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Resumo

Com o envelhecimento populacional assistiu-se a um aumento do himero das doencas
cronicas. As patologias neurodegenerativas sdo um grupo de doencas progressivas e
incapacitantes que aumentam exponencialmente com o envelhecimento. Consideradas
estas doencas como uma das epidemias do século XXI, a comunidade cientifica trabalha

de forma a obter respostas rapidas para travar este problema de saude publica.

O diagnéstico definitivo das doencgas degenerativas depende ainda na esmagadora
maioria dos casos do exame anatomopatologico do tecido cerebral obtido de bidpsia ou
necropsia. De forma a conhecer melhor a sua etiopatogénese, surgiram os bancos de
cérebros que trabalham de forma interdisciplinar com o objetivo de compreender e
desenvolver formas de prevencao e tratamento destas doencas. Assim, 0 objetivo de um
banco de cérebros é proporcionar tecido cerebral humano poés-mortem para o0
desenvolvimento da investigacdo em neurociéncias. O controle da qualidade dos tecidos
cerebrais € uma questdo fundamental em estudos cerebrais post-mortem para a
identificacdo de fatores patolégicos. Uma destas questdes assenta sobre a relacdo da
variabilidade do pH no tecido com o tempo de pds-mortem, podendo este refletir a
qualidade do tecido cerebral e afetar os estudos das patologias degenerativas. O tempo e
condigbes associadas ao processo de doacdo cerebral podem ser variaveis, surgindo a
guestao da influéncia do tempo/ temperatura no processo da autélise e variagdo do pH, em
fragmentos colhidos de cérebros pos-mortem. Esta informagé&o reveste-se de importancia
por forma a evitar discrepancias na obtencédo de resultados nos estudos efetuados com
recurso a tecido dos bancos de cérebros que dependam deste fator e ndo do processo
neurobiol6gico a ser estudado. Esta andlise podera igualmente ter reflexo futuro nos
desenvolvimentos Médico-Legais. Com a progressdo de novas técnicas de analise de
tecidos, serd essencial determinar valores padrdo de qualidade para estes mesmos
estudos e assim interpretar resultados no ambito Médico-Legal (hora de morte, analise de

novos téxicos ou agentes nocivos, analise protebmica, etc.).

Este trabalho teve como objetivo determinar se o pH do tecido colhido p6s-mortem
é estritamente dependente do tempo de colheita e definir esta medida como um método de
apoio a verificagdo da qualidade do tecido. Para tal foram estudadas amostras do Banco
Portugués de Cérebros (Portuguese Brain Bank — PBB). Procedeu-se & consulta dos
registos do PBB do Centro Hospitalar Universitario de Santo Antonio por forma a obter:
data/hora de morte, a data/hora da colheita, sexo, idade, tipo de patologia, causa de morte

e o pH do tecido obtido durante a colheita. Sempre que disponivel foi registada a



informacé&o sobre a temperatura ambiental e de refrigeracdo que estiveram expostos 0s
cadaveres antes da colheita do cérebro. Para a avaliacdo do valor preditivo do pH na
qualidade do tecido para investigacdo recorreu-se ao método de processamento
histolégico das amostras por coloragdo Hematoxilina & Eosina para verificagcdo do estadio

da alteracao celular.

Verificou-se que as medicGes de pH se mantém em todas as regides do cérebro
numa meédia de pH entre os 6,3 e 6,4, compreendendo uma relacéo simétrica entre todos
0s casos estudados. Os nossos resultados referentes ao pH cerebral estdo em
concordancia com outras pesquisas que demonstraram que o pH ndo parece mudar
significativamente em fung&o do intervalo post- mortem em contexto de programas de
doacdo de tecido cerebral. De igual forma, o tempo de armazenamento do cadaver nas
arcas refrigeradoras néo teve influéncia no pH do tecido cerebral. Verificou-se uma
tendéncia para uma maior degradacao nuclear na analise histol6gica com o aumento do

tempo da colheita.

Os nossos resultados mostraram que a metodologia do PBB proporciona tecido
com qualidade similar a outros bancos de cérebros internacionais, tendo em conta que o
valor de pH como medida se encontra sobreponivel ao publicado na literatura. Futuramente
sera necessario avaliar o estado agdnico, como o caso de septicemias, hipoxia, comas,
isquemia e fase terminal prolongada na influencia do pH, pois no presente estudo néo foi

possivel recolher informacao neste sentido de forma a avaliar estes parametros.

Palavras chave: doencas degenerativas, deméncia, autolise, degradacéo tecidular, pH do

tecido, banco de cérebros.



Abstract

With the ageing population there has been an increase in the number of chronic
diseases associated to old age. Neurodegenerative pathologies increase exponentially with
age, forming a group of progressive and disabling diseases. Considering these diseases as
one of the epidemics of the 21 century, the scientific community has worked arduously to

obtain answers in order to stop this public health problem.

In the overwhelming majority of cases, the definitive diagnosis of these degenerative
diseases still depends on the anatomopathological examination of the brain tissue obtained
from biopsy or necropsy. Therefore, to better understand their etiopathogenesis, brain
banks have emerged, working in an interdisciplinary manner, with the objective of
understanding these diseases and developing forms of prevention and treatment. Thus, the
purpose of a Brain Bank is to provide post-mortem human brain tissue for research and

neuroscience development.

Quiality control of brain tissues is a key issue in post-mortem brain studies for the
identification of pathological factors. One of these issues involves the relationship between
the pH variability in the tissue and the post-mortem time, which may reflect on the brain

tissue quality and affect the studies of degenerative pathologies.

The time and the conditions associated with the brain donation process can vary,
raising the question of the influence of the time/temperature of the autolysis process and
pH variation on fragments collected from post-mortem brains. This information is important
to avoid discrepancies in the results obtained in studies carried out using tissue from the
Brain Bank which depend on this factor and not on the neurobiological process being
studied. This knowledge may also have an effect on future Medico-Legal advances. With
the development of new tissue analysis techniques, it will be essential to determine quality
standard values for these same studies and thus interpret results in a Medico-Legal scope

(time of death, analysis of new toxic or harmful agents, proteomic analysis, etc.).

This work aimed to determine if the pH of tissue harvested post-mortem is strictly
dependent on the time of harvest and to define this measure as a method to support the
verification of tissue quality. For that, samples from “Banco Portugués de Cérebros”
(Portuguese Brain Bank — PBB) were studied. using samples and clinical-demographic
data for this purpose. The PBB records of the Centro Hospitalar Universitario de Santo
Anténio were consulted to obtain: date/time of death, date/time of collection, sex, age, type

of pathology, cause of death and the pH of the tissue obtained during collection. Whenever

Vi



available, information was recorded at the ambient and refrigerated temperatures to which
the cadavers were exposed before brain harvesting. To assess the predictive value of pH
on tissue quality for research, the method of histological processing of the samples using

Haematoxylin & Eosin staining was carried out to verify the stage of cellular alteration.

We found that the pH measurements show that these remain in all regions of the brain at
an average pH between 6.3 and 6.4, comprising a symmetrical relationship between all the
cases studied. Our results regarding the brain pH are in accordance with other studies that
have shown that the pH does not seem to change significantly due to the post-mortem
interval in brain donation programs. Similarly, the storage time of the corpse in the cooling
coffers had no influence on the pH of the brain tissue. There was a tendency for greater

nuclear degradation with increasing of the post-mortem interval.

Our results showed that the PBB methodology provides tissue with a quality similar to other
international brain banks, taking into account that the pH value as a measure is comparable
to that published in the literature. In the future it will be necessary to evaluate the agonic
state, such as the case of septicemia, hypoxia, comas, ischemia and prolonged terminal
phase in the influence of pH, because in the present study it was not possible to collect

information in this sense in order to evaluate these parameters.

Key words: degenerative diseases, dementia, autolysis, tissue degradation, tissue pH,
brain bank.
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Introducao

As doencas mentais sdo extremamente progressivas e incapacitantes, pois levam
a perda das fungbBes cognitivas como a memodria. A vida quotidiana fica altamente
comprometida no que diz respeito ao desenvolvimento de tarefas pessoais, profissionais e
sociais. O cuidador esta sujeito a uma presséo diaria que o leva a um desgaste emocional
e fisico, e muitas vezes sem apoios psicolégicos para conseguirem ultrapassar as
adversidades das dificuldades que é tratar destes doentes. O primeiro passo sera sempre
fazer o diagnéstico de forma a confirmar a patologia neurodegenerativa e tentar perceber

se o quadro clinico é reversivel [1].

A compreensdo da patogénese das doencas neurodegenerativas requer tecido

cerebral humano post-mortem referenciado com precisao.

Um biobanco enriquece a medida que adquire tecido humano de qualidade,
indexado sempre com informacdes clinicas, demograficas e de estilo de vida. O facto de
modelos animais ndo conferirem 0s requisitos necessarios para os estudos das patologias

neurodegenerativas, esta recolha de tecido passa por ser a melhor solugéo atual [2].

A colheita de cérebros humanos post-mortem guardados num banco de cérebros
promovem muitos desenvolvimentos no entendimento dos distarbios do sistema nervoso

[3].

s

O BrainNet Europe Il € constituido por uma rede de 19 bancos de cérebros
espalhados por toda a Europa e tem o objetivo a recolha de tecido para ser utilizado nos

estudos das deméncias [4].

O tecido cerebral humano € bastante escasso, pois € obtido por meio de doagbes
realizadas principalmente durante as consultas de neurologia, ndo havendo neste
momento mais meios de divulgacbes e campanhas de sensibilizacdo. A reduzida
percentagem de doacdes de cérebros compromete 0s cientistas de investigar as
patologias, realizar pesquisas e promover o desenvolvimento dos investigadores [5]. H&
uma necessidade urgente de encontrar apoios para proporcionar o crescimento de tecido
neuroldgico Util para o banco de cérebros. Outras técnicas ndo invasivas ajudam na
analises de pontos de interesse, no entanto os distarbios cerebrais sdo um assunto tao
complexo que requer uma analise biol6gica para obter maior precisdo nas respostas [6]. A
melhor opcdo sera os estudos de tecido humano pés-mortem para dar avangco as

pesquisas [6].



Os bancos trabalham internacionalmente, qualquer contradicdo pode ser
transmitida a todo o mundo e pode deixar em risco a doagdo espontanea por parte dos
dadores para os estudos das patologias neurodegenerativas. Este apoio é importante
principalmente por parte das familias afetadas por doengas do foro neurolégico,
particularmente quando o recurso a tecido proveniente de autopsias esta a diminuir, pois o
ministério publico dispensa estes casos visto a causa de morte ser quase sempre
consequéncia da patologia e ndo havendo indicios de outra consequéncia ou suspeita de
morte. O desenvolvimento de opc¢les terapéuticas para estas doencas atualmente

incuraveis requer um grande esfor¢co da comunidade cientifica e sensibilidade das pessoas

[7]

E necessario determinar os fatores que indicam a melhor qualidade de um tecido
de forma a conseguirem fazer grupos de amostras com condi¢cdes semelhantes de
interesse para os pesquisadores. O potencial hidrogénico (pH) sendo uma medida de
equilibrio e regulacdo corporal em vida pode ser apontado como um bom indicador da
qualidade do RNA [8]. O pH do tecido pode variar entre as regides do cérebro e as
condi¢cbes de armazenamento podem afetar o pH do tecido cerebral. A variabilidade no pH

do tecido pode refletir a qualidade do tecido cerebral e afetar o perfil molecular [9] .

A bibliografia sugere que a recolha do tecido cerebral humano pés-mortem tem sido de
grande importancia para a compreensao das doengas neurodegenerativas e que a analise
do pH do tecido seria uma grande ajuda no controle de qualidade para estudos da
patogénese das doencas cerebrais. [9]. Desta forma, tornou-se clara, que seria pertinente
a avaliacdo do potencial hidrogénico do tecido como sendo uma possivel ferramenta de

controle de qualidade para estudos das doencgas do sistema nervoso central.

No dominio da Medicina Forense este projeto pode refletir o avanco nas pericias que
requerem um carater minucioso das investigagfes pelos exames complementares de
diagndéstico, nomeadamente os exames histol6gicos, pois podem ser usados como uma
ferramenta valiosa para controlo da qualidade dos tecidos para pericias que requerem um

estudo pormenorizado e rigoroso nas patologias cerebrais.

Com os devidos progressos de novas técnicas de analise de tecidos, sera essencial
determinar valores padrdo de qualidade para estes mesmos estudos e assim interpretar
resultados no ambito Médico-Legal (hora de morte, analise de novos téxicos ou agentes
nocivos, analise prote6mica, etc.). Dai a importancia da caracterizagdo da temporizacao
entre o tempo pds-morte e o pH, quanto mais fiavel o pH mais fidvel o resultado médico,

mais provas precisas havera.



Revisao da literatura

A tanatognose e o tempo p6s-morte

O maior anseio na Medicina Legal passa por detetar com preciséo e rigor a data/
hora da morte. Tem decorrido ao longo dos anos varios estudos nesse sentido. No entanto,
o diagndstico da ocorréncia da morte é um assunto ainda complicado visto que o
aparecimento destes fendbmenos transformativos surgem depois de varias horas ap0s

ocorrer a morte [10].

A determinagédo para o intervalo entre o tempo em que ocorreu a morte e o achar
do cadaver é designado por cronotanotognose, também conhecido por intervalo pés-morte
(IPM). Esta temporizagéo é dificil de ser especificada pois varia em relacdo a fenébmenos
cadaveéricos naturais do corpo e varia de acordo com a acao de fatores internos e externos.

O estudo destas alterages corporais pode datar um valor provavel ou estimado [10].

Quando ocorre a paragem das grandes funcdes vitais € imposto o designio de morte
anatomica, com o fim de todo o funcionamento organico e progride com o défice total de

energia-ATP nas células dos seres vivos proporcionando a morte histologica.

Apdés um evento como uma paragem cardiaca, o oxigénio, sendo o principal
nutriente celular comeca a faltar, proporcionando a ocorréncia da faléncia multiorganica,
sendo os neurdnios imediatamente afetados, pois resistem pouco tempo com a falta deste
[11].

E complexo explicar o exato momento do ponto de n&do-retorno, sendo qualquer
situacdo de grande impacto capaz de terminar com o equilibrio do metabolismo energético
e sintese energética. Os exames de microscopia eletrbnica ainda conseguem mostrar o
aspeto de uma célula normal depois do suposto ponto de nao retorno. Contudo, evidéncias
apontam que ao microscépio 6tico comum é preciso passar no minimo 4 horas para apurar
alteracdes. Sem recurso a equipamentos, apenas na 6tica do observador ap6s 8 a 12 horas

apo6s a morte. [11].

Os agentes patogénicos séo os grandes desencadeadores da necrose, pode ser
visivel por uma cicatriz, como no caso do musculo do coragdo quando ocorre um enfarte
ou entdo a morte de todo um tecido. A reducéo de energia fornecida, quer por motivos de
bloqueios vasculares, obstrugcéo das vias aéreas ou agressdes diretas através de agentes

guimicos ou toxicos podem levar ao desenvolvimento dessa lesdo celular irreversivel [11].



No dominio da ciéncia médico-forense a morte carateriza-se por sinais abiéticos,
determinando o fim da vida. Sao divididos por critérios mediatos e imediatos, nos mediatos
estao incluidos a paragem respiratoria, cardiaca e a descida da temperatura, os imediatos

na morte encefélica [11].

Embora a determinacdo do IPM seja extremamente importante, existem poucos
estudos que descrevam a relacdo entre a degradacao do tecido com os efeitos climaticos

que o corpo esta exposto e a sua relagdo com o pH ao longo da sua decomposicao.

Influéncia da temperatura nos tecidos pés-morte

Os sinais abitticos mediatos séo verificados ao longo do tempo na consequéncia
da paragem metabdlica. O arrefecimento gradual do corpo € um desses sinais. Apos a
morte a circulacdo sanguinea do corpo é suspendida e inevitavelmente a temperatura
desce gradualmente. A descida da temperatura ndo se da da mesma forma em todos os
cadaveres pois depende de fatores ambientais, idade ou até do tipo de roupa consoante a
estacdo de ano. A perda sucessiva de calor, até ficar com a mesma do meio ambiente é
dominada de termogénese e podem estar envolvidos os fatores fisicos de conveccao,
radiacdo, conducédo e evaporacdo [11]. Dependendo da roupa que tem vestido pode
acelerar ou atrasar, no caso de corpos sem roupa a cobrir o corpo acelera; a idade e a
massa corporal como no caso dos idosos, criangas e debilitados arrefecem primeiro em
relac@o a pessoas saudaveis. Enquanto no obeso esse processo € mais demorado, assim
como corpos com exposicao prolongada ao sol, intoxicagdes e doencas infeciosas, como
meningite, tétanos, tifo, coélera, septicemia, etc. (citado por Jorge Paulete (1996, s/p).
Portanto, a variagdo da humidade e da temperatura a que o0 corpo estd exposto apos a
morte pode alterar imediatamente as caracteristicas do tecido independentemente do
tempo pos-morte. A medi¢cdo da temperatura do cadaver pode ser considerada como um
método estimativo da determinacéo do IPM. A temperatura é obtida por regides que ndo

estdo em contato com o0 meio ambiente, como as axilas e regido retal.

Degradacao celular e autélise

O processo destrutivo inicia-se com a autélise, que ocorre apds o Obito. Os

fendbmenos tanatoldgicos transformativos do cadaver sdo descritos por processos de



autdlise, sendo uma sequéncia de acontecimentos autodestrutivos de células e tecidos,

proporcionando-se quando esta presente uma grande acidificacdo do meio.

Outro fendmeno tanatolégico é a putrefacéo e ocorre em quatro fases consecutivas.
A primeira é a fase da coloracdo, atingindo a zona abdominal com uma mancha verde ao
nivel do figado por acdo da sulfometahemoglobina e surge entre 16h e 20h depois da morte
mantendo-se em média durante sete dias. Na fase enfisematosa ou gasosa, 0s
microrganismos produzem gas levando ao incha¢o das cavidades, como o abdémen, e
inicia-se 0 descolamento da epiderme e mantem-se de uma a trés semanas.
Posteriormente, a fase coliquativa que necessita de varios meses, havendo a destruicéo
e liquefacdo dos tecidos. Por fim, a fase da esqueletizacdo, pode precisar de alguns
meses a alguns anos até a reducdo completa do corpo a 0ssos. A autdlise comecga com
uma acumulacdo de didéxido de carbono nos tecidos, as enzimas lisossomais atuam no
citoplasma da prépria célula destruindo-a. Uma célula ao morrer liberta potentes enzimas
armazenadas no seu lisossoma que darao inicio ao processo degradativo denominado de
autélise, dando entrada a autodigestédo celular. Este processo comeca a desenvolver-se
poucas horas ap0s a morte, ou seja, na fase abiética do fendmeno cadavérico e prossegue
até a fase dos fenébmenos destrutivos. A autolise apesar de ser um processo abiotico é
melhor classificada como um processo destrutivo, uma vez que causa grandes destruicdes
nas estruturas dos tecidos. As primeiras células a entrar em autélise, derivado a sua
consisténcia morfologica séo as células nervosas e da medula. A refrigeracdo € uma das
formas de bloquear o metabolismo celular da autélise, equilibrando as estruturas e os
componentes bioquimicos intra/ extracelulares, mantendo as estruturas teciduais os mais

proximos do estado “in vivo” [12].

Potencial Hidrogenidnico no tecido

O potencial de hidrogénio é o “pH” e apresenta-se numa escala que vai de 0 a 14,
sendo que 7 € o ponto neutro. O NOSSO cOrpo esta constantemente a regular a temperatura
e 0 pH, mantendo a temperatura entre os 36,5°C e o pH 7 (neutro), de forma manter o

equilibrio corporal.

A temperatura e o pH fazem parte da regulacéo corporal da maior diversidade de
espécies que existe na natureza. Portanto, monitorizar e responder a esses parametros
fisicos e quimicos é fundamental para controlar o desenvolvimento de todas as bactérias

de vida livre. No laboratério, podemos controlar cuidadosamente esses fatores de
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crescimento. Uma parte importante do comportamento de uma grande variedade de
bactérias é a capacidade de andarem dentro de gradientes de temperatura e pH para

encontrar suas condi¢cBes ideais de sobrevivéncia. [13].

A atividade do sistema nervoso da origem a uma variedade de mudancas de pH e
temperatura extracelular e intracelular que sdo originados através de uma variedade de

mecanismos, como a atividade fisica [14].

Exame histologico

A recolha de material para exame histopatolégico deve ser efetuada no menor
tempo possivel ap6s ocorrer o 6bito porque quanto maior o tempo de morte, maior a

possibilidade de autdlise dos tecidos.

Quando existe suspeita de doencas que desencadeiam o rapido desenvolvimento

do fendmeno de autdlise, a colheita deve ser efetuada logo que possivel.

As colheitas devem ser obtidas e rapidamente fixadas em formol tamponado a 10%.
Depois da colheita e fixagdo, o material pode ser entregue ao laboratério para iniciar
processamento ou pode ficar a espera da ocasiao conveniente, visto que materiais fixados

em formol séo preservados por tempo infinito.



Questao cientifica

Duvida que levou a origem do desenvolvimento desta investigacéo:

“A alteracao do pH do tecido colhido post-mortem é

estritamente dependente do tempo de colheita?”

Objetivo geral

Verificar a influencia do tempo/ temperatura no processo da autélise e variagdo do pH,
em fragmentos colhidos de cérebros post-mortem, de forma a evitar discrepancias na
obtenc&o de resultados nos estudos efetuados com recurso a tecido do Banco Portugués
de Cérebros (Portuguese Brain Bank — PBB) que dependam deste fator e ndo do processo
neurobioldgico a ser estudado.

Objetivos especificos

1. Avaliar a relacéo entre o pH do tecido cerebral e o tempo post-mortem.

2. Avaliar se o pH do tecido cerebral depende das condic¢des de refrigeracdo do corpo
antes da colheita.

3. Avaliar o papel da causa de morte, nomeadamente a existéncia de septicemia, na
degradacéo do tecido cerebral avaliado pelo pH.

4. Avaliar a existéncia de alteragbes microscopicas do tecido encefalico de acordo
com as variaveis do ponto 1, 2 e 3.

5. Estabelecer com base nos objetivos prévios intervalos de tempo de colheita de

forma a agrupar tecido com caracteristicas de autélise similares.



Materiais e métodos

Localizacao

Dados clinico-demograficos e amostras histolégicas de cérebros provenientes de
necropsias em individuos de ambos os sexos, portadores de doencas neurodegenerativas
e dadores ao Banco Portugués de Cérebros (Portuguese Brain Bank — PBB) do Centro
Hospitalar Universitario de Santo Anténio (CHUdSA) com o protocolo estabelecido pela

Unidade de Neuropatologia que detalhamos nas seccfes seguintes.

Procedimentos técnicos para colheita e obtencdo do material do PBB

Os cérebros selecionados para estudo foram doados pelo proprio durante o
acompanhamento nas consultas de neurologia enquanto este tinha capacidades cognitivas
para decidir ou entdo pelo familiar mais proximo quando tal ja ndo era possivel através de

um formulario de consentimento informado (anexo 3).

O protocolo de doacéo é a ferramenta imprescindivel para que se torne possivel a

concretizagdo da doacéo do 6rgao para estudo.

As necropsias foram realizadas pelos médicos neuropatologistas do servico do
CHUdSA.

Apés a observacdo do cérebro, a segunda etapa passa pela separacdo do
hemisfério cerebral esquerdo do hemisfério cerebral direito fazendo um corte sagital ao

longo da fissura longitudinal.

Uma das metades do cérebro é rapidamente submergida em formaldeido a 10%,
onde fica a fixar pelo menos durante 3 semanas, sendo esta metade a que vai ser usada

para o estudo histoldgico.

Ao fim das 3 semanas, é seccionado coronalmente e cada uma das diferentes
regides é observada criteriosamente; sédo escolhidos os fragmentos submetidos a blocos
de parafina para os cortes histologicos e corados pela hematoxilina-eosina (HE) ou ainda
processamentos de outras técnicas histoldgicas ou de imunohistoquimica para serem

analisados pelo neuropatologista.

Procede-se com imediata medicdo do pH e temperatura, e disseccdo do outro

hemisfério, no estado fresco, o que neste estado melhoram a sua especificidade e



gualidade anatomica. Sdo medidas nas diferentes regides do cérebro, sendo elas a zona
frontal, parietal, occipital, temporal e cerebelo através do equipamento pH meter for skin
Hanna (Figura 1).

Figura 1. Aparelho de medicdo de pH (cortesia PBB)

As amostras colhidas sado divididas por sec¢des de colheita por forma a catalogar em
diferentes areas de interesse anatémico e poderem ser cedidas para investigacdo de

acordo com a solicitagdo dos investigadores.

Figura 2: Cérebro inteiro a esquerda e seccionado a direita (cortesia do PBB)



Método de dissecédo (Flash Frozen) e a nomenclatura dada por regido de corte

Cortex cerebral posterior

Cortex cerebral anterior

cerebelo

o Cortes coronais

e lcm de espessura

e Comeco ao nivel do
corpo mamilar

e Oseccdoes—PlaP9

e Cortes coronais

e lcm de espessura

e Comeco ao nivel do
corpo mamilar

e 6a7seccoes—Al-
A6/7

P1 - normalmente talamo,
nacleos da base da regido
posterior

Al - nucleos da base ,
putamen, globo pélido
lateral e médio e
hipotalamo

Fragmento do vermis do
cerebelo - corte com 0,5cm
paralelo com a linha média
cerebelar.

Linha média em contato
com a placa fria

P2 - pode ou ndo conter
talamo e hipocampo

A2 - nlcleos da base da
comissura anterior

Nucleo dentado- corte
parasagital no hemisfério
cerebeloso de % da linha
média.

Superficie medial em
contato com a placa fria

P3 - pode ou néo conter o
hipocampo

A3 -nlcleos da base ao
nivel do nucleus
accumbens, o bloco frontal
anterior

Restante hemisfério cortar
em secdes parasagitais

P4 a P9 - as secdes
restantes deixadas intatas

A4- 6 - secles deixadas
intatas

NOTA: 5 a 6 fragmentos
para congelar e ainda em
tubos de 1,5ml colocar
cerebelo para estudos de
pH e DNA.

Quadro 1: Método de dissecéo (Flash Frozen) e a nomenclatura dada pelas regifes de

corte
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Procedimentos técnicos pararecolha das amostras de congelagao (Flash Frozen)

A 2° metade do cérebro é fotografada antes de iniciar a disseccéo.

Retira-se o bulbo olfativo, faz-se a colheita do liquido cefalorraquidiano, mede-se o

pH e a temperatura.

Faz-se um corte coronal através do hemisfério dos corpos mamilares para separar

0 cortex anterior e posterior.

Seguidamente fazem-se os cortes de toda a metade do cérebro e sdo colocados

numa placa de congelacgéo.

Nesta fase retira-se um pequeno fragmento do cértex frontal para um tubo de

Falcon com formol a 10% para despiste da doenca pridnica.

A técnica de congelamento utilizada é denominada de “flash frozen”, pois garante
um congelamento instantaneo do tecido numa placa de titdnio que os mantém a uma
temperatura de -80°C.

O método de preservagao “flash frozen” evita o descongelamento-recongelamento
do corte das regides de interesse, 0 que se tornava degradativo quer para as amostras

guanto para os cérebros de origem.

Figura 3: Placa de congelacdo com os cortes orientados ( cortesia do PBB)
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Recolha de dados da base de dados do PBB relevantes ao estudo

Todos os dados provenientes do certificado de 6bito, boletim de informacao clinica,
recolha de pardmetros durante a colheita do 6rgdo e diagnésticos histolégicos sao

registados na base de dados do PBB.

Procedeu-se & consulta dos registos na base de dados do PBB por forma a obter:
data/hora de morte, a data/hora da colheita, sexo, idade, pH e temperatura do tecido obtido

na colheita (esquema 1).

Efetuaram-se os registos dos parametros de interesse e os calculos dos intervalos

de tempo entre a data da morte e a data da colheita ( ilustrado no Quadro 2 ).

Posteriormente, para a avaliacdo do valor preditivo do pH na qualidade do tecido
para investigacéo recorreu-se ao método de processamento histolégico das amostras por
coloracdo Hematoxilina & Eosina para verificacdo da alteracdo celular e finalizando com

uma analise tintorial.

Sexo ~

Idade

Datae hora
da morte

temp@rafura

Data e hOf’a
o - ot

Esquema 1: Dados retirados da base de dados do PBB para analise
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Critérios de inclusédo e exclusao

Foram incluidos todos os casos de doac¢des que continham a descri¢cdo detalhada
e necessaria para o estudo, nomeadamente, sexo, idade, data da morte, data da colheita,
pH, temperatura e patologias associadas.

Foram criteriosamente verificadas as datas de morte pelo certificado de Obito de
forma a que o célculo do intervalo ndo fosse enviesado por erros de transcricdo. Em
seguida, foram selecionados os 20 casos com maior intervalo entre a data de morte e a
colheita do cérebro e os 20 casos com 0 menor intervalo de tempo, isto para estudos de
correlagédo de tempo. Dentro destes foram tratados laboratorialmente 5 casos de cada um
dos grupos, todos com doenca de Alzheimer, para obtencdo de laminas com os cortes

histolégicos para observacdo ao microscopio.

Os casos realcados a amarelo, na tabela 1 e tabela 2, representam 0s casos que
foram selecionados para analise histologica de forma a verificar se houve alteracdo celular

no tecido pelos diferentes intervalos de tempo.

Foram excluidos todos os casos que nao tinham os registos acima descritos.

Analise tintorial da coloragdo H&E no programa ImageJ

Dado o tempo de post-mortem ser relativamente reduzido para objetivar alteracdes
morfolégicas, assim como devido a alteragbes inerentes as diferentes patologias
neurodegenerativas de base, para esta analise foi registada e comparadas as propriedades
tintoriais da H&E. Para tal as laminas foram digitalizadas no sistema 3DHistech P1000
Digital Pathology System a 20x. A qualidade de cada digitalizagdo foi posteriormente
controlada no software 3DHistech CaseViewer. A partir do programa ImageJ dividiu-se a
coloracdo de H&E na sua componente de hematoxilina e eosina. Obtendo-se uma
visualizacao isolada dos ndcleos, de forma a perceber se estes se encontram integros ou
em estado de degeneracdo nos diferentes intervalos de tempo. Assim, no referido
programa, contabilizou-se o total de nucleos presentes, num campo de igual dimensdes de
cada lamina, e posteriormente contabilizaram-se os nicleos que demonstravam inicio de
degradacdo pela observacdo da simetria e consisténcia da substancia nuclear

representada a azul pela coloracdo H&E e ainda a observacéo do estado da cromatina.

Esta analise foi realizada cega para os dados clinicos e tempo de colheita dos

casos.
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Desenho do estudo

1

Observacédo de todos os processos inseridos na base de dados do PBB para
confirmacao dos dados de interesse para o estudo,

Obtencéo de copias com os dados de interesse para formagéo dos grupos com
a respetiva informagéo de interesse,

Separacado dos casos de interesse por sexo, idade & morte, data de 6bito, data
de colheita, pH, temperatura e patologia neurodegenerativa,

Estudo da associagdo entre as variaveis, nomeadamente o pH e a temperatura
com o intervalo de tempo entre morte/colheita,

Obtencdo de cortes histologicos para analise da alteracdo celular na sua

evolugdo com o tempo entre a data da morte e a data da colheita,

Andlise dos dados obtidos.

ooz

Esquema 2: Representacéo da evolugéo do tratamento de dados
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Analise estatistica

A estatistica elaborada é baseada em todos os casos com dados validos. A data de
morte, data de colheita, medidas de pH e temperatura foram as variaveis estudadas. As
frequéncias das variaveis: pH_frontal, pH_temporal, pH_parietal, pH_occipital,
pH_cerebelo e temperatura foram verificadas através STATISTICS=STDDEV
estabelecendo a faixa de variacdo entre 0 minimo, maximo, média e mediana com
representacdo em histogramas. A anadlise das variaveis: pH_ frontal, pH_temporal,
pH_parietal, pH_occipital e pH_cerebelo com a diferenca entre a data de morte e a data de
colheita foi estudada através BOXPLOT/STATISTICS por forma a verificar as oscilagbes
entre elas. O grafico SCATTERPLOT(BIVAR) foi usado para apresentarem as curvas de
crescimento entre o pH por regido e o intervalo de tempo. O T-TEST foi estudado para
comparar as médias dos diferentes grupos dos intervalos de tempo. A correlacao entre o
pH das diferentes regibes com a temperatura foi efetuada com base em testes nao
paramétricos e realizado o grafico SCATTERPLOT(MATRIX) de forma a expressar a
dispersdo da temperatura pelas medidas de pH registadas nas diferentes regides do

cérebro.

Para a analise da avaliagdo dos nuacleos pela marcagdo da hematoxilina (analise
tintorial) foi calculado o racio do numero de ndcleos com degradacgdo tendo em conta o
namero total de nucleos de cada caso. Foi realizada uma correlacdo de Spearman para

avaliar a relacdo entre este racio e tempo apos a colheita.
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Resultados

Representagdo do numero de casos

Foram analisados 86 casos do PBB, seguindo os passos 1 e 2 mencionados no

desenho do estudo.

A distribuicdo dos casos registados no PBB pela data de morte, data de colheita,

medidas de pH e temperatura, est4 descrita no esquema 3.

86 casos
analisados

do PBB

29 casos

s6 com N° de Casos
data de excluidos

57 casos 6bito
com a data
da morte e

colheita

N° de Casos com
critérios para
entrarem no estudo

47: pH 45: pH 44: pH 46: pH 47: pH

frontal temporal parietal occipital cerebelo

Esquema 3: Representacdo dos casos em estudo inerentes ao PBB
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Dados recolhidos da base de dados sujeitos a analise

N°INT | SEXO|IDADE| DATA_MORTE |DATA_COLHEITA |[MORTE_COLHEITA|pH_FRONTAL pH_TEMPORAIJpH_PmETAL pH_OCCIPITAL |pH_CEREBELO| T°C
BC116| M 73 |08/02/2016 09:20| 08/02/2016 1315 0355 9999 9999 9999 9999 9999 9999
BC124( M 66 | 29/08/2016 10:25| 29/08/2016 15:30 0505 9999 9999 9999 9999 9999 9999
BC125| M 63 |27/10v2016 05:40| 27/10/2016 1315 07:35 9999 9999 9999 9999 9999 9999
BC126| F 58 | 107112016 05:55| 10V11/2016 1250 06:55 9999 9999 9999 9999 9999 9999
BC128| M 55 | 030172017 05:30| 0X/012017 15:45 10:15 9999 9999 9999 9999 9999 9999
BC129| F 79 | 30002017 12:00| 31032017 1230 2330 9999 9999 9999 9999 9999 9999
BC130| M 60 | 08/042017 06:50| 08/04/2017 14:19 07:29 9999 9999 9999 9999 9999 9999
BC131| M 51 |09/042017 10:30| 0042017 1538 05:08 9999 9999 9999 9999 9999 9999
BC132| F 70 | 190572017 1200| 20/05/2017 10050 2250 9999 9999 9999 9999 9999 9999
BC134| M 68 | 07/172017 07.35] 07112017 16:40 09.05 9999 9999 9999 9999 9999 9999
BC135| F 71 |08/172017 07:18| 08/112017 16:35 0917 588 9999 585 6,03 598 9999
BC136| M 51 | 04072018 08:00| 04012018 16:52 0852 6,18 6,15 9999 6,45 6,34 21,2
BC137| M 65 |04/03/2018 2245 05/03/2018 1227 1242 6,36 637 6,10 6,63 610 210
BCO138| F 68 |15/0372018 11:44| 15032018 1822 06:38 6,18 6,28 6,28 6,11 591 230
BCO139| F 68 |26/072018 10:30| 26/01/2018 15:30 0500 6,07 9999 9999 9999 6,02 232
BCO140| F 69 |04/05/2018 00:00| 17/05/1927 00000 9999 9999 9999 9999 9999 9999 9999
BCO141| M 78 |06/06/2018 07:15| 06/06/2018 16:25 0910 5,64 568 5,67 577 577 240
BCO142] M 62 |01/08/2018 07:05| 01/08/2018 1227 0522 6,24 6,27 6,07 6,27 6,21 259
BCO143] M 50 |11/08/2018 09:52| 12/08/2018 17:14 312200 6,32 652 9999 6,45 630 240
BCO144| F 67 |24/10v2018 06:00| 2410/2018 1415 0815 6,3 6,47 6,33 6,19 6,36 26,0
BCO145| M 69 | 16/11/2018 21:45| 17/11/2018 18:00 20015 6.3 642 6,45 6,41 634 230
BCO145] M 74 | 271092019 06:45| 271032019 15:25 0840 6,26 6,30 6,33 6,41 6,4 235
BCO147| M 79 | 15042019 1215] 16/04/2019 11:00 2245 6,37 647 6,51 6,54 6,47 197
BC143| F 72 [16/05/2019 09:30| 17/05/2019 11:29 255900 6,51 6,46 6,45 6,11 6,35 236
BCO149| F 65 |14/07/2019 16:30| 15/07/2019 16:13 2343 6,61 682 6,64 6,57 6,41 250
BCO150| F 83 |08/08/2019 0206| 08/08/2019 1415 1209 6,11 6,11 5,88 6,03 593 250
BCO151| M 63 | 17/08/2019 00:20| 17/08/2019 17:20 17.00 6,16 6,18 6,19 6,14 6,01 250
BCO152| F 49 |07/092019 12 30| 08/09/2019 15:00 26:30:00 6,41 6,51 6,54 6,49 6,47 26,0
BCO153] M 74 | 22092019 07:15| 23/09/2019 1250 29:35.00 6,39 643 6,44 6,32 6,40 246
BCO154| F 78 [18/1062019 04:00| 181072019 1315 0315 6,31 6,31 6,20 6,17 6,21 230
BCO155| F 68 | 121272019 01:00| 12/12/2019 15:54 1454 6,45 640 6,34 6,20 6,36 228
BCO156| F 77 |05/012020 00:00| 06/01/2020 17:40 41:40:00 72 718 7,09 6,78 6,78 21,0
BCO157| M 59 | 10/01/2020 16:30| 11012020 10:55 18.25 6,41 6,44 6,40 6,40 593 180
BCO158| F 69 | 23012020 04:00| 24/01/2020 10030 3030000 6,29 6,62 6,27 6,17 6,33 205
BCO159| M 75 |16/02/2020 00:00| 17/02/2020 16:50 40:50:00 6,51 6,56 6,62 6,40 6,44 200
BCO160| ™ 67 |20/022020 16:50| 21/02/2020 1407 2117 6,59 6,33 6,41 6,58 6,61 228
BCO161| M 64 | 13/02/2020 14:00| 14/03/2020 11:00 21:.00 6,39 6,36 6,41 6,41 6,50 220
BCO162| F 60 [15/032020 02 30| 16/03/2020 11:50 3320000 594 594 5,95 6,05 599 210
BCO163] M 65 | 27/052020 17.30| 28/05/2020 1240 1910 6,57 652 6,46 6,41 6,47 280
BCO165| F 81 |04/06/2020 00:10| 04/06/2020 16:58 16:48 6,23 6,39 6,30 6,30 6,32 250
BCO166| F 70 |12/052020 00:00| 19/06/2020 00:00 9999 9999 9999 9999 9999 9999 9999
BCO1G7| M 39 | 220772020 14:50| 2307/2020 16:00 2510:00 599 6,27 6,40 6,20 6,34 258
BCO168| F 18 |2310W2020 00:15| 24/10v2020 12329 36:24.00 6,55 643 6,48 6,29 6,52 210
BCO169| F 80 |29/10v2020 2250| 31102020 11:35 36:45:00 6,20 6,23 6,30 6,21 6,33 21,0
BCO170| F 68 | 011172020 18:30| 037112020 1210 41.40:00 6,59 6,63 6,30 6,50 6,17 240
BCO171| M 77 | 191172020 00:00| 10/12/2020 00:00 9999 9999 9999 9999 9999 9999 9999
BCO172| F 72 | 08/12/2020 19:45| 091212020 18.00 2215 6,40 6,61 6,34 6,48 6,47 215
BCO173| M 87 | 251212020 06:30| 26/12/2020 10:00 27:30:00 6,47 651 6,57 6,42 653 17
BCO174| M 71 | 13072021 00:25| 13/01/2021 1240 1215 6,57 639 671 6,62 6,68 19,0
BC175| F 77 | 29072021 23:45) 01022021 17:00 651500 6,42 6,47 6,41 6,30 654 9999
BC178| F 66 | 29/04/2021 07.00| 30/04/2021 10:30 27.30:00 6,21 6,08 6,26 6,04 6,12 20,1
BCO179| M 72 | 13052021 20:44| 14052021 1445 18:01 6,53 659 6,43 6,39 639 240
BCO180| M 60 |14/052021 06:30| 15052021 11:45 291500 6,75 681 71 6,77 6,95 209
BCO181| F 64 |09/06/2021 03:20| 10/06/2021 10:45 31:2500 6,35 642 6,14 6,47 596 223
BCO182| F 76 |3110v2021 08:30| 011172021 10:15 254500 6,19 6,16 618 6,11 612 214
BCO183] M 80 |24/12/2021 01:45| 261212021 11:10 57:25.00 7,07 69 6,87 710 6,84 195
BCO184| M 75 | 21022022 21:42| 22/02/2022 14.00 1618 6,37 632 6,32 6,38 6,25 213
BCO185| M 71 |06/03/2022 23:55| 07/03/2022 1445 14:50 6,48 653 6,39 6,41 658 205
BCO186| M 74 | 12032022 09:20| 13032022 11.05 254500 6,5 6,29 6,25 6,31 645 19,0
BCO187] M 76 |25/03/2022 21:30| 26/03/2022 10:50 1320 6,42 6,40 6,33 6,13 654 220

Quadro 2: Representacao dos dados por caso em estudo
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Avaliacéo histoldgica por comparacédo dos diferentes intervalos de tempo

De maneira a definir a divisdo do intervalo de tempo entre a data da morte/colheita
em 3 grupos, configurando numa fase de colheita como precoce, intermédia e tardia
de tempos, efetuou-se uma divisdo em 3 grupos com igual numero de casos. Obteve-
se a divisdo dos tempos (representacdo na tabela 5), que a partir da qual, posteriormente

classificou-se morfologicamente as analises histologicas das coloragdes.

Foram selecionados cortes da mesma regido do cérebro, sendo da zona parietal e
todos com doencga de Alzheimer, com imagens das regides idénticas de forma a concluir a

identificacdo da alteracdo celular pela distribuicdo dos intervalos de tempo.

Para avaliagéo do nivel de autdlise dos fragmentos colhidos, foram atribuidas as
seguintes classificacdes apods observacao histolégica: discreto, quando se observa
neurdnios com arquitetura celular mantida (autdlise discreta); moderado, perda de
definicdo celular neuronal e acentuado, com maior perda da definicdo celular do cérebro.
Dividiram-se as imagens da microscopia em dois grupos, o primeiro grupo referente as
cinco colheitas com menor tempo de colheita e 0 segundo grupo com as restantes, de

maior tempo de colheita (tabela 1 e 2).

Tabela dos casos com 0s menores intervalos de tempo

e IDADE INTERVALO
SEXO A ENTRE DATA
DADOR PATOLOGIA
MORTE | MORTE/COLHEITA
BCO0135 F 71 9H17MIN Paralisia supranuclear progressiva
Degenerescéncia lobar
BC0136 M 51 8H52MIN frontotemporal associada a doenca
de neurdnio motor
Doenca de Alzheimer, Angiopatia
BC0137| M 65 12H42MIN o
amildide cerebral
BC0138 F 68 6H38MIN Paralisia supranuclear progressiva
Hemorragia protuberancial,
BCO0139 F 68 5HOOMIN Amiloidose meningovascular e
subpial por TTR
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Doenca de Alzheimer, Angiopatia
BC0141 M 78 9H10MIN o

amiloide cerebral AB

Doenca de Alzheimer, Angiopatia
BC0142 M 62 5H22MIN o

amiloide cerebral AB
BC0144 F 67 8H15MIN Ataxia de natureza indeterminada
BC0146 M 74 8H40MIN Doenca de Alzheimer

Paralisia Supranuclear Progressiva,
BC0150 F 83 12HO9MIN Patologia de Alzheimer, Patologia de

Lewy
BCO0151 M 63 17HOOMIN Doenca de Alzheimer
BC0154 F 78 9H15MIN Paralisia Supranuclear Progressiva

Amiloidose meningovascular e
BCO0155 F 68 14H54MIN )

subpial por TTR (CAA severa)
BCO0157 M 59 18H25MIN Paralisia Supranuclear Progressiva
BC0165 F 81 16H48MIN Degenerescéncia Corticobasal
BC0174 M 71 12H15MIN Angiopatia amiloide cerebral
BC0179 M 72 18HO1MIN Controlo
BC0184 M 75 16H18MIN Deméncia vascular
BC0185 M 71 14H50MIN Degenerescéncia corticobasal
BC0187 M 76 13H20MIN Doencga de Alzheimer

Tabela 1: Representacéo dos 20 casos selecionados com menor intervalo entre a data da

morte e a data da colheita

Tabela dos casos com os maiores intervalos de tempo

INTERVALO
IDADE | ENTRE DATA
N° DE A MORTE/
DADOR | SEXO | MORTE COLHEITA PATOLOGIA
Esclerose lateral amiotréfica (TDP43+)
BC0143| M 50 31H22MIN associada a mutacdo do gene C9orf72.
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BC0148 F 72 25H59MIN Atrofia de multiplos sistemas
Achados compativeis com ataxia
espinocerebelosa tipo 3 (SCA3) /

BC0152 F 49 26H30MIN Machado-Joseph

BC0153 74 29H35MIN Doenca de Parkinson

BC0156 F 77 41H40MIN Doenca de Alzheimer
Doenca de Alzheimer e Deméncia com

BC0158 F 69 30H30MIN Corpos de Lewy

BC0159| M 75 40H50MIN Paralisia supranuclear progressiva

BC0162 F 60 33H20MIN Doenca de Alzheimer
Doenca de Alzheimer associada a

BC0164 F 79 95H15MIN doencga cerebrovascular

BC0168 F 18 36H24MIN Niemann-Pick tipo C
Doenca de Alzheimer e deméncia

BC0169 F 80 36H45MIN Vascular

BC0170 F 68 41H40MIN Paralisia Supranuclear Progressiva

BCO173| M 87 27H30MIN Doencga de Alzheimer

BCO0175 F 77 65H15MIN Doenca de Alzheimer
Deméncia Fronto-temporal e Patologia

BCO0178 F 66 27H30MIN neuronal de Lewy

BC0180| M 60 29H15MIN Doenca de Alzheimer

BC0181 F 64 31H25MIN Angiopatia amiloide

BC0182 F 76 25H45MIN Paralisia supranuclear progressiva

BC0183| M 80 57H25MIN Doenca de Parkinson

BC0186| M 74 25H45MIN Doencga de Alzheimer

Tabela 2: Representacdo dos 20 casos selecionados com o maior intervalo entre a data

da morte e a data da colheita

Durante os procedimentos de colheita foram descritas as varias alteracdes

morfoloégicas, assim como as medigcbes dos parametros cruciais para a testagem da

fiabilidade da qualidade da amostra.

De acordo com os célculos do intervalo de tempo dos casos existentes no PBB,

entre a data da morte e a data da colheita do cérebro, observou-se que o menor intervalo

foi aproximadamente 4 horas e o maior intervalo de tempo foi de 65 horas, com um Gnico

20




caso com um registo de tempo téo elevado (tabela 3 abaixo, e representados valores no

quadro 2 acima).

Representacdo do menor e maior intervalo de tempo

INTERVALO

Ne° Validos 57

Ausentes 29
Media 20,7
Mediana 19,2
Desvio padrao 13,0
Variancia 169,1
Faixa 61,3
Minimo 3,9
Maximo 65,2

Tabela 3: Descrigdo estatistica do menor e maior intervalo de tempo entre data de

morte/colheita

Foram analisadas as medi¢Ges de pH entre as diferentes regides; frontal, temporal,

parietal, occipital e cerebelo, verificando-se 0 minimo de 5,5 e um méaximo de 7,2 (tabela

4 e histogramas abaixo).

Representacdo do menor e maior valor de pH por regiao

pPH_ pH_ pPH_ pH_ pPH_

FRONTAL TEMPORAL PARIETAL OCCIPITAL CEREBELO

N©° Validos 47 45 44 46 47
Ausentes 39 41 42 40 39

Media 6,4 6,4 6,4 6,3 6,3
Mediana 6,4 6,4 6,4 6,4 6,4
Desvio Padréo 0,3 0,2 0,3 0,2 0,2
Variancia 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Faixa 1,6 1,5 1,4 1,3 1,2
Minimo 5,5 5,7 5,7 5,8 5,8
Maximo 7,2 7,2 7,1 7,1 6,9

Tabela 4: Descri¢ao estatistica do menor e maior valor de pH por regido do cérebro
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Frequency

Histogramas da frequéncia de pH por regides
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Gréfico 1: Frequéncia do pH frontal
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Graéfico 2: Frequéncia do pH temporal
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Gréfico 3: Frequéncia do pH parietal
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Gréfico 4: Frequéncia do pH occipital
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Frequency
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Gréfico 5: Frequéncia do pH cerebelo

6.80

7.00

Mean = 6.33
Sed. Dev. = .256
47

Grupos dos intervalos de tempo de colheita

Percent Percent
Frequéncia Percent validados Cumulativa
Validados <= 12,25 19 22,1 33,3 33,3
12,26 — 25.17 19 22,1 33,3 66,7
25,18+ 19 22,1 33,3 100,0
Total 57 66,3 100,0
Ausentes 9999 3 3,5
Sistema 26 30,2
Total 29 33,7
Total 86 100,0

Tabela 5: Representacédo estatistica da divisdo em 3 fases do intervalo de tempo entre

data morte/colheita
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Relacao entre os diferentes grupos de intervalos de tempo e o pH por
regido do cérebro
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Gréfico 6: Relacéo entre os diferentes grupos de intervalo de tempo e o pH por regido do

cérebro

No grafico 6, anteriormente representado, podemos observar a variagdo do pH nas

diferentes regides do cérebro com os diferentes grupos de intervalos de tempo de colheita.

Em relacdo ao intervalo de tempo de colheita antes das 12 horas verificamos que o
pH, numa perspetiva global, cresce ligeiramente em comparacdo com o aumento dos
intervalos de tempo representados, seja entre as 12 horas / 25 horas, ou mesmo quando
o tempo de colheita ultrapassa as 25 horas. Pormenorizadamente verifica-se que o pH
frontal nas colheitas inferiores as 12 horas esta entre os 6,2 e sobe gradualmente para os
6,3 no intervalo das 12 as 25 horas e para os 6,4 para o intervalo de colheita superior a 25
horas. Na observacéo do pH temporal podemos verificar que este se encontra ligeiramente
aumentado em relacdo aos valores do pH frontal no intervalo de colheita inferior as 12
horas, mas mantém-se equiparado com o pH frontal no intervalo das 12 as 25 horas,
aumentando ligeiramente nas colheitas superiores a 25 horas. No que diz respeito ao pH
parietal podemos verificar que o pH diminui ligeiramente em relacdo ao pH frontal e
temporal em todos os intervalos de tempo de colheita. O pH occipital € aquele que no
primeiro intervalo de colheita, antes das 12 horas, apresenta um menor pH, subindo

ligeiramente no intervalo das 12 as 25 horas e no maior tempo de colheita 0 pH desce
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bastante em relag&o aos anteriormente observados. Por fim, em relagdo ao pH do cerebelo,

sobe ligeiramente com o aumento do tempo de colheita.

Apoés esta andlise, da relacdo do pH com os diferentes grupos de intervalos de

tempo das colheitas do cérebro, foi necessario apurar a curva de crescimento entre o pH

das diferentes regifes de forma a conseguirmos perceber se este seria diferente entre eles.

Curvas de crescimento entre o pH por regiéo e o intervalo de tempo

pH_FRONTAL
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R? Quadratic =0.247

[y=6.08+0.02"x-8.5 1E-5"x2
0?7 1
1]

20.00 40.00 60.00
INTERVALO

Gréfico 7: Representacdo da curva entre pontos na relagédo do pH frontal/intervalo
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Gréfico 8: Representacao da curva entre pontos na relacdo do pH temporal/intervalo

pH PARIETAL
R? Quadratic =0.222
750
b o
7.00
°
3 o
& ° °
5 v=6.01+0.02'x—1.8?E-4‘x*‘2|
& °
I
- 00 © e e
e o
o
®
5.50
00 20,00 40,00 60.00
INTERVALO

Gréfico 9: Representagéo da curva entre pontos na relagédo do pH parietal/intervalo
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Gréfico 10: Representacdo da curva entre pontos na relacao do pH occipital/ intervalo
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Gréfico 11: Representacao da curva entre pontos na relacdo do cerebelo/ intervalo
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As curvas do pH em funcéo do tempo sdo semelhantes em todas as regifes, com
um crescimento inicial, a que se segue um patamar para valores mais elevados de tempo.
O melhor modelo para ajuste dos dados foi 0 modelo quadratico, o que explica a forma das
curvas. Estas curvas de pH com forma ascendente n&do apresentam significancia
estatistica. A diferenca do pH entre os diferentes intervalos € marginal, ndo se podendo
concluir que quanto maior o intervalo de tempo maior o pH. Observando-se assim que nao

héa diferencas estatisticamente significativas entre os grupos estudados.

Temperatura

De forma a verificar a influencia da temperatura procedeu-se ao estudo dos dados

registados durante o procedimento técnico da colheita do cérebro.

Os cadaveres sao mantidos logo apdés a morte em arcas refrigeradoras a

temperatura de 1 a 2°C.

O numero de casos validos verificados estatisticamente sao 45, com uma média de

22,4°C, uma mediana de 22,3°C e com um desvio padrdo de 2,4 (tabela 6).

Dentro dos casos validos apurou-se o valor minimo de 17,0°C para um intervalo de
tempo de 27h e 30min e 0 maximo de 28,0°C para um intervalo de 19h e 10min, (quadro 2
e tabela 6).

O grafico 13, abaixo representado, mostra que a temperatura medida no cérebro

logo apés a sua colheita, ndo tem uma grande dispersdo, ndo sendo esta capaz de

promover alterac¢des significativas do pH nas diferentes regides.

Os valores médios / medianos da temperatura mantém-se constantes ao longo

dos intervalos de tempo com uma distribuigcdo simétrica e desvio padrao baixo (tabela 6).
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TEMPERATURA

10 Mean = 22 .4
Std. Dev. = 2,385
N =45
a
g
]
g
4
2
o 17.5 20.0 225 25.0 27.5 30.0
TEMPERATURA
Gréfico 12: Representacéo da variagdo da temperatura
Representacdo dos valores da temperatura
TEMPERATURA
N Validos 45
Ausentes 41
Média 22,4
Mediana 22,3
Desvio padrao 2,4
Variancia 5,7
Faixa 11,0
Minimo 17.0
Maximo 28,0

Tabela 6: Temperatura registada no cérebro apés colheita
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Gréfico 13: Representacéo da temperatura com as medi¢cfes de pH por regido do cérebro

Variacdo da temperatura pelos diferentes grupos
de intervalos de tempo

Média da
INTERVALO N Temperatura
25.18+ 18 21.5
12.26 - 25.17 17 22.8
<=12.25 10 23.4
Sig. .090

Tabela 7: Representacdo dos valores da temperatura pelos intervalos de tempo

Comparacéo histolégica

Posteriormente serdo apresentadas as imagens da microscopia dos dois grupos
selecionados, o primeiro grupo referente as cinco colheitas com menor tempo de colheita

e 0 segundo grupo com as restantes, de maior tempo de colheita (tabela 8 e 9).
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Tabela 8: Imagens de cortes histolégicos em H&E, regido parietal do cérebro, onde se
observa os casos pelo menor intervalo de colheita: A) BC137 com 12h42min, B) BC141
com 9h10min, C) BC142 com 5h22min, D) BC146 com 8h40min, E) BC151 com 17h.
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Tabela 9: Imagens de cortes histolégicos em H&E, regido parietal do cérebro, onde se
observa os casos com maior intervalo de colheita: F) BC156 com 41h40min, G) BC162

com 33h20min, H) BC169 com 36h45min, 1) BC175 com 65h15min, J) BC180 com
29h15min
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Grau de autolise

Grupos dos Intervalos de tempo Discreta Moderada | Acentuada
£12,25 X
12,26 a 25,17 X
>25,18 X

Tabela 10: Classificacdo da autélise caracterizada durante a analise histolégica pelos

intervalos de tempo

Casos selecionados para estudo

morfolégico

Menor tempo de colheita

Descricao

histolégica

BC137 - 12h42min

BC141 - 9h10min

BC142 - 5h22min

BC146 - 8h40min

BC151 - 17h00min

Neurbnios com arquitetura celular

mantida

Maior tempo de colheita

BC156 - 41h40min

BC162 - 33h20min

BC169 - 36h45min

BC175 - 65h15min

BC180 - 29h15min

Neurbnios com arquitetura celular

mantida

Tabela 11: Descricdo histoldgica dos casos selecionados pelo menor e maior intervalo de

colheita
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Comparacéo tintorial entre as coloragcdes com o menor e o maior intervalo

de colheita

As imagens representadas a baixo (imagem 1, 2, 3, 4 e 5), s@o a representacao de
uma parte de igual tamanho do corte total efetuado inicialmente para a coloracao
histologica, onde a partir desta contabilizaram-se os nicleos. Estao indicados a vermelho

na imagem 1, 2, 3, 4 e 5 0os que comecam a degradarem-se.

Apos observacdo das varias laminas, concluiu-se que nos intervalos de tempo de
5h22min a 12h42min, encontram-se ndcleos bem preservados e integros na sua maioria
(imagem 1 e imagem 2), comec¢ando as 17h a aparecer mais nucleos a entrar num estado
de degradacéo (imagem 3). Observando-se maior progressdo em intervalos mais elevados,

como os representados, a 33h20min e 65h15min (imagem 4 e imagem 5).

Avaliacdo dos nucleos pela marcacao da hematoxilina
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Imagem 1: Lamina BC142, com um intervalo de colheita de 5h22min. Apresentacdo da

coloracdo H&E apenas com a hematoxilina.
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Imagem 2: Lamina BC137, com um intervalo de colheita de 12h42min. Apresentacao da
coloracdo H&E apenas com hematoxilina.
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Imagem 3: Lamina BC151, com um intervalo de colheita de 17h. Apresentacéo da
coloracdo H&E apenas com a hematoxilina.
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Imagem 4: Lamina BC162, com um intervalo de colheita de 33h20min. Apresentagéo da

coloragdo H&E apenas com hematoxilina.
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Imagem 5: Lamina BC175, com o maior intervalo de colheita , 65h15min. Apresentacao
da coloracdo H&E apenas com a hematoxilina.
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Na tabela em baixo (tabela 12) estdo representados os resultados obtidos e no

grafico 14 a relacdo entre o racio de nucleos em degradacdo e o tempo apds a colheita.

Tempo de colheita [Nicleos em inicio de degradadagdo|Nucleos integros|Total de nicleos |Nicleos em inicio de degradadacdo em cada 100
BC142- 5h22min 19 148 167 11
BC137- 12h42min 30 176 206 15
BC151- 17h00min 52 51 103 50
BC162- 33h20min 96 100 196 48
BC175- 65h15min 73 56 129 57

Tabela 12: Registo da contagem dos nucleos na andlise tintorial

Relacdo do estado de preservacédo dos nucleos com o tempo de colheita
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R? Linear = 0,575

40

30

Racio nucleos degradados

20

o 20 40 60

Tempo de colheita (horas)

Gréfico 14: Relagéo entre o racio de nucleos em degradacao e o tempo apos a colheita

Apesar do numero reduzido de casos, o que limita a interpretacdo, observou-se
uma relacdo estatisticamente significativa nesta analise (r = 0.900; p < 0.05, Spearman).
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Discussao

Base fundamental do estudo

A base fundamental do estudo assenta na promocéo da qualidade da intervencéo
da recolha do cérebro para as necessidades da comunidade cientifica nos estudos das

doencas degenerativas. Este trabalho permitiu determinar o seguinte:

I.  Confianca no protocolo usado durante a colheita do cérebro,

Il.  Seguranca no método de medicdo do pH como fator de qualidade da
amostra, sendo que nao se verificaram diferencas significativas neste
parametro em relagcdo com o intervalo entre a data da morte e a data da
colheita.

.  Compreensédo da necessidade de uma intervencdo multidisciplinar, pois
exige assegurar todos os registos, desde a execucdo do exame do habito
externo do cadaver, com medicao externa da temperatura corporal, registo
do indice de massa corporal (IMC) e registo da hora entre a verificacdo do
Obito e a entrada na arca refrigeradora, assim como 0s acontecimentos ante-
mortem.

IV.  Estratégia de unificacdo dos passos a realizar por tempos exatos a partir do
momento que o cadaver esta rececionado no PBB, evitando discrepancias
na avaliagcdo do estado de cada um, a ndo ser as adquiridas antes da
entrada no servico.

V. Percecdo da necessidade do levantamento da informacdo clinica para

mensuracdo da avaliagdo dos parametros de qualidade.

Comparagéo com dados de literatura

As medi¢des de pH no presente estudo evidenciam que estas mantém-se em todas
as regides do cérebro numa média de pH entre os 6,3 e 6,4, compreendendo uma relagéo
simétrica entre todos os casos estudados. Esta uniformidade entre os casos relaciona-se
com a temperatura constante a que o corpo € sujeito antes da autopsia, com a entrada na
refrigeragdo e num intervalo de tempo entre a data de morte e a colheita do cérebro
relativamente curtos. Adicionalmente, facto de todos os casos apresentarem doengas do
foro neurodegenerativo, ndo sendo estas mortes violentas ou com periodos agoénicos
extremamente prolongados, apesar de ndo haver dados concretos do ante-mortem, pode

contribuir para este resultado. Estes valores sdo verificados noutros estudos, onde
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demonstram os valores de pH da substancia cinzenta e branca do lobo frontal foram 6,24
(5,62-7,08) e 6,27 (5,62-7,05), respetivamente. O pH da substancia cinzenta do lobo
occipital foi de 6,22 (5,48-6,96) [8].

O pH cerebral idealmente maior que 6 foi usado, consistente com estudos
anteriores. Condi¢des agbnicas adversas resultam em pH e qualidade de RNA mais baixos,

e muitos individuos com distlrbios neurolégicos tém periodos agbnicos prolongados em

comparagéo com controlo neurologicamente normais [2].

Os nossos resultados referentes ao pH cerebral estdo de acordo com outros
estudos que demonstraram que o pH ndo parece mudar significativamente em funcéo do
intervalo post- mortem assim como o tempo de armazenamento do cadaver nas arcas
refrigeradoras néo teve influéncia no pH do tecido cerebral. No entanto, a controvérsia
permanece em relacdo aos efeitos do estado agobnico e intervalo post-mortem. Estudos
descobriram que esses parametros ndo tém uma influéncia significativa no pH do tecido.
Pesquisas anteriores também estabeleceram que a isquemia pode alterar as
concentracdes de neurotransmissores e neuropeptideos, atividades enziméticas e
preservacdo de mMRNA, apoiando o conceito de que o estado agonico influencia
significativamente a bioguimica do tecido cerebral [4].

Futuramente sera necessario avaliar o estado agoénico, como o caso de
septicemias, hipoxia, comas, isquemia e fase terminal prolongada na influencia do pH, pois
no presente estudo nao foi possivel recolher informacgéo neste sentido de forma a avaliar

estes parametros.

Avaliacédo das curvas do pH e da temperatura em funcdo do tempo de colheita

A representacdo estatistica das curvas de pH em funcdo do tempo pdos-morte
mostrou diferencas de pH marginais, sem diferencas estatiticamente significativas entre os

grupos estudados.

Em relacdo a temperatura medida no cérebro apds colheita também n&o se
verificou uma grande dispersdo entre os diferentes intervalos de tempo. Os valores
médios/medianos da temperatura mantém-se constantes ao longo dos intervalos de tempo
com uma distribuicdo simétrica e desvio padrao baixo, portanto, ndo é capaz de promover

alteracgdes significativas no pH nas diferentes regides .

40



Andélise da componente histolégica

Com a utilizacdo da técnica de coloracdo histolégica por hematoxilina-eosina, foi
possivel demonstrar que morfologicamente, entre os diferentes tempos de colheita, os
tecidos mantiveram-se numa relacdo de semelhanca quanto ao seu grau de preservacéo,
principalmente por manterem caracteristicas estruturais integras. Portanto, a comparacao
obtida das imagens inseridas na tabela 8 e 9, permitiram fazer a reflexdo da preservacao
da arquitetura celular entre os menores e maiores tempos e quando comparados 0s
aspetos microscoépicos dos diferentes cortes de cérebro, ndo se verificou diferencas

significativas entre os estados de preservacdo de cada um.

De forma a realizar uma observacdo quantitativa menos subjetiva avangou-se com
a avaliagédo tintorial. Nas l[aminas digitalizadas foi possivel observar com um maior foco de
precisdo 0s nucleos e proceder & sua avaliagdo estrutural. Quando comparadas as
imagens 1 e 2, as de menor tempo, relativamente com as imagens 3, 4 e 5, as de maior
tempo, podemos observar que nestes tempos existe um maior nimero de nucleos a
iniciarem o estado de degradacgdo. No entanto, estas alteragfes celulares sdo ainda pouco
marcadas de forma a influenciarem o pH recolhido pelos intervalos de tempo das amostras
obtidas pelo PBB.
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Conclusao

Esta tese promove uma reflexdo sobre a necessidade de otimizar os meios de
gualidade da técnica inerente & colheita do cérebro. O principal objetivo é a conquista da
fiabilidade, quer no que diz respeito a preservacao do 6érgdo o mais perto possivel do

estado “in vivo”, quer na confianga transmitida a comunidade cientifica.

Os nossos resultados mostraram que a metodologia do PBB proporciona tecido
com qualidade similar a outros bancos de cérebros internacionais, tendo em conta que o
valor de pH como medida se encontra sobreponivel ao publicado na literatura. A
progressao do estudo para o entendimento do processo de autélise com as medi¢des do
pH e a temperatura a que o0 6rgdo esta sujeito sdo imperativas para o avan¢co de um

programa elucidativo das necessidades a adaptar ao processo da colheita.

Na sua vertente tedrica, esta tese acrescenta informacao a respeito da evolucdo da
degradagéo dos nucleos com os tempos de colheita aplicados no PBB, de forma a garantir
um protocolo com credibilidade dos procedimentos. A obtencdo de um protocolo de
execucao rigoroso aplicado & colheita e manutencéo dos tecidos cerebrais pode melhorar
a capacidade de entendimento dos fenbmenos biolégicos de interesse inerentes aos

estudos das doencas neurodegenerativas, diminuindo os fatores de confuséao.

O estudo revela a dificuldade em definir um controle completamente ideal e um
Unico caminho para a caraterizagdo especifica nos casos futuros. Revelou ainda a
evidéncia de algumas necessidades a adotar no processo de colheita do cérebro de forma
a obter resultados com maior certeza na qualidade da amostra. Tais como, informacdes
mais precisas sobre a forma de morte e dos eventos do estado agonico, obter informacées
sobre a hospitalizacdo, coma, mecanismos de suporte artificial e outras variaveis clinicas

que possam influenciar o pH.

O protocolo definido pelo estudo permitiu definir intervalos de tempo aceitaveis para
a colheita do tecido cerebral post-mortem submetido ao projeto do PBB, a partir dos tempos
ja aplicados. No entanto, o reduzido nimero de casos limitou as conclusfes, nédo se
conseguiu apurar outros tempos aceitaveis para além daqueles ja praticados e
considerados como intervalos de tempo de seguranca por forma a evitar danos ocorrido

por intervencao do inicio da autolise.

Por fim dizer, que é de suma importancia respeitar os tempos de colheita dentro

dos menores intervalos de tempo e de igual forma respeitar a refrigeracdo adequada.
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Declaracao de ética

Todos os procedimentos usados para este estudo, foram realizados com a
aprovagdo do “Comité de Etica do Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar e

Universidade do Porto” (ver anexo 1).
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Anexo 1

Anexo 1: Parecer da Comisséo de ética do ICBAS para a realizagdo do estudo.

“Relacao entre o tempo de colheita pés-morte e o pH do tecido como medida de

gualidade num banco de cérebros”.

Exma. Senhora
Dr? Patricia da Silva Ferreira

SCE/HCC/003 2022-03-25

INSTITUTO D€ CIENCIAS BNOMEDICAS ABIL SALAZAR
UNIVERSIADE DO PORTO.

'2022/CE/POS/(P383/CETI/ICBAS)

[@PORTO

Informa-se que o projeto de Investigagio Clinica com o titulo “Relagiio entre o tempo de colheita
pds-mortem e o pH do tecido como medida de qualidade num banco de cérebros”, com a referéncia

2022/CE/PO5(P383/CETI/ICBAS), submetido & Comissdo de Etica conjunta CHUP/ICBAS, fol apreciado

em reunido plendria de 16 de fevereiro de 2022, tendo obtido parecer favordvel nessa data.

Com os nossos cumprimentos,

. O Diretor,

= —
Wl el

(Prof. Doutor Henrique Cyrne Carvalho)

[

Rua o jorce ViTerso FErreina, 228, 4050-313 PorTo . PoRTuGAL

TeweronEe. +351 220 428 000
Fax. #3571 220428090

wwrw.ichas.up.pt



Anexo 2

Anexo 2: Parecer favoravel do CHUdSA para o Projeto de Investigagao “Banco de

Cérebros para a Investigacao em Doenc¢as Neuroldgicas”

centro hospitalaﬁ

do Porto
Largo Prof. Abel Sdazar
4099001 PORTO
Hospital Santo Antonio | Hospital Maria Pia | Matemidade Jalio Dinis | Hospital Joaquim Urbano www.hgsa.pt
Exmo. Sr.
Dr. Ricardo Taipa
Servigo de Anatomia Patologica

ASSUNTO: Projecto de Investigagéo - “Banco de Cérebros para Investigagdo em Doengas Neurolégicas” - ‘N/
REF.2 207/11(130-DEF1/185-CES)

O Conselho de Administragdo do CHP autoriza a realizagéo do estudo de investigaggo acima mencionado nesta
Instituicdo, no Servico de Neurologia e no Servico de Anatomia Patolégica, sendo Investigador Principal, o Dr.

~ Ricardo Taipa.
0 estudo de investigagéo foi previamente analisado pela Comisséo de Efica para a Salde e pelo Gabinete
Coordenador de Investigagdo do Departamento de Ensino, Formagéo e Investigagdo do CHP, bem como pela
Direcgéo Clinica, tendo obtido Parecer Favoravel.

Cumprimentos,

kgl e S
A RO

Dr.* ELIA GOMES

Vogal Executiva
RBOSA Dr. PORTO GOMES

/Zmdercnnioo Vogal Executivo
Enf.° EDJARDO ALVES
Enfedeiro Director

* Em todas as eventuais comunicagdes posteriores sobre este estudo ¢ indispensavel indicar a nossa ref.2,




Anexo 3

Anexo 3: llustragcao do consentimento informado, com os esclarecimentos

necessarios para a aprovacado do dador e autorizagéo & realizag&o da colheita

Portuguese Brain Bank
@) | BANCO PORTUGUES centro hospitalar
4CEREBROS I,

Responsdwels Prof D Ricardo Tapa Unidade de Neuropatologia » Departamento de Neurockdncias

Prof De. Melo Pues Hospital Santo Antdnio = CH Porto
Técnica coordenadors inds Ren Largo Profl Abel Salazar, 4099001 Porto « Tel 913 504 401
Administrativa Maroela Mocewa Lo al@P bancodecerebros Chporto pt

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO
Doagao de tecido cerebral para investigacao

Eu, abaixo-assinado fui informado de que ©
tecido ceredral doado se & 2 estabe! um diagndstico @ permitird © estudo das alteragdes Que ocorrem 20
nivel das céiuias Ceredrais, aumentando O conhedimento 3Cerca da doenga ¢ promovendo © objetivo comum da

comunidade Clentifica que ¢ 3 cura. Foi-me fOrnecido um folheto INfOrMAative Mais extenso em suporte de papel.

Sel que UMa Parte do tecido val ser UTizada pars dO Clagnostico, sendo O3 resultados 2003 30 Mmédico
assistente @ familiar mais proximo. A OUtra Parte val ser armazenada, por um periodo minimo de 20 anos, para ser

utilizada posteriormente em dos de investigagio, eticamente aprovados, neste hospital, outras instituigdes
NACIONAIs OU estrangeiras. Sel ainda Que Alguns dos e3tudos Que VIO ser efetuados 350 e3tudos gendticos.

Sei que 03 dados clinicos poderio ser Wtilizados nNa iInvestigagio, sendo que me foi garantido Que todos o3 dados
relativos 3 identificagio dos participantes 330 confidenciais e Que serd mantido © anonimato.

el on
o

Também autorizo a divuigas o dos resultados obtidos no meio clientifico, gar

Sel que este consentimento pode ser retrado a qualquer momento, sem nenhum tipo de penalizagio por
este facto. Compreendi a informagio que me foi dada, tive oportunidade de fazer perguntas ¢ 33 minhas duvidas
foram esclarecidas. ACeRto participar de livre vontade no e35t1udo aCima mencionado.

Nome do dador (Letras manisculas)

Data A S
Assinatura
Nome do Meédico Responsavel (Letras mamsculas)
Data / A
Assinatura
W PRE GER 203 ragraices
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