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RESUMO 
 
 
Oliveira KC. Análise estereológica postmortem do córtex orbitofrontal de indivíduos 
acometidos por transtorno obsessivo-compulsivo ou por transtorno afetivo bipolar 
[Tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2013. 
 
INTRODUÇÃO: O transtorno afetivo bipolar (TAB) e o transtorno obsessivo-
compulsivo (TOC) estão entre as dez condições médicas mais incapacitantes. No 
entanto, suas bases neurobiológicas são ainda desconhecidas. Os estudos postmortem 
podem dar uma boa contribuição para o entendimento da fisiopatologia desses 
transtornos, pois permitem a comparação das alterações celulares, citoarquitetônicas e 
moleculares com as manifestações clínicas, além de auxiliarem numa melhor 
compreensão dos achados dos estudos de neuroimagem. OBJETIVOS: Comparar a 
densidade neuronal, volume e número total de neurônios do córtex orbitofrontal (COF) 
e suas sub-regiões: antero-medial (AM), médio-orbitofrontal (MO) e antero-lateral (AL) 
entre casos psiquiátricos e controles; Verificar se há diferenças de densidade neuronal, 
volume e número total de neurônios do COF entre os casos de TAB e casos de TOC e 
controles. MÉTODOS E CASUÍSTICA: 17 encéfalos de indivíduos acima de 50 anos 
foram coletados, diagnosticados e submetidos a análises estereológicas, sendo três 
indivíduos acometidos por TAB, sete indivíduos acometidos por TOC e sete controles 
saudáveis pareados por idade, gênero e hemisfério cerebral analisado. Um hemisfério 
foi fixado por perfusão com formalina 20% e processado para estudos 
neuroestereológicos, enquanto o outro teve as 45 regiões de interesse dissecadas e 
congeladas a -80ºC para  futuros estudos moleculares. RESULTADOS: O COF e suas 
sub-regiões apresentaram menor densidade neuronal no grupo total de casos vs. 
controles (p<0,05). No entanto, não houve diferença em relação ao volume. A sub-
região MO apresentou um número menor de neurônios nos casos que em controles 
(p<0,05). Curiosamente, na análise de densidade neuronal das camadas corticais, apenas 
a camada IV não apresentou diferença estatisticamente significante entre casos e 
controles. CONCLUSÕES: Nossos achados mostram que alterações no COF podem 
estar envolvidas com a fisiopatologia do TOC ou TAB, e indicam que podem haver 
interações entre elas e, além disso, concordam com estudos de imagem funcional e de 
atividades cerebrais na região MO que nos faz refletir que além de uma perda neuronal, 
há também uma hipoativação e uma redução funcional. Estudos com um número maior 
de amostras e com diferenciação celular poderão trazer novas contribuições para o 
entendimento da fisiopatologia desses transtornos neuropsiquiátricos. 

Descritores: Encéfalo; Córtex cerebral; Contagem de células; Pesquisa biomédica; 
Transtorno obsessivo-compulsivo/fisiopatologia; Transtorno bipolar/fisiopatologia. 



ABSTRACT 
 
 
Oliveira KC. Postmortem stereological analysis of orbitofrontal cortex of the subjects 
with obsessive-compulsive disorder or. bipolar disorder [Tese]. São Paulo: Faculdade 
de Medicina, Universidade de São Paulo; 2013. 
 
INTRODUCTION: Bipolar disorder (BD) and obsessive compulsive disorder (OCD) 
are within the ten medical condition promoving incapacity worldwide. To date, their 
neuropathological substrates are yet to be disclosed. Postmortem studies designed to 
estimate cytoarchitectonic and molecular changes for clinical and imaging correlation, 
have the potencial to undercover pathophysiological aspects of these conditions. 
OBJECTIVE: Objective: To compare neuronal density, volume and total neuron 
number of orbitofrontal cortex (OFC) as a whole and divided by sub-regions: antero-
medial (AM), medio-orbitofrontal (MO) and antero-lateral (AL) among BD, OCD and 
matched  controls. METHODS: We used 17 postmortem brains sourced from the Psy-
BBBABSG. All the subject were older than 50 years and were classified based on 
clinical evaluation in BD, OCD and healthy control. Subjects were matched by age, 
gender and brain hemisphere. One hemisphere were perfusion fixed with 20% formalin 
and used for neuroestereological studies. The second hemisphere had ROIs dissected 
and snap frozen for future molecular studies. OUTCOMES: Neuron density in OFC and 
the sub-regions were decreased in cases vs. controls (p<0,05). This result was observed 
in cortical layers analyses with exception of layer IV. We did not observed significant 
changes in volume. The MO sub-region had reduced total neuron number in cases than 
in controls (p<0,05). CONCLUSION: Ours results suggest that OFC changes may be 
part of BD and OCD pathogenesis. These results go in line with functional imaging 
findings. Further studies with a higher number of cases and adressing specific neuron 
types are needed.  

Descriptors: Brain; Cerebral cortex; Cell count; Biomedical research; Obsessive-
compulsive disorder/physiopathology; Bipolar disorder/physiopathology.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUÇÃO 



2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

1. Introdução 

 

 

1.1 História dos transtornos de humor e dos transtornos de ansiedade 

 

        Os transtornos de humor e de ansiedade são entidades antigas identificadas pelos 

gregos do período clássico. Entretanto, as definições antigas eram bem diferentes das 

atuais (Marneros & Angst, 2002). Antes de se chegar ao conceito clínico de transtorno 

afetivo bipolar (TAB) e depressão maior (TDM) outras entidades como loucura, 

melancolia, mania, fúria divina, tristeza, demência, psicose e depressão nomearam o 

transtorno (Alcântara et al., 2003). E ainda, muito antes disso, sociedades primitivas 

acreditavam que essas entidades fossem efeito de magia e forças sobrenaturais. 

        As discussões a esse respeito sempre existiram e muitos anos foram necessários 

para que a definição dos transtornos psiquiátricos fosse implantada. Hipócrates inovou 

com seus escritos naturalistas ao modificar os conceitos médicos que sofriam muita 

influência da magia (Angst & Marneros, 2001). No século IV e V a.C., Hipócrates 

descreveu a melancolia e a associou a um conjunto de sintomas tais como: aversão ao 

alimento, desalento, abatimento, insônia, irritabilidade e inquietude e afirmava que o 

medo e a depressão eram prolongados. Para o estudioso, todas as doenças e, inclusive, 

as doenças mentais se originavam do desequilíbrio de quatro humores: sangue, bile 

amarela, bile negra e fleuma. Considerava-se que o excesso de bile negra, era a causa da 

melancolia, ao contrário da mania que seria mediada pela bile amarela. Tal teoria 

permaneceu até o Renascimento (Angst & Marneros, 2001; Cordás, 2002). 

        Embora o conceito de transtorno de humor tenha sido modificado ao longo dos 

séculos, descrições de mania e melancolia estão presentes, no mínimo, desde os escritos 

datados entre 300 e 400 anos a.C (Roccatagliata & Barclay-Temperini, 1986; Angst & 

Marneros, 2001). No início dos anos 150 d.C., Areteu da Capadócia descreveu que os 

elementos de ambas as síndromes foram reconhecidas em diferentes períodos em um 

mesmo indivíduo. Mais tarde, em 1567, um médico bizantino chamado Alexander de 

Tralles observou que em casos de melancolia crônica, o quadro de mania poderia 
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aparecer em crises periódicas ou recorrentes de forma cíclica, e as características de 

mania e melancolia geralmente aconteciam em um mesmo período (Trede et al., 2005).  

        No século XIX, a possibilidade de diferenciação de transtornos psiquiátricos, 

apesar da sobreposição das características clínicas, foi encorajada. Ocorreu um 

crescimento do reconhecimento dos transtornos mentais relacionados a distúrbios 

orgânicos, principalmente, associado à insanidade (Bayle, 1822; apud Trede et 

al.,2005), estado confusional ou delírio (Delasiauve, 1851; apud Trede et al.,2005). 

        Dentre as teorias divulgadas, está a de Rufus Wyman, em Boston, no ano de 1830, 

de que mania e melancolia estão intimamente relacionadas podendo o indivíduo alternar 

rapidamente de uma a outra. Três anos mais tarde, na Bélgica, Joseph Guislain verificou 

que mania e melancolia estão intimamente relacionadas e são geralmente alternadas 

(Angst & Sellaro, 2000). Entretanto, somente alguns anos depois as bases modernas do 

transtorno bipolar foram introduzidas por Falret e Baillarger na França, nos anos de 

1851 e 1854 respectivamente (Marneros, 2001). 

        Historicamente, há um exemplo importante de tensão entre condições específicas 

múltiplas versus conceitos diagnósticos que podem ser encontrados na evolução da 

abordagem do conceito de depressão maníaco-depressiva por Emil Kraepelin (1856-

1926). E é a partir desses conceitos discutidos por Kraepelin nas oito edições de seu 

famoso livro texto: Psychiatrie: Ein Lehrbuch für Studierende und Ärzte 5- ou 

Psychiatry: A Textbook for Students and Physicians, na tradução para o português 

"Psiquiatria: um livro-texto para estudantes e médicos", que as doenças psiquiátricas 

tiveram seus conceitos refinados e categorizados e se definiu principalmente o TAB 

(Angst & Sellaro, 2000). 

        Foi nesta edição que se descreveu dois grupos dentro da complexidade da até então 

conhecida como depressão maníaco-depressiva (insanidade) dando origem ao TAB e 

depressão unipolar. A partir de 1950, consolidou-se a distinção entre transtorno bipolar, 

caracteristicamente marcado por episódios de mania e depressão ou estados mistos, e 

depressão maior com ausência de episódios maníacos ou de excitação (Trede et al., 

2005; Zivanovic & Nedic, 2012). 

        A definição clínica de TAB é algo muito recente. Até 1966, mesmo com algumas 

evidências e textos publicados, os conceitos de depressão bipolar e unipolar eram muito 
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confundidos. Os conceitos distintos dos dois transtornos foram implantados nas obras 

de Jules Angst, que publicou a sua monografia, no mesmo ano de 1966, intitulada: "On 

the Aetiology and Nosology of Depressive Disorders" em português: "A Etilogia e a 

Nosologia dos Transtornos Psiquiátricos" e, em seguida, alguns meses depois, Carlo 

Perris publicou na Europa, "A study of bipolar (maniac-depressive) and unipolar 

recurrent depressive disorder" em português: " Estudo do transtorno bipolar (maníaco-

depressivo) e da depressão unipolar recorrente". Em 1967, nos Estados Unidos, 

Winokur e Clayton confirmaram essa hipótese, publicando seus resultados (Marneros, 

2001). 

        Por fim, o TAB refere-se a um grupo de transtornos afetivos que juntamente 

caracterizam episódios de depressão, mania ou hipomania (Phillips & Kupfer, 2013). 

        O transtorno obsessivo-compulsivo (TOC) é um tipo de transtorno de ansiedade e 

também possui uma história de séculos para ser definido. No entanto, a história do TOC 

possui relatos mais recentes. Embora a síndrome relacionada ao TOC esteja sendo 

investigada e reconhecida há mais de 300 anos (Insel, 1990), as primeiras considerações 

sobre uma causa orgânica para o transtorno foram feitas a partir de 1860. Até uma 

década antes, o TOC era considerado parte das entidades de insanidade ou até mesmo 

de senilidade.  

        No entanto, sua definição e seu conceito não foram instituídos logo de início; em 

um primeiro momento foi chamada de neurose, depois quase próximo à psicose e 

somente nos anos de 1880 foi considerada uma neurose propriamente (Berrios, 1989). 

        Os sintomas foram descritos parcialmente por diferentes pesquisadores e em 

diferentes países: os egípcios descreviam os sintomas relacionados à religiosidade e 

impulsos sexuais, a perda de desejos foi descrita pelos franceses, e os alemães deram 

ênfase na natureza irracional dos pensamentos (Okasha et al., 1994).  
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1.2 Epidemiologia dos transtornos de humor e ansiedade: TOC, TAB e TDM  

 

        Após a Segunda Guerra Mundial, foram realizados diversos estudos populacionais 

para se avaliar a prevalência de doenças psiquiátricas. No entanto, não havia muitas 

ferramentas objetivas para se avaliar um paciente e definir o diagnóstico. Apenas por 

volta dos anos 80 é que os estudos passaram a ser baseados em questionários semi-

estruturados dando um enriquecimento ao método quantitativo (Angst & Marneros, 

2001). 

        No estudo americano, Epidemiological Catchment Area Study (ECA) realizado 

com mais de nove mil indivíduos, observou-se que a prevalência dos transtornos de 

ansiedade, ao longo da vida, é em torno de 28% e dos transtornos de humor 20% 

(Kessler et al., 2005). 

        Outros estudos do ECA e do National Comorbidity Survey Replication (NCS-R) 

mostraram uma prevalência de transtornos graves ou incapacitantes, incluindo 

transtorno bipolar, esquizofrenia, psicose não-afetiva, dependência de substâncias, 

tentativas de suicídio, em torno de 5% a 6% da população norte-americana (Andrade et 

al., 2008). 

        A prevalência de TAB, ao longo da vida, é de aproximadamente 2,1% na 

população brasileira (Merikangas et al., 2011), em concordância com a prevalência da 

população americana (Regier et al., 1993; Merikangas et al., 2007). No entanto, tem um 

estudo brasileiro que relata até 8,3% de prevalência (Moreno & Andrade, 2005).   

        O TDM afeta quase 15%  da população mundial (Bremner et al., 2002) e 16,2 % 

da população de adultos americanos segundo o NCSR. Entretanto, um recente estudo 

epidemiológico nacional, em corte transversal, avaliou quase 3 000 adultos e verificou 

uma prevalência de 20,4% em nossa população (Munhoz et al., 2013). 

        O TOC é um transtorno psiquiátrico crônico, com  prevalência em corte transversal 

de 1,0 a 2,0% (Ruscio et al., 2010). A prevalência, em estudos longitudinais, é estimada 

em aproximadamente 2,5% (Torres & Lima, 2005). O transtorno está entre as dez 

condições médicas que causam maior incapacitação no mundo (Murray & Lopez, 1996) 

e estima-se que o TOC venha a se tornar o sexto transtorno psiquiátrico em 2020 em 
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relação ao número de anos de vida perdidos por incapacitação, segundo a Organização 

Mundial da Saúde (World Health Organization, 2006).   

        Um estudo epidemiológico de 1994 observou que as obsessões são mais 

prevalentes que as compulsões e que ao longo da vida o TOC está associado com o 

aumento de probabilidade de desenvolvimento de outras comorbidades (Kolada et al., 

1994), como depressão maior, em cerca de 67% dos casos (Aouizerate et al., 2004). 

 

 

1.3 A prevalência de transtornos psiquiátricos em idosos  

 

        Os transtornos afetam também os idosos, mesmo excluindo-se os que foram 

acometidos na fase jovem. Na atualidade, com o aumento da expectativa de vida, há 

elevação do número de transtornos que ocorrem tardiamente. Um estudo de prevalência 

avaliou a incidência de transtornos de humor em indivíduos a partir dos 55 anos de 

idade. Foi observado que tanto os transtornos de ansiedade quanto os de humor 

apresentam altas taxas de prevalência. Além disso, as taxas são maiores para o gênero 

feminino (Byers et al., 2010). 

         Há um destaque para o desenvolvimento tardio de transtornos de humor na 

população idosa: um estudo transversal analisou 100 idosos bipolares e 100 controles 

pareados pela idade e observou que o transtorno bipolar foi um importante modificador 

no impacto da idade no funcionamento do indivíduo, o que caracteriza o transtorno 

como uma doença crônica e incapacitante (Cacilhas et al., 2009). Embora existam 

tratamentos modernos, os resultados obtidos no tratamento contra a bipolaridade são 

mais escassos em idosos (Angst & Sellaro, 2000). 

        A literatura tem evidenciado  que os transtornos de ansiedade, como o TOC, são 

comorbidades presentes também em indivíduos com transtorno de depressão maior 

tardia. Além disso, esses pacientes apresentam pior prognóstico do que os indivíduos 

acometidos apenas por depressão (Lenze, 2003). Estudos indicam que a taxa de 
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prevalência do TOC entre pessoas acima de 65 anos é de 1,5% e que entre os 

institucionalizados essa taxa é substancialmente maior (Teachman, 2007). 

        Esses dados são preocupantes quando analisamos os dados apresentados pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS), a qual relata que haverá 2 bilhões de pessoas 

acima de 60 anos no mundo até o ano de 2050 (World Health Organization, 2013). 

Estes dados pedem atenção para a melhora da vida global e de sua qualidade o que 

inclui promover a prevenção e gerenciamento de doenças crônicas.  

         No Brasil, o aumento do número de idosos vem crescendo progressivamente o que 

indica que até 2025 poderá ser o sexto país do mundo em número de idosos 

(Organização Mundial Da Saúde, 2005). Com isso, a atenção para os cuidados com os 

idosos e o desenvolvimento de doenças crônicas nesta população é uma questão social e 

de saúde pública para a qual precisamos estar preparados. Certamente, o 

envelhecimento é um fenômeno que ocorre em outros países principalmente em países 

desenvolvidos (Kalache et al., 1987). A grande diferença entre os países desenvolvidos 

e os países em desenvolvimento, em relação ao envelhecimento, é que os primeiros 

acompanham o ritmo desse crescimento do ponto de vista socioeconomico  

(Organização Mundial Da Saúde, 2005), enquanto os países em desenvolvimento ainda 

não estão estruturados para tal fenômeno, o que faz com que a qualidade de vida desses 

indivíduos sofra as consequências inclusive devido à atenção quase nula ás doenças 

neuropsiquiátricas. 

 

 

1.4 O quadro clínico do TAB  

 

        O TAB tipo I é um transtorno psiquiátrico crônico cuja característica é a presença 

de episódios de alteração patológica de humor. Ao longo da evolução da doença o 

indivíduo sofre uma alternância entre episódios de depressão maior e de mania 

(Goodwin & Jamison, 2007). Estes episódios são recorrentes e os intervalos para 

alternância são variáveis podendo até mesmo haver um período de eutimia, que é a 
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normalidade de humor. Para ser considerado TAB I o indivíduo precisa ter sofrido pelo 

menos um episódio maníaco. 

        O TAB pode ter início em qualquer fase da vida, no entanto, é mais comumente 

manifesto na 3ª década (Lafer et al., 2011). A partir da década de 90, evidenciou-se que 

o TAB é um transtorno heterogêneo, com ampla variação de sintomas e curso 

(Kapczinski et al., 2004). O TAB de início tardio, após os 50 anos de idade, pode estar 

associado a alguma outra condição médica (Lafer et al., 2012), como demência 

frontotemporal.  

        É considerada uma doença psiquiátrica grave e devastadora, devido a grande 

frequência de hospitalização e tentativas de suicídio, prejuízo ocupacional, 

desestabilização familiar e pessoal. Apresenta impacto social, por estar associado ao 

prejuízo substancial do desempenho no trabalho e ao risco de suicídio ao longo da vida 

que é em torno de 15% (Nery et al., 2010). Há indícios que as tentativas de suicídio 

nesses pacientes estejam associadas á baixa qualidade de vida (De Abreu et al., 2012). 

        Além disso, a presença de sintomas psicóticos, abuso frequente de álcool e drogas 

e déficits cognitivos são fatores adicionais de aumento de morbidade nos portadores de 

TAB (Goodwin & Jamison, 2007), fazendo com que o TAB seja considerado um dos 

problemas de saúde pública que geram maior incapacitação em todo o mundo (Regier et 

al., 1993; Murray & Lopez, 1996; Andrade et al., 2002; Pini et al., 2005). 

 

 

1.5 O quadro clínico do TDM 

 

        Embora não tenhamos analisado casos específicos de TDM, o transtorno apareceu 

como comorbidade de alguns casos avaliados. Desta forma, algumas considerações 

sobre o TDM são feitas a seguir. 

        É uma desordem caracterizada pela recorrência de episódios depressivos discretos 

geralmente com sintomas como: desordem de humor, anedonia, baixa motivação, 

alteração de atividade psicomotora, redução do sono, apetite, energia e libido (Kessler et 
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al., 2005; Fitzgerald et al., 2008). É frequentemente associada com incapacidade, 

significativa, morbidade e mortalidade. Está também listada pela OMS como uma das 

10 condições médicas mais incapacitantes. 

         No geral, há uma grande dificuldade em diagnosticar e tratar os transtornos 

psiquiátricos. O TAB, muitas vezes é confundido e/ou tratado como TDM e o paciente 

sofre principalmente com a polifarmácia, pois dificilmente um paciente bipolar é livre 

de medicações e não tenham sido submetidos á  diagnósticos prévios de TDM. 

        Um estudo recente mostra que existem estudos que procuram refinar os 

marcadores de diferenciação entre os dois transtornos e aponta que existe uma 

característica psicomotora discriminatória entre depressão unipolar e bipolar. Esse fator 

de ativação psicomotora associado à instabilidade mista, tentativa de suicídio e euforia 

pode ser usado para se fazer o diagnóstico diferencial (Cassano et al., 2012). 

 

 

1.6 O quadro clínico do TOC 

 

        O TOC é um tipo de transtorno de ansiedade e é caracterizado clinicamente por 

pensamentos persistentes, intrusivos, insensatos (obsessões) que causam desconforto e 

comportamentos repetitivos e compulsões normalmente realizadas para aliviar as 

obsessões.  

        Indivíduos portadores de TOC reconhecem que os seus pensamentos e 

comportamentos são excessivos e irracionais e frequentemente fazem grandes esforços 

para suprimir e resistir a eles. Ainda que medicamentos e terapia comportamental 

possam controlar os sintomas de TOC parcialmente, o curso habitual é crônico e a 

remissão completa é rara.  
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1.7 TOC e TAB: transtornos heterogêneos  

 

        O TOC, assim como outros transtornos mentais, possui um quadro heterogêneo 

(Miguel et al., 2005) com inúmeros fatores contribuindo para sua expressão fenotípica, 

o que dificulta o seu diagnóstico.  

        É um transtorno permeado por uma variabilidade de sintomas e um dos tipos de 

obsessão mais frequente é o da contaminação (Kalache et al., 1987) seguida de dúvida 

patológica (42%), somática (36%), necessidade de simetria e ordem (31%), 

agressividade (28%), sexual (26%) e outras (13%).  Enquanto que as formas clássicas 

de compulsão incluem checagem (63%), lavagem e limpeza (50%), contagem (36%) 

necessidade de pedir ou confessar (31%), simetria e precisão (28%) e colecionismo 

(14,3%) (Rasmussen & Eisen, 1992; Sasson et al., 1997; De Mathis et al., 2006). 

         Atualmente o diagnóstico é realizado a partir da avaliação clínica do paciente e da 

observação dos sintomas e critérios definidos pelo DSM-IV (American Psychiatry 

Association, 2000). Para esse diagnóstico, geralmente são utilizados instrumentos e 

escalas de entrevista clínica estruturada como o SCID IV (Kim  et al., 2001) ou a escala  

Yale Brown de sintomas obsessivo-compulsivos (Y-BOCS).  

         Atualmente, para o diagnóstico clínico de TOC, a abordagem de dimensão dos 

sintomas  tem sido empregada. Na tentativa de definir subtipos homogêneos do 

transtorno e reduzir a  heterogeneidade do transtorno (De Mathis et al., 2006; Kichuk et 

al., 2013). Nessa abordagem, os pacientes são classificados segundo os sintomas 

obsessivo-compulsivos (SOC), a idade de início dos sintomas e a presença de tiques 

(Miguel et al., 2005). Por fim, as diferenças clínicas encontradas entre os pacientes são 

precisamente caracterizadas formando-se grupos de pacientes em diferentes dimensões 

de sintomas (Rosario-Campos et al., 2006). 

        Outro desafio para os pacientes de TOC é quanto ao tratamento, que pode ser 

medicamentoso ou por terapia comportamental. No entanto, o seu curso, a dosagem e a 

combinação de medicamentos são variados, principalmente por influência da 

heterogeneidade do transtorno (Kawaguchi et al., 2013). No entanto, sabe-se que uma 
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parte dos pacientes (cerca de 40 a 60%) não respondem ao tratamento farmacológico 

(Arumugham & Reddy, 2013).  

        O TAB, por sua vez, também tem sido considerado uma doença heterogênea 

principalmente pela dificuldade em se estabelecer o diagnóstico. Os registros indicam 

que entre o início da doença e seu diagnóstico há um atraso que pode variar entre 5 e 10 

anos, isso porque os pacientes bipolares que sofrem de um primeiro episódio 

depressivo, muitas vezes são diagnosticados como tal, nos primeiros anos de tratamento 

(Hirschfeld et al., 2003). 

        Um estudo multicêntrico avaliou mais de 5.000 pacientes e observou que 31% dos 

pacientes diagnosticados como caso de TDM, foram reavaliados como TAB segundo o 

DSM-IV (Angst et al., 2011). 

 

 

1.8 Bases neurobiológicas para o diagnóstico de transtornos psiquiátricos através 

de técnicas de neuroimagem 

 

        As doenças neuropsiquiátricas sempre foram caracterizadas como psicoses 

funcionais com possíveis alterações de neurotransmissores, mas sem base 

neuropatológica consistente. 

        Nas últimas décadas os estudos que empregaram técnicas de neuroimagem in vivo  

apontam para alterações estruturais, neuroquímicas e funcionais em áreas cerebrais e em 

redes neurais específicas, sugerindo haver uma base neurobiológica para os transtornos 

mentais. 

         Os primeiros registros começaram a  aparecer no final da década de 1970, com a 

disponibilidade da tomografia computadorizada, quando foi possível observar o 

alargamento dos ventrículos cerebrais em pacientes com esquizofrenia (Johnstone et al., 

1976). 
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        Desde então, os estudos publicados sugerem alterações em determinadas regiões 

cerebrais tais como: córtex pré-frontal, córtex orbitofrontal (COF), corpo estriado, 

tálamo, cerebelo e estruturas límbicas como a amígdala e o hipocampo. Isto porque tais 

regiões compõem dois circuitos cerebrais importantes: o circuito límbico-talâmico-

cortical (Marchand et al., 2005) e o circuito límbico-estriado-globo pálido-talâmico. 

        Supõe-se que alterações funcionais em regiões cerebrais desses circuitos resultem 

no aparecimento de sintomas afetivos, cognitivos e comportamentais em transtornos 

psiquiátricos (Gigante et al., 2011a). Estudos por neuroimagem funcional e estrutural 

evidenciaram que manifestações sintomáticas do TAB podem apresentar alterações 

nestas circuitarias (Nery et al., 2009). 

        O circuito límbico-estriado-globo-pálido-talâmico possui características básicas: a 

princípio os impulsos cortico-estriatais são progressivamente integrados à região de 

passagem subsequente como: globo pálido ou substância negra e, em seguida, para uma 

porção restrita do tálamo. Deste, o impulso retornará a uma região cortical comum, já 

que se observa que os circuitos são parcialmente fechados através da projeção da porção 

talamocortical (Alexander et al., 1986). 

        O COF, a região de interesse (RDI) neste estudo, faz parte de um dos cinco 

circuitos cerebrais: motor, oculomotor, dorsolateral pré-frontal, giro do cíngulo anterior 

e o próprio circuito orbitofrontal. Todos estão envolvidos nas primeiras redes 

organizacionais do cérebro (Cummings, 1993; Heimer, 2003). 

        No TAB, acredita-se que as informações originadas do córtex são transmitidas 

primeiramente para os núcleos da base e posteriormente para o tálamo (Angst & 

Marneros, 2001). Isto porque um modelo de circuitaria chamado de frontal-subcortical 

supõe-se ser como o de maior relevância no TAB e explicaria os sintomas do transtorno 

baseados em duas cadeias: excitatória e inibitória. A cadeia excitatória faz com que a 

informação que flui pela via direta do circuito frontal-subcortical aumenta o fluxo 

excitatório do córtex. Por sua vez, a cadeia inibitória, a via indireta do circuito, inibe o 

tálamo e com isso inibe a condução excitatória para o córtex (Marchand et al., 2005). 

Em função deste modelo de circuito, acredita-se que a redução da função excitatória no 

córtex orbitofrontal possui um importante papel no TAB (Strakowski et al., 2000). 
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        Estudos por neuroimagem foram realizados baseados nestes modelos de circuitaria, 

considerando principalmente os núcleos da base e o córtex frontal como regiões alvo. 

Em consequência, já mostraram que alterações volumétricas e de densidade nestas 

regiões podem ter uma associação com o  TAB.  

        Por sua vez, estudos de neuroimagem funcional apontam algumas disfunções 

(hiperativação ou hiperfunção) de áreas límbicas e subcorticais e redução de modulação 

(hipoativação ou hipofunção) das áreas pré-frontais associadas com desequilíbrio das 

emoções e da cognição (Strakowski et al., 2005). 

        Um estudo clássico, utilizando ressonância nuclear magnética (RNM), mostrou 

uma redução de volume da região subgenual do giro do cíngulo anterior em pacientes 

bipolares (Sharma et al., 2003). Outros estudos encontraram redução de densidade nessa 

mesma região (Doris et al., 2004). No entanto, outros estudos não reproduziram esses 

achados (Brambilla et al., 2002; Lochhead et al., 2004; Lyoo et al., 2004). 

        Para Fornito et al. (2007), em seus estudos com RNM, a redução do giro do 

cíngulo anterior está relacionado ao neurodesenvolvimento, pressupondo um 

desenvolvimento aberrante pré ou peri-natal desses pacientes.  

        Não se sabe o quanto tais anormalidades são decorrentes do processo 

fisiopatológico em si, ou se decorrem de fatores extrínsecos aos transtornos mais 

associados a ela, como a exposição à medicação psicotrópica ou uso de álcool e drogas. 

Por exemplo, um estudo realizado a partir da análise com RNM, mostrou que o volume 

de substância cinzenta no COF de pacientes bipolares deprimidos é menor do que em 

pacientes bipolares em remissão da doença (Nery et al., 2009). Essa redução de volume 

da substância cinzenta pode estar  associada á níveis menores de glutamato e glutamina, 

que foram mensurados em pacientes bipolares com história prévia de alcoolismo, por 

espectroscopia de próton no córtex pré-frontal dorsolateral esquerdo. Os pacientes 

bipolares que nunca desenvolveram alcoolismo não apresentaram alteração (Nery et al., 

2011). Esses estudos suportam a hipótese que as manifestações de humor intrínsecas à 

doença ou a exposição á fatores externos  podem acompanhar anormalidades na 

estrutura cerebral. 

        Recentemente, foi publicado um relatório sobre o consenso da neuroanatomia 

funcional do TAB. Concluiu-se, que o TAB possivelmente origina-se de uma disfunção 
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nas duas conexões cerebrais que modulam o comportamento emocional (Figura 1). E o 

COF está envolvido em uma dessas conexões, tendo sua função associada á modulação 

dos estímulos emocionais internos, tais como os paradígmas que envolvem a indução de 

uma resposta emocional (Strakowski et al., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

  

 

 

 

Figura 1 - Proposta esquemática das conexões pré-frontais envolvidas no controle 
emocional humano e na fisiopatologia do TAB. BA = áreas de Brodmann (Adaptado de: 
(Strakowski et al., 2012). 

        Evidências de uma base biológica para o TOC são fornecidas por diversos estudos 

de neuroimagem estrutural e funcional, a partir dos quais, também, é possível prever um 

modelo fisiopatológico do TOC (Hoexter et al., 2009). Esses estudos sugerem um 

modelo neurobiológico do TOC que envolvem os circuitos córtico-estriado-pálido-

talâmico-corticais (CEPTC) (Figura 2). 
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Figura 2 - Representação dos circuitos córtico-estriado-pálido-talâmico-corticais 
envolvidos no TOC. AMS: área motora suplementar; GPe : globo pálido externo; GPi: 
globo pálido interno; NST: núcleo subtalâmico; SNr: substância negra reticulata; 
Tálamo VL: tálamo ventral; Tálamo MD: tálamo mediosorsal. FONTE: Adaptado de 
(Alexander et al., 1986). 

        Segundo esse modelo, a manifestação dos sintomas do TOC estaria ligada à 

hiperatividade de certas regiões do cérebro (Rauch et al., 1994). 

        Os primeiros estudos de neuroimagem funcional no TOC utilizaram tomografia por 

emissão de pósitrons e mostraram as áreas envolvidas no TOC relacionadas ao circuito 

CEPTC, sendo: o córtex pré-frontal (em especial o COF); os núcleos da base 

(principalmente a região do estriado, formada por putâmen e núcleo caudado); tálamo e 

giro do cíngulo anterior (Baxter et al., 1987; Swedo et al., 1989; Rauch et al., 1994). 
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        O uso de ressonância nuclear magnética funcional (RNMf) confirma os achados 

dos estudos que fizeram uso de tomografia, evidenciando uma maior ativação no córtex 

medio-orbitofrontal, córtex lateral frontal e giro do cíngulo anterior, e das regiões 

subcorticais: a amígdala e o núcleo caudado (Breiter et al., 1996; Adler et al., 2000; 

Nakao et al., 2005). 

        Estudos interessados em investigar alteração volumétrica de regiões envolvidas 

nesses circuitos, mostraram que pacientes acometidos por TOC apresentam maior 

volume de substância cinzenta no COF e também na região parahipocampal. No mesmo 

estudo ao se investigar a porção subcortical, foi encontrada uma relação inversamente 

proporcional da gravidade dos sintomas do TOC com o volume do tálamo (Valente et 

al., 2005).  

        Um estudo de meta-regressão coletou os dados de volume de 12 estudos que 

compararam pacientes com TOC e controles saudáveis. A partir desse estudo foi 

possível mostrar que não há alteração volumétrica global de substância cinzenta nos 

pacientes. No entanto, alterações volumétricas em regiões específicas foram apontadas 

sendo elas: de aumento de volume em regiões subcorticais como o núcleo caudado e 

putâmen e redução de volume do giro do cíngulo anterior, no córtex frontal médio e na 

área pré-motora, conhecida como área de Brodmann 6 (Radua & Mataix-Cols, 2009). 

        Entretanto, alguns estudos descrevem importantes circuitos que podem estar 

envolvidos nessas doenças. É previamente proposto que a disfunção do mesmo circuito 

límbico-talâmico-cortical, envolvido no TAB, esteja envolvido em depressão (Drevets 

et al., 2008a), sendo confirmado por alguns estudos de imagem funcional que fazem uso 

de estímulos emocionais (Mayberg, 1997; Mayberg, 2003) . 

        Adicionalmente, as regiões subcorticais e o giro do cíngulo anterior apresentam um 

aumento funcional nos pacientes, ao contrário do córtex pré-frontal dorsalateral 

(Seminowicz et al., 2004). Em contrapartida, um estudo anterior relatou que a atividade 

do córtex pré-frontal apresenta-se aumentada nos pacientes de TDM tratados com 

medicamentos antidepressivos (Mayberg et al., 2000). 

        Quanto ás bases neurobiológicas da TDM, há vários estudos de neuroimagem 

tentando entender a fisiopatologia desse transtorno. No entanto, não há conclusões 

definitivas. Quanto á volumetria, um estudo estrutural, mostrou que o volume do giro 
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do cíngulo anterior e posterior de pacientes de TDM é menor do que em controles 

saudáveis (Caetano et al., 2006). Um estudo de RNM avaliou o COF em pacientes e 

controles, estabelecendo uma delimitação própria das bordas e encontrou redução de 

volume da região nos pacientes (Lai et al., 2000). 

        A aplicação de técnicas variadas não nos permite muitas comparações e conclusões 

(Fitzgerald et al., 2008).  

        Em relação á densidade, em outro estudo, aplicando-se a mesma técnica, 

constatou-se que a concentração de substância cinzenta em pacientes de TDM é 

reduzida em diferentes áreas límbicas envolvidas com a regulação emocional como 

amígdala, hipocampo, tálamo, giro do cíngulo anterior e ainda o córtex temporal 

superior e médio, o lobo central do cerebelo e os núcleos da rafe (Lee et al., 2011). 

        Há poucos estudos focados no COF, no entanto, um estudo recente mensurou a 

espessura do MO do COF e verificou que o mesmo é mais fino nos pacientes de TDM 

(Van Eijndhoven et al., 2013). 

        No geral, em transtornos neuropsiquiátricos é suposto que reduções do volume de 

substância cinzenta nas regiões alvo podem corresponder a reduções no número de 

neurônios e células da glia ou da arborização dendrítica. E ainda, tais alterações 

morfológicas podem ser decorrentes de processos fisiopatológicos ligados a diminuição 

dos níveis de neurotrofinas e/ou a um funcionamento anormal de cascatas de sinalização 

intracelular que controlam a plasticidade sináptica e a resiliência celular (Schloesser et 

al., 2008). 

 

 

1.9 Estudos postmortem em TAB e TDM 

 

        Embora os estudos de neuroimagem tenham evidenciado diversos achados, 

proporcionando novos substratos para o entendimento neurobiológico do TAB e do 

TOC, etiologia e a fisiopatologia desses transtornos continuam sendo um enigma. A 

validação de tais achados a nível molecular e celular ainda são contraditórios (Bielau et 
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al., 2005), pois tais técnicas de pesquisa, embora sejam ferramentas de diagnóstico para 

muitas doenças, ainda são limitadas para elucidar mudanças neuropatológicas sutis ou 

alterações no número de neurônios (Ne) ou nível molecular associado a um transtorno 

psiquiátrico (Schmitt et al., 2007; Schmitt et al., 2008). 

        A falta de conhecimento sobre a fisiopatologia, a dificuldade de acesso ao tecido 

cerebral humano e a incerteza das associações entre as medidas normais e biológicas 

testadas e a patogênese impedem o desenvolvimento de biomarcadores para os 

transtornos psiquiátricos (American Psychiatry Association, 2012). 

        Embora diversos estudos estejam pautados na descoberta e investigação de 

marcadores histológicos e imunoistoquímicos, essa realidade ainda não é verídica para 

as doenças neuropsiquiátricas (Schnieder & Dwork, 2011). Poucos estudos realizados 

com amostras provindas de pacientes de esquizofrenia testaram uma reação 

imunoistoquímica com ubiquitina, no entanto, nenhum achado foi encontrado (Dwork et 

al., 1998). 

        Desta forma, estudos postmortem são fundamentais para auxiliar no entendimento 

da etiologia e da fisiopatologia dos transtornos psiquiátricos (Schmitt et al., 2007). 

Através desses estudos, pode-se fazer a análise direta das alterações celulares, 

morfológicas e moleculares presentes no tecido cerebral, podendo ser elucidados os 

possíveis mecanismos envolvidos. 

        Dentre os métodos neuropatológicos, a neuroestereologia é considerada padrão-

ouro para análise morfológica de volume, densidade celular, número de células, área e 

tamanho celular. Tais análises fornecem informações sobre o desenvolvimento, reparo, 

envelhecimento, e alterações patológicas presentes no tecido cerebral humano (Schmitz 

& Hof, 2005). 

        Uma recente revisão de estudos postmortem mostrou que algumas regiões cerebrais 

de indivíduos portadores de TAB apresentam uma série de alterações em tamanho, 

número e densidade celular comparados às mesmas regiões cerebrais de indivíduos 

saudáveis. No entanto, as regiões de interesse e os métodos adotados são diferentes, 

criando diversos achados que dificilmente se inter-relacionam (Gigante et al., 2011b).  

        Outras regiões cerebrais foram estudadas mostrando alterações como redução de 

densidade neuronal em pacientes psiquiátricos, sobretudo bipolares e obsessivos-
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compulsivos. As regiões com esses achados foram: o giro do cíngulo anterior, o cíngulo 

dorsal (Benes et al., 2001; Cotter et al., 2002), com uma atenção especial dada ao giro 

do cíngulo anterior subgenual (Ongur et al., 1998; Schmitt et al., 2008), o hipocampo  

(Jeste & Lohr, 1989; Benes et al., 2008), o córtex entorrinal (Falkai et al., 1988; 

Schmidt et al., 2008), o núcleo mediodorsal do tálamo (Pakkenberg, 1990) e a amígdala 

(Bielau et al., 2005). 

        O córtex pré-frontal é outra importante região de interesse, no entanto verifica-se 

uma variabilidade de sua delimitação nos estudos, devido a sua grande extensão. A 

partir do mapa de Brodmann, esta região pode ser considerada como área 9, 46 

(dorsolaterais), 10 (frontopolar), e ainda como área 47, sendo identificada tanto como 

 antero-lateral do COF, quanto, pré-frontal inferior. Entretanto, mesmo considerando a 

diversidade de denominações usadas, são poucos os estudos que mostram alterações 

importantes nessas regiões.  

        No córtex pré-frontal dorsolateral são descritas reduções na densidade em camadas 

corticais (Rajkowska et al., 2001) ou ainda, uma redução no tamanho dos neurônios 

(Cotter et al., 2002; Law & Harrison, 2003; Vostrikov et al., 2007). 

        Acredita-se que essas alterações no córtex pré-frontal possam estar associadas á 

déficits de funções cognitivas, comumente apresentadas em pacientes com TAB. 

        Porém achados semelhantes foram encontrados na mesma região cerebral em 

pacientes de TDM, apresentando redução de densidade neuronal e de tamanho de 

neurônios (Stockmeier et al., 2004). 

        Poucos estudos foram realizados avaliando o COF. Um desses estudos investigou a 

porção caudal do COF e encontrou redução do tamanho neuronal (Cotter et al., 2005). 

        Embora o TOC seja considerado um dos mais robustos e confiáveis modelos de 

alterações neurobiológicas entre os transtornos psiquiátricos baseados nos estudos de 

neuroimagem (Hoexter et al., 2009), até o momento não há nenhum estudo postmortem 

publicado para confirmar esses achados. 
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        Diversos mecanismos são propostos para explicar a presença dessas alterações, 

incluindo a excitotoxicidade por excesso de glutamato, neuroinflamação e disfunção de 

vias de sinalização (Gigante et al., 2011b). 

        Acredita-se, também, que exista uma etiologia complexa e heterogênea a nível 

genético e ambiental, podendo ter variações até mesmo de indivíduo para indivíduo 

(Smoller & Finn, 2003).  

        A associação dos métodos estereológicos e testes estatísticos apropriados pode 

identificar alterações cerebrais estruturais distinguíveis entre encéfalos acometidos e 

não-acometidos.  

        Novas técnicas de pesquisa neuropatológica e celular tornaram os estudos 

postmortem a nova fronteira da pesquisa dos transtornos psiquiátricos em neurobiologia 

(Schmitt et al., 2008) e as informações obtidas não são possíveis por nenhuma outra 

técnica de pesquisa em psiquiatria, até o momento.  

        Porém, a neuroestereologia requer um tecido postmortem de boa qualidade, 

levando em conta o controle de diversos parâmetros e, por isso, este tipo de pesquisa 

possui dificuldades inerentes como: as dificuldades em coletar encéfalos, em 

caracterizar clinicamente os casos, em conservar e processar o material cerebral. O 

tecido postmortem pode ser utilizado na investigação de alterações patológicas 

moleculares, como a expressão de RNA e proteínas, com a finalidade de avaliar, por 

exemplo: variações de splicing, nível de receptores específicos e atividade enzimática os 

quais também requerem cuidados especiais. 

        Assim, criação de bancos de encéfalos de portadores de transtornos psiquiátricos é 

uma iniciativa rara e altamente dependente de envolvimento multidisciplinar. 

 

1.10 O desafio de se formar novas coleções 

 

        Coleções de encéfalos de pacientes portadores de TAB são raras, embora 

existentes. Estudos de revisão apontam que 80% das publicações de estudos postmortem 

no TAB, nos últimos 30 anos, usaram materiais originados das mesmas séries de casos 
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(Torrey et al., 2000; Deep-Soboslay et al., 2008). Com isso ficou demonstrado que há 

uma necessidade imperiosa de novas coleções para avançar o entendimento da 

neurobiologia deste transtorno grave e incapacitante (De Oliveira et al., 2012). 

        Além disso, houve uma redução do número de autópsias no mundo, o que faz com 

que coleções de amostras de controles saudáveis sejam escassas, dificultando o controle 

de parâmetros importantes de qualidade como o intervalo postmortem (Waldvogel et al., 

2006). 

        Com respeito ao TOC, não se conhece nenhum banco de encéfalos que se dedique 

a coletar casos deste transtorno o que reforça como é difícil coletar encéfalos bem 

caracterizados de pacientes que foram portadores de TAB ou TOC. 

        A investigação neuropatológica é um componente essencial dos esforços atuais 

para revelar a complexa neurobiologia desses dois transtornos psiquiátricos. E a partir 

desse ponto, a primeira fase de nossa pesquisa se dedicou em expandir a coleção 

postmortem de casos bem caracterizados psiquiatricamente para o uso da comunidade 

científica, havendo então a parceria de um grupo de pesquisadores multidisciplinares. 

        No Brasil, o maior banco de encéfalos humanos existente foi criado em 2004 pelos 

Departamentos de: Patologia, Neurologia e pela Disciplina de Geriatria da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo pelo grupo de integrantes do Grupo de Estudos 

em Envelhecimento Cerebral (GEEC) e recebeu o nome de Banco de Encéfalos 

Humanos do Grupo de Estudos em Envelhecimento Cerebral (BEHGEEC). Seu 

principal objetivo é coletar material de grande qualidade para pesquisas 

multidisciplinares sobre o envelhecimento cerebral e doenças neurodegenerativas 

(Grinberg et al., 2007) e para isso conta com a participação de diferentes especialistas. 

        Diferente de iniciativas semelhantes ao redor do mundo, que obtêm os espécimes 

cerebrais a partir de doações individuais espalhadas pela rede de abrangência da 

pesquisa, o BEHGEEC dispõe da vantagem única de contar com uma fonte de doações 

de tecido cerebral, que é o Serviço de Verificação de Óbitos da Capital da Universidade 

de São Paulo (SVOC-USP), o qual realiza em média 13.000 autópsias por ano. O SVOC 

foi criado em 1931 e em 1939 passou a ser vinculado á USP (Leite, 2009).   
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        Sempre cuidadoso com questões éticas e metodológicas, e moldado em parâmetros 

internacionais, o BEHGEEC coletou mais de 1.600 encéfalos desde que foi criado, e 

disponibiliza esse material para grupos de pesquisa interessados no estudo de 

envelhecimento e quadros demenciais (Grinberg et al., 2007). 

        A necessidade de caracterizar e excluir doenças psiquiátricas, como os transtornos 

de humor e de ansiedade, nos casos coletados estimulou a primeira etapa de uma 

parceria entre o BEHGEEC e o Departamento de Psiquiatria da Faculdade de Medicina 

da USP. Dois grupos de pesquisa (Programa de Transtorno Bipolar, PROMAN; e 

Programa de Transtornos do Espectro Obsessivo-Compulsivo, PROTOC), 

respectivamente especializados no estudo da clínica e neurobiologia do TAB e do TOC, 

se uniram ao BEHGEEC para iniciar a primeira coleção brasileira de encéfalos de 

pacientes portadores de TAB e de TOC. Ainda nesta parceria contamos com a estrutura 

do Laboratório de Pesquisa em Morfologia Cerebral do Departamento de Psiquiatria 

Clínica da Julius-Maximilian Universidade de Würzburg na Alemanha, para adaptação 

de protocolos neuroestereológicos adequados para a coleção. 

        Desta forma, o Psi-BEHGEEC-FMUSP foi estabelecido em 2008 baseado na 

experiência local e bem sucedida do BEHGEEC-FMUSP e em outros bancos de 

encéfalos focados em transtornos psiquiátricos (Deep-Soboslay et al., 2005; Ferrer et 

al., 2008; Schmitt et al., 2008). 

        O Psi-BEHGEEC-FMUSP, a princípio, foi focado na coleta de casos de TAB e 

TOC, mas devido á possibilidade de rastreio de outros transtornos, eventualmente são 

armazenados também, casos de TDM, esquizofrenia e transtorno por uso de substâncias 

(TUS). Isto ocorre, pois alguns casos são identificados após a avaliação final das 

informações sobre os pacientes previamente rastreados como possíveis casos TAB ou 

TOC. 

        O primeiro ano de estabelecimento do projeto foi dedicado ao desenvolvimento de 

protocolos para a triagem, recepção, coleção e armazenamento de casos. A coleção foi 

iniciada efetivamente em 2009. Todos os protocolos foram aprovados pelo comitê de 

ética local e nacional. Desta forma a primeira parte deste trabalho objetivou descrever 

os procedimentos usados para formação da coleção de casos psiquiátricos, além de 

justificar os protocolos escolhidos para essa pesquisa e discutir as diferenças entre o 
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nosso protocolo e os adotados por outras coleções similares no mundo (De Oliveira et 

al., 2012).  

        O Psi-BEHGEEC-FMUSP possui dois núcleos: (1) clínico: responsável pela 

triagem e avaliação clínica e (2) patológico: responsável pelo processamento do tecido, 

manuseio e criopreservação. O núcleo clínico é composto por uma equipe na qual atuam 

enfermeiros gerontólogos e psiquiatras extensivamente treinados em pesquisa 

psiquiátrica e supervisionados por especialistas em transtornos de humor e ansiedade. O 

núcleo patológico é composto por uma equipe multidisciplinar de profissionais da saúde 

graduados e alunos de graduação supervisionados por neuropatologistas experientes. 

 

 

1.11 A escolha das regiões de interesse para criopreservação  

 

        Considerando que a primeira etapa do projeto contemplou a formação da coleção, 

um protocolo foi planejado e melhorado para dar início às investigações realizadas neste 

trabalho. Sobretudo a seleção de áreas cerebrais para criopreservação escolhidas até o 

presente momento, foram baseadas em revisões constantes sobre as evidências mais 

atuais apontadas nos estudos de imagem in vivo, e estereológicos em postmortem. Toda 

a amostra armazenada está disponível para estudos futuros. Segue abaixo as tabelas de 

revisões (Tabelas1 e 2): 
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 Tabela 1 - Alguns estudos realizados com técnicas de imagens para investigação de 

áreas cerebrais em doenças psiquiátricas  

Região Cerebral Transtorno Estudado Autores 

Amígdala TAB / TOC (Altshuler et al., 1998; Blumberg et al., 2003; 

Brambilla et al., 2003; Strakowski et al., 2005; 

Rosso et al., 2007; Doty et al., 2008) ;  

Córtex frontal TAB (Doris et al., 2004)   

Córtex frontopolar TAB (Drapier et al., 2008)   

Córtex orbitofrontal TOC/TAB (Choi et al., 2004; Pujol et al., 2004; Nery et al., 

2009)  

Giro do cíngulo 

anterior 

TAB/TOC (Doris et al., 2004; Kang et al., 2004; Lochhead et 

al., 2004; Lyoo et al., 2004; Mcdonald et al., 2004) 

Globo pálido TOC/TAB (Delbello et al., 2004)   

Hipocampo TAB / TOC (Atmaca et al., 2008; Bearden et al., 2008) ;  

Lobo parietal TAB (Mcdonald et al., 2004)  

Lobo temporal TAB/TOC (Kwon et al., 2003; Lochhead et al., 2004; 

Mcdonald et al., 2004)   

Córtex entorrinal TOC (Valente et al., 2005)  

Núcleo caudado TAB (Beyer et al., 2004; Delbello et al., 2004)    

Putâmen TAB/TOC (O'sullivan et al., 1997; Delbello et al., 2004; Pujol 

et al., 2004)  

Sustância branca TAB (Mcdonald et al., 2004)  

Tálamo TAB    (Caetano et al., 2001; Monkul et al., 2006)  
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Tabela 2 - Alguns estudos postmortem para investigação de áreas cerebrais em doenças 

psiquiátricas 

Região Cerebral Transtorno Estudado Autores 

Amígdala TAB/ TDM / Esquizofrenia (Bezchlibnyk et al., 2007)    

Córtex entorrinal TAB (Schmitt et al., 2008)    

Córtex orbitofrontal TAB (Cotter et al., 2005)  

 Córtex pré-frontal 

dorsolateral 

TAB (Rajkowska, 2000; Rajkowska 

et al., 2001; Law & Harrison, 

2003; Vostrikov et al., 2007; 

Sakai et al., 2008)  

Giro do cíngulo TAB (Ongur et al., 1998; Benes et 

al., 2001; Bouras et al., 2001; 

Chana et al., 2003; Todtenkopf 

et al., 2005; Drevets et al., 

2008b)  

Hipocampo TAB / TDM (Muller et al., 2001; Benes et 

al., 2008)  

Tálamo TAB (Young et al., 2004; Byne et 

al., 2009)   

Córtex temporal TAB (Beasley et al., 2005)   

 

 

 

 

 

 

 



27 

1.12 O córtex orbitofrontal: justificativa para escolha da região de interesse 

 

        O COF faz parte do lobo frontal e mais precisamente forma a base da parte rostral 

desse lobo, sobrepondo-se á uma fina camada óssea da órbita. Na superfície óssea da 

órbita é possível identificar impressões da superfície cortical que é conhecida como juga 

cerebrália. Classicamente, o COF tem sua extensão sagital compreendida entre a 

substância perfurada anterior (polo caudal) e o polo rostral (borda rostral) e na extensão 

coronal: do opérculo frontal (borda lateral) á margem ventral-medial do respectivo 

hemisfério (borda medial). É uma região composta por quatro sulcos e por quatro giros: 

o sulco olfatório ocupa uma porção medial do hemisfério, que forma a borda lateral do 

giro reto. Em posição lateral a este sulco, outros dois: o sulco medial lateral e o 

orbitofrontal transverso formam um conjunto de sulcos semelhantes ás letras "H", "X" e 

"K". Estes sulcos são responsáveis por originar, no COF, quatro giros maiores: o 

medial, o lateral, o anterior e o giro orbitofrontal posterior (Chiavaras & Petrides, 2000). 

Importante salientar que a formação de sulcos e giros tem sido associada á delimitação 

de estruturas (Xu et al., 2010) e de conectividade neuronal (Herculano-Houzel et al., 

2010) e ainda, que a variação anatômica de giros e sulcos no COF pode estar associada 

com o desenvolvimento de transtornos neuropsiquiátricos (Bartholomeusz et al., 2013). 

        Segundo os principais registros citoarquitetônicos, o COF compreende a 

associação de áreas isocorticais: agranular paralímbica e granular (Von Economo & 

Koskinas, 1925; Vogt et al., 1995). Segundo estes autores, ficou sendo compreendida 

como uma grande área, citoarquitetonicamente e arquitetonicamente, heterogênea e 

pode ser subdividida adotando outras sub-regiões (Ongur et al., 2003). Essas evidências 

são confirmadas também pelos estudos de neuroimagem estrutural, funcional e com os 

estudos com lesão nesta região. Desta forma, denominou-se a área 47, sendo a parte 

caudal medial e considerou-se que a área 13 possui as mesmas características 

arquitetônicas da área 47. A área 12 foi então definida na porção medial e a área 11 em 

uma porção rostral inferior. 

          O córtex cerebral humano pode ser subdividido, pela anatomia microscópica, em 

duas partes, isocórtex ou neocórtex e alocórtex, que por sua vez, é subdividido em 

paleocórtex e arquicórtex (Filimonoff, 1947). 
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        O isocórtex compõe a maior parte do córtex de um adulto humano e se caracteriza 

por possuir seis camadas corticais, visivelmente estruturadas a partir da coloração de 

Nissl (Zilles et al., 2004). 

        Sabe-se que somente duas regiões isocorticais no cérebro adulto possuem uma 

redução ou aumento do número de camadas corticais, sendo elas: o córtex frontal 

agranular, cuja lâmina cortical IV não é claramente visível e possui uma correlação com 

o córtex motor e pré-motor e o córtex visual primário, que mostra uma subdivisão das 

camadas IV em IVa, IVb e IVc (Zilles et al., 2004). 

        O córtex é classificado em homogenético e heterogenético. O córtex homogenético 

se assemelha muito ao isocórtex, em que suas seis camadas corticais são desenvolvidas 

ainda durante o estágio fetal e preservadas, na idade adulta, com exceção das duas 

regiões já mencionadas acima. O córtex heterogenético, por sua vez, se assemelha ao 

alocórtex e nunca passou pelo estágio de desenvolvimento com seis camadas corticais e 

nem indica tal arquitetura em adultos. Devido á área escolhida para o estudo serão 

focalizadas, a seguir, as características arquitetônicas e citoarquitetônicas do lobo 

frontal. Esta região cerebral compreende o isocórtex e pode ser subdividido 

citoarquitetonicamente em regiões granular (camada IV visível), não-granular (camada 

IV pouco desenvolvida), e agranular (ausência de camada IV). O COF faz parte da 

região ventral-orbital designada por Brodmann como áreas 11, 12, 47 e compõem 

também a região granular pré-frontal (Zilles et al., 2004). 

        As seis camadas corticais, recebem os nomes: camada molecular (I), camada 

externa granular (II), camada piramidal externa (III), camada granular interna (IV), 

camada ganglionar ou camada piramidal externa (V) e camada multiforme ou também 

chamada de camada de células fusiformes ou polimórficas (VI) (Von Economo & 

Koskinas, 1925). 

        Segue uma breve descrição das camadas corticais do COF segundo von Economo e 

Koskinas 

• Camada molecular ou camada I: possui espessura normal na região granular e 

um pouco mais espessa na parte agranular do córtex. Pode ter pequenas células 

piramidais ou fusiformes; 
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• Camada granular externa ou camada II: é extremamente estreita se comparada 

com a camada I e também possui pouca celularidade, as células geralmente são 

pequenas e piramidais; 

• Camada piramidal externa ou camada III: é subdividida em IIIa, IIIb e IIIc. IIIa 

possui células relativamente maiores do que as da camada IV. As células da 

camada IIIb não são maiores que  as das camadas IIIa e IIIc . Em porções 

caudais se tornam menos povoadas; 

• Camada granular interna o camada IV: estreita e mais pobre em células, possui 

células pequenas e granulares. Observa-se um estreitamento da camada no COF; 

•  Camada ganglionar ou camada piramidal externa V: possui um grupo irregular 

de células, com presença de células piramidais e triangulares. A camada Va 

mostra células de tamanhos variados e mais distribuídas do que em Vb, que 

contém células médias; 

•  Camada multiforme ou camada VI: é espessa e caracterizada pela  presença de 

células piramidais. Normalmente, a densidade celular é diminuída de VIa para 

VIb. 

Todas as camadas são identificadas por algarismos romanos conforme a figura 3. 
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Figura 3 - Camadas corticais. A) Esquema adaptado da distribuição das camadas; B) 
Esquema adaptado da coloração de Nissl C) Identificação em nossos casos. 
FONTE: Adaptado de von Economo & Koskinas (1925) e Hof, et al.(1995)  
 

        Sabe-se que a partir do COF originam-se aferentes do córtex piriforme. Este está 

localizado entre o trato olfatório lateral e o córtex temporal, a partir da conexão insular, 

fazendo uma integração entre a região cortical e límbica (Nieuwenhuys, 2012). Esta 

região possui extensa conexão com outras regiões cerebrais incluindo o núcleo 

mediodorsal talâmico, diversas áreas sensoriais, áreas límbicas como a região ventral-

medial do estriado, hipotálamo e amígdala (Ongur & Price, 2000; Hornboll et al., 2013). 

        A região ventral-orbital recebe impulsos ou informações do núcleo mediodorsal do 

tálamo (Divac et al., 1978; Alexander et al., 1986). 

        Estas conexões confirmam que o COF é uma região importante para a qual 

diversas conexões sensoriais e somatosensórias convergem (Bechara et al., 2000; 

Barbas, 2007), nas quais são transmitidas informações viscerais, relacionadas á gustação 

e olfação (Stevenson & Miller, 2013).  

        A figura 4 esboça esquematicamente o COF e  as diversas conexões funcionais que 

a ela convergem. 

A 
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Figura 4 - Conexões somatossensórias do COF 
FONTE: Adaptado de Nieuwenhuys (2008)  
 

        No entanto, o delineamento dessa região ainda não é bem definido. Alguns estudos 

sobre morfologia tentaram definir exatamente a região, utilizando métodos e técnicas 

diferentes, o que tornaram as definições contraditórias (Von Economo & Koskinas, 

1925; Beck, 1949; Petrides, 2001; Ongur et al., 2003; Uylings et al., 2010). 

        A partir de evidências imunoistoquímicas e citoarquitetônicas, Hof et al. (1995)  

baseados nos estudos anteriores, dividiram a superfície basal do lobo frontal em oito 

áreas distintas dentre elas a região antero-medial (AM) do COF, médio-orbitofrontal 

(MO) e antero-lateral (AL) do COF. Com base no estudo de Hof e nas observações 

realizadas com as amostras da coleção do Laboratório de Pesquisa em Morfologia 

Cerebral da Universidade de Würzburg, demos início á nossa estratégia de análise. 
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Figura 5 - As sub-regiões do COF. Figura A: Esquema modificado da delimitação do 
COF proposto por Hof. FP= região frontopolar, MO= região medio-orbitofrontal, Olf: 
tubérculo olfatório, PL= região poterior lateral, SO= sulco rostral inferior, AL= região 
antero-lateral, AM= região antero-medial . Escala de 1,5 cm. Figura B: Reconstrução 
3D de um caso da nossa amostra e indicação das sub-regiões.  
FONTE: Adaptado de (Hof et al., 1995).  
 
        Acredita-se que manifestações comportamentais, cognitivas e emocionais estejam 

relacionadas à disfunção de conexões cerebrais relacionadas ao córtex pré-frontal e 

sistema límbico e particularmente aos circuitos inter-relacionados: o circuito límbico-

talamo-cortical e límbico-estriato-pálido-talâmico, nos quais o COF está envolvido 

(Carmichael & Price, 1994; Saxena et al., 2003; Nery et al., 2009; Gigante et al., 

2011b). 

        Estudos mostram que o COF é uma região funcionalmente heterogênea e as 

primeiras observações foram realizadas em pacientes que sofreram lesões, 

principalmente nas porções centrais do COF. Estes sujeitos apresentaram déficits 

sensoriais e mnésicos, confabulação e distúrbios de personalidade graves incluindo a 

falta de consciência social. Os primeiros registros, segundo relatos, apareceram no final 

da década de 1930 (Tranel et al., 1988; Damasio et al., 1990; Malloy et al., 1993). 

Desde então, estudos comportamentais tem sido desenvolvidos para tentar explicar 

diversas teorias. Uma delas é que quando há mudança de comportamento e essa 

mudança está relacionada a afeitos negativos e inapropriados como: desinibição e pobre 

tomada de decisão (Damasio et al., 1994). Aventa-se então, a hipótese de o COF estar 

envolvido com a moralidade (Funayama & Mimura, 2012). 

A B 
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        Além disso, outros estudos também mostram o COF está relacionada á perda da 

habilidade humana e animal de adaptação a mudanças ou resultados inesperados, ou 

seja, á habilidade que o humano tem de se adaptar às novas circunstâncias (Schoenbaum 

et al., 2003). Desse modo, portanto, insatisfação diante de mudanças pode desencadear 

um transtorno de humor ou ansiedade. Uma das teorias apontadas para explicar esse 

fenômeno é de que essa região é um codificador rapidamente flexível de informação 

associativa.  

        A partir desses indícios, justifica-se a investigação da correlação dessa região de 

interesse (RDI) com as doenças de transtorno de ansiedade e de humor. Desta forma, o 

COF tem ganho destaque nas investigações de diversas doenças neuropsiquiátricas, 

principalmente nos estudos por imagem (Bremner et al., 2002; Kringelbach & Rolls, 

2004; Altshuler et al., 2005; Kuhn et al., 2011). 

         Ainda, estudos de ressonância funcional revelam que o córtex orbitofrontal e 

ocórtex pré-frontal estão ativados durante o processamento de comportamento social e 

julgamento de ações de consequência social, sobretudo na sub-região MO do COF 

(Moll  et al., 2002). 

        No TAB foi verificada uma possível hipoatividade das sub-regiões rostral e lateral 

quando o indivíduo está em episódio maníaco, associadas à redução de volume do COF 

em adultos (Cotter et al., 2005). No entanto, esses achados ainda não foram 

confirmados. 

        No TOC, a relação do COF com os sintomas da doença está mais robusta.  

Medições metabólicas com aplicação da técnica de PET foram realizadas, a fim de 

encontrar relação com o metabolismo de glicose e TOC, nos quais a elevação das taxas 

nos pacientes foram significantes no COF (Baxter et al., 1989). Porém, outro estudo 

verificou redução de glicose em pacientes com sintomas específicos como o 

colecionismo (Saxena et al., 2004). 

        Em estudos clínicos, o tratamento medicamentoso e terapêutico de pacientes com 

TOC já mostrou associação entre a remissão de sintomas e a hiperativação do córtex 

orbitofrontal no estado basal (Etain & Bonnet-Perrin, 2001). 



34 

        Em resumo, o COF apresenta um papel central no comportamento humano e é 

associado com diferentes áreas sensoriais, com estruturas límbicas e com o córtex pré-

frontal que media funções executivas, refletindo controle e inibição de comportamento 

inapropriado e de resposta emocional. Além disso, está relacionado á tomada de 

decisão, flexibilidade comportamental diante de novas situações e solução de problemas 

(Jackowski et al., 2012).  

 

 

1.13 Os neurônios: como identificá-los histologicamente 

 

        Os neurônios possuem forma e tamanho variados, e são formados por um corpo 

celular ou pericário, contendo um núcleo e um nucléolo. Do corpo, partem 

prolongamentos chamados de axônios. 

        Para a sua identificação celular, a melhor coloração conhecida até o momento, é a 

coloração de galocianina, também conhecida como Nissl com a qual, o neurônio 

apresenta-se grande, com nucléolo e citoplasma geralmente bem corados, sendo 

característico, a proeminência da substância de Nissl no citoplasma (Schnieder & 

Dwork, 2011). 

        O citoplasma do neurônio possui retículo endoplasmático rugoso que é responsável 

pela formação de agregados de cisternas que originam polirribossomos livres. A boa 

coloração de galocianina é decorrente da impregnação do corante ás cisternas e 

ribossomos que são visualizados no microscópio óptico como manchas basofílicas 

(Junqueira e Carneiro, 1999). 

        As células gliais por sua vez, também são visualizadas usando-se a coloração de 

galocianina, sendo que oligodendrócitos, astrócitos e micróglias são mais compactos e 

menores. Diferentemente das demais glias, os oligodendrócitos possuem núcleo mais 

basofílico (Hamidi et al., 2004). 

        No geral, a coloração de galocianina permite identificar neurônios e diferenciá-los 

de células gliais (Figura 6). 
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Figura 6 - Identificação de neurônios e glias. Foto microscópica de lâmina cortical 
corada com galocianina. Foco em um ponto da camada cortical III do COF com 
aumento de 200x. Em um aumento maior (2000x) é possível visualizar e diferenciar 
neurônios, astrócitos (astro) e oligodendrócitos (oligd.). Escala da imagem da fatia 50 
µm e da imagem das células com escala de 1 µm 

 

 

1.14 A técnica de estereologia 

 

 "A estereologia é a parte dos métodos matemáticos relacionados á medidas tri-
dimensionais obtidas das secções de uma estrutura"  (Weibel, 1979) 

    

        O objetivo principal da estereologia é a obtenção de informações quantitativas, a 

partir de imagens microscópicas. A técnica de contagem de partículas, através da 

microscopia, é uma das mais importantes descobertas da pesquisa desde o início da era 

moderna científica (Geuna, 2005).  

        As principais vantagens da estereologia são: a eficiência, simplicidade, validade e a 

aplicabilidade ampla. As técnicas esterológicas oferecem maneiras altamente eficientes 

de se estimar alguns parâmetros numéricos com poucos viéses como: áreas, tamanhos, 
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volumes, densidades e número de populações de um material sólido em amostras como 

secções planas. 

         Em estudos neuropatológicos é permitida tanto a análise em regiões inteiras do 

encéfalo, quanto de uma região específica ou ainda de uma única célula ou núcleo. 

        Pode-se considerar o estado de arte, quando a estereologia está associada á 

morfologia e permite o mapeamento morfológico da região de interesse em três 

dimensões. 

        A busca da melhoria das técnicas estereológicas é alvo de pesquisa já há mais de 

20 anos, no entanto, a mais recente técnica que tem eliminado os vieses é o “Design-

based-stereology”, cuja definição indica que as amostras e as grades que serão usadas 

podem ser definidas previamente (West, 2002). O método é ideal para detectar efeitos 

pequenos em estruturas heterogêneas e desta forma, melhorar a interpretação dos dados 

(Dorph-Petersen & Lewis, 2011). 

        Considerada padrão-ouro desde o final dos anos 1980, o disetor óptico é uma 

técnica utilizada para se mensurar densidade de populações. Tem como base a contagem 

tri-dimensional (3D) e por isso foi chamada de "caixa de contagem", no inglês, counting 

box, que se trata da contagem de células em um volume óptico de tecido definido, 

podendo ser determinada a quantidade de células por unidade de volume em mm3, 

reconhecida pelo símbolo Nv (Williams & Rakic, 1988; Cordás, 2002). 

        Um dos diferenciais da técnica é poder ser aplicada em cortes espessos de tecido e 

permitir a contagem em apenas uma fatia. A vantagem está em reduzir os vieses, pois 

trata-se da contagem de células que são visualizadas em mais do que dois níveis da 

profundidade do tecido. Desta forma, evita-se a contagem duplicada de células, ao 

contrário do que ocorre na técnica de contagem de bidimensionais (Geuna, 2005).  

        Além disso, a técnica minimiza os erros que eram ocasionados devido ao formato 

irregular da célula, a variabilidade de tamanho ou ainda a artefatos ao cortar o tecido, 

levando-se em conta, que e o disetor óptico permite a contagem tanto de células que 

estão por completo dentro da "caixa de contagem" ou que estão cruzando pelo topo ou 

direita ou traseira da caixa. 
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        O volume é estimado pelo princípio de Cavalieri (1635), definido como a técnica 

de contagem de pontos Esta técnica consiste em estimar o volume global de uma região, 

considerando que o material analisado pode estar seccionado, desde que, os intervalos 

das fatias sejam iguais. Desta forma, estima-se o volume em fatias seriadas. Além disso, 

deve-se garantir uma análise sistemática-randomizada- amostral, ou seja, que todas as 

fatias possuam igual probabilidade de serem contadas. Em seguida, somam-se todos os 

pontos contados em cada área e multiplica-se pela distância entre as fatias (Gundersen 

& Jensen, 1987). O valor obtido é o volume, também chamado de volume referência 

V(ref). 

A proposta de se verificar o número de neurônios é antiga e o interesse por esta 

quantificação tornou-se crescente desde que postulou-se que a quantidade de neurônios 

é fundamental para a função cerebral por muitos pesquisadores (Williams & Herrup, 

1988).  

Na estereologia a estimativa do número total de neurônios pode ser obtida 

através do produto do V (ref) e densidade em um volume (Nv) (West, 1999). 
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2. Objetivos 

 

 

2.1 Objetivos Gerais: 

• Comparar a densidade neuronal, volume e número total de neurônios do COF 

entre pacientes psiquiátricos e controles; 

• Verificar se há diferenças de densidade neuronal, volume e número total de 

neurônios do COF entre pacientes de TAB e pacientes de TOC e controles. 

 

2.2 Objetivos específicos: 

• Verificar se há diferenças de densidade neuronal, volume e número total de 

neurônios estimado nas sub-regiões de COF: AM, MO, AL em pacientes e 

controles; 

• Verificar se há diferença de densidade neuronal entre as sub-regiões AM, MO e 

AL no grupo de pacientes e no grupo de controles; 

• Verificar se há diferença de densidade neuronal entre as camadas corticais IIIa, 

IIIb, IIIc, IV, Va, VIa, VIb. 
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3. Materiais e Métodos 

 

 

3.1 Comitê de Ética 

O estudo foi aprovado pelo comitê de ética local CAPPesq sob nº 740/09 

(Anexo A) e pelo comitê de ética nacional CONEP 10/573 (Anexo B). A identidade de 

todos os indivíduos foi mantida em sigilo. 

 

3.2 Estrutura e recrutamento dos casos 

 

        As amostras foram originadas do Serviço de Verificação de Óbitos da Capital da 

Universidade de São Paulo (SVOC-USP). O SVOC-USP é responsável pelas autópsias 

de indivíduos que faleceram de morte natural dentro da região metropolitana da cidade 

de São Paulo, e avaliam em torno de 13.000 autópsias por ano. Todas as autópsias são 

realizadas por um grupo de médicos patologistas. 

        Os encéfalos foram coletados dos indivíduos portadores de TAB ou TOC durante a 

vida e faleceram com idade igual ou maior que 50 anos de idade. Os casos foram 

selecionados de acordo com os critérios do BEHGEEC-FMUSP (Grinberg et al., 2007a) 

com algumas modificações conforme o quadro 1: 
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Quadro 1- Critérios de Inclusão e Exclusão do Psi-BEHGEEC 

Critérios de Inclusão e Exclusão dos pacientes Psi-BEHGEEC 

Critérios de Inclusão I.  Idade maior que 50 anos; 

II.  Ter um parente que convivia próximo ao sujeito e que 

possa providenciar informações relevantes; 

III.  Diagnóstico de TAB tipo I de acordo com o Diagnostic 

and Statistical Manual (DSM-IV)  

IV. Diagnóstico de TOC de acordo com DSM-IV 

V. Intervalo postmortem (IPM) até 24 horas 

VI.  pH do líquido cefalorraquidiano maior que 6.0 

Critérios de Exclusão I. Indivíduos que morreram de causas cerebrais primárias 

(por exemplo, acidente vascular encefálico agudo, 

traumatismo craniano, meningite, tumores, etc.);  

II. Indivíduos que passaram por situações com potencial de 

causar lesões cerebrais isquêmicas;  

III. Indivíduos portadores de comorbidades que possam 

prejudicar a função cognitiva, tais como demências ou o 

mental;  

FONTE: Adaptado de (Grinberg et al., 2007; Ferreti et al., 2010). 
 

A coleta dos controles saudáveis precisava estar pareada com as amostras 

coletadas dos sujeitos psiquiátricos, quanto a idade, gênero e hemisfério Para a coleta, 

alguns critérios foram estabelecidos, o que tornou essa coleção relevante e rara, 

conforme quadro (2) a seguir: 
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Quadro 2 - Critérios de Inclusão de controles saudáveis 

Critérios de Inclusão e Exclusão dos controles 

Critérios de Inclusão I.  Idade maior que 50 anos; 

II.  Ter um parente que convivia próximo ao sujeito e que 

possa providenciar informações relevantes; 

III.  Ausência de diagnóstico de TAB tipo I de acordo com o 

Diagnostic and Statistical Manual (DSM-IV)  

IV. Ausência de diagnóstico de TOC de acordo com DSM IV  

VI.  pH do líquido cefalorraquidiano maior que 6.0 

 

Critérios de Exclusão I. Indivíduos que morreram de causas cerebrais primárias 

(por exemplo, acidente vascular encefálico agudo, 

traumatismo craniano, meningite, tumores, etc.);  

II. Indivíduos que passaram por situações com potencial de 

causar lesões cerebrais isquêmicas;  

III. Indivíduos portadores de comorbidades que possam 

prejudicar a função cognitiva, tais como demências ou 

retardo mental;  

IV. Possuir diagnóstico clínico para demências, Parkinson, 

depressão maior ou preencher critérios dos instrumentos de 

avaliação de mania e depressão e de TOC 

V. Presença de abuso de álcool ou outras substâncias, tais 

como medicamentos ansiolíticos ou antidepressivos 
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3.2.1 A triagem clínica inicial  

 

        Seguindo os critérios de inclusão, todos os indivíduos com idade a partir de 50 

anos que chegassem ao SVOC-USP eram candidatos a participar do Psi-BEHGEEC. A 

equipe de enfermeiros e gerontologistas de plantão, explicavam a pesquisa ao familiar 

próximo, antes do procedimento de autópsia e o convidavam para participar. Uma vez 

assinado o termo de consentimento livre e esclarecido pelo familiar, o então conhecido 

como informante era submetido a responder às escalas clínicas semi-estruturadas para 

avaliação funcional e psiquiátrica. Esta avaliação incluía informações médicas e 

demográficas, história familiar, e diversos questionários e escalas que cobrem múltiplos 

domínios cognitivos e atividades de vida diária (Tabela 3). Adicionalmente, sintomas 

psiquiátricos podiam ser triados a partir de questões do SCID (Ferreti et al., 2010). 

Tabela 3 - Instrumentos utilizados na triagem 

Domínio Instrumento de avaliação 

TOC Triagem adaptada da entrevista clínica estruturada para o DSM-IV: transtornos do 
eixo I  - SCID-I/P 2.0 (First et al., 1996) e da Yale-Brown obsessive-
compulsive scale - Y-BOCS (Goodman et al., 1989), D-YBOCS (Rosario-Campos 
et al., 2006) 

TAB Mood Disorder Questionnaire- MDQ (Miller et al., 2004) 
DSM IV – Structured Clinical Interview (SCID) para transtorno de depressão e 
mania (Spitzer et al., 1992; Del-Ben et al., 1996) 

Cognição Escore Clínico de Demência (CDR, Clinical Dementia Ratio) (Burke et al., 1988; 
Morris, 1993), Informant quest. cognitive decline in the elderly – IQCODE- versão 
retrospectiva (Jorm et al., 1996) 

Sintomas 
psiquiátricos 

Inventário Neuropsiquiátrico - NPI (Cummings et al., 1994) 

Avaliação 
Funcional 

The Katz Index (Katz et al., 1963) 
Atividades instrumentais da vida diária (Lawton & Brody, 1969) 

Doenças 
parkinsonianas 

Um breve questionário de triagem para parkinsonismo (Tanner et al., 1990) 

Informação 
social 

ABIPEME – escala brasileira de investigação de análise socioeconômica (Almeida 
& Wickerhauser, 1991) 
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3.2.2 Entrevista psiquiátrica realizada com o informante 

 

        Nos casos em que a triagem foi positiva para transtornos psiquiátricos foi solicitada  

a autorização para se fazer contato com o familiar ou informante, com a finalidade de 

agendar uma segunda entrevista confirmatória, chamada de entrevista psiquiátrica 

postmortem. Para isso foi necessário aguardar o tempo de luto (em média entre um e 

três meses após o falecimento do ente). Nesta fase, a entrevista foi realizada por um 

médico psiquiatra especialista vinculado ao Instituto de Psiquiatria do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (IPQ-HCFMUSP). 

        A entrevista de confirmação possuía duas partes: (1) a avaliação da história 

psiquiátrica individual durante o tempo de vida, e (2) um instrumento estruturado 

composto por escalas de avaliação psiquiátrica. Esta entrevista tinha duração em média 

de duas horas, e aplicava-se por completo o SCID seção A, que aborda os episódios de 

humor depressivo-maníaco e a versão curta DY-BOCS. A tabela 4 descreve os 

instrumentos usados na confirmação da entrevista. 

        O SCID foi aplicado em forma de fluxograma, ou seja, a sequência das perguntas 

dependeu das respostas anteriores do informante. Assim, para aplicação da mesma, é 

essencial ser um especialista ou ter recebido um treinamento adequado.  

        O diagnóstico final foi alcançado após o consenso a partir do princípio de "melhor 

diagnóstico estimado", que é considerado o padrão ouro em estudos postmortem. (Deep-

Soboslay et al., 2005) Para isso, o médico psiquiatra que aplicou a entrevista fez um 

resumo da história clínica e das informações obtidas. Tais informações foram 

encaminhadas e avaliadas por outros seis psiquiatras especializados em TAB ou TOC 

do IPQ-HCFMUSP, sendo geralmente três do PROMAN para os possíveis diagnósticos 

de TAB e três do PROTOC, para os possíveis diagnósticos de TOC. 
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Tabela 4 - Escalas ou Instrumentos para avaliação clínico-funcional de TAB e TOC 

Transtorno Escalas ou Instrumentos 

TAB SCID -I, MDQ (Spitzer et al., 1992; Miller et al., 2004)   

TOC 
Versão curta do DY-BOCS, SCID I (Goodman et al., 1989; Spitzer 

et al., 1992; Rosario-Campos et al., 2006) 

Outros SCID -I (Para transtornos do eixo I) 

TAB: transtorno afetivo bipolar; TOC: Transtorno obsessivo-compulsivo 
FONTE: adaptado de  de Oliveira et al.,2012 
 
        Nesta entrevista para o diagnóstico de TAB I foi considerado o critério do "Manual 

estatístico e diagnóstico de transtornos mentais - 4ª edição (DSM- IV)" e da 

"Classificação Internacional das Doenças - 10ª edição (CID-10)". Segundo o DSM- IV 

deve ser considerado ao menos um episódio de mania ou episódio misto (composto por 

sintomas maníacos e depressivos); e geralmente tem ao menos um episódio depressivo. 

No CID-10, não há discriminação entre TAB I e TAB II; e é requerido dois episódios 

discretos de transtorno de humor, no qual ao menos um deles deve ser maníaco ou 

hipomaníaco somado á um episódio depressivo (World Health Organization, 1992) 

        A escala Y-BOCS é uma entrevista semi-estruturada com a finalidade de avaliar a 

gravidade dos sintomas de TOC (Goodman et al., 1989). 

        A escala "Dimensional Yale-Brown Obsessivo-Compulsivo" (DY-BOCS) é uma 

escala que mede a presença e a gravidade dos sintomas obsessivos-compulsivos dentro 

de seis dimensões que relacionam tematicamente obsessões e compulsões As seis 

dimensões são relativas: (1) agressão, violência e injúria; (2) sexual, moral e religioso; 

(3) simetria, ordem e contagem; (4) contaminação e limpeza; (5) somática e superstição  

e (6) colecionismo (Rosario-Campos et al., 2006; Torresan et al., 2013).  

        Alguns dos casos de TOC de nossa amostra foram classificados como sintomas 

obsessivos compulsivos (SOC), devido à limitação de se obter informações sobre 

pensamentos intrusivos através do informante. 
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3.3 Procedimentos anatomopatológicos 

 

        Para melhor entendimento de todos os procedimentos que foram aplicados, é 

apresentado, a seguir, um fluxograma que descreve resumidamente todas as etapas 

(Figura 7): 

                              TRIAGEM, AVALIAÇÃO E CLÍNICA PATOLÓGICA 

    

 

 

                                                                          

 

 

 

 

  

  

 

  

 

 

 

 
 
Figura 7 - Fluxograma das etapas do processo de coleta de encéfalos e dados dos 
indivíduos. FONTE: Adaptado de  de Oliveira et al., 2012 

TCLe 

Diagnóstico Clínico Avaliação Patológica 

Triagem 

Avaliação Clínica 

Etapa 1 

Coleta de amostras 

Entrevista Psiquiátrica Etapa 2 

Processamento do encéfalo 

Etapa 3- Parte A 

Emblocamento em celoidina 

Etapa 3- Parte C 

Análise estereológica 

"Melhor estimativa 
diagnóstica" 

Etapa 3- Parte B 

Reconstrução tridimensional 
3D 
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3.3.1 Etapa 1- Coleta das amostras 

 

        Durante a autópsia, antes da remoção do encéfalo, o líquor cefalorraquidiano 

(LCR) era coletado dos ventrículos e seu pH era mensurado para avaliar a qualidade do 

tecido. Em grande parte, devido ao curto intervalo postmortem (IPM), o pH geralmente 

estava dentro dos padrões de qualidade, ou seja, maior que 6,0. Assim que o encéfalo 

era removido, acondicionado em uma caixa térmica com gelo e transportado para o 

laboratório do BEHGEEC no andar acima, era imediatamente processado. 

        A amostra de LCR era centrifugada e armazenada em alíquotas de 1,5 mL á 80ºC 

para estudos futuros. Da mesma forma, amostra de sangue era coletada para extração de 

DNA, para a mesma finalidade. 

 

 

3.3.2 Etapa 2- Processamento dos encéfalos 

 

        A massa e volume do encéfalo eram mensurados ainda na sala de autópsia. No 

laboratório, os hemisférios eram hemisseccionados sagitalmente (Figura 8a). Foi 

necessário ter cuidado nesta fase, principalmente com os controles que eram pareados 

com os casos. Colocava-se o encéfalo sobre uma superfície reta com a parte inferior 

voltada para cima e fazia-se um corte único, separando os dois hemisférios pelo corpo 

caloso, cuidando para não danificar as áreas mediais e o tronco encefálico. Quando era 

um caso psiquiátrico, era necessário alternar o hemisfério de acordo com o caso 

anterior. Esta atitude era tomada porque não é claro se há dominância hemisférica em 

TAB e TOC. Se fosse um controle saudável, a fim de se ter uma amostra balanceada, 

ele devia estar de acordo com o caso psiquiátrico, previamente coletado, quanto ao 

hemisfério a ser fixado. Para todos os encéfalos coletados, alternadamente, um 

hemisfério era fixado e o outro congelado.  

        Para a fixação por perfusão (Figura 8b), o Polígono de Willis era mantido intacto e, 

em seguida, todo o sistema vascular era lavado com uma solução composta por 250 mL 
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b a 

de manitol e 10 mL de heparina (Grinberg et al., 2008) e, a seguir, adicionava-se o 

fixador formalina 20%. O material ficou fixando em formalina 20% por mais três 

semanas no mínimo. Devido à retirada de um hemisfério para criopreservação, as 

artérias do hemisfério a ser dissecado foram bloqueadas com um barbante para prevenir 

o vazamento das soluções. 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Procedimentos iniciais para o processamento dos encéfalos. a) Hemidissecção; 
b) Fixação por perfusão. Separação dos hemisférios de um caso da nossa coleção. 
Fixação de um hemisfério encefálico por perfusão. Imagem adaptada de  de Oliveira et 
al., 2012 

 

 

3.3.3 Preparo do paraformaldeído não tamponado 8% (Protocolo do BEHGEEC-

FMUSP) 

 

        Todo o preparo dos fixadores foi realizado no Laboratório de Fisiopatologia em 

Envelhecimento (GEROLAB). Para o preparo do fixador formalina 20% foi seguido os 

seguintes procedimentos: 

        O paraformaldeído não tamponado 8% equivalente á formalina 20% era preparado 

da seguinte forma: necessário colocava-se 5L de água num balão de fundo chato de 

12.000 mL e levava-se ao fogão para aquecer. A seguir, adicionava-se 1.600 g de 

paraformol em pó e mexia-se sempre, até que houvesse a diluição completa do 
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paraformol. Finalmente acrescentava-se água até que se obtivesse uma solução final de 

20 litros. Esperava-se a solução esfriar para medir o pH que devia ficar entre 6,0 e 7,0. 

        As regiões de interesse foram escolhidas a partir dos estudos de neuroimagem em 

TAB e TOC e estudos postmortem prévios em TAB (Tabela 5). As 46 áreas dissecadas 

eram armazenadas em criotubos identificados.  

Tabela 5 - Áreas representadas e criopreservadas á -80 C 

Cortical  Subcortical  

Córtex cíngulo dorsal (32)  Amígdala ( subnúcleos lateral, medial)  

Córtex frontal dorsolateral (9,46)  Núcleo caudado (cabeça, corpo, cauda)  

Córtex entorrinal (28)  Globo pálido (interno e externo)  

Córtex frontopolar (10)  Hipotálamo  

Giro  frontal inferior (45)  Hipocampo (anterior e posterior)  

Córtex orbitofrontal (11,47)  Cápsula interna  

Córtex médio pré-frontal (25)  Corpúsculo mamilar  

Área pré-motora (6)  Núcleo basal de Meynert  

Córtex visual primário (17)  Putâmen  

Subgenual do cíngulo anterior (24)  Tálamo (pulvinar, ventral, anterior e 
mediodorsal)  

 Núcleo acumbente 

Supragenual do cíngulo anterior (24)  Tronco encefálico  

Córtex parietal superior e inferior (7,49)  Hemisfério cerebelar  

Córtex temporal superior e inferior (22,21)  Vermis cerebelar  

 Núcleo denteado  

 Mesencéfalo  

 Ponte 

 Regiões encefálicas dissecadas descritas no protocolo de dissecção do Psi-BEHGEEC. 
As áreas de Brodmann estão em parênteses. FONTE: de Oliveira et al., 2012 
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3.3.4 Protocolo de dissecção das áreas 

 

        Para se dissecar todas as áreas foi necessário ter um cuidado e atenção para que 

nenhuma fosse esquecida e que todas fossem manuseadas e armazenadas com a mesma 

qualidade. Para isso foi feito um mapa que foi chamado de "molde de áreas" (Figura 9), 

que consistia em uma placa na qual eram identificadas todas as áreas que deviam ser 

retiradas. O mapa funcionou como um guia para o executante durante a dissecção, além 

de orientar quantas e quais regiões já tinham sido dissecadas durante o procedimento. 

Isso manteve-se a rotina e a conferência de que todas as áreas importantes tinham sido 

armazenadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Mapa das 46 áreas dissecadas (Molde de áreas). A) Mapa de estruturas a 
serem retiradas do hemisfério que será dissecado; B) Todos os fragmentos são 
codificados e mantidos em placa resfriada com gelo. 
FONTE: Adaptada de  (De Oliveira et al., 2012)  
 
        Um protocolo com imagens da dissecção foi construído com intuito de ensino 

teórico e treinamento dos alunos do BEHGEEC-FMUSP. Abaixo seguem as fotos das 

regiões (Figura 10): 

A                                                              B 
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Figura 10 - Protocolo detalhado da dissecção das regiões de interesse 
                                                                                              "continua" 
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Continuação - Figura 10- Protocolo detalhado da dissecção das regiões de interesse 
                                                                                                                       "continua" 
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Continuação - Figura 10 - Protocolo detalhado da dissecção das regiões de  interesse 
"continua" 
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Continuação - Figura 10- Protocolo detalhado da dissecção das regiões de interesse 
                                                                                                           "continua" 
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Continuação - Figura 10- Protocolo detalhado da dissecção das regiões de interesse       

"conclusão" 
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3.4 Processamento do hemisfério fixado para estudos estereológicos 

 

        O hemisfério fixado foi enviado para o Laboratório de Pesquisa em Morfologia 

Cerebral do Departamento de Psiquiatria Clínica da Julius-Maximilian Universidade de 

Würzburg de acordo com todos os procedimentos éticos e legais requeridos (UN 3373) 

e com as regras do CONEP. (Toda a documentação envolvida está no Anexo E). 

        Na Universidade de Würzburg, os hemisférios foram submetidos a um rápido 

processo de emblocamento em celoidina adequado para estudos neuroestereológicos e 

citoarquitetônicos (Heinsen et al., 2000; Grinberg et al., 2008). Este mesmo método foi 

previamente usado em diversos estudos em psiquiatria (Teipel et al., 2005; 

Kreczmanski et al., 2007; Casanova et al., 2008; Van Kooten et al., 2008). 

 

 

3.4.1 Documentação fotográfica dos casos  

 

        Todos os hemisférios fixados foram fotografados para a documentação de sua 

conformação inicial. Esta documentação fotográfica foi realizada com câmera 

FinepixS2 Pro FujiFilm-Nikon® (Tóquio, Japão) e lente macro (SIGMA® 50mm 1:2.8 

D) com baixa magnificação óptica. Foram contempladas as vistas: superior,  inferior, 

dorsal e medial de todos os casos conforme figura 11 a seguir: 
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Figura 11 - Documentação dos hemisférios fixados. Documentação por fotos científicas 
dos casos fixados; A) vista dorsal; B) vista medial; C) vista superior; D) vista posterior.  
 

 

3.4.2 Volumetria 

 

        A técnica aplicada foi baseada no princípio de Arquimedes, através do qual se 

obtém o volume a partir da massa de água deslocada. Para este experimento foi usado 

um balde com água, uma balança de precisão, um suporte no qual apoiava-se uma 

peneira que devia estar ligada a este por fios de nylon.  

        Colocava-se o balde com água na balança, tarava-se o composto balde, água e 

peneira imersa na água. Retirava-se a peneira para fora do balde. Em seguida, apoiava-

se o hemisfério na peneira e emergia no balde com água (Figura 12). A massa 

resultante, era o volume em mm3 do hemisfério. Esse dado foi obtido para análises 

futuras de volume total do hemisfério. 

  

 

A B 

C 
D 
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Figura 12 - Volumetria através do Princípio de Arquimedes. Foto ilustrativa da técnica 
utilizada pelo Laboratório da Unidade de Pesquisa em Morfologia Cerebral do 
Departamento de Psiquiatria da Julius Maximilian Universidade de Würzburg 

  

 

3.4.3 Desidratação em álcool 

 

        Os hemisférios foram desidratados por gradientes crescentes alcoólicos. O 

processo ocorria em quatro semanas, quando a amostra ficava uma semana na mesma 

concentração alcoólica, com exceção, do primeiro álcool de 70%, no qual a amostra 

ficava por duas semanas, havendo troca de álcool após a primeira semana, isto porque a 

primeira solução de álcool era "contaminada" pela água que saía da amostra neste 

período. A segunda semana de álcool 70% era a semana de desidratação pura neste 
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gradiente. Após esse período fazia-se a troca para o álcool 80%, e por fim na semana 

seguinte troca-se pelo álcool 96%. 

 

 

3.3.4 Retirada de meninges 

 

        A retirada de meninges permite uma melhor visualização dos sulcos e giros 

cerebrais além de facilitar o corte das fatias no micrótomo horizontal. 

        Após a desidratação, as meninges e os vasos eram removidos cuidadosamente para 

não haver deformação da amostra. Além disso, era importante manter o tecido sempre 

umedecido com álcool 96% durante esse processo. 

        O tronco cerebral era seccionado e arquivado em álcool para estudos futuros. Após 

isso as fotos para documentação eram feitas novamente conforme o protocolo de 

documentação já descrito (Figura 13). As mesmas vistas eram contempladas, no 

entanto, nesta etapa, obtinha-se a imagem dos troncos cerebrais em separado. 

 

Figura 13 - Documentação do hemisfério após desidratação. Fotos científicas de uma 
amostra após desidratação e retirada de meninges com o tronco separado 

 



65 

3.3.5 Etapa 3- parte A -Emblocamento em celoidina (nitrocelulose) 

 

        Cada hemisfério era embebido em celoidina a 8% para isso os procedimentos 

descritos a seguir foram realizados: 

        Primeiramente a solução de celoidina deve era preparada. A solução era feita na 

fração 1/4, sendo 1 parte de álcool-éter e 4 partes de celoidina a 8%. Para isso, era 

necessário misturar 200mL de álcool 70% a 200 mL de dietiléter.  

        A solução de celoidina e o hemisfério desidratado, então, eram acomodados em 

uma caixa-molde, que devia ter buracos e tampões conforme figura a seguir (Figura 

14a). Essa caixa podia ser adaptada (um pote com furos e tampões de plástico envoltos 

com gaze cirúrgica), como é observado na figura 14c. 

        Ao imergir o hemisfério na solução, o mesmo devia ser totalmente coberto pela 

celoidina. A caixa devia, então, ser tampada e repousar em média por 24 horas. No dia 

seguinte, colocava-se a caixa no dessecador acoplado a uma bomba à vácuo que era 

regulada entre 100 e 200 mbar, como mostra a figura 14b. O bloco ficava sob pressão da 

bomba por 2 dias, dentro da capela ou em estufa com temperatura entre 30 e 35º C . 

        Após esse processo, o bloco de celoidina já estava com consistência razoável e, 

então, os tampões deviam ser tirados aos poucos. Nesta etapa, a caixa devia ser 

colocada dentro de uma cuba ou caixa de vidro, juntamente com uma placa de Petri 

contendo clorofórmio. Este reagente ajuda na desidratação do bloco. Geralmente o 

bloco demorava mais duas semanas para ficar com a consistência desejada. Após esse 

período, o bloco era desenformado conforme figura 14d. 

         Possíveis buracos e espaços eram completados com celoidina 8% para evitar que o 

hemisfério tivesse contato com o ar. O bloco de celoidina retornava á caixa de vidro 

com clorofórmio (Figura 14 e), onde ficava por mais 18 dias. A caixa devia ser mantida 

fechada e o excesso de água devia ser retirado diariamente da caixa. 

        Após isso, o bloco podia ser colocado em outra caixa, contendo álcool 70%, por no 

mínimo 2 e no máximo 4 dias. 
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Figura 14 - Emblocamento do hemisfério em celoidina. a) Modelo de caixa-molde b) 
Caixa-molde com amostra e celoidina no dessecador; c) Desenformando o bloco de 
celoidina d) O bloco de celoidina; e) Desidratação do bloco de celoidina 
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3.4.6 Corte seriado 

 

        O bloco de celoidina foi desbastado e colocado sobre o micrótomo horizontal para 

que fosse seccionado coronalmente com espessura de 440 µm (Figura 15). Foi utilizado 

um micrótomo horizontal de grande porte (Cambridge Instruments, UK) (Heinsen et al., 

2000; Grinberg et al., 2008).  

        Durante a secção do bloco todas as fatias foram escaneadas e as mesmas foram 

usadas para fazer a reconstrução 3D do hemisfério inteiro ou da região de interesse 

(Heinsen et al., 2004). 

 

Figura 15 - Corte seriado do bloco de celoidina. Preparo do bloco de celoidina com 
material encefálico para os cortes. Máquina fotográfica acoplada para obtenção da 
imagem de todas as fatias. 
 
        Após o corte todas as fatias foram armazenadas em álcool a 70 % e entre as fatias 

foram colocados papel filtro para permitir que as fatias não grudassem durante o 

armazenamento. 
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3.4.7  Coloração de Galocianina (coloração de Nissl) 

 

        O texto a seguir refere-se ao protocolo de coloração em galocianina da Unidade de 

Pesquisa em Morfologia Cerebral da Julius MaximilianUniversidade de Würzburg. 

        Este protocolo é utilizado para coloração em galocianina de fatias embebidas em 

celoidina e cortadas com espessura de aproximadamente 440µm. 

        No primeiro dia foram separadas as fatias embebidas em celoidina, que estavam 

armazenadas em álcool 70%. Foram submetidas a uma lavagem por, no mínimo, 1 hora 

em água corrente. A remoção do excesso de celoidina, também foi feita com o uso de 

uma tesoura (cortou-se ao redor do tecido). Colocou-se as fatias em solução de Tween 

2% por 2 horas em agitador a 35 rpm. 

        Por fim, foram colocadas em solução de ácido fórmico, e repousaram por uma 

noite. Nesta etapa, cada fatia foi acomodada (separadamente) em papel filtro e 

transferida para placas de Petri. 

        No segundo dia, fez-se a lavagem em água corrente por, no mínimo, 1 hora para 

retirada do ácido fórmico. Em seguida, as fatias foram colocadas em banho-maria de 

galocianina por 2 horas, em agitador a 50 rpm, e após esta etapa, seguiram para a 

lavagem em água corrente por 30 min. 

        Nesta fase, foi necessário ordenar as fatias sequencialmente conforme a figura 16. 

As fatias, já organizadas, foram submetidas à desidratação em álcool 50% por 30 min.. 

Após, em álcool 80% por, no mínimo, 1 hora, e finalmente, em álcool absoluto por, no 

mínimo, 1 hora e, então, foi feita a última troca de álcool absoluto ficando em repouso 

por mais uma noite. 

        No terceiro dia, as fatias foram submetidas à solução de xilol-propanolol na 

proporção 1:2 por, no mínimo, 1 hora e 30 min.. Nesta etapa, fez-se a troca de papel 

filtro. Seguiu-se o próximo banho em xilol por 1 hora e 30 min. E em seguida, trocou-se 

o xilol, onde as lâminas ficaram por uma noite. 

        Após essa etapa, as lâminas foram montadas com resina sintética (Permount®) em 

uma lâmina com 10x15 cm de tamanho. O período mínimo de secagem destas lâminas, 
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após montada, variou entre 3 a 4 semanas. Depois desse período foi possível manuseá-

las. 

        Esta técnica nos permite observar as camadas corticais e células neuronais 

(Kreczmanski et al., 2005; Casanova et al., 2006; Van Kooten et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 - Processo de coloração em galocianina. Uma das etapas do protocolo de 
coloração, organização das fatias de 440 µm já coradas em galocianina que foram, em 
seguida, desidratadas.  

 

 

3.5 Etapa 3- parte B - Reconstrução tridimensional: estratégia para delineamento 

da região de interesse 

 

        Todas as fatias seriadas cortadas em 440 µm em celoidina foram fotografadas com 

câmera digital (FinePix S2 Pro- Fujifilm Nikon® -Tóquio, Japão) e lente macro 

(SIGMA® 50mm 1:2.8 D) com baixa magnificação óptica (Figura 17). 
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Figura 17 - Fatias seriadas que foram armazenadas em ordem. 

        Todas as fatias foram enumeradas para possibilitar a correlação da fatia em 

celoidina, a fatia corada e a reconstrução 3D. Para isso foi usado o programa Irfanview® 

(anexo F ) que nos permitiu imprimir o número da fatia na própria imagem (Figura18). 

Figura 18 - Fatia em celoidina enumerada e fatia corada. Lâmina de um caso sendo a 
mesma fatia em celoidina (A) e depois em galocianina (B).  
 

        A partir desse recurso foi feita a reconstrução 3D de todos os lobos frontais dos 

casos coletados para esse banco com uso do software Amira (Amira 3D data 

visualization 5.4.1®) (Anexo F). A reconstrução nos permitiu visualizar 

arquitetonicamente as sub-regiões da região de interesse: região antero-medial (AM), 

medio-orbitofrontal (MO) e antero-lateral (AL) (Figura 19 ). 
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Figura 19 - Identificação arquitetônica das regiões de interesse. Reconstrução 3D de um 
caso controle do banco, destacando as bordas delimitadas citoarquitetonicamente. AM: 
antero-medial, MO: médio-orbitofrontal, AL: antero-lateral.  
 

 

3.6 Critérios citoarquitetônicos 

 

        A foto macroscópica das lâminas coradas, em baixo poder de magnificação óptica, 

utilizando câmera digital com lente simples de reflexo digital Canon EOS 5D Mark II 

21.1 Megapixel® (Tóquio, Japão) e lentes Vivitar ® auto-macro 90mm 1:2.8 (Tóquio, 

Japão), mostrou claramente o arranjo laminar dos neurônios e a real alteração de 

espessura das lâminas, possibilitando analisar as propriedades de coloração das lâminas 

e densidade celular. Como auxiliar, foi usado o estereomicroscópio (Olympus) com uma 

magnificação de 7,5mm, cuja profundidade do foco possibilitou a impressão visual em 

3D do arranjo nuclear nos cortes espessos. A junção de ambas as técnicas para 

visualização das camadas corticais facilitou o delineamento das áreas citoarquitetônicas. 
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            Considerando a heterogeneidade histológica das camadas corticais foram eleitos 

campos de conformação diferenciada (parede cortical, curva e depressões) do córtex 

cerebral, sendo que os pontos contados eram perpendiculares á pia-máter em uma 

disposição que garantiu a visualização de todas as camadas. Desta forma, evitou-se as 

regiões que configuravam cortes tangenciais. 

        Com esse rigor de documentação fotográfica e critérios estabelecidos, foi possível 

obter dados das camadas corticais IIIa, IIIb, IIIc, IV, Va, Vb, VIa, VIb do córtex 

cerebral de cada campo (vide figura 3). Identificados os pontos para análise foram 

obtidas imagens digitais com uso da interface de um computador e um microscópio 

(Olympus BH-2®) em campo claro com objetiva 400x (40:1.0x10) e lente fotográfica 5x 

(Olympus 125 FK 5x®), que resultou num aumento de 2000x, acoplados a uma câmera 

digital Canon EOS 5D Mark II 21.1 Megapixel ®(Tóquio, Japão). Nesta etapa, para cada 

caso foram feitas 88 imagens por campo, sendo analisados três campos por sub-região, 

havendo um total de 792 imagens por caso. 

        Com esse material foi possível estimar densidade celular, volume além do número  

de neurônios do COF como um todo e de cada uma de suas sub-regiões (Schmitz & 

Hof, 2005). 

 

 

3.7 Etapa 3- parte C- Análise estereológica 

 

3.7.1 Protocolo de contagem de neurônios 

 

        O presente estudo foi baseado nas técnicas de disetor óptico para análise de 

densidade neuronal e contagem de neurônios e no princípio de Cavalieri para cálculo do 

volume. 

        Como as fatias seriadas eram espessas, foi possível produzir imagens de secções 

ópticas virtuais que se distanciavam em 2,7 µm uma da outra no microscópio Olympus. 
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Rotineiramente, foi utilizado um conjunto de 11 imagens e este conjunto virtual de 

imagens foi importado para o software Image J 1.45I ®(National Institutes of  Mental 

Health , EUA), sendo aprofundado no total 29,7 µm na lâmina, ou seja, todo o nucléolo 

de neurônio novo que aparecia no campo de visão entre 20µm e 49,7µm foram contados 

(Heinsen et al., 1999). 

        No Image J 1.45I ® aplicou-se uma nova grade, cuja área foi de 10 µm2 ou 0,01 

mm2. As linhas proibidas marcadas em vermelho (Figura 20) foram determinadas, 

sendo que os nucléolos encontrados sobre tais linhas e que apareceram na primeira 

imagem não foram contados a fim de evitar vieses. Com o uso da função "contador de 

células" do programa Image J, foram contados os nucléolos da região de interesse que 

se tornou visível na tela do computador ao mover a sequência de imagens. No final, o 

programa disponibiliza o número total de nucléolos de cada sequência de imagens. 

Foram contados para cada individuo no mínimo 746 neurônios e no máximo 2230 

neurônios. 

Figura 20 - A contagem de células pelo Image J 1.45I ®. Linha vermelha: limite, onde as 
células que tocam essas linhas não podem ser contadas; Linha verde, caso a célula as 
toque a contagem é permitida. 
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        Todas as imagens foram codificadas o que propiciou a análise ás cegas, de maneira 

que o pesquisador executante não teve conhecimento a que grupo a amostra analisada 

fazia parte. Todos os delineamentos e contagens foram monitorados por um profissional 

especializado no assunto. As identificações, quanto ao grupo, apenas foram reveladas 

após a finalização das contagens neuronais e tabulação das mesmas. 

        Os dados coletados dessa contagem foram aplicados a uma fórmula estereológica 

para cálculo de densidade celular. 

        Considerando a calibração do campo óptico visualizado no computador 

compreendendo uma área da grade de 0,01 mm2 e a espessura óptica da secção de 

0,0297 mm, foi conseguido facilmente calcular a densidade de neurônios (Nv) em um 

volume aplicando a  fórmula (1): 

        Nv= N/ A. t = NA /t        (1) 

        Sabendo se-que: 

N= Número de nucléolos visualizados e contados 

A= área da grade 

t= espessura da secção óptica 

Nv =  N / 0,01 x 0,0297 = Nv/mm3 

d. Cálculo da Grade 

        Foi necessário ajustar a imagem no Image J 1.45I ® para calibração da área da 

grade, onde os nucléolos foram visualizados e contados. Desta forma, em imagens cujas 

dimensões eram de 998 x 665, calibrou-se 100 µm equivalente a 556 pixels, ou seja, 1 

mm são 5560 pixels.  
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3.7.2 Cálculo de volume e número total de neurônios das sub-regiões e do COF 

 

        Para o cálculo de volume foi aplicado o princípio de Cavalieri e estimado em mm3  

(West et al., 1978; Gundersen & Jensen, 1987; Heinsen et al., 1994). Para isso, foi 

considerada a delineação de cada subárea AM, MO e AL em cada caso, e todas as 

lâminas ímpares foram contadas de maneira que cada caso apresentou no mínimo 10 

fatias. Com o uso do Image J 1.45I ®, uma grade em forma de cruzes foram sobrepostas 

ás imagens da área em baixa magnificação óptica e todas as cruzes que estavam dentro 

da área delimitada foram contadas. Em seguida, os pontos contabilizados em cada fatia 

foram inseridos na fórmula de volume, conhecido pelo símbolo de V ou (V (ref)) e do 

coeficiente de erro (CE). 

        A fórmula (2) do princípio de Cavalieri é: 

  

 

 

        Sabendo-se que: 

t = média da distância entre as fatias 

a/p = área de um ponto da grade 

Pi =  número de pontos em cada fatia 

n = número de secções usadas. 

Desta forma, os valores assumidos em nossas amostras foram: 

t = 0,88 mm; a/p = 0,7 mm2; n > 10.  

        Devido à variabilidade arquitetônica de um indivíduo para o outro, alguns casos 

tiveram mais que 10 fatias analisadas para que a delimitação citoarquitetônica fosse 

respeitada. 

        Mais simplificadamente e para a fácil aplicação no Excel, usamos a fórmula 3: 

                                       n 

                 V (ref)= t . (a/p) . ∑ Pi            (2) 

                                     i=1 
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V= ∑P . (a/p) .t       (3) 

        Ao calcular o erro do valor estimado foi obtido o coeficiente de erro (CE). O 

mesmo foi aplicado de acordo com o método de Gundersen-Jensen (1987) e é calculado 

no mesmo momento em que calcula-se o volume. A fórmula usada é 4 ou 5: 

 

 

 

        O número total de neurônios foi calculado a partir da densidade neuronal (Nv) e do 

volume (V (ref)) em mm3, aplicando a fórmula 6:  

 

 

        Para a estimativa de Ne utilizamos duas estratégias: 

• Somatória dos números de neurônios estimados para cada sub-região, ou seja,  

Ne AM + Ne MO + Ne AL                                                 (7) 

• O produto da  média da densidade neuronal total (Nv COF) e a somatória dos 

volumes 

Nv . COF  . ∑ Vref COF                                                   (8) 

 

Ne = Nv (Ne/ mm3) x V (ref)mm3                  (6) 
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4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
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4. Análise estatística 

 

 

        Foi realizada uma análise descritiva dos dados demográficos para caracterizar os 

grupos de sujeitos s e controles como idade, pH, IPM. A análise inicial compreendeu: 

média, mediana, desvio padrão, percentil, mínimo e máximo. 

        Para a comparação de todas as variáveis que pudessem influenciar no pareamento 

do grupo de sujeitos s com o grupo controle como: hemisfério, idade e gênero, foram 

aplicados os testes Qui- Quadrado e o teste de Fisher. 

        Como a normalidade não pôde ser assumida, aplicamos um  teste não paramétrico 

Mann-Whitney U-test, para comparar as médias entre os grupos. Desta forma, 

investigamos a hipótese nula considerando um nível de significância de 0,05. 

        As análises realizadas entre as variáveis das sub-regiões do COF foi usado o Test-t 

de Student. Para todas as análises utilizamos o software SPSS 14.0. 
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5. Resultados 

 

 

5.1 Casos coletados 

 

        Durante o período de fevereiro de 2009 a dezembro de 2011 foram coletados 1423 

casos, sendo 97 triados como possíveis casos psiquiátricos. Destes, 64 foram excluídos 

por terem tido acidente vascular encefálico (AVE), demência, trauma, baixo pH, IPM 

maior que 24 horas e por falta de informações. Há 12 casos que aguardam o 

agendamento da entrevista psiquiátrica e para realizar o melhor diagnóstico estimado. 

Outros 10 casos foram triados como controles pareados. Os 21 casos restantes foram 

inclusos seguindo o diagnóstico seguinte: 5 TAB, 2 com sintomas obsessivos-

compulsivos (SOC), 6 TOC, 5 TDM, 1 transtorno de humor (SOE), 1 transtorno por uso 

de substâncias (TUS), 1 Esquizofrênico conforme fluxograma mostrado na figura 21. 
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Figura 21 - Fluxograma de casos triados e coletados. THNE: transtorno de humor não 
especificado, Esq: esquizofrenia, TUS: transtorno por uso de substâncias. 
 
       No período de processamento dos casos na Alemanha, não havíamos finalizado o 

consenso de todos os casos de TAB e de TOC. Desta maneira, dois sujeitos com TAB e 

um de TOC não foram inclusos nas análises apresentadas neste estudo. 

        Neste trabalho, uma parte da população apresentada no fluxograma foi analisada 

estereologicamente, portanto, os dados que serão apresentados adiante são referentes a: 

7 controles, 5 TOC, 2 SOC e 3 TAB. Para as análises os sujeitos com TOC e SOC 

foram agrupados no grupo TOC. 
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5.1.1 Dados demográficos 

 

        O grupo controle é composto por 57,1% de sujeitos do sexo masculino e no grupo 

de sujeitos psiquiátricos 60% são, também, do sexo masculino (X2 = 0,14, g.l.=1, p= 

1,0). 

        Quanto à lateralidade do hemisfério verificamos que no grupo controle em 57,1% 

dos casos foi analisado o hemisfério esquerdo e no grupo de psiquiátricos em 60% dos 

casos foi, também, analisado o hemisfério esquerdo (X2 = 0,14, g.l.=1, p = 1,0). Por 

outro lado, os grupos TAB e TOC estão pareados quanto ao hemisfério direito (28,6%) 

(X2=1,27, g.l.=2, p = 0,5). 

        A média de idade do grupo de sujeitos psiquiáricos foi de 70 anos com desvio 

padrão de 6 anos e do grupo controle foi de 74 anos (± 12 anos). Esses dados mostram 

que a amostra está balanceada quanto gênero, lateralidade e idade. A tabela 6 mostra as 

características importantes dos sujeitos analisados: 
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Tabela 6 - Características dos sujeitos psiquiátricos e controles 

Caso/ 
Gênero/Idade Diag. Psiq. Causa da morte 

IPM 
(horas) 

 
pH 

 
 mL/ (g) 

1/M/77 TOC Carcinoma de pâncreas  17:00 6,5 1100/1258 
2/F/66 TAB DPOC 12:45 7,0 1100/1046 

3/F/66 TOC Edema Pulmonar 13:05 6,9 1100/1108 

4/M/66 TOC IAM 8:50 8,0 1200/1194 

5/F/61 SOC Peritonite Aguda 
Purulenta 

21:10 7,0 1250/1312 

6/F/65 TAB IAM 6:28 9,0 1100/1042 

7/M/73 TOC Edema Pulmonar 23:00 6,5 1100/1203 

8/M/81 TOC Broncopneumonia 13:55 7,0 1100/1162 

9/M/74 SOC Edema Pulmonar 19:07 8,0 1200/1298 

10/M/74 TAB Broncopneumonia 22:40 7,0 1000/1226 

Média (DP) 
  

Média (DP) Média (DP) Média (DP) 

70 (± 6)   17:00 (± 6) 7,2 (± 0,7) 1125 (±71)/ 
     1184 (± 90) 
      

11/M/72 Controle Tromboembolismo 
Pulmonar 

8:55 8,0 1000/1226 

12/F/66 Controle Dissecção e Rotura de 
Aorta  

15:29 7,0 1300/1328 

13/F/63 Controle Tromboembolismo 
Pulmonar 

7:20 6,9 1250/1314 

14/M/66 Controle Pneumonia 14:10 6,8 1100/1252 

15/M/82 Controle Hematoma intra-
abdominal 

16:10 6,4 1300/1332 

16/M/71 Controle IAM 13:37 6,6 1100/1136 

17/F/98 Controle Edema Pulmonar 16:31 6,5 1200/1240 

Média (DP)   Média (DP) Média (DP) Média (DP) 
74 (± 12)   13:00 (±3) 6,8 (±0,5) 1157 (±159) 

     1216 (±150) 

Diag. Psiq: diagnóstico psiquiátrico; IPM: intervalo postmortem; DP: Desvio Padrão; 
mL: volume em mililitro; g: massa em gramas; DPOC= doença pulmonar obstrutiva 
crônica; IAM= infarto agudo do miocárdio 
 

        Dos sujeitos psiquiátricos, 60% foram declarados como brancos, 30% negros e 

10% pardos. Apenas 20% eram etilistas, no entanto, outros 30% já tiveram contato com 

álcool durante a vida. Desse grupo 60% eram tabagistas (Figura 22). 
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Figura 22 - Representação gráfica da incidência de tabagismo e etilismo no grupo de 

sujeitos psiquiátricos 

      Do grupo controles, 57% foram declarados como brancos, 14% como negros e 29% 

como pardos. Cerca de 14% eram etilistas e 57% tiveram contato com álcool em algum 

momento da vida. Em relação ao tabagismo, cerca de 57% havia parado com o vício, e 

42% eram tabagistas (Figura 23). 
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Figura 23 - Representação gráfica da incidência de tabagismo e etilismo no grupo 

controle 

        Verificamos que dos sujeitos psiquiátricos, poucos tinham diagnóstico em vida 

(30%) ou tinham feito uso de medicamentos psiquiátricos (20%). Foi possível constatar 

segundo o "melhor diagnóstico estimado" que dos casos de TOC ou SOC estudados, 4 
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possuíam comorbidade de transtorno de depressão maior e um caso de transtorno 

psicótico breve, sendo que um dos casos que apresentou transtorno de depressão maior, 

tratava-se de episódio único. 

        A análise descritiva também foi realizada dividindo os grupos de transtornos 

psiquiátricos TAB e TOC. Nesta análise, observou-se que no grupo TAB a idade média 

foi de 68 anos (± 5 anos) e do grupo TOC foi de 71 (± 7 anos). O grupo de TOC está 

mais balanceado do que o grupo de TAB quanto ao gênero sendo 40% feminino nos 

controles e 50% no grupo de TOC, em contrapartida, o gênero masculino está 

balanceado entre os grupos TAB e TOC (28,6%) (X2=1,27, g.l=2, p.=0,5). 

 

 

5.2 Citoarquitetura 

 

        A reconstrução 3D prévia foi indispensável para a orientação e delineamento 

citoarquitetônico das sub-regiões do COF: AM, MO, AL. A razão entre as diferenças 

das camadas e as propriedades de coloração são estudadas em baixa magnificação 

(Figura 24 c-e). Essa estratégia nos permitiu aplicar essa análise para os sujeitos 

psiquiátricos e controles. 
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Figura 24 - Citoarquitetura do córtex orbitofrontal de um caso controle. Figuras a e b: 
visão macroscópica do córtex orbitofrontal; figuras c,d: visão microscópica das bordas 
(retângulos) indicados em a (borda entre AM e MO) e b (borda entre MO e AL). Escala 
de 1mm para a e b; de 50 µm   para c, d, e. 
 
        O Quadro 3 mostra os critérios analisados para o delineamento das sub-regiões do 

COF realizados a partir da observação da citoarquitetonia das camadas corticais de 

casos controles. 
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Quadro 3 - Descrição de análise para delineamento das sub-regiões do COF 

 
AM 

 
MO 

 
AL 

Va: com alta cromofilia Va: diminuição de 

cromofilia, aumento global 

do número de células 

piramidais 

Va: mais estreita que em 

MO, células dispersas, 

arranjo em colunas 

IV: estreita e com baixa 

densidade celular 

IV: aumento de espessura e 

densidade celular em 

relação AM 

IV: aumento em espessura 

e densidade celular em 

relação AM e MO 

III: menor densidade 

celular que em MO e AL, 

apresenta células 

piramidais grandes e 

isoladas com alta 

cromofilia 

III: aumento do número de 

células, aumento do 

tamanho celular, menos 

cromofílica do que em AM 

III: espessa e bem corada 

 

IIIc- presença de células 

piramidais 

 IIIc: número de células 

piramidais, tamanho celular 

e intensidade de coloração 

aumentada. 

AM: antero-medial; MO: médio-orbitofronal; AL: antero-lateral  

        Após o delineamento do COF realizado neste estudo, adicionamos MO no 

protocolo de dissecção de áreas para criopreservação para futuros estudos. 
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5.2.1 Delineamento do córtex orbitofrontal para cálculo de volume 

 

        Utilizando amostras do nosso banco de encéfalos em cortes coronais e sagitais 

conseguimos delimitar o COF citoarquitetonicamente. É possível verificar que a 

disposição das camadas corticais não segue a mesma disposição dos giros e sulcos, o 

que torna a citoarquitetura necessária. Esta ferramenta também poderá ser utilizada em 

estudos futuros. 

        Delineamos as características das bordas entre a região frontopolar (FP) e a sub-

região anterior medial (AM). Verificamos, nos cortes coronais, que toda a região rostral 

do COF é altamente granular e a quantidade de células granulares aumenta na transição 

de AM para FP, ou seja, do sentido caudal para o rostral. Desta forma, observamos que 

FP é mais granular que AM e, sobretudo, há um grande número de células granulares na 

camada IIIc em FP, quando visualizado em cortes sagitais. 

        Também em cortes sagitais, visualizando da região rostral para a caudal é possível 

verificar uma diminuição da espessura da camada cortical IV. Além disso, AM 

apresenta células piramidais grandes e mais cromofílicas, e tem o número dessas células 

diminuídas quando se observa em direção á borda de posterior medial (PM). 

Contrariamente a FP, AM possui poucas células granulares e as células piramidais de 

FP, por sua vez, são basofílicas e menores quando comparadas as de AM. Conforme o 

quadro 4: 
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Quadro 4 - Descrição da transição citoarquitetônica entre FM e AM  

FP AM 

Camada V compacta e bem marcada. É 
perfurada por inúmeras fibras finas 
 

Fibras espessas passam pela camada VI. 

Muitas células granulares na camada IIIc e 
é menos espessa 

Camada IIIc apresenta células menores, 
mas é uma camada mais espessa, inclusive 
na extensão de AM 
 

Camada IV menos espessa do que em AM 
 Camada IV mais espessas ao longo de 
AM 

Células piramidais menores que em AM Apresenta menor número de fibras 

Córtex mais fino que em AM  

FP: Frontopolar; AM: anterior-medial 

        Na porção caudal, ou seja, quase em limite a PM é possível verificar a redução de 

células granulares na camada IV de AM, podendo até mesmo estar ausentes em PM. 

        Quanto á delimitação de bordas entre AM e PM em cortes sagitais, as 

características estão no quadro 5: 
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        Quadro 5 - Descrição da transição citoarquitetônica entre AM e PM 

AM PM 

Camada V torna-se difusa ou ausente, com 
maior celularidade em Vb 

Camada V é fortemente marcada, quase 
alinhada (próximo á Ínsula), portanto, é 
bem evidente e cromofílica 
 

Camada IV granulosa, com mais células 
granulares 
 

Camada IV ausente  

Camada IIIc proeminente, com clusters de 
células  
 

Camada IIIc não é clara, possui poucas 
células 

Grandes células piramidais e mais 
cromofílicas em direção a PM (caudal) 
 

Poucas células granulares 

Os sulcos delimitam AM e PM Fibras radiais são menos numerosas e 
espessas, são vistas melhores fibras em 
tamanho e arranjos 

As estrias estão mais evidentes  

  

AM: antero-medial; PM: postero-medial 

        Na reconstrução 3D, é possível identificar a fatia analisada, conforme descrito 

anteriormente e identificar a localização arquitetônica correspondente á delimitação 

realizada citoarquitetonicamente (Figura 25). 
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Figura 25 - Delimitação de bordas entre frontopolar (FP) e antero-medial (AM) e 
posterior medial (PM). Reconstrução 3D de cortes seriados sagitais do lobo frontal com 
indicação da lâmina escolhida. Na lâmina histológica, corada em galocianina, são 
mostradas as bordas entre FP e AM e PM. 
 
        A borda entre FP e MO é caracterizada pela presença da camada IIIc bem marcada 

em FP, ou seja, mais basofílica que em MO. No entanto, a camada Va é menor em FP 

que em MO. Demais características estão no quadro a seguir (6): 

        Quadro 6 - Descrição da transição citoarquitetônica entre FP e MO 

FP  MO 

Camada Va é menor em espessura  Camada Vb é espessa, tem células 

mais distribuídas  

Camada IIIc bem corada e marcada Camada Va é mais espessa que em FP 

e AL 

Características continuam próximas 

aos sulco 

Camada IIIc não é bem  marcada 

  Camadas IIIa e IIIb é menos visível 

    FP: frontopolar; MO: médio-orbitofrontal 
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        Verificamos, em cortes sagitais, que a borda entre MO e postero-lateral (PL) está 

em um sulco, no qual a camada IIIc torna-se mais espessa na direção de PL a MO ou 

seja, se visualizado da região caudal para a rostral. No entanto, a camada IIIc de PL é 

menos basófílica  que a camada IIIc de AL. Assim, pode-se identificar a borda entre 

essas duas regiões na extremidade lateral do COF. As diferenças citoarquitetônicas 

podem ser visualizadas em lâminas e reconstruções como na figura 26: 

 

Figura 26 - Delimitação de bordas entre frontopolar (FP), médio-orbitofrontal (MO) e 
posterior-lateral (PL). Reconstrução em 3D de cortes seriados sagitais do lobo frontal, 
com indicação da a lâmina escolhida. A lâmina histológica, corada em galocianina, 
mostra a delimitação de bordas entre FP, MO e PL. 
 

      A borda entre AL e MO parece ser facilmente visualizada, principalmente porque 

AL apresenta uma camada IIIc mais desenvolvida. Seguem as características no quadro 

a seguir (7): 
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        Quadro 7 - Descrição da transição citoarquitetônica entre AL e MO 

AL MO 

Camada IIIc rica em células e mais 
espessa  

Camada IVmenor que em AL  

Presença de células piramidais 
 Células pequenas e em menos número 
nas depressões corticais 

Células menores e homogêneas Maioria das células mais basófilas 

Mais células, no entanto, menos 
basófilas 

 

 

      Embora algumas áreas não sejam alvo do nosso presente estudo, fizemos a análise 

das bordas de PM e PL. Uma diferença relevante é a ausência de camada IIIc, IV e VI 

em PM , enquanto PL apresenta uma camada IIIc rica em células granulares. A 

descrição é apresentada no quadro 8 e observada na figura 27.  

Quadro 8 - Descrição da transição citoarquitetônica entre PM e PL 

PM PL 

Camada VI possui distribuição 
dispersa  

Camada V menos corada que em PM 

Camada V compacta, bem marcada e 
corada  

Camada IIIc com células granulares 

Ausência de camadas IV e IIIc  
Possui camada II 

O córtex do PL é espesso como o da 
Ínsula  

Ausência de células granulares As camadas são menos desenvolvidas 

     PM: posterior-medial; PL: posterior-lateral 
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Figura 27 - Delimitação de bordas entre posterior-medial (PM) e posterior-lateral (PL). 
Reconstrução em 3D de cortes seriados coronais do lobo frontal, com indicação da a 
lâmina escolhida. A lâmina histológica, corada em galocianina, mostra a delimitação de 
bordas entre PM e PL.  
 

 

5.4 Densidade neuronal, número total de neurônios e volume em todos os sujeitos 

psiquiátricos e controles 

 

       Na análise descritiva verificamos a média da densidade neuronal de cada sub-região 

e a estimativa para COF, comparando os grupos de sujeitos (TAB e TOC juntos) e 

controles. 

        A densidade neuronal estimada de COF nos controles variou entre 34.901 

neurônios/mm3 e 16.990 neurônios/ mm3, cuja média foi de 22.662  neurônios/ mm3. A 

densidade neuronal observada nos sujeitos foi menor variando entre 20.373 neurônios/ 
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mm3 e 10.459 neurônios/ mm3, cuja média foi de 16.141 neurônios / mm3. As medianas 

estão representadas na tabela 7. 

 

Tabela 7 - Mediana de densidade neuronal (Nv/mm3) de cada sub-região de COF e total 

Região 
Controle (N=7) 

Med. (IQ) 
Paciente (N=10) 

Med. (IQ) 
p 
 

AM 21.230,83 (4.489) 15.128,13 (6.546) 0,019 

MO 21.604,94 (6.593) 17.092,92 (3.787) 0,014 

AL 20.485,60 (8.511) 15.946,50 (5.471) 0,014 

COF 21.106,12 (6.094) 15.860,77 (5.221) 0,007 

Teste Mann-Whitney U test com nível de significância de 0,05. AM: antero-medial; 
MO: médio-orbitofrontal; AL: antero-lateral; COF: córtex orbitofrontal 
 
        Ao calcular a razão das médias foi possível verificar que o grupo de sujeitos 

psiquiátricos apresentou uma diferença na média amostral observada 28% menor que a 

média observada no grupo controle.  

        Verificamos que houve diferença significante de densidade neuronal para todas as 

sub-regiões e para o COF ao comparar todos os sujeitos psiquiátricos com os controles 

(Figura 28). 
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Figura 28 - Representação gráfica das medianas das densidades neuronais (Nv) nas sub-
regiões e no COF em todos os sujeitos e controles (p<0,05). A) Nv de AM (antero-
medial); B) Nv de MO (médio-orbitofrontal); C) Nv de AL (antero-lateral); D) Nv de 
COF (córtex orbitofrontal). Nv/mm3: número de neurônios por volume em mm3 

 
        Na análise descritiva de volume, obtivemos que o volume máximo dos controles 

para COF foi de 1.900 mm3 e o mínimo de 900 mm3, enquanto que para os sujeitos o 

volume máximo foi de 1.668 mm3 e o mínimo de 992 mm3. A tabela 8 mostra as médias 

e desvios padrão: 
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Tabela 8 - Volume (mm3) das sub-regiões e do COF nos sujeitos acometidos e nos 

controles 

Região Sujeito (N=10) Controle (N=7) p 

AM 378 ± 75 364 ± 139 0,9 

MO 513 ± 114 595 ± 150 0,4 

AL 428 ± 97 489 ± 133 0,5 

COF 1.320 ± 200 1.449 ± 357 0,3 

Teste não paramétrico Mann Whitney com p<0,05. AM: antero-medial; MO: médio-
orbitofrontal; AL: antero-lateral; COF: córtex orbitofrontal; N=número de casos 
 
        Ao comparar as médias do volume de cada sub-região e o volume de COF entre 

todos os sujeitos e os controles, observamos que não há diferença estatística (Figura 29). 
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Figura 29 - Representação gráfica das medianas dos volumes (V) das sub-regiões e COF 
em todos os sujeitos psiquiátricos e controles (P<0,05). A) V de AM (antero-medial); B) 
V de MO (medio-orbitofrontal); C) V de AL(antero-lateral); D) V de COF( córtex 
orbitofrontal) 
 

        Na análise descritiva, a média de número total de neurônios dos sujeitos é menor 

do que dos controles. Fizemos duas estimativas de número total de neurônios para COF, 

considerando duas fórmulas esterológicas, obtendo valores para COF e COF 2. Desta 

forma, confirmamos os resultados e, inclusive, obtivemos a mesma significância 

estatística para ambas. O número total de neurônios de COF máximo nos controles foi 

de 48.158.464 e no mínimo de 18.965.890 neurônios, enquanto que nos sujeitos o 

número total de neurônios máximo foi de 33.986.156 e no mínimo foi de 13.323.621 

neurônios. As médias estão representadas na tabela 9. 
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Tabela 9 - Número total de neurônios nos sujeitos e controles 

Região Sujeitos  (N=10) Controles (N=7) p 

AM 6.053.123 ± 2.032.634 7.720.152 ± 2.487.461 0,19 

MO 8.444.553 ± 2.828.522 13.424.366 ± 4.059.972 0,019 

AL 7.047.588 ± 2.652.015 11.459.416 ± 4.939.202 0,05 

COF 21.538.512 ± 6.704.337 32.647.960 ± 10.693.828 0,04 

COF 2 21.545.263 ± 6.612.283 32.603.934 ± 10.700.223  0,04 

Média e desvio-padrão. Teste não- paramétrico Mann- Whitney U-test com p< 0,05. 
AM: antero-medial; MO: medio-orbitofrontal; AL: antero-lateral; COF: córtex 
orbitofrontal; COF 2: análise alternativa de número total de neurônios em COF. N = 
número de casos 
 
        Houve significância estatística na diferença entre sujeitos e controles em relação ao 

número total de neurônios de COF e o numero total de neurônios de MO. Ainda 

podemos observar uma tendência á diferença em AL (Figura 30 ). 
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Figura 30 - Representação gráfica das medianas do número total de neurônios (Ne) em 
todos os sujeitos e controles. A) Ne de AM (antero-medial); B) Ne de MO (médio-
orbitofrontal); C) Ne de AL (antero-lateral); D) Ne de COF (córtex orbitofrontal); E) 
COF 2 (análise alternativa de número total de neurônios em COF) 
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5.5 Densidade neuronal, número total de neurônios e volume dividindo os grupos 

em TAB, TOC e controles 

 

        Para as análises, separamos o grupo de sujeitos em dois subgrupos: grupo de TAB 

e grupo de TOC. Devido ao pequeno número de amostras no grupo de sujeitos 

acometidos por TAB, não foi possível aplicar testes não paramétricos para todas as 

variáveis analisadas. Desta forma, as análises deste grupo são apenas descritivas. Já o 

grupo dos sujeitos com TOC teve um maior número de observações o que permitiu 

compará-los com os controles. 

        Ao avaliar o grupo de TAB, observamos que a densidade neuronal do COF 

máxima foi de 19.703 neurônios/ mm3 e o mínimo de 10.459 neurônios/ mm3, sendo a 

média da densidade neuronal de 13.930 neurônios/ mm3. Enquanto que nos sujeitos com 

TOC observou-se a densidade neuronal máxima em torno de 20.373 neurônios/ mm3 e a 

mínima de 14.231 neurônios/ mm3, obtendo uma densidade neuronal com média de 

17.088 neurônios/ mm3. A tabela 10 mostra a mediana do COF e de suas sub-regiões: 

Tabela 10 - Densidade neuronal (Nv/mm3) de COF e sub-regiões nos subgrupos 

Região TAB (N=3) TOC (N=7) 

 Med. (IQ) Med. (IQ) 

AM 11.737,74 (9.820) 15.525,62 (6.126) 

MO 11.503,92 (9.259) 17.957, 35 (2.525) 

AL 11.644,22 (8.651) 16.086,79 (5.331) 

COF 11.628,63 (9.243)    16.040 (4.317) 

Med: mediana; IQ= interquartil em parênteses; Nv/mm3: unidade de densidade 
neuronal. AM: antero-medial; MO: medio-orbitofrontal; AL: antero-lateral; COF: 
córtex orbitofrontal 
 
        Ao observar as médias da densidade neuronal dos sujeitos com TAB e comparar 

com as médias observadas dos controles, há uma diferença de aproximadamente 28% 

menor que as médias dos controles. Desta forma, estes dados mostram uma tendência à 

diferença de densidade neuronal entre os grupos.  

        Ao analisar as médias das densidades neuronais entre TOC e controles obtivemos 

uma diferença de densidade neuronal significante O número de amostras do grupo TOC 
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permitiu aplicar o teste não paramétrico Mann-Whitney entre sujeitos e controles. O 

resultado foi significante em AM, MO e COF, mas não para AL (Tabela 11). 

Tabela 11- Densidade neuronal (Nv/mm3) do COF e sub-regiões nos sujeitos com TOC 

e controles 

Região TOC (N=7) Controles (N=7) p 
 Med (IQ) Med (IQ)  

AM 16.547 (3.268) 22.259 (6.307) 0,038 

MO 17.342 (1.589) 22.827 (5.917) 0,038 

AL 17.376 (2.607) 22.900 (5.941) 0,053 

COF 17.088 (2.382) 22.662 (5.909) 0,017 

Mediana (Med) e interquartil (IQ). Teste não paramétrico Mann-Whitney U-test com 
p<0,05. Med: mediana; IQ= interquartil em parênteses; Nv/mm3: unidade de densidade 
neuronal. AM: antero-medial; MO: medio-orbitofrontal; AL: antero-lateral; COF: 
córtex orbitofrontal 
 

        Para observar a diferença entre TAB e TOC, analisamos as diferenças de médias da 

densidade neuronal do COF observadas entre os mesmos, e obtivemos que a densidade 

neuronal dos casos de TAB são em média 15% menores do que os casos de TOC, mas 

não há significância estatística (Figura 31). 
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Figura 31 - Representação gráfica das medianas das densidades neuronais (Nv) nas sub-
regiões e no COF em sujeitos com TAB, TOC e controles (p<0,05). A) Nv de AM 
(antero-medial); B) Nv de MO (médio-orbitofrontal); C) Nv de AL (antero-lateral); D) 
Nv de COF (córtex orbitofrontal). Nv/mm3: número de neurônios por volume em mm3 

 

        Para os sujeitos com TAB, o volume máximo foi de 1.379 mm3 e o mínimo de 

1.145 mm3. Por sua vez, no grupo dos sujeitos com TOC, o volume máximo de COF foi 

de 1.668 mm3 e o mínimo foi de 992  mm3. Médias dos volumes de cada sub-região e do 

COF estão na tabela 12: 
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Tabela 12- Volume (mm3) das sub-regiões e de COF nos subgrupos 

Região TAB (N= 3) TOC (N= 7) 

AM 347 ± 39 391 ± 86 
MO 459 ± 98 536 ± 119 

AL 425 ± 33 429 ± 118 

COF  1.232 ± 28 1.357±221 

Méias e desvio-padãro. AM: antero-medial; MO: médio-orbitofrontal; AL: antero-
lateral; COF: córtex orbitofronta. N = número de casos 

 

        Ao comparar o grupo TOC versus grupo controle não houve diferença estatística  

(p>0,5) (Tabela 13).  

Tabela 13- Volume (mm3) das sub-regiões e do COF de sujeitos  com TOC e controles 

Região TOC (N= 7) Controle (N=7) p 

AM 391 ± 86 364 ± 139 0,8 
MO 536 ± 119 595 ± 150 0,7 

AL 429 ± 118 489 ± 133 0,5 

COF  1.357 ±221 1.449 ± 357 0,5 

Médias e desviopadrão. Teste não paramétrico Mann-Whitney U-test com p<0,05. AM: 
antero-medial; MO: médio-orbitofrontal; AL: antero-lateral; COF: córtex orbitofronta. 
N = número de casos 

 

        Quanto às médias dos volumes, não foi observado diferença entre os grupos de 

TAB, TOC e controle (Figura 32)  
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Figura 32 - Representação gráfica das medianas dos volumes (V) das sub-regiões e COF 
nos sujeitos com TAB, TOC e controles p<0,05. A) V de AM (antero-medial); B) V de  
MO (médio-orbitofrontal); C) V de AL (antero-lateral); D) V de COF (córtex 
orbitofrontal) 

 

        Em relação ao número total de neurônios, o grupo dos sujeitos com TAB 

apresentou o número máximo de 23.093.732 e o mínimo de 13.323.621 neurônios, 

enquanto o grupo de TOC apresentou o número máximo de 33.986.156 e o mínimo de 

15.561.951 neurônios. A tabela 14 mostra as médias e os desvios padrão nos grupos 

TAB e TOC. 
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        Tabela 14- Número total de neurônios nos subgrupos 

Região TAB (N= 3) TOC (N= 7) 

AM 5.020.511 ± 2.356.486 6.495.670 ± 1.893.346 

MO 6.167.152 ± 1.083.707 9.420.581 ± 2.811.521 

AL 5.751.183 ± 1.948.125 7.603.189  ± 2.843.279 

COF 16.949.945 ± 5.349.484 23.505.40 ± 5.077.422 

COF 2 16.938.847 ± 5.325.910 23.519.442 ± 5.089.730 

Média e desvio padrão do número total de neurônios. AM: antero-medial; MO: médio-
orbitofrontal; AL: antero-lateral; COF: córtex orbitofrontal; COF 2: análise alternativa 
do número total de neurônios em COF. N = número de casos 

 

        Um teste paramétrico foi aplicado para comparar número total de neurônios do 

grupo TOC versus controle, no entanto, não houve diferença estatística (Tabela 15). 

        Tabela 15- Número total de neurônios no grupo TOC e no grupo controle 

Região TOC (N=7) Controles (N=7) p 

AM 6.495.670 ± 1.893.346 7.720.152 ± 2.487.461 0,3 

MO 9.420 581 ± 2.811.521 13.424.366 ± 4.059.972 0,09 

AL 7.603.189 ± 2.843.279 11.459.416 ± 4.939.202 0,1 

COF 23.505.040 ± 6.545.530 32.647.960 ± 10.693.828 0,1 

COF 2 23.519.442 ± 6.400.925 32.603.934 ± 10.700.223 0,1 

Média e desvio padrão do número total de neurônios. Teste não paramétrico Mann-
Whitney U-test com p<0,05. AM: antero-medial; MO: médio-orbitofrontal; AL: antero-
lateral; COF: córtex orbitofrontal; COF 2: análise alternativa do número total de 
neurônios em COF. N = número de casos 

 

        Embora as diferenças não tenham sido encontradas, o gráfico mostra que há uma 

tendência á diferenciação das médias entre os grupos TAB, TOC e controles (Figura 

33). 
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Figura 33- Representação gráfica das medianas do número total de neurônios (Ne) das 
sub-regiões e do COF nos sujeitos com TAB e TOC e controles. A) Ne de AM (antero-
medial); B) Ne de MO (médio-orbitofrontal); C) Ne de AL (antero-lateral); D) Ne de 
COF (córtex orbitofrontal); E) Ne de COF 2 (análise alternativa do número total de 
neurônios em COF) 
 
        Para a análise de volume total e número total de neurônios o coeficiente de erro 

(CE) foi calculado, e analisamos as médias para cada grupo, obtendo os valores de: 0,06 

nos controles, 0,05 no grupo TAB e 0,04 no grupo TOC. Também foi sido calculado o 

CE para cada uma das sub-regiões AM, MO e AL nos 17 casos, obtendo os valores de: 

0,04 para AM, 0,04 para MO e 0,06 para AL. 
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5.6  Homogeneidade das sub-regiões 

        Aplicando o teste estatístico (teste t de- Student), verificamos que não há diferença 

na estimativa de densidade neuronal entre as sub-regiões avaliadas. As análises foram 

realizadas com os 10 sujeitos psiquiátricos e os 7 controles, sendo realizada a 

comparação em duas etapas: entre AM e MO, e MO e AL conforme mostra a figura 34:  

Figura 34 - Representação gráfica da comparação da diferença entre as densidades 
neuronais das sub-regiões AM, MO e AL no grupo de sujeitos psiquiátricos e no grupo 
controle. AM: antero-medial; MO: médio-orbitofrontal; AL: antero-lateral. 

 

        É possível observar que os desvios-padrão são equivalentes entre as sub-regiões 

tanto nos sujeitos  quanto nos controles. O teste de médias de AM e MO apresenta t =-

1,2, g.l.= 16, p=0,2, e de MO e AL t= 0,09, g.l.= 16, p=0,9. O intervalo de confiança foi 

de 95% sendo: para AM-MO: -1496;412, e MO-AL: -940;1028. Desta forma, 

rejeitamos a hipótese de que a densidade neuronal das sub-regiões de um mesmo grupo 

sejam diferentes. 
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5.7. Densidade neuronal nas camadas corticais 

 

        A análise das camadas corticais aplicada á técnica descrita anteriormente 

confirmam as análises de densidades neuronais em sujeitos psiquiátricos e controles 

(Figura 35) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 35 -. Comparação da citoarquitetura das camadas corticais. Caso e controle 
pareados no presente estudo. A figura mostra a diferença de densidade celular entre 
sujeitos  e controles. As figuras a e b indicam a região analisada, em baixo poder de 
magnificação óptica (escala de 1mm). As figuras c e d mostram as camadas corticais 
das regiões indicadas com um poder de magnificação maior (escala de 16µm). 
 

        Analisando macroscopicamente, verificamos que: os casos controle apresentam 

camadas corticais bem coradas quando comparados com os casos psiquiátricos que 

apresentam palidez das camadas corticais. É possível verificar que a IIIb dos casos 

psiquiátricos é visivelmente pálida e a lâmina IIIc apresenta um considerável 

a b 

c d 
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espessamento. Além disso, nos casos psiquiátricos é possível observar células 

piramidais grandes nesta lâmina cortical IIIc. Ao analisar microscopicamente no 

controle, essas células estão presentes, no entanto, estão cobertas por neurônios 

menores.  

        Em geral, as lâminas Va e VIa tornam-se estreitas nos casos psiquiátricos. A 

lâmina Va do controle  apresenta, em sua camada superior, células menores e na sua 

camada inferior; células grandes. Em contrapartida, a lâmina Va do sujeito psiquiátrico 

é diminuída assim como suas células em número e tamanho. Outra análise importante é 

que o controle possui estrias verticais em sua formação que podem ser visualizadas nas 

camadas corticais. No sujeito psiquiátrico são mais visíveis estrias horizontais. Isto 

ocorre devido ás células que sustentam as fibras serem menores e em menor número. 

Desta forma, a análise microscópica confirma que ocorre a perda de células neuronais 

nos casos psiquiátricos fazendo com que o rearranjo em colunas verificado nos 

controles seja perdido. Esse conjunto de análises confirma a perda de densidade celular, 

quando comparados casos psiquiátricos e controles. 

        Analisamos a densidade neuronal em cada camada cortical e foi encontrado a 

diferença entre sujeitos psiquiátricos e controles com significância estatística 

importantes em algumas camadas (Tabela 16).  
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Tabela 16 - Análise da densidade neuronal nas das camadas corticais: comparação entre 

casos psiquiátricos e controles 

Camadas Densidade neuronal nas camadas corticais 

 Sujeito (N= 10) Controle (N=7) p 

AM     
IIIa 52.076 ± 12.972 72.470 ± 17.955 0,025 

IIIb 39.169 ± 10.467 62.209 ± 19.470 0,001 

IIIc 43.322 ± 8.599 61.888 ± 14.909 0,003 

IV 60.942 ± 18.862 84.846 ± 23.674 0,055 

Va 55.218 ± 12.143 74.875 ± 20.115 0,014 

Vb 45.230 ± 11995 60.125 ± 19.567 0,10 

VIa 48.933 ± 7.797 63.652 ± 14.600 0,007 

VIb 37.373 ± 11.925 54.834 ± 22.600 0,025 

MO    
IIIa 53.647 ±20.304 74.394 ± 20.344 0,07 

IIIb 42.760 ± 9.628 63.011 ± 15.105 0,003 

IIIc 45.342 ± 9.628 63.011 ± 17.075 0,010 

IV 64.085 ± 19.406 80.968 ± 22.300 0,08 

Va 58.585 ± 15.468 77.120 ± 24.164 0,193 

Vb 47 586 ± 8 872 67 821 ± 16 390 0,001 

 VIa 48.597 ± 9.103 68.943 ± 17.732 0,002 

VIb 39.618 ± 10.515 56.758 ± 17.637 0,01 

AL     
IIIa 56.116 ± 18.847 73.753 ±17.930 0,01 

IIIb 41.414 ± 12.299 63.331 ± 18.083 0,01 

IIIc 42.648 ± 10.367 62.369 ± 14.873 0,003 

IV 65.656 ± 18.496 74.875 ± 20.883 0,36 

Va 52.300 ± 15.390 82.411 ± 27.067 0.01 

Vb 47.025 ± 9.032 67.179 ± 22.830 0,01 

VIa 49.382 ± 8.432 70.065 ± 14.194 0,001 

VIb 36.475± 11.050 57.880 ± 19.556 0,002 

Teste não paramétrico Mann-Withney U-test com p<0,05. Média e desvio padrão da 
densidade neuronal. AM: antero-medial; MO: médio-orbitofrontal; AL: antero-lateral 

 
        Em geral, as camadas corticais IIIb, IIIc VIa e VIb apresentaram-se mais alteradas 

quanto à densidade neuronal estimada, nas diferentes sub-regiões quando se comparou 

sujeitos com controles. Enquanto a camada IV não apresentou diferença em nenhuma 

sub-região do COF. 
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6. Discussão 

 

 

6.1. Os métodos aplicados  

 

        Estudos clinicopatológicos bem conduzidos estão contribuindo para o 

entendimento da patogênese das doenças e os bancos de encéfalos, por sua vez, tem se 

empenhado em criar uma estrutura que possibilite a obtenção de materiais de alta 

qualidade com um histórico clínico confiável. 

        Este trabalho é um estudo pioneiro, pois trata de uma coleção de encéfalos 

provenientes de uma população brasileira heterogênea e ainda não avaliada quanto aos 

aspectos neuropatológicos das doenças psiquiátricas. 

        Esta não é a primeira coleção de amostras de TAB, mas é o primeiro estudo 

realizado com TAB usando o método que é apresentado neste trabalho e o primeiro 

estudo, até o momento, com tecido postmortem em TOC ou SOC.  

        Isso pode ser justificado por haver diversos fatores que tem limitado a criação 

desses bancos especializados em transtornos psiquiátricos dentre eles um dos mais 

importantes é o baixo número de autópsias ao redor do mundo. A literatura sobre 

estudos de alterações celulares em sujeitos com TAB é quase que inteiramente baseada 

nas mesmas coleções com poucas amostras (Benes et al., 2001; Cotter et al., 2002; 

Uylings et al., 2005). Isso limita a representatividade, reprodutibilidade e generalização 

dos achados. Portanto, obervamos que existia uma necessidade muito grande em 

colecionar novos casos de TAB para estudos postmortem, e era preciso diversificar as 

amostras atualmente existentes. 

         Nossa amostra possui características dificilmente encontradas em outras coleções 

como: sujeitos com idade avançada que faleceram por outras causas naturais; casos 

menos graves e alguns não tratados. As amostras com essas características podem 

complementar outras coleções. Na maioria dos casos, os demais bancos de encéfalos 

apresentam amostras de sujeitos portadores de TAB, que cometeram suicídio, portanto, 
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suspeita-se que estavam em um estágio avançado do transtorno. Geralmente, são 

compostos por indivíduos de idade mais jovem ou ainda que foram polimedicados para 

o tratamento psiquiátrico. 

        Aplicamos um protocolo que pudesse minimizar os vieses dentro das nossas 

condições tanto na avaliação clínica, quanto nos procedimentos anatomopatológicos. Na 

avaliação clínica, o maior cuidado foi no emprego de uma entrevista diagnóstica 

complexa e na aplicacão de um consenso diagnóstico estabelecido por três especialistas 

(De Oliveira et al., 2012). Foi assegurado de que o modelo de entrevista retrospectiva 

com familiares possibilitava realizar diagnósticos de transtornos mentais com alta 

confiabilidade (Torrey et al., 2000; Bielau et al., 2005). 

        As escalas e instrumentos aplicados são amplamente aceitos e validados para 

avaliação com o informante. Um estudo do nosso grupo verificou a sensibilidade e 

especificidade das escalas e instrumentos utilizados na triagem para o diagnóstico 

postmortem, aplicando os mesmos questionários à familiares de pacientes vivos e 

constatou que a entrevista aplicada na triagem tem 86,65% de sensibilidade e 84,4% de 

especificidade para o diagnóstico de demência e 65,3% de sensibilidade e 93,7% de 

especificidade para o diagnóstico de cognição normal (Ferretti et al., 2010). 

       Dentre os critérios de exclusão, um dos mais importantes era o diagnóstico clínico 

negativo para demência. Portanto, a escala de escore clínico de demência (CDR), foi 

muito importante, mesmo porque tem sido considerada padrão-ouro para a realização da 

avaliação global de pacientes portadores de demência tipo Alzheimer. Contudo, também 

é indicada para avaliação de demais demências, por avaliar seis domínios importantes: 

memória, orientação, julgamento e resolução de problemas: assuntos comunitários, 

domésticos, hobbies e autocuidado. Desta forma, a escala abrange tanto funcionalidade 

quanto os aspectos cognitivos.  

         A coleção de casos psiquiátricos bem estruturada nos garante a qualidade do nosso 

estudo. Desta forma, consideramos os pontos fortes da nossa coleção para permitir o 

mínimo viés em análise estereológica: um adequado pH, verificado através do líquor, e 

o curto intervalo postmortem que é uma das mais importantes restrições para validação 

dos estudos neuroestereológicos (Waldvogel et al., 2006). Diferentemente de outros 

estudos que fizeram uso de material emblocado em parafina (Rajkowska et al., 1999; 
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Cotter et al., 2005) o presente estudo fez uso de celoidina que permite uma melhor 

preservação do tecido, evitando a deformação do mesmo e permitindo a secção do 

hemisfério cerebral em fatias espessas, a qual  tem a vantagem de causar menos 

distorção que outros métodos tradicionais. 

        Além disso, o presente estudo utilizou a reconstrução 3D de cada encéfalo com o 

objetivo de selecionar a melhor fatia para a análise de densidade neuronal, 

compreendendo as 3 sub-regiões alvo do COF e também para uma checagem 

arquitetônica da delimitação das regiões como um todo. 

        Em nosso estudo citoarquitetônico, quanto ao delineamento do COF, não 

conseguimos repetir, em nossas amostras coradas em galocianina (Nissl), nos 17 casos, 

o delineamento descrito num artigo publicado recentemente por Uylings et al. (2010). 

Nesse artigo o COF possui mais subdivisões de maneira que AM é identificado como 

11 e 47m1, MO é chamado de 47m2 ou 47m3 e o AL de 47l1 e 47l2. No entanto, as 

bordas observadas em nossas 17 amostras se aproximam do modelo apresentado por 

Hof et al em 1995. Estudos com um maior número de casos, e até mesmo com 

associação de estudos de imagem, devem ser realizados para melhorar esses achados. 

        Sabe-se que as investigações neuroestereológicas são padrão-ouro para as análises 

morfológicas de área, volume, número de células, densidade e volume nuclear em áreas 

de interesse em transtornos neuropsiquiátricos. Com a técnica de desgin-based acredita-

se ter um erro sistemático mínimo (Schmitz & Hof, 2005). 

        Os estudos de refinamento de citoarquitetura podem auxiliar no entendimento dos 

achados nos estudos por RNM, que apesar do aprimoramento contínuo desta técnica, 

alguns desses achados ainda apresentam uma identificação duvidosa de alterações 

patológicas representadas, por exemplo, por inclusões proteicas ou fosforilação de 

proteínas. 

        Dessa forma, os estudos postmortem juntamente com aqueles realizados através da 

análise por imagem estrutural e funcional apresentam grande potencial de revelar 

alterações morfológicas e metabólicas nesses transtornos no COF. A junção das 

alterações de neuroimagem com os de nível microscópico nos aproximam da translação 

da pesquisa e aplicação. 
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6.2 Número de neurônios e densidade neuronal 

 

        Na análise do número total de neurônios, observamos que há uma diferença 

significativa no COF inteiro e principalmente no MO: há uma diferença na média 

amostral observada em MO, com um número de neurônios 37% menor nos sujeitos do 

que nos controles, enquanto no COF inteiro essa diferença é de 34%. 

        Essa redução do número total de neurônios na sub-região MO dos sujeitos pode ter 

relação com a alteração observada nesta região específica, no estudo funcional de Wang 

et al. (2012) que mensurou a atividade cerebral através da amplitude da flutuação de 

baixa frequência no COF de pacientes com TDM. Como resultado, detectou-se que a 

sub-região MO teve uma redução deste marcador nos dois hemisférios. Esse marcador 

possui uma importante relação com o nível de oxigenação sanguínea e 

consequentemente está relacionado á função neuronal. 

        Na literatura existem poucos trabalhos que fizeram contagem de células no 

encéfalo e nenhum estudo que fez contagem neuronal no COF em sujeitos com TAB ou 

TOC. O nosso estudo avaliou tanto o número, quanto a densidade de neurônios. 

     No TAB, um estudo de Ongur et al. (1998), avaliou o giro do cíngulo subgenual 

(área 24 de Brodmann), uma região subcortical, de 28 sujeitos bipolares. Nessa análise 

nenhuma redução de número de neurônios foi encontrada, em contrapartida, verificou-

se uma redução de células gliais. Embora o estudo tenha apresentado um bom número 

amostral, alguns critérios de seleção dos casos não foram considerados como: o alto 

intervalo postmortem que variou de 26 a 40 horas, ausência de informação quanto ao pH 

do tecido. Outra observação importante é que a coleção trata-se de sujeitos bipolares 

mais graves, pois todos haviam cometido suicídio. 

        Em relação à análise da densidade neuronal, nossos resultados mostram uma 

considerável redução de densidade de neurônios do COF e em suas sub-regiões: AM, 

MO e AL, de indivíduos que foram acometidos por TOC ou TAB, quando comparados 

com os controles, com uma diferença na média amostral 28% menor do que a média do 

grupo controle, apresentando um p<0,05 na análise não paramétrica. 
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        Na análise de comparação da densidade neuronal somente dos casos de TOC ou 

SOC com controles, as densidades de COF e das sub-regiões AM e MO foram menores 

nos sujeitos acometidos do que nos controles com p<0,05. No entanto, a densidade de 

AL não apresentou diferença significante. 

        Os resultados do nosso estudo corroboram com outros estudos postmortem que 

avaliaram densidade neuronal no TAB. O estudo de Rajkowska et al. (2001) avaliou o 

córtex pré-frontal dorsolateral, área (9) de Brodmann (BA 9) em 10 sujeitos bipolares e 

descreveu reduções na densidade neuronal nas camadas IIIa, IIIb e IIIc em torno de 

16% a 22%. Ao diferenciar as células, verificou uma redução de células piramidais na 

camada IIIa e Va em torno de 17 e 30%. Entretanto, este estudo apresenta algumas 

características da casuística que pode influenciar nos estudos morfométricos como: 

amostras com um alto IPM, sendo este acima de 24 horas; e cerca de metade da 

casuística avaliada foram pacientes graves de TAB que cometeram suicídio. Em relação 

ás técnicas estereológicas aplicadas, observa-se que os critérios para delimitação 

citoarquitetônica da área BA 9 não foram previamente estabelecidos, devido á ausência 

das bordas corticais no material. Isto impediu que uma amostragem sistemática 

randomizada fosse feita, sendo distribuídos, aleatoriamente, cinco pontos sobre o giro 

frontal superior e médio. Isto impediu a estimativa de volume e número de neurônios 

considerando toda a região de interesse.  

        Anteriormente, Rajkowska et al. (1999) já haviam realizado estudos estereológicos 

em amostras cerebrais de indivíduos acometidos por TDM. Nesse estudo, esses autores 

avaliaram a porção rostral e a porção caudal do COF,  abrangendo também o córtex pré-

frontal dorsolateral em 12 sujeitos. O estudo aprofundou a análise quanto ao tipo celular 

e verificou redução de densidade de neurônios grandes nas camadas III e IV em torno 

de 20% e 60%, acompanhado do aumento de densidade de neurônios pequenos em 

torno de 30% a 70% na camada III na região rostral do COF. Adicionalmente, 

observou-se uma redução de tamanho de neurônios nas camadas II e IIIc em torno de 

9%. Nenhuma alteração neuronal foi observada na porção caudal do COF. Levando-se 

em conta toda a região do COF, foi apresentada uma redução de 22 a 37%, na densidade 

de neurônios grandes. Porém, as técnicas de processamento das amostras e as técnicas 

estereológicas utilizadas possuem características que podem enviesar os resultados. 

Embora esse material cerebral tenha sido emblocado em celoidina, os blocos tinham 
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tamanho pequeno, conforme descrito, ou seja, eram do tamanho de 3x3 cm. Desta 

forma, sabemos que a delimitação citoarquitetônica das sub-regiões analisadas não foi 

realizada, devido á ausência de bordas. Além disso, foram contadas as células neuronais 

e gliais que apareceram em apenas um ponto (disetor) de cada sub-região como 

representativo de todo o córtex. Uma média de valores obtidos em mais pontos na 

mesma sub-região é aconselhável, já que a conformação do córtex não é uniforme e o 

coeficiente de erro não foi calculado nesta contagem.  

         Um estudo, realizado posteriormente por Cotter et al. (2002), analisou o córtex 

pré-frontal dorsolateral ( área 9 de Brodmann ) em 15 sujeitos com TAB; 15 com TDM 

e 15 com esquizofrenia e não encontrou alteração de densidade, mas verificou cerca de 

16% de redução do tamanho dos neurônios na camada V e 18% na camada VI dos 

sujeitos com TAB. 

        Essa análise foi repetida em outros estudos que utilizaram as amostras do mesmo 

banco de encéfalos, que o estudo de Cotter et al., (2000b) e confirmaram essa redução 

de tamanho neuronal (Law & Harrison, 2003; Vostrikov et al., 2007), no entanto, em 

camadas diferentes. Porém esses estudos, usaram cortes muito finos com 10 µm de 

espessura, que não é ideal para uma boa contagem neuronal em 3D, através do disetor 

óptico, que é padrão-ouro. Esta limitação pode ter ocorrido, devido ao material ter sido 

embebido em parafina, o que além de impedir cortes mais espessos, resulta em 

deformação do tecido. 

        Cotter et al. (2005) fizeram uma investigação anterior semelhante à nossa que 

avaliou o COF em sujeitos com TAB. Nesse estudo, foi mensurada a densidade 

neuronal e glial e tamanho neuronal, no entanto, não encontraram redução ou perda 

neuronal e sim, observaram redução de tamanho celular, apenas nas camadas corticais I, 

em torno de 21% e na camada V, com redução de 20%. Embora este estudo tenha 

abordado a sub-região AL do COF, a área contemplada foi a sua porção caudal, o que 

diferencia da área analisada em nossa amostra, que contemplou uma porção mais rostral 

para densidade neuronal e contabilizou todas as secções ímpares que compreendesse a 

delimitação citoarquitetônica da sub-região. Além disso, no estudo desses autores, não 

há relato de se ter considerado a heterogeneidade das camadas corticais em diferentes 

pontos do COF. Tais observações podem explicar os resultados contraditórios 

encontrados. Porém, esses estudos em TAB são únicos e precisam ser reproduzidos.  
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        No nosso estudo, estimamos a densidade neuronal de cada camada cortical. 

Curiosamente, ao contrário de todas as outras camadas corticais, apenas a camada IV 

não apresentou diferença estatística ao comparar sujeitos e controles. Porém, ao 

contrário do nosso estudo, Sakai et al. (2008) deram ênfase na alteração encontrada 

nessa camada cortical. Esse estudo analisou o córtex pré-frontal, mais precisamente a 

área 9 de Brodmann, na qual se observou uma redução de densidade neuronal em torno 

de 28% nesta camada cortical IV em amostras cerebrais de sujeitos com TAB. Apesar 

das regiões cerebrais abordadas, tanto no nosso estudo, como no de Sakai et al. (2008), 

serem próximas anatomicamente, elas possuem conexões diferentes, além de terem sido 

submetidas à diferentes técnicas histológicas. Nesse estudo, de Sakai et al. não foi 

analisado o volume da região em mm3, mas as áreas em mm2 o que explicaria tais 

diferenças. 

        Contrariando todos os estudos que encontraram redução de densidade celular no 

COF, Khundakar et al. (2011) realizaram um estudo com 13 sujeitos com depressão 

maior com idade acima ou igual à 60 anos, mas não encontraram significância nos 

resultados, concluindo que não há alteração no COF. No entanto, a região analisada não 

está claramente identificada na descrição, além de terem sido submetidos á diferentes 

técnicas histológicas. A análise estereológica, com atenção às camadas corticais, 

consideraram apenas as camadas III e V. O delineamento randômico sistematizado dos 

pontos para contagem não levou em conta a diferenciação das camadas corticais. Desta 

forma, não se sabe se uma camada foi mais contemplada que a outra. Como vimos em 

nossos resultados, a camada IV não apresentou o mesmo comportamento das demais. 

         Uma revisão de estudos com uso de RNM em TOC realizada em 2009 (Radua & 

Mataix-Cols, 2009) indicou que Yoo et al. (2008) realizaram um dos poucos estudos 

que mostraram alteração no COF. Eles observaram que a densidade de substância 

cinzenta no giro frontal inferior, que seria referente à região AL do COF, apresentou 

redução nos pacientes de TOC.  

        Considerando apenas os casos de TAB, ao analisar as médias da densidade 

neuronal, nossos dados mostraram que há uma tendência das médias de sujeitos 

acometidos e controles serem diferentes, embora não tenha sido possível aplicar testes 

não paramétricos, devido ao baixo número de observações. Desta forma, podemos 

considerar a possibilidade desses achados serem refinados no futuro, se aumentarmos o 
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número de casos da nossa amostra ou o número de pontos analisadas (disetores) em 

cada região de interesse através da análise estereológica. 

        Os estudos citados que mostraram alterações morfológicas, inclusive, no nível 

celular, podem ser decorrentes de processos fisiopatológicos diversos, ainda não muito 

bem explicados. Porém, essa redução de densidade neuronal pode ter sido originada de 

morte celular nessas sub-regiões e no COF inteiro. Este fenômeno estaria de acordo com 

estudos que encontraram redução de tamanho neuronal, que pode ser explicado por uma 

fase inicial de apoptose (Gigante et al., 2011a). 

        Suspeita-se que indivíduos expostos à depressão e estresse possuam neurônios 

vulneráveis que sofrem atrofia ou danos devido ao aumento do nível de glicocorticoides 

e, dessa forma, podem alterar as características citoarquitetônicas de regiões cerebrais 

específicas (Duman et al., 1999; López et al., 1999). Especula-se ainda, a relação do 

fator neurotrófico derivado do cérebro (Brain-derived neurotrophic factor, BDNF) com 

essa morte ou atrofia neuronal. Pois, acredita-se que o BDNF esteja associado ao 

desenvolvimento da região pré-frontal do cérebro até a vida adulta (Friedman et al., 

1991) e que, portanto, a falta de BDNF poderia desencandear a morte neuronal. 

        As análises em pacientes bipolares, com foco em regiões cerebrais específicas 

como o COF, sustentam cada vez mais a hipótese de que possa haver um dano celular 

nas áreas que envolvem o circuito córtex-frontal-límbico. (Konradi et al., 2004; Kato, 

2006; 2008; Rao et al., 2010; Rao et al., 2012). 

        Adicionalmente, acredita-se que processos fisiopatológicos envolvidos, no TAB, 

estariam ligados a diminuição dos níveis de neurotrofinas ou a um funcionamento 

anormal de cascatas de sinalização intracelular que controlam a plasticidade sináptica e 

a resiliência celular (Schloesser et al., 2008), ou ainda, que um processo oxidativo possa 

estar envolvido causando apoptose (Ranjekar et al., 2003; Andreazza et al., 2008). 

        Por sua vez, o trabalho publicado pelo Cross-Disorder Group of the Psychiatric 

Genomics Consortium (2013) de meta-análise quanto à associação genômica, no qual 

correlacionou cinco transtornos psiquiátricos diferentes, incluindo o TAB, e 14 

polimorfismos de nucleotídeo simples (Single Nucleotide Polymosphism, SNP) mais 

relevantes, concluiu não haver especificidade entre os transtornos e polimorfismos. Da 

mesma forma, Rao et al. (2012), ao dosarem proteínas de tecido cerebral do lobo frontal 
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em sujeitos com TAB e esquizofrênicos, observaram um aumento significante de 

proteínas e níveis de RNA mensageiro em ambos os transtornos, indicando também, a 

falta de especificidade entre os parâmetros estudados e os transtornos psiquiátricos. 

        Tais evidências justificariam os nossos achados de redução de densidade neuronal 

nos sujeitos psiquiátricos agrupados versus os controles, podendo ser um substrato 

morfológico comum para TAB e TOC, ou ainda, que o processo fisiopatológico dessas 

doenças, poderia ser, até certo ponto, semelhante, embora a forma de manifestação 

clínica desses transtornos ser diferente. 

 

 

6.3. Volume 

 

        Verificamos que os volumes do COF e das sub-regiões observados nos sujeitos 

acometidos e controles são semelhantes, visto que, no teste para médias não houve 

nenhum valor estatisticamente diferente. Desta forma, confirmamos que a densidade 

neuronal reduzida nos sujeitos tende a não ter influência no volume da região estudada, 

conforme verificado por Oorschot em 1994, ou seja, tais resultados sobre a análise de 

densidade neuronal, contribuem para que essa redução de densidade não seja associada 

a outros fatores confundidores como artefatos ocorrido durante o processamento do 

tecido. 

        Os estudos de RNM funcional tem contribuído para mostrar que o COF possui um 

papel importante na evolução dos aspectos cognitivos e integração com o estado 

emocional (Hornboll et al., 2013). Nesse sentido, para discutirmos as alterações 

encontradas, faremos, a seguir, comparações com os estudos de imagem. 

        Estudos de RNM com emprego de paradigmas cognitivos de transtornos 

psiquiátricos, tem encontrado alteração das atividades do COF, e tais achados já foram 

relatados, não apenas no TAB como em transtornos de ansiedade (Jackowski et al., 

2012). Alguns foram realizados em pacientes de TAB, como o estudo de Nery et al. 

(2009) realizado com 28 indivíduos e que não encontrou diferença de volume do COF 



126 

inteiro ou de suas sub-regiões entre pacientes e controles, no entanto, mostrou que os 

volumes de substância cinzenta no COF de pacientes bipolares deprimidos são menores 

do que em pacientes bipolares em remissão da doença, com uma diferença de quase 

15%. Esses resultados sugerem que a redução de volume no COF, pode estar associada 

à características clínicas específicas do TAB. 

        Os registros de redução volumétrica no COF também existem nos pacientes de 

TOC tratados e não tratados. Hoexter et al. (2012) realizaram um estudo com RNM em 

29 pacientes de TOC, com a finalidade de mensurar o volume de substância cinzenta no 

COF. Como resultado importante, verificou-se que a sub-região MO apresentou um 

menor volume de substância cinzenta nos pacientes livres de medicamentos nos dois 

hemisférios e ainda constataram que essa redução desaparecia após o tratamento. 

Entretanto, no nosso estudo, não constatamos alteração do volume do MO. Essa 

discordância pode ser devido ás diferenças de idade dos pacientes, número amostral e 

informação relacionada ao uso de medicamentos. 

        No entanto um estudo anterior de Pujol et al. (2004) avaliou o MO do COF, 

estruturalmente por RNM, em uma amostra de 72 pacientes. Nesse estudo verificou-se 

uma redução do volume da substância cinzenta nos pacientes comparados com 

controles. 

        Registros de alterações em AL também são encontrados. Szeszko et al. (2008) 

submeteram 37 pacientes pediátricos de TOC, não medicados, ao exame de RNM. 

Encontraram aumento de substância cinzenta no AL do COF em crianças. A 

discrepância existente entre resultados obtidos através da análise estereológica e o 

exame de RNM no estudo do volume do COF pode ocorrer devido à variabilidade entre 

as duas técnicas em relação à delimitação dessa região, além da diferença de faixa etária 

abordada nos dois estudos. Deve-se ressaltar que a estereologia é considerada padrão-

ouro para essa finalidade.  

        Em geral, os achados contraditórios de aumento de volume ou redução de volume, 

são em parte associados á hipoativação ou hiperativação das regiões cerebrais pelos 

estudos funcionais. Um exemplo disso é o estudo que avaliou 11 pacientes bipolares e 

17 controles diante da variação de expressão facial emocional. Observou-se uma 
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atenuação de atividades na área 47 reconhecida como sub-região AL do COF em 

pacientes bipolares (Altshuler et al., 2005). 

 

 

6.4 Limitações do estudo 

 

        O desenho deste estudo é retrospectivo transversal, as informações clínicas são 

baseadas no informante, ao contrário dos estudos longitudinais que são prospectivos e 

baseados na avaliação direta do indivíduo. Um dos pontos limitantes relacionados à 

isso, é que uma análise considerando os medicamentos, não é possível, já que na 

maioria dos casos não há relato de diagnóstico em vida, e os que o possuem, muitas 

vezes o familiar não sabe informar com precisão o tipo de medicamento usado. Assim, 

não temos uma informação segura para estudar esse fator confundidor nas amostras de 

maneira mais aprofundada. 

        O número pequeno de casos é outra limitação importante e acreditamos que possa 

existir uma falha em nossa triagem. No período de desenvolvimento deste estudo um 

projeto piloto foi realizado e apresentado no XVIII Congresso Brasileiro de Geriatria e 

Gerontologia. Este estudo objetivou avaliar e melhorar a triagem dos casos para 

tentarmos aumentar o número amostral da coleção. Este piloto ocorreu durante cinco 

semanas, no período matutino, utilizando uma triagem psiquiátrica de auto-

preenchimento. No entanto, nesta tentativa não tivemos muito êxito. Dos 115 familiares 

que preencheram a triagem, apenas 24,3% informaram que o familiar falecido tinha 

alguma doença mental com diagnóstico médico prévio e 1,7% não sabia responder. 

Destes positivos, a maioria tinha diagnóstico de uso de substâncias como álcool e 

drogas. Além disso, entre os casos potencialmente positivos houve alta incidência de 

sujeitos muito idosos com comorbidades, tais como, doença de Alzheimer, Parkinson e 

demais demências (Becker et al., 2012).  

        Uma das desvantagens importantes em relação ao baixo número amostral, é o fato 

de não termos conseguido avaliar os sujeitos com TAB versus os controles, além disso, 

não pudemos ainda tentar verificar se há alguma diferença entre os sujeitos com TAB e 
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TOC. Por outro lado, são poucos os casos que conseguimos manter no banco dentro dos 

critérios necessários, o que explicaria o nosso baixo número de amostras. Isto porque, 

para a garantia de uma boa coleção precisamos considerar importantes etapas como: as 

avaliações clínicas, anatomopatológicas e consentimento do familiar ou cuidador, nas 

quais alguns casos são excluídos por não preencherem esses critérios. 

        As técnicas de coleta, preservação e criopreservação merecem cuidado, atualização 

e otimização constantes, visto que encontramos algumas limitações na etapa inicial do 

estudo que não nos permitiu até o presente momento analisar as regiões subcorticais 

devido à perda das bordas da região em algumas lâminas histológicas, que só pôde ser 

visto na etapa histológica de coloração. Em função disso estudamos o córtex. O método 

está em processo de reavaliação  e inclusive, outras formas de fixação serão testadas, a 

fim de possibilitar no futuro, o estudo das regiões subcorticais.  

        Ao comparar estudos aplicando os métodos de neuroimagem e os poucos estudos 

estereológicos verifica-se que ambos possuem suas vantagens e desvantagens. Em geral, 

os estudos de neuroimagem não possuem problemas de artefatos no tecido como, por 

exemplo, o encolhimento, o qual é inevitável durante o processamento histológico, além 

de que pode ser aplicado in vivo, ao contrário da histologia. Porém, as técnicas de 

neuroimagem, não nos permitem fazer uma delimitação citoarquitetônica das camadas 

corticais e possui uma grande dificuldade técnica para delimitar áreas subcorticais. 

        Em relação á análise estereológica, o estudo apresenta algumas limitações 

específicas. Infelizmente, não existe um consenso sobre as definições citoarquitetônicas 

do COF. Para esse estudo, escolhemos as sub-regiões mais importantes, de acordo com 

número de conexões somatosenssórias. Porém, por falta de consenso, nossos resultados 

não são comparáveis com outros estudos. 

        As densidades neuronais foram calculadas a partir da contagem de pontos 

(disetores) em apenas uma fatia de cada caso, devidamente identificada contendo as três 

sub-regiões de interesse. Desta forma, essa técnica nos permitiu estimar a densidade 

para o COF e suas sub-regiões, além de estimar o número de neurônios. No entanto, 

parâmetros de qualidade de análise estereológica bem fundamentados foram 

considerados: como a randomização dos pontos em todas as camadas corticais, já citado 

anteriormente e a contagem de, no mínimo, 750 a 1300 células por indivíduo (Schmitz, 
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1998). Esse procedimento foi necessário por termos trabalhado com um sistema semi-

automatizado de análise que requer tempo e muita mão-de-obra.  

        A princípio, planejou-se usar um sistema computadorizado, com um software 

específico para essas análises tanto na Universidade de Munique como no Instituto de 

Pesquisa do Hospital Albert Einstein. Porém, o tamanho das nossas lâminas, que 

contem o hemisfério cerebral inteiro, não nos permitiu o uso desses dois equipamentos, 

que estão adaptados á plataforma para lâminas menores. Esse sistema, possui os 

mesmos princípios adotados no semi-automatizado, mas reduz o tempo de análise e a 

mão-de-obra em cada caso, o que proporcionaria a contagem de neurônios em mais 

fatias. 

        No entanto, para os cálculos de volume todas as fatias ímpares foram contempladas 

e o coeficiente de erro foi calculado. 

 

 

6.5. Novas estratégias e perspectivas futuras 

 

        Constatamos que a coleção de encéfalos de portadores de transtornos psiquiátricos 

é um processo lento e de longo prazo, especialmente se desejarmos ter um banco de 

encéfalos de qualidade comparável ou mesmo superior aos nossos pares internacionais. 

        Portanto, para formar uma coleção bem caracterizada e com um número relevante 

de casos analisados, todos os procedimentos de coleta, caracterização clínica e análise 

terão continuidade, dentro da rotina do BEHGEEC-FMUSP e considerando o potencial 

do SVOC-USP na captação dos casos. Esta estratégia nos permitirá, principalmente, 

confirmar os dados iniciais resultantes deste projeto e permitir a aplicação de outros. A 

média de casos bipolares coletados por ano por três dos mais importantes bancos de 

encéfalos com doação em vida é cerca de 3 a 4 casos por ano, o que confirma a 

dificuldade em se ter essas amostras (Deep-Soboslay et al., 2011). 

        Atualmente, os pesquisadores envolvidos se reúnem constantemente para discutir 

novas possibilidades de triagem dos casos. E a partir disso, temos desenvolvido uma 
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nova estratégia de triagem de auto-preenchimento pelo familiar, com uma abordagem 

diferenciada e maior envolvimento dos funcionários do SVOC-USP. Nesse sentido, 

temos desenvolvido palestras, para orientação e motivação desses profissionais, que 

abordam desde o que são transtornos psiquiátricos, até a aplicabilidade e os objetivos de 

nossas pesquisas, afim de orientá-los e inserí-los neste contexto para podermos contar 

com esse apoio que é fundamental. 

        Além disso, temos aumentado os nossos períodos de plantão de quatro para sete 

períodos semanais no sentido de aumentar nossa casuística. Dessa forma, essas 

iniciativas são tarefas difíceis por serem dependentes de uma série de adaptações não 

somente na nossa rotina em pesquisa, mas por envolver outros profissionais e um 

sistema de serviço já bem estruturado. Assim, precisamos contar com a colaboração de 

técnicos de autópsia, médicos patologistas e todos os demais. Embora, temos 

conseguido avançar nestas dificuldades, todas as adaptações requerem tempo e 

acreditamos que, a longo prazo, poderemos obter um bom resultado. 

         Após diversas tentativas, com a colaboração de outros pesquisadores do 

BEHGEEC, foi conseguida a liberação do uso de celoidina na Faculdade de Medicina 

da USP (FMUSP) para fins científicos. Portanto, estamos na fase inicial de testes do 

emblocamento de celoidina em nosso laboratório. Com essa iniciativa, não haverá mais 

necessidade do emblocamento de encéfalos ser realizado na Alemanha. Além disso, um 

sistema computadorizado está em fase de implantação na FMUSP, que permitirá refinar 

essas análise e avaliar novos casos. 

        Por outro lado, o COF na doença de Alzheimer apresenta neurodegeneração nas 

suas porções posterior-medial (PM) agranular e, no entanto, não apresenta lesões ou 

apresenta poucas lesões, nas regiões que estudamos neste trabalho, anterior-medial e 

anterior-lateral granular. Portanto, esse fato diminui a possibilidade de fator confundidor 

nos casos analisados (Hof et al., 1995). Além disso, todos os sujeitos analisados foram 

submetidos à uma avaliação clínica para excluir a possibilidade de doenças 

neurodegenerativas e à uma avaliação macroscópica para respeitar os critérios de 

inclusão. No entanto, deve-se levar em conta que pacientes sem sinais clínicos podem 

apresentar marcadores patológicos no tecido cerebral protegidos por uma reserva 

cognitiva (Farfel et al., 2013). Motivados em sanar essa questão que envolve a 

comorbidade de alterações neurodegenerativas demos início a uma análise 
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anatomopatológica com testes imunoistoquímicos, ainda no período deste estudo. 

Portanto, uma avaliação neuropatológica refinada com intuito de avaliar marcadores de 

emência, em todas as amostras da coleção, será aprofundada e melhor discutida no 

futuro. 

        Finalmente, a continuidade dos protocolos estereológicos ocorrerão em novas 

amostras, e poderemos verificar os mesmos parâmetros em regiões subcorticais tais 

como amígdala e tálamo. Além disso, estratégias de refinamento das análises poderão 

ser feitas, dentre elas: diferenciação das células neuronais e gliais e a estimativa de 

densidade celular usando-se mais fatias seriadas de cada caso, o que melhoraria o 

desenho do presente estudo. 
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7. Conclusão 

 

 

• As alterações no número e densidade neuronal do córtex orbitofrontal podem 

estar relacionadas à fisiopatologia dos transtornos obsessivo-compulsivo e 

bipolar agrupados. 

 

• Foi demonstrado que as sub-regiões antero-medial, médio-orbitofrontal e antero-

lateral do córtex orbitofrontal são homogêneas em relação à densidade neuronal 

tanto no grupo de sujeitos psiquiátricos quanto no grupo controle. 

 

• Enquanto a densidade neuronal diminuiu nas três sub-regiões do córtex 

orbitofrontal, o número de neurônios só diminuiu na sub-região médio-

orbitofrontal dos sujeitos psiquiátricos.  

 

• As alterações do número e densidade neuronal dos transtornos psiquiátricos 

estudados não provocaram modificação do volume do córtex orbitofrontal como 

um todo e nem de suas sub-regiões analisadas separadamente. 

 

• A análise da densidade neuronal nas quatro camadas corticais estudadas que 

integram o córtex orbitofrontal demonstrou diminuição em todas com exceção 

da camada IV, possivelmente, por ser uma camada que, em condições normais, 

já apresenta um pequeno número de neurônios. 

 

• O possível papel das alterações do córtex orbitofrontal nos transtornos 

obsessivo-compulsivo e bipolar agrupados pode significar a associação desses 

transtornos psiquiátricos com alterações nos circuitos córtico-estriado-pálido-

talâmico e límbico-talâmico-cortical. 
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8. ANEXOS 
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Anexo A - Aprovação do comitê de ética local 
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Anexo B - Aprovação do comitê de ética nacional 
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        Anexo C - Entrevista de triagem 
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Anexo D - Entrevista postmortem 
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Anexo E- Procedimento operacional padrão para envio de amostras à Würzburg 

 

PROTOCOLO ENVIO DE CASOS PARA A JULIUS- MAXIMILIAN 

UNIVERSIDADE DE WÜZBURGB- PARCERIA INTERNACION AL  

 

A)  Preparo das amostras conforme normas da “Concepta”, certificado pelo 

IMMETRO, para remessa expressa de amostras biológicas 

 

1- Proteger as amostras com 2 sacos plásticos Ziplog ou plástico de seladora 

grosso. Colocar 100ml de conservante dentro do primeiro saco plástico; 

2- Tirar o máximo de ar de todo o plástico e vedar bem; 

3- Embrulhar com fita adesiva para proteção; 

4- Colocar nos potes, CUIDADO! Não deixar espaço dentro do porte, preencher 

com jornal nas laterais e um papel mais leve (lenços de papel ou papel toalha) 

em cima. NÃO PODE FAZER BARULHO AO TAMPAR E CHACOALHAR. 

Coloque as sílicas dentro dos potes. 

5- Colocar na caixa de isopor, completar os espaços com jornal, isopor, etc... 

6- Pesar todo o embrulho inclusive a caixa UN de papelão.  

7- Lacrar tudo com fita adesiva, tanto o isopor quanto a caixa de papelão.  

B) Solicitação e pagamento de Guia de Recolhimento da União (GRU) 

*A GRU deve ser solicitada no e-mail importacao@ffm.br   

Seguir o modelo de solicitação: 

Modelo de email para pedir AWB 

 

Solicito a emissão de 01 GRU que será utilizada para envio de amostras biológicas para 

fins de diagnóstico para o exterior. Abaixo seguem os dados para a emissão das 

mesmas: 

  

Título do estudo/0: “Análise estereológica postmortem de regiões cerebrais de 

portadores de transtorno bipolar” 
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 Nº CAPPesq: 740/09 e Nº CONEP:573/10 

 Fato Gerador:     Anuência de exportação por meio de remessa expressa de material de 

natureza humana biológica, resultante de pesquisa científica em desenvolvimento no 

Brasil até 20 itens. 

 Nº do reconhecimento aéreo: Numero AWB (ver ficha carbonada) 

 Quantidade de materiais:  X fragmentos de tecido de sistema nervoso central 

humano. 

 OBS: As GRU‘s que serão emitidas para este estudo serão pagas pela Fundação de 

Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo- Processo 2009/51482-0. 

 A GRU deve ser paga antes de marcar a coleta. 

C) Documentos necessários para remessa 

1-Taxa de GRU com comprovante de pagamento original * 

2-AWB- International Air Waybill (folhas carbonadas previamente fornecidas 

pela empresa transportadora)  

Em 4 vias 

3-Invoice em inglês  

4-Cópia do Certificado da Concepta em nome do Centro de Estudos em 

Envelhecimento Cerebral 

5-Declaração do Médico em português e inglês 

6-Aprovação do comitê de ética local e nacional 

7-Termo de Responsabilidade Exportação destinada a diagnostico laboratorial. 

Em 1 via: 

8-Termo de Consentimento Livre e Esclarecido das amostras selecionadas. 

 

CUIDADOS ESSENCIAIS 

Todos os documentos devem estar prontos no horário agendado. 

Atenção ao preencher os documentos, datas e pesos devem ser corrigidos. 

 

D) Modelo dos documentos  
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BIOLOGICAL COMMERCIAL INVOICE - FATURA COMERCIAL P/  BIOLOGICOS 
(Preencher   em    INGLÊS)     

 International Air Waybill No. - No.Conhecimento Aéreo: 
  
 CNPJ / CPF: 
   
 Passport / Passaporte (for Foreigners / para Estrangeiros): 
   
  

 

  
All shipments must be accompanied by a 
Fedex International Air Waybill.  
 
Todos os embarques devem ser 
acompanhados de Conhecimento Aéreo da 
Fedex. 

1. Date of Exportation - Data de Envio: 
  

2. Export References - Referências de Exportação:  
  
  

3. Shipper/Exporter (complete name & address) - 
Embarcador/Exportador (razão social & endereço completo) 
 
 

4. Consignee (complete name & address) 
Consignatário (razão social & endereço completo) 
 
 

5. Country of Export - País de Exportação 
 
  

8. Importer - If other than Consignee (complete name & 
address) - Importador - caso haja outro que não o 
Consignatário (razão social & endereço completo) 
  
 
 
 
 
  
 

6. Country of Manufacture - País de Fabricação 
 
  
7. Country of Ultimate Destination - País de destino final 
 
 

9.Marks/No. 
Códigos/No.

10.No.of 
Pkgs. 
No. 
Pacotes 

11. 
Pack- 
aging 
Emba- 
lagem 

 12. Biological Samples - Amostra Biológicos 
      (    )Blood/Sangue - Type/Tipo:______ 
      (   )Others/Outros (Bellow full Description & 
purpose / 
            Descrição completa e finalidade abaixo) 

13.Qty 
Quanti-
dade 

14. Unit 
of 
Measure 
Unidade 
de 
medida 

15.Weight
Peso 

16.Unit 
Value 
Valor 
Unitario

17. 
Total 
Value 
Valor 
Total 

 
 
 
 
 

        
 
 

     

  
   
   

18.Total 
No. of 
Pkgs 
Total de 
Pacotes 
 

 
 

 (  ) Dry Ice / Gelo Seco 
(X ) Doctor´s Declaration/A.Médico (em inglês /CRM-Médico / CNPJ-

Hospital) 
(  ) Helth Dept. Declaration / Declaração p/ Minis. Saúde 

19. Total 
Weight 
Peso total 
 
 
 

 20. Total 
Invoice Value 
Valor total da 
Fatura 
 
 

  I declare all the information contained in this invoice to be true and correct. 
  Declaro serem verdadeiras e corretas todas as informações contidas nesta fatura. 
21. Signature of Shipper/Exporter (Type name and title and sign) 
   Assinatura do Embarcador/Exportador (nome, título e assinatura) 
   Title/Cargo __________________________ 
   Name/Nome  
   Signature/Assinatura  

22. Date - Data 
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                                     Declaração médica 

 

                                                                                                   São Paulo,   de         de 

 

Declaro que o material biológico que está sendo enviado nesse carregamento se trata 

de material não-infeccioso. O diagnostico clínico de todos os pacientes é de suspeita 

de Doença de Alzheimer. 

O material está sendo enviado ao Prof. Dr______________do Departamento de  

____________da Universidade __________________, ___________ para que 

análises de imagem e laboratoriais realizados naquela clinica possam auxiliar no 

esclarecimento diagnóstico desses casos. O próprio está em posse do material 

A cópia da autorização expedida pelo Conselho de Ética para Pesquisas do Hospital 

das Clinicas da Universidade de São Paulo, assim como dos Termos de 

Consentimentos autorizando o uso deste material, se encontram em anexo. 

Coloco-me a disposição para quaisquer esclarecimentos que venham a ser 

necessários 

Sem mais, 

 

 

___________________________ 

Nome e assinatura 
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Medical Declaration 

 

Sao Paulo, th     

 

I declare that the biological material being sent charging that it is non-infectious 

material. The clinical diagnosis of all patients is suspected bipolar diseases or 

Alzheim er’s Disease 

 

The material is being sent to Prof.Dr. __________________Department of 

______________, _______________University, ________________for 

analysis and image Clinical laboratory findings that may help clarify the 

diagnosis in these cases.  

A copy of the authorization issued by the Board of Ethics Research for the Clinic 

Hospital of , University Sao Paulo, as well as the Terms of Consents authorizing the 

use of this material, are annexed.  

 

I am  disposal for any clarifications. 

________________________ 

Name and signature 
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TERMO DE RESPONSABILIDADE  

EXPORTAÇÃO DESTINADA A DIAGNÓSTICO LABORATORIAL CLÍ NICO 

São Paulo,  de  de 20 

À 
Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
Gerência Geral de Portos, Aeroportos e Fronteiras 
Coordenação de Vigilância Sanitária de Portos, Aeroportos e Fronteiras 
Posto Aeroportuário de Guarulhos 
A Fundação Faculdade de Medicina neste ato representado pelo seu representante legal 
e pelo profissional responsável pelo ensaio, declara que a mercadoria: 

Seqüencial Identificação do 
material biológico sob 

exportação 

Nº. de unidades 
Especificação do(s) 
tipo(s) de análise(s) 

    

Será exportada para não utilização em seres humanos e destinada exclusivamente para a 
finalidade de: 
 - diagnóstico laboratorial clínico com fins comerciais 
 - diagnóstico laboratorial clínico com fins não comerciais 
 - desenvolvimento/instalação de metodologia para diagnóstico laboratorial 
x - diagnóstico laboratorial clínico vinculado à pesquisa clínica no território nacional 
 - diagnóstico laboratorial clínico vinculado à pesquisa clínica no exterior 
 - diagnóstico laboratorial clínico vinculado à triagem para transplante 
 
Participamos ainda as seguintes informações: 
a) Nome do Projeto: Análise estereológica postmortem de regiões cerebrais de 

portadores de transtorno bipolar 
b) Número do CE (código de ética) O nome e endereço completo e país da instituição 

remetente;  
c) O país de origem do material que integra o material importado;  
d) Nome e endereço completo da instituição destinatária; 

Nome e endereço completo do local onde irá realizar-se o diagnóstico laboratorial; 
e) Nome e respectivo resgistro no conselho de classe do pesquisador da instituição 

responsável pela pesquisa;  
 
 
_______________________________   
Assinatura do Responsável pela Pesquisa   
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 Anexo F- Guias rápidos dos programas computacionais aplicados  

 

1-Tratamento das imagens pré-reconstrução no Amira 

Enumerar as fatias dentro da imagem (foto) - Usar o programa Irfanview; 

Criar uma pasta semelhante das fatias e assumí-la ao final como enumeradas; 

Para renomear a pasta nova usar comandos F2, selecionar arquivo, ctrl c+ ctrl e 

renomear; 

 

2- Edição no Irfan view 

Usar a ferramenta batch conversion rename; 

Selecionar a pasta de origem (lado esquerdo); 

Selecionar a pasta de destino (lado direito); 

Selecionar opção avançada de configurações: advanced e seguir os passos: 

Add overlay text > Settings  - Atribuir os valores para as coordenadas: x: 1500 e750; y: 

20 e 150 

Selecionar a posição ond eo número deve aparaecer:  Left bottom: $F  e a fonte: Arial 

size 72 

Fazer um teste: Selecionar a primeira figura , clicar em  start batch (abrir a pasta e 

verificar se o nome está em boa posição na figura) 

Clicar em Return batch 

Por fim, deletar a pasta não nomeada 

 

3- Edição no Photoshop - PSD CS5 

O Amira trabalha com imagens em preto e branco, por isso, nesta etapa precisamos 

mudar a cor da imagem de todas as fatias. 

Criar uma ação para preto e branco e redução de tamanho.para isso seguir: 

Open> seleciona a primeira foto> clica em Image>  em seguida em Mode>  escolhe a 

escala de cores: Grayscale> e autoriza a retirada da cor atual, clica em  Discard color 

Para mudar o tamanho: clica em Image>  seleciona a opção: Image size>  

Precisa deselecionar o Resample image>  atribui os valores 18 ou 180 e 12 ou 120 > e 

seleciona Resample image novamente . (Depende do tamanho da figura: se tem pixels 

na ordem de 1000 usa 18, se tem pixels na ordem de 100, salva 120) 
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Escolha a resolução: 80 ou 72.  

Salve na nova pasta com Save as e  fecha; 

Em File, selecione Automate batch. 

Selecione a pasta com todas as imagens como a de origem e uma nova pasta para as 

imagens em preto e branco. Clique em Enter. Todas as imagens mudarão 

automaticamente. 

 

4- Uso do Amira versão 5.2.2 

Ao abrir o progarama clicar em Open Data 

Selecionar a pasta em preto e branco e com  redução de tamanho, editada no PSD CS5; 

Selecionar todas as imagens; 

Abrir o Orthoslice e verificar na rolagem se estão todas as imagens em sequencia; 

Para alinhar as secções, ir na barra de ferramentas clicar em Compute  e Align Slices> 

em seguida em Edit> escolher a opção: Red and Green; 

Alinhar as imagens, as cores vermlha e verde precisam se sobrepor; 

Ao finalizar clique em Resample, e salve: file e  save network as. Nomeie com o  

numero, hemisfério, espessura. Selecionar script and data files. Clique em  save e 

autorize a substituição owerwrite; 

Para começar a a reconstruir  clicar em Compute, em seguida, Labelling e Label Field 

Inside e ok 

Calibrar a imagem, para isso: clicar no desenho da régua e medir 10 mm na régua da 

foto, aparecerá o valor em pixels 

Calcular voxel de 1mm, considerar 1 mm= x pixels 

voxel= espessura (0,44 mm) x pixel (x)= voxel 

Entrar em especificações e inserir o voxel calculado 

 

Delineando com o Amira 

Na janela principal, clicar em Label field. Selecionar a opção freehand e autotrace. 

Em seguida selecionar trace edges 

Traçar a borda de todas as fatias ao finalizar voltar para a janela principal clicar em  

Labels e  surface gen. A imagem reconstruída aparacerá ao clicar em surface view  

Salvar, como save network as e selecionar na janela de salvamento.  
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