg, Alemanha). Os valores sdo dados em pg/ml.

O intervalo de quantificagdo do imunoensaio Elecsys para AB42 no LCR é de
200pg/mL (limite técnico inferior) a 1700pg/mL (limite técnico superior) e para p-
tauis1 € de 8-120pg/mL (BITTNER et al., 2016; LIFKE et al., 2019). Assim, todas as
concentracGes fora dos intervalos analiticos foram substituidas por seus limites

técnicos.

3.4 MEDICOES PLASMATICAS
As amostras de sangue foram coletadas e analisadas de acordo com os
procedimentos operacionais padrdo do ADNI detalhados no manual de

procedimentos (http://adni.loni.usc.edu/methods/). Em resumo, a coleta ocorreu pela

manha& apos jejum noturno (aproximadamente 8h). Para a maioria das amostras de
sangue, o0 tempo entre a coleta e o congelamento foi de 120min. Amostras de
sangue total foram coletadas em tubos Vacutainer de acido etilenodiaminotetracético
de 10mL e centrifugados dentro de uma hora apos a coleta, a 1500 RCF em
temperatura ambiente. Imediatamente apds, o plasma sanguineo foi transferido para
um tubo de transferéncia de polipropileno de 14mL rotulado e colocado em gelo
seco. As amostras foram enviadas para o laboratorio do ADNI Biomarker Core da

Universidade da Pensilvania. Apds o descongelamento em temperatura ambiente,


http://adni.loni.usc.edu/methods/
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aliquotas de 0,5mL foram preparadas a partir de amostras de plasma e

armazenadas em tubos de aliquotas de polipropileno a -80°C até serem analisadas.

3.4.1 Quantificacao de cortisol no plasma

A quantificacdo do cortisol no plasma foi realizada pelo Biomarkers
Consortium Project através do painel de imunoensaio multiplex Human Discovery
Multi-Analyte Profile (MAP) desenvolvido na plataforma Luminex XMAP pela Rules
Based Medicine (MyriadRBM, Austin, TX). Os valores sdo dados em ng/ml.

Todas as concentracfes abaixo do intervalo analitico (least detectable dose

<2ng/ml), foram substituidas por seus limites técnicos (2ng/ml).

3.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os participantes do ADNI sao classificados em trés grupos diagndsticos
principais: CN, MCI e DA. Para serem classificados como CN, os participantes
devem possuir uma pontuagédo no Mini-Mental State Examination (MMSE) entre 24 e
30 (incluso), uma pontuacéo no Clinical Dementia Rating (CDR) de 0, ndo possuir
reclamacdes de sua memoéria e memoéria funcional normal. Os participantes
classificados como MCI possuem um escore no MMSE entre 24 e 30 (incluso), um
escore CDR de 0,5, queixas subjetivas e disfuncdo objetiva de sua memoria,
cognicdo geral e desempenho funcional preservados. E o0s participantes
classificados como DA devem ter, no inicio do estudo, uma pontuagdo no MMSE
entre 20 e 26 (incluso) e uma pontuacdo CDR de 0,5 ou 1,0, além de atenderem aos
critérios do National Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke e da Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association para DA

clinicamente provavel.
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Neste trabalho os participantes foram divididos de acordo com o diagndstico
clinico e bioldgico. Seguindo o diagnéstico clinico os individuos foram divididos em
dois grupos: cognitivamente normais (CN), composto pelos participantes
classificados como CN pelo ADNI, na primeira coleta; e cognitivamente prejudicados
(CP), composto pelos individuos classificados como MCI e DA pelo ADNI, na
primeira coleta. E seguindo o diagndstico bioldgico, os participantes foram divididos
nos grupos A-T- e A+T+ (JACK et al., 2016, 2018). Foram classificados como A-T-
os individuos com concentragdes liquéricas de Ap42 =2976,6pg/ml e p-tauis:
<24pg/ml, na primeira coleta. E o grupo A+T+ foi composto pelos participantes com
concentracdes liquéricas de AB42 <976,6pg/ml e p-tauisi =24pg/ml (BLENNOW et

al., 2019), na primeira coleta.

3.6 AQUISICAO, POS-PROCESSAMENTO E ANALISE DAS IMAGENS DE

RESSONANCIA MAGNETICA CEREBRAL

3.6.1 Aquisigéao

As imagens de RM cerebrais foram obtidas utilizando-se scanners de 1,5
Tesla, com um protocolo de aquisicdo padronizado e otimizado para cada tipo de
scanner e software, para garantir uma harmonizacéo da qualidade da imagem entre
os diferentes locais de aquisicdo (JACK et al., 2008). O protocolo prevé a aquisicdo
de imagens ponderadas em T1 utilizando uma sequéncia 3D de alta qualidade e
resolucdo em plano sagital. As imagens utilizadas neste trabalho foram adquiridas
em scanners da General Electric (GE), Siemens e Philips com os seguintes
parametros: tempo de repeticdo de 2300 a 3000ms; tempo de eco de 2,9 a 3,5ms;

angulo de rotacdo = 8°; espessura de corte = 1,2mm; matriz = 192x192cm?; FOV
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(field of view) = 260mm; e namero de cortes de 160 a 170. ApOs a aquisicdo, as
imagens foram avaliadas segundo os critérios do controle de qualidade do ADNI,
sendo que todas as imagens analisadas neste trabalho foram aprovadas pelo

controle de qualidade.

3.6.2 P6s-processamento

Um total de 609 imagens de RM cerebral foram baixadas do repositorio do
ADNI no formato Dicom como imagens “Originais”, sem nenhum pré ou poés-
processamento. Em seguida, elas foram processadas através do protocolo de
parcelacdo e segmentacdo volumétrica do software FreeSurfer versdo 7.1.1
(desenvolvido pelo Laboratory for Computational Neuroimaging no Athinoula A.

Martinos Center for Biomedical Imaging; http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu). O

FreeSurfer € um software de livre acesso bastante conceituado na éarea de
neuroimagem, sendo muito utilizado para a realizacdo de analises volumétricas
(FISCHL, 2012).

Para o entendimento do processamento realizado pelo FreeSurfer, necessita-
se esclarecer que:

e Na imagem de RM estrutural ponderada em T1, a substancia branca
possui uma coloracdo cinza claro, a substancia cinzenta possui
coloracgéo cinza escuro e o LCR possui coloragao preta (Fig. 1). Essas
diferentes coloracgdes séo os resultados de diferentes intensidades.

e Nessas imagens a menor unidade é o voxel, um cubo de 1mm? (Fig. 2).
E cada voxel da imagem possui um numero que representa a sua

intensidade.


http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/
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Figura 1 - RM cerebral volumétrica ponderada em T1 com as indica¢des dos tecidos cerebrais

Substancia cinzenta
LCR

Substancia branca

Substancia branca com coloracéo cinza cléro; substancia cinzenta com coloracdo cinza escuro; e
LCR com coloracéo preta. Fonte: adaptado de Di Muzio (2015).

Figura 2 - Representacgdo do voxel naimagem de RM cerebral volumétrica
RM volumétrica

1mm

1mm

O menor elemento de resolugdo das RM cerebrais volumétricas é o voxel, um cubo de 1mm3. Fonte:
adaptado de Jahn (2019).

O protocolo de processamento das RM cerebrais estruturais é totalmente
automatizado e é realizado através do comando “recon-all” para todas as imagens
simultaneamente. O primeiro passo do protocolo é a correcdo de movimento das
imagens, através de uma média entre todas as imagens analisadas (REUTER,;
ROSAS; FISCHL, 2010). Em seguida remove-se todo o tecido ndo cerebral (cranio,
globos oculares, orelhas, dura-mater, pescoco e pele) através de um procedimento

hibrido de deformac&o de bacia/superficie (Fig. 3A; SEGONNE, F. et al., 2004).
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Apos, realiza-se a transformacdo automatizada de Talairach para o atlas MNI305
(COLLINS et al., 1994), o que significa que todas as imagens sdo alinhadas segundo
o atlas MNI305, colocando-as em coordenadas conhecidas. Depois ocorre a escolha
de planos de corte para separar os hemisférios um do outro. A localizacdo dos
planos de corte € baseada na localizacdo MNI305 esperada do corpo caloso e da
ponte, bem como em varios algoritmos baseados em regras que codificam a forma
esperada dessas estruturas.

Em seguida, realiza-se a normalizacdo da intensidade do sinal (SLED;
ZIJDENBOS; EVANS, 1998), essencial para a correta identificacdo dos tecidos. Os
voxels sdo classificados como substancia branca ou ndo com base em suas
localizacBes no espaco MNI305, bem como em sua intensidade e nas intensidades
da vizinhanca local. Com isso, uma superficie inicial composta por todos os voxels
que foram identificados como substancia branca é gerada para cada hemisfério —
isso € chamado de superficie branca (Fig. 3B). Esta superficie inicial é entdo
refinada através da identificacdo dos limites entre substéncia branca-substancia
cinzenta e o limite de substancia cinzenta-LCR — esta chamada de superficie pial.
Isso é feito através de correcdo automatizada de topologia (FISCHL; LIU; DALE,
2001; SEGONNE; PACHECO; FISCHL, 2007) e deformac&o da superficie seguindo
os gradientes de intensidade para posicionar de maneira ideal a substancia cinzenta
e branca e os limites da substancia cinzenta e do LCR no local onde a maior
mudanca de intensidade define a transicdo para a outra classe de tecido (DALE, A.
M.; SERENO, 1993; DALE, Anders M.; FISCHL; SERENO, 1999; FISCHL; DALE,
2000). As superficies branca e pial sobrepostas na imagem original ponderada em

T1 sdo mostradas na Figura 3C.
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Figura 3 - Primeiras etapas do processamento do FreeSurfer

'A“_ i i "2 g o
(A) Remocao de todo o tecido néo cerebral. (B) Superficie branca. (C) Superficies branca (em
amarelo) e pial (em vermelho) sobrepostas na imagem original. Fonte: FreeSurfer Wiki (MOREAU
ALLISON, 2017).

Apos a identificag@o das superficies, elas sé@o infladas até se tornarem uma
esfera (Fig. 4a; FISCHL; SERENO; DALE, 1999). Isso é feito para que as superficies
de cada imagem analisada sejam alinhadas a um atlas esférico da superficie cortical
definido com base em padr6es médios de dobramento mapeados para uma esfera
(Fig. 4b; FISCHL et al., 1999). Essa etapa € realizada através de um algoritmo de
registro ndo linear de alta dimenséo baseado no alinhamento dos padrdes de dobras
corticais, alinhando, assim, a anatomia em vez das intensidades da imagem. O atlas
esférico forma naturalmente um sistema de coordenadas no qual a correspondéncia
ponto a ponto entre as imagens analisadas pode ser alcancada. Este sistema de
coordenadas pode entdo ser usado para criar mapas estatisticos para analises de

grupos (Fig. 4c).
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Figura 4 - Sistema de coordenadas baseado em superficie e atlas esférico

O FreeSurfer infla os mapas de superficie (a) para alinha-los a um atlas esférico (b) e assim
conseguir formar mapas estatisticos de grupos de imagens analisadas (c). Nessa imagem 0s mapas
estatisticos estéo representados em superficies semi-infladas, sendo que em vermelho estédo
representados os sulcos e em verde os giros. Fonte: Greve (1998).

Por fim, o cortex cerebral é parcelado em regibes anatomicamente distintas
de acordo com o atlas Desikan-Killiany (Fig. 5; DESIKAN et al., 2006; FISCHL et al.,

2004).
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Figura 5 - Regides anatdmicas do atlas Desikan-Killian

Lateral Middie Temporal

Occipital
Inferior Temporal

Callosum

Regifes anatdbmicas do atlas Desikan-Killiany representadas em superficies pial (esquerda) e
superficies semi-infladas (direita). As imagens superiores ilustram a visao lateral do hemisfério,
enquanto que as imagens inferiores mostram a visdo medial. O asterisco branco na superficie pial
(esquerda) indica o cOrtex ao redor do perimetro do sulco central que esta dentro dos giros e,
portanto, ndo é visivel. Os asteriscos amarelos na superficie semi-inflada (direita) indicam o cortex ao
redor do perimetro do sulco central que foi inflado e agora é visivel. Fonte: Desikan et al. (2006).

As esferas formadas pela inflagdo das superficies sdo formadas por diversos
triangulos, fazendo com que os blocos de construgcédo das imagens sejam os vértices
e arestas destes triangulos (Fig. 6), e ndo mais os voxels. Agora o menor elemento
de resolucéo é o veértice e em cada vértice pode-se calcular medidas estruturais
como: area de superficie, curvatura, volume e espessura cortical, que é definida
como a distancia entre os limites da superficie branca e pial (Fig. 7; FISCHL; DALE,

2000).
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Figura 6 - Processo de reconstrucdo do FreeSurfer

: i
e N
\ oA

(A) RM cerebral volumétrica com a menor unidade de resolucdo de 1mm?. (B) A RM cerebral
volumétrica 3D é convertida pelo FreeSurfer em uma superficie 2D. A superficie pial é exibida aqui.
(C) llustracdo da composicao da superficie por tridngulos, vértices (ha imagem vertex/vertices;
intersecdes dos triangulos) e arestas (na imagem edge; conexdes entre os vértices). Fonte: Jahn

(2019).

Figura 7 - Representacdo da medicao qggqgssura cortical pelo FreeSurfer

— Pial — White surfaces I Thickness

Em vermelho, esté representada a superficie pial e em verde a superficie branca. Na imagem
ampliada, pode-se ver, em rosa, a medi¢do da espessura cortical, entre os limites das duas
superficies. Fonte: Greve (1998).

Os procedimentos de medicdo da espessura cortical foram validados contra
analise histolégica (ROSAS et al., 2002) e medidas manuais (KUPERBERG et al.,
2003; SALAT et al., 2004). E os procedimentos morfométricos do FreeSurfer

demonstraram apresentar boa confiabilidade teste-reteste entre todos os fabricantes
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de scanners de RM e em diferentes intensidades de campo (DICKERSON, B. C. et
al., 2008; HAN et al., 2006).

Esse processamento também envolve a segmentacdo das estruturas da
substancia branca subcortical e da substancia cinzenta profunda (incluindo
hipocampo, amigdala, caudado, putamen, ventriculos) — estruturas nao avaliadas

nesse trabalho (Fig. 8; FISCHL et al., 2002).

Figura 8 - Imagens ilustrativas da segmentacdo resultante do processamento realizado neste
trabalho

2 Left-Cerebral-White-Matter
M 3 Left-Cerebral-Cortex
B 4 Left-Lateral-Ventricle
M 5 Left-Inf-Lat-Vent
7 Left-Cerebellum-White-Matter
8 Left-Cerebellum-Cortex
W 10 Left-Thalamus
11 Left-Caudate
M 12 Left-Putamen
B 13 Left-Pallidum
14 3rd-Ventricle
M 15 4th-ventricle
M 16 Brain-Stem
17 Left-Hippocampus
18 Left-Amygdala
W 24 CSF
26 Left-Accumbens-area
Il 28 Left-VentralDC
B 30 Left-vessel
M 31 Left-choroid-plexus
41 Right-Cerebral-White-Matter
M 42 Right-Cerebral-Cortex
M 43 Right-Lateral-Ventricle
M 44 Right-Inf-Lat-Vent
46 Right-Cerebellum-White-Matter
47 Right-Cerebellum-Cortex
W 49 Right-Thalamus
50 Right-Caudate
M 51 Right-Putamen
M 52 Right-Pallidum
53 Right-Hippocampus
54 Right-Amyqgdala
58 Right-Accumbens-area
Il 60 Right-VentralDC
M 62 Right-vessel
M 63 Right-choroid-plexus
B 77 WM-hypointensities
85 Optic-Chiasm
[l 251 CC_Posterior
[l 252 CC_Mid_Posterior
Il 253 CC_Central
Il 254 CC_Mid_Anterior
Il 255 CC_Anterior

A esquerda, as regides anatdmicas em que as imagens foram segmentadas e as cores em que estio
representadas nos cortes a direita. A direita, de cima para baixo: corte sagital; corte axial; corte
coronal. Nos cortes axial e coronal, a direita, a superficie pial esta representada em vermelho e a
superficie branca em azul. Fonte: elaborada pela autora.

Como todo o processamento do FreeSurfer € baseado na criacdo das
superficies dos tecidos cerebrais, esse método de volumetria € chamado de surface-

based morphometry (SBM; morfometria baseada em superficie). E como o menor
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elemento de resolucdo das superficies € o vértice, as analises volumétricas séo

chamadas de vertex-wise analysis.

3.6.3 Controle de qualidade
Apés o processamento do comando “recon-all’, as imagens também foram
submetidas a wuma analise de controle de qualidade do FreeSurfer

(https://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/fswiki/QATools). Esta analise verifica se todas as

etapas do processamento foram executadas e na ordem correta, se todos os
arquivos foram criados corretamente e gera uma tabela com diversas medidas sobre
a qualidade das imagens processadas como: relacdo sinal-ruido (SNR — signal-to-
noise) da substancia branca e cinzenta para a imagem original e processada,;
numero de “buracos” e defeitos no processamento (partes que ndo foram
processadas adequadamente); estruturas com medidas anatbmicas que excedem o0s
limites superior e inferior dos valores normativos; etc. Todas as medidas do controle

de qualidade sao descritas aqui: https://github.com/Deep-Ml/gatools-python.

A partir desses resultados, as 30 imagens que apresentaram 0S menores
SNR (mais ruido) da substancia cinzenta apds o processamento foram selecionadas
para uma avaliagdo visual por profissional treinado. Todas as imagens passaram na

avaliacdo, o que nos confirma que o processamento foi realizado corretamente.

3.6.4 Analise estatistica vertex-wise

Foi realizada uma analise cortical total dos mapas estatisticos para espessura
cortical. No FreeSurfer, isso € feito avaliando-se as diferencas e associacfes da
espessura cortical e outras variaveis vértice a vértice através de modelos lineares

gerais (GLM — general linear model).


https://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/fswiki/QATools
https://github.com/Deep-MI/qatools-python
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Antes das andlises, os mapas foram suavizados espacialmente usando um
kernel gaussiano com 10mm de largura total na metade do maximo da superficie
(Full Width at Half Maximum - FWHM) para reduzir a variacao local nas medicfes
(HAN et al., 2006; KECSKEMETI et al., 2021).

Neste estudo, a associacdo entre espessura cortical e concentracdes de
cortisol liquérico e plasmatico foi avaliada através de trés modelos GLM diferentes:

e Espessura cortical ~ cortisol, sem divisao de grupos;

e Espessura cortical ~ cortisol + diagnéstico + diagndstico*cortisol, divido
nos grupos CN e CP;

e Espessura cortical ~ cortisol + patologia + patologia*cortisol, divido nos
grupos A-T- e A+T+.

Nos modelos onde ha interacdo (*) entre termos, primeiro a significancia da
interacdo foi verificada. Sendo significativa, a analise do modelo n&o era continuada.
E sendo ndo significativa, dava-se continuidade a analise retirando a interacdo do
modelo e avaliando-se os demais termos separadamente.

ApoOs as andlises, foram gerados mapas estatisticos dos valores-p para cada
um dos termos do modelo testado para os dois hemisférios separadamente.

Em seguida, foram realizadas corre¢fes para multiplas comparacdes através
da formacédo de clusters — limiar dos vértices para formagédo de cluster de p<0,01
(WOO; KRISHNAN; WAGER, 2014) — e permutagédo — simulagédo de Monte Carlo de
10.000 iteragbes (GREVE; FISCHL, 2018; HAGLER; SAYGIN; SERENO, 2006).
Nesta etapa, para as andlises de interacdo a direcdo do teste foi definida como
positiva; para o termo cortisol como negativa; e para o termo diagndstico/patologia
como positiva. As direcbes foram pré-definidas de acordo com as hipoteses do

estudo.
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O resultado final foram os clusters com p<0,05 que sobreviveram a correcao
de multiplas comparacbes que sdo representados em superficies corticais semi-
infladas. Os coeficientes de correlacédo parcial de Pearson de cada cluster também

foram extraidos e uma tabela com suas caracteristicas principais foi elaborada.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas das caracteristicas amostrais foram realizadas
utilizando o software RStudio (v. 4.1.1; R Core Team, 2021). O teste Shapiro-Wilk e
analise de histogramas foram realizados para conferir a normalidade das
concentracfes de cortisol, tanto liquérico como plasmatico, entre 0s grupos e
constatou-se que o0s dados nao possuiam distribuicio normal. Assim as
concentracbes de cortisol foram transformadas em logaritmo natural (In) para
melhorar o ajuste dos niveis a distribuicdo normal.

Para avaliar possiveis diferencas das caracteristicas amostrais numeéricas
entre os grupos aplicou-se o teste t, e para dados categoéricos aplicou-se o teste qui-
quadrado. Assume-se um nivel de significancia de p<0,05 para todos os testes

realizados.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo investigou possiveis associacdes entre 0s niveis de
cortisol, periférico e central, com a espessura cortical cerebral de pacientes
pertencentes ao continuum, biologico e clinico, da DA. Em suma, foi identificada
uma correlacdo negativa entre as concentracdes de cortisol do plasma e do LCR
com a espessura cortical de diversas regides cerebrais, o que se mostrou
independente da classificacéo clinica e da neuropatologia da DA.

Os resultados das duas amostras analisadas (cortisol liquérico e cortisol
plasmatico) foram muito similares: em ambas, as interacdes entre cortisol e
classificacdo clinica e neuropatologia da DA se mostraram nao significativas,
demonstrando que esses fatores ndo possuem relagdo com a associacdo entre
cortisol e espessura cortical.

Nossos dados corroboram outros artigos que analisaram essa mesma coorte
do ADNI e que também relataram ndo haver associacdo entre os niveis de cortisol e
classificacdo clinica (WANG; ZHOU; ZHANG, 2018; WIRTH; LANGE; HUIJBERS,
2019) e neuropatologia da DA (WANG; ZHOU; ZHANG, 2018). Porém, também h&
artigos que identificaram o contrario, associacdes significativas entre as
concentracdes de cortisol e classificacao clinica (DUARTE-GUTERMAN et al., 2020;
KIDDLE et al., 2012; TOLEDO et al., 2013) e a neuropatologia da DA (KIDDLE et al.,
2012; TOLEDO et al., 2012; UDEH-MOMOH et al., 2019; WANG; ZHOU; ZHANG,
2018). Essas controvérsias estendem-se também para estudos com cortisol coletado
de outros compartimentos e utilizando outras coortes (HOLLEMAN et al., 2022;
HUANG et al., 2009; OUANES et al., 2022).

O fato de nossos resultados para as duas amostras serem tao parecidos vai

de encontro com a correlacao positiva entre cortisol liquérico e plasmatico reportado
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por Duarte-Guterman et al. (2020), que demonstrou haver uma coeréncia entre
esses dois biomarcadores. Essa similaridade nos resultados também pode ser
explicada pela sobreposi¢cdo de individuos nas duas amostras, que foi de 31,16%
neste estudo, e que também foi reportado por Duarte-Guterman et al. (2020).
Curiosamente os unicos dois artigos (UDEH-MOMOH et al., 2019; WANG,;
ZHOU; ZHANG, 2018) que investigaram a relacdo entre cortisol liquorico e a
neuropatologia da DA (niveis de AB42, t-tau e p-tauis1 no LCR) utilizando os dados
do ADNI, demonstraram haver correlacdes significativas entre esses biomarcadores.
Isso vai de encontro com 0S nossos resultados, nos quais os niveis de cortisol
liqudrico diferiram significativamente entre os grupos A-T- e A+T+, com o segundo
grupo apresentando as maiores concentracdes (Tabela 5). No entanto, ha amostra
de cortisol plasmatico os grupos A-T- e A+T+ apresentaram concentracdes similares
de cortisol (Tabela 11). Em conjunto, esses dados sugerem que o cortisol do LCR
parece refletir melhor as alteracdes neuropatoldgicas do que o cortisol plasmatico.
No entanto, Laske et al. (2009) demonstrou que 0s niveis de cortisol
plasmético, mas ndo do LCR, se correlacionaram inversamente com T-tau, p-tauisi e
p-tauzs1 no LCR, sugerindo que os niveis de cortisol nos dois compartimentos
parecem ser independentes em pacientes com DA. Recentemente, um estudo que
investigou a relacéo do cortisol plasmatico e da patologia amiloide em pacientes com
transtorno depressivo descobriu que os niveis de cortisol do plasma néo estavam
associados aos niveis séricos de AB42 no inicio do estudo, mas sim aos niveis de
AB42 1 ano depois (ISHIJIMA et al.,, 2018). Assim, a associacao precisa do
metabolismo do cortisol e da neuropatologia da DA necessita de maiores

investigacoes.
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Também nao foram encontradas diferencas significativas nos niveis de
cortisol liquorico e plasmatico entre os grupos CN e CP (Tabelas 3 e 9), o que ja foi
reportado em outros estudos dessa mesma coorte (TOLEDO et al., 2012; UDEH-
MOMOH et al., 2019; WANG; ZHOU; ZHANG, 2018) e de outras (CSERNANSKY et
al., 2006; NASMAN et al., 1996; SOUZA-TALARICO et al., 2010). Nesse caso,
também ha trabalhos que reportaram o contrario, diferencas significativas entre os
grupos diagnosticos (DUARTE-GUTERMAN et al.,, 2020; GIUBILEI et al., 2001;
KIDDLE et al., 2012; WIRTH; LANGE; HUIJBERS, 2019).

Essas inconsisténcias na literatura sobre cortisol e DA podem resultar de
varias diferencas entre os estudos, incluindo: (1) a amostra, que pode ser salivar,
plasmatica, urinaria, liqudrica ou capilar; (2) tamanho da amostra, que pode variar de
uma dezena de participantes a muitas centenas de participantes; e (3) diferencas
metodoldgicas, como diferentes grupos diagndsticos (unido dos pacientes MCI e DA
em um grupo vs analise como grupos separados; analise somente dos grupos CN e
DA ou MCI e DA) e diferentes métodos de identificacdo das caracteristicas
neuropatologicas (por ex. niveis diminuidos de AB42 no LCR vs PET/CT positivo
para placas AB), que podem ter efeitos sobre a sensibilidade das analises. Assim,
um estudo mais abrangente, que englobe todas essas diferencas, se faz necessario.

Quanto as concentracdes médias de cortisol das duas amostras como um
todo, pode-se concluir que o nivel médio de cortisol plasmatico, cerca de
146,93ng/ml (Tabela 7), estda muito proximo da concentragdo maxima (160ng/ml)
gue ocorre 30 a 45 minutos apos o despertar matinal, e muito longe da concentracéo
sanguinea basal de cortisol (40ng/ml; SPENCER; DEAK, 2017). Como nao temos a
informacdo de quanto tempo apOds o despertar foi feita a coleta de sangue, sO

podemos concluir que se a coleta foi feita logo apés o despertar, esses niveis de
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cortisol representam a normalidade; mas se a coleta ocorreu pelo menos 45min
apO0s o despertar, a concentracdo meédia possivelmente esta representando um
estado patolégico. Ja a concentracdo média de cortisol liquérico foi cerca de
16,62ng/ml (Tabela 1), semelhante as concentracfes encontradas por outros
estudos (DUARTE-GUTERMAN et al., 2020; WANG; ZHOU; ZHANG, 2018). Porém,
niveis de referéncia para o cortisol do LCR ndo foram encontrados na literatura,
assim ndo € possivel inferir se as concentracfes relatadas sdo normais ou
patolégicas.

Como o diagnéstico e a neuropatologia foram retirados dos modelos de
analise, o primeiro modelo das duas amostras foram os que melhor representaram a
correlacdo entre cortisol e espessura cortical, e por isso foram representados em
graficos de dispersdo e por suas equacdes (Figuras 10 e 14). Através dessas
equacdes, fornecidas no canto superior direito dos gréaficos, pode-se concluir que na
amostra de cortisol liquérico a espessura cortical dos clusters resultantes diminui de
0,12 a 0,18mm para cada aumento de 1ng/ml de cortisol. J& na amostra de cortisol
plasmatico, a espessura cortical dos clusters resultantes diminui de 0,60 a 0,87mm
para cada aumento de 1ng/ml de cortisol. Esses resultados indicam que aumentos
nos niveis de cortisol plasmatico podem ser mais prejudiciais a estrutura cerebral do
que aumentos nos niveis de cortisol liquéricos. Isso vai contra a ideia suportada por
Popp et al. (2009, 2015) de que as concentracbes de cortisol do LCR podem
informar com maior precisdo o nivel de exposicdo ao cortisol das estruturas

cerebrais.
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5.1 REGIOES CEREBRAIS RELACIONADAS AOS NIVEIS DE CORTISOL

A analise vertex-wise da amostra de cortisol plasmatico resultou em um maior
namero de clusters cuja a espessura cortical apresentou correlacéo significativa com
os niveis de cortisol (Fig. 13; Tabela 8). No entanto, deve-se notar que a amostra de
cortisol plasmatico é composta por quase o dobro de pacientes da amostra de
cortisol liqudrico, sendo provavelmente esse o motivo do maior numero de regides
resultantes.

Apesar das correlacdes entre espessura cortical e as concentracdes de
cortisol terem sido pequenas, elas foram significativas (Tabelas 2 e 8). Pode-se
comprovar essa significancia comparando a espessura cortical média de cada
cluster, representada nas equacdes dos modelos lineares gerais (Fig. 10 e 14), com
a espessura cortical normal e patolégica das regibes cerebrais. Por exemplo, na
amostra de cortisol plasméatico todas as regibes — com excec¢do do fusiforme —
apresentaram espessura cortical média maior do que a normalidade. Porém,
segundo nossos modelos, o aumento de 1ng/ml de cortisol ja causaria a diminuicdo
da espessura cortical para o estado patoldgico (DA). JA na amostra de cortisol
liqudrico € preciso aumentos maiores nas concentracdes de cortisol (de 4 a 5ng/ml)
para diminuir a espessura cortical ao estado patolégico, com excec¢éo do giro frontal
superior e do pars orbitalis. Este ultimo, assim como o fusiforme, apresentou
espessura cortical média menor do que a normalidade (PARK et al., 2017).

Dos estudos que investigaram a relacdo entre atrofia cerebral e os niveis de
cortisol em pacientes pertencentes ao continuum da DA, quatro possuem resultados
semelhantes ao nossos. Kiddle et al. (2012) n&o encontrou correlagédo significativa
entre cortisol plasmatico e espessura cortical do cortex entorrinal, assim como 0

cortex entorrinal ndo foi uma das regides resultantes das analises deste estudo.
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Wirth e colegas (2019) relatou uma associacdo entre menor volume da substancia
cinzenta do lobo parietal inferior com niveis aumentados de cortisol plasmatico,
assim como demonstrado nesta dissertacdo. Toledo et al. (2013) encontrou relacéo
entre niveis aumentados de cortisol plasmatico e diminuicdo de volume do fusiforme
esquerdo, frontal superior direito, parietal superior esquerdo e direito, parietal inferior
direito e pré-cuneo, regides também identificadas pela nossa analise. E Giubilei et al.
(2001) demonstrou uma associag¢ao entre niveis de cortisol da saliva e o index do
parietal medido em TC. Outros estudos desse tipo demonstraram correlacdo do
cortisol plasmatico com atrofia da regido temporal (HUANG et al., 2009; NASMAN et
al., 1996; WIRTH; LANGE; HUIJBERS, 2019), mas essa regido ndo se mostrou
significativa para nés. Nao ha estudos desse tipo com cortisol liquérico.

Analisando a literatura geral sobre cortisol, verifica-se que a maior parte dos
estudos que envolvem regides cerebrais se concentram nas regifes do hipocampo,
amigdala e cortex pré-frontal. As regifes subcorticais ndo foram incluidas nas
nossas analises, mas nas duas amostras analisadas, foram identificadas regides
que compdem o coértex pré-frontal, uma regido comprovadamente afetada pelo
aumento dos niveis de glicocorticoides (FEOLA et al., 2020; STOMBY et al., 2016) e
possivelmente envolvida na desregulacdo do eixo HPA por ajudar a regular o
feedback inibitorio (OUANES; POPP, 2019). O giro frontal médio rostral (Fig. 9;
Tabela 2), o giro frontal superior (Fig. 9 e 13; Tabelas 2 e 8) e o giro frontal médio
caudal (Fig. 13; Tabela 8) compdem a regido dorsolateral do cortex pre-frontal,
responsavel por funcdes executivas de ordem superior relacionadas a percepcéao e
avaliacdo do estresse, incluindo atencdo, memoria de trabalho, planejamento,
cognicao executiva e regulacdo emocional (KOENIGS; GRAFMAN, 2009; NEJATI et

al., 2021). Em patrticular, evidéncias sugerem que a depressao e a exposi¢cao ao
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estresse sao caracterizadas por diferencas individuais na espessura cortical do giro
frontal médio rostral (LYOO et al., 2011; PENG et al., 2015), sendo que alteracdes
morfométricas dessa regido, do giro frontal superior e do giro frontal médio caudal ja
foram relacionadas com aumento dos niveis de cortisol (DAVIS et al., 2013;
KLINGER-KONIG et al., 2021; KREMEN et al., 2010; STOMBY et al., 2016). Nossas
analises ainda identificaram a regido pars orbitalis (Fig. 9; Tabela 2) pertencente ao
cortex pré-frontal ventrolateral, envolvido na percepcdo e controle das emocdes
(MARQUES; MORELLO; BOGGIO, 2018; NEJATI et al., 2021), assim como outros
estudos também verificaram diminuicdo da espessura cortical dessa regido (GREEN,
C. etal, 2021; KREMEN et al., 2010).

Dessa forma, quanto a outras estruturas corticais, ha poucos estudos
relacionados ao cortisol. Davis et al. (2013) demonstrou diminuicdo da espessura
cortical do cértex parietal superior e do cortex istmo-cingulado (Fig. 13; Tabela 8)
devido a exposicao fetal a glicocorticoides. A espessura cortical do cortex istmo-
cingulado também apresentou correlacdo negativa com as concentra¢des de cortisol
plasmatico no estudo de Klinger-Konig et al. (2021). Além disso, ja foi demonstrado
menor espessura cortical dessas duas regides em situacdes de estresse ou trauma
(CORBO et al., 2016; WROCKLAGE et al., 2017). Quanto ao coértex parietal inferior e
ao pré-cuneo (Fig. 13; Tabela 8) ha evidéncias relacionando os niveis de cortisol
com diminuicdo da atividade funcional dessas regides (KINNER; WOLF; MERZ,
2016; PETERS et al., 2016; XU et al., 2021; ZHANG, Y. et al., 2021). Alteracdes
estruturais e funcionais do giro pés-central (Fig. 9; Tabela 2) e do fusiforme (Fig. 13;
Tabela 8) foram relacionadas a transtornos mentais associados a regulacao
emocional anormal (depressédo, transtorno bipolar, esquizofrenia, transtorno de

estresse poés-traumatico, etc.) e situacdes de estresse e trauma (EDMISTON;
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BLACKFORD, 2013; EVERAERD et al., 2017; HO et al., 2016; KROPF et al., 2018),
mas ndo ha evidéncias diretas com o cortisol. Curiosamente, pesquisadores da
Universidade de Pittsburgh descobriram que a plasticidade do cértex motor primario
humano, também conhecido como giro pré-central (Fig. 9 e 13; Tabelas 2 e 8), é
influenciada pelos niveis circulantes de cortisol (DUM; LEVINTHAL; STRICK, 2016).
E por fim, a atrofia do giro parahipocampal (Fig. 13; Tabela 8) foi relacionada a
gravidade dos sintomas depressivos em pacientes com DA (SHIMODA et al., 2015).

De modo geral, todas as regides que apresentaram correlagcdo negativa com
o cortisol possuem um certo nivel de envolvimento com controle e processamento
emocional ou sensorial, 0 que esta diretamente relacionado a percepcao e resposta
a estimulos estressantes, e assim com a ativacao do eixo HPA.

Interessantemente, o0s clusters resultantes das nossas andlises,
principalmente da amostra de cortisol plasméatico, se sobrepéem consideravelmente
com a assinatura de afinamento cortical regional da DA (AD-signature), um
biomarcador para deméncia devido a DA proposto e validado por Dickerson et al.
(2009). Esse biomarcador se mostrou capaz de predizer os individuos com MCI que
irdo desenvolver deméncia devido a DA e é detectavel em individuos CN com
PET/CT positivo para placas AB. Em particular, as regides em comum entre a AD-
signature e nossos resultados foram o giro parahipocampal, giro parietal inferior, giro
frontal superior, pré-cuneo e pars orbitalis. Outros autores propéem um conjunto
diferente de regides como biomarcador do afinamento cortical tipico da DA (JACK et
al., 2015; WIRTH et al., 2013), sendo que essas diferentes regidbes também se
sobrepdem parcialmente aos clusters resultantes das nossas analises.

Dessa forma, nossos resultados sugerem que a ativacdo do eixo HPA e os

altos niveis de cortisol podem agravar a lesao cerebral em regides afetadas pela DA
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e, assim, acelerar a progressdo da doenca. Através da ruptura de varios
mecanismos celulares — como inibicdo da potenciacédo de longa duracédo, diminuicao
da arborizacdo dendritica, inibicdo da neurogénese, entre outros (descritos na
introducdo deste trabalho) — as altas concentracdes de cortisol ho SNC podem
induzir um estado de vulnerabilidade nessas regides cerebrais, aumentando, assim,
a suscetibilidade ao envelhecimento e doencas neurodegenerativas relacionadas a

idade (LANDFIELD et al., 2007).

5.2 FORCAS E LIMITACOES DO ESTUDO

Os pontos fortes do nosso estudo incluem: (i) utilizacdo da coorte do ADNI,
amplamente descrita na literatura; (ii) método de quantificacdo da espessura cortical
das regides cerebrais bem validado; (iii) amostras de cortisol coletadas pela manha,
reduzindo o viés circadiano; e (iv) os individuos incluidos ndo apresentavam
depressao, eram relativamente saudaveis, sem doencas crbnicas que possam ter
aumentado os niveis centrais de glicocorticoides e ndo utilizavam medicacdo com
corticosteroides.

No entanto, algumas limitacdes também devem ser observadas. Primeiro, 0s
modelos lineares gerais nao foram corrigidos para possiveis fatores de confuséao,
como idade, sexo e status do alelo APOEe¢4, que apresentaram diferencas
significativas entre os grupos analisados (Tabelas 3, 5, 9 e 11). Apesar de ter sido
demonstrado ndo haver alteracdo dos resultados apés a corre¢cao para esses fatores
com essa mesma coorte do ADNI (WIRTH; LANGE; HUIJBERS, 2019), é sempre
importante realizar a correcéo, o que sera feito futuramente.

Segundo, a coorte do ADNI é representada majoritariamente por participantes

caucasianos, limitando a generalizacdo deste estudo para outros grupos étnicos.
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Terceiro, o desenho transversal do trabalho limita nossa capacidade de explorar a
relacdo temporal do cortisol e da atrofia cerebral associada a patogénese da DA.
Também, para melhorar a comparacéo entre as duas amostras (cortisol do LCR e do
plasma), pode-se empregar técnicas para equilibrar o nimero de pacientes entre as
amostras, como no trabalho de Schu et al. (2021).

A quantificacdo das concentracfes de cortisol através de imunoensaios
multiplex pode afetar a sensibilidade e a variacdo das medidas de cortisol. Além
disso, o cortisol plasmatico reflete principalmente o cortisol ligado a globulina de
ligacdo a corticosteroides em oposicdo ao cortisol livre ou nédo ligado, que se
acredita ser biologicamente ativo. Assim, uma medida de cortisol livre pode fornecer
uma estimativa mais precisa da real concentracdo de cortisol plasmatico
(COOLENS; VAN BAELEN; HEYNS, 1987; FEDE et al., 2014).

Por fim, as coletas de sangue e liquor podem ser eventos estressantes,
influenciando as concentracdes de cortisol. Nesse sentido, as medidas de cortisol da
saliva, dos fios de cabelo e até da urina seriam mais eficazes (GALLAGHER et al.,
2006). Os participantes podem ter experimentado também alguma ansiedade
associada a realizacdo dos exames de RM, e essa ansiedade pode aumentar 0s
niveis de cortisol (TESSNER et al., 2006). Mesmo assim, € improvavel que tal efeito,
se presente, cause qualquer associacdo sistematica dos niveis de cortisol com a
espessura cortical em uma grande amostra. Devido a esses fatores, a real forca da
associacao entre cortisol e menor espessura cortical pode ter sido subestimada em

nosso estudo.
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5.3 REPERCUSSAO CLINICA E IMPLICACOES PARA ESTUDOS FUTUROS

Como dito anteriormente, apesar de ndo ter sido encontrado correlacfes
significativas entre cortisol e classificacao clinica e a neuropatologia da DA, nossos
resultados sugerem uma vulnerabilidade particular ao cortisol em regibes
tipicamente afetadas pela DA. Assim, intervencbes comportamentais e
farmacoldgicas para reduzir os niveis e impactos do cortisol podem ter efeitos
benéficos em pacientes do continuum da DA, assim como, em outras doencas em
gue os altos niveis de cortisol estédo relacionados a danos cerebrais.

De fato, a correcdo do hipercortisolismo na sindrome de Cushing conseguiu
reverter, pelo menos parcialmente, a atrofia cerebral associado aos altos niveis de
cortisol (BOURDEAU et al., 2002; HOU et al., 2020; LEE et al., 2022; STARKMAN et
al., 1999). Também foi demonstrado, em ratos, a reverséo parcial da diminuicdo da
arborizacdo dendritica na regido CA3 do hipocampo, da atrofia das células
piramidais e granulares da regido CAl e da perda significativa de sinapses, através
da reabilitacdo de tratamentos com corticosterona e condigdes indutoras de estresse
cronico (SOUSA et al., 2000).

A identificacdo dos altos niveis de cortisol como um possivel fator de risco
para a DA é atraente porque é um fator que pode ser reduzido atraves de varias
abordagens. Por exemplo, farmacos antagonistas dos receptores de glicocorticoides
impediram a progressao do declinio cognitivo em modelos de camundongo da DA
(LANTE et al., 2015). A realizac&o de atividade fisica, meditacéo, yoga, entre outros,
sdo conhecidos por reduzirem os niveis de estresse e de cortisol e de serem
benéficos para pacientes com DA (BRENES et al., 2019; KHALSA, 2015; WOOD et
al., 2018; YUEDE et al., 2018). Assim, essas intervencdes podem representar uma

importante estratégia de prevencdo ou atenuacdo da progressao da doenca.
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Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar se estratégias psicologicas ou de
estilo de vida que normalizem os niveis de cortisol podem retardar o inicio e/ou a
progresséao da DA.

Além disso, devido a associacdo entre cortisol e atrofia cerebral, esse
horménio pode ser utilizado em conjunto com outros biomarcadores para refinar a
identificacdo e predicdo sobre alteracbes volumétricas. Estudos futuros podem

avaliar a preciséo do cortisol na detec¢éo precoce de atrofia cerebral.
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6 CONCLUSAO

Os resultados dessa dissertacao permitem concluir que os niveis de cortisol
plasmatico e liquérico se correlacionam negativamente com a espessura cortical de
regides cerebrais responsaveis pelo controle e processamento emocional ou
sensorial, tipicamente afetadas pela DA. Ademais, foi observado que essa
associacdo entre cortisol e espessura cortical € independente da classificacédo
clinica e da neuropatologia da DA. A partir disso, propde-se um mecanismo de
vulnerabilidade dos altos niveis de cortisol em regides afetadas pela DA, podendo
acelerar a progressao da doenca.

Além disso, para 0 nosso conhecimento, esta € a primeira vez que a relagao
entre niveis de cortisol e espessura cortical em pacientes pertencentes ao continuum
da DA é investigada. Assim como nenhum estudo sobre cortisol e DA havia utilizado

o sistema ATN para a classificacdo dos pacientes.
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7 PERSPECTIVAS

As perspectivas deste trabalho sdo as seguintes:

a)

b)

Correcdo dos modelos lineares gerais para fatores de confusédo, como
idade, sexo e status do alelo APOEg4;

Andlises vertex-wise dos volumes e da area da superficie das estruturas
corticais. Assim como, andlises da espessura cortical, volume e area da
superficie das estruturas subcorticais, incluindo segmentacbes do
hipocampo e da amigdala, com o intuito de desenvolver um estudo de

medidas volumétricas completo;

c) Andlises longitudinais;

d)

Pesquisa de outras coortes com medidas de cortisol, com preferéncia para
cortisol coletado da saliva, de fios de cabelo ou da urina, e se existentes,

realizacdo das analises descritas acima e deste estudo.
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