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RESUMO

RODRIGUES, L. L. Avaliacdo das lesdes do sistema nervoso central em cées
senis: caracterizagdo histoldgica e imuno-histoquimica [Evaluation of central
nervous system lesions in aged dogs: histological and immunohistochemical
characterization]. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, Sado Paulo, 2019.

O presente estudo compreende a avaliagdo das lesdes histologicas e da deposicao
de beta-amiloide (AB) que ocorrem no sistema nervoso central (SNC) de caes
idosos. A espécie canina tem sido utilizada como modelo animal para o estudo das
doencas de humanos em que ocorre a deposi¢cao de AB no encéfalo, tais como a
doenca de Alzheimer e a angiopatia amiloide cerebral (CAA). Entretanto, muitos
aspectos da deposicdo de AB no encéfalo de cdes ainda sdo desconhecidos. Na
primeira parte do estudo, € descrito um caso de doenca vascular encefalica em um
céo senil, de 16 anos de idade, associada a areas de infarto agudas, sub-agudas e
cronicas, além de areas de hemorragia, com deposicdo da proteina precursora de
beta-amiloide nos vasos do encéfalo, o que caracteriza a CAA. Em caes,
diferentemente de humanos, ainda ndo existe uma clara associacdo entre CAA e
hemorragias e infartos no encéfalo. Portanto, o presente caso, demonstra a
ocorréncia concomitante da CAA e de infartos e hemorragia no encéfalo de um céo
idoso. Na segunda parte, o estudo teve como objetivo avaliar as alteracdes
histol6gicas associadas a senilidade em cées, bem como avaliar a deposicao de AR,
por imuno-histoquimica, em diferentes areas do encéfalo de cées idosos de
diferentes ragas, tanto no neurépilo, como na parede de vasos no neurépilo da
substancia cinzenta e em vasos leptomeningeos. Na avaliagcdo histologica, os
principais achados foram perda e degeneracdo neuronais, gliose difusa, depdsitos
de lipofuscina e neuromelanina em neurdnios, € micro-hemorragias perivasculares,
achados estes compativeis com as alteracbes encontradas em cdes idosos. A
proteina AP foi detectada tanto sob a forma de placas senis no neuropilo da
substancia cinzenta, como na parede de vasos leptomeningeos e do neurépilo nos
cédes senis. Considerando toda a populacdo analisada, houve uma correlacao
positiva entre 0 aumento da idade e a deposicdo de AB no SNC de caes, tanto sob a

forma de placas como na parede dos vasos. Porém ndo houve correlacdo entre a



area de deposicao de AB sob a forma de placas e a idade, em caes a partir de 8
anos. Diferentemente, na CAA, houve correlacdo positiva entre a area de deposicao
de AB com o aumento da idade, mesmo no grupo de cades com acima de 8 anos de
idade. A CAA estava associada a ocorréncia de micro-hemorragias perivasculares
no enceéfalo, sendo que os cdes com CAA possuem nove vezes mais chances de
apresentarem micro-hemorragias, quando comparados aqueles que ndo apresentam
CAA. Nao houve diferenca na area de deposi¢ao de AB tanto sob a forma de placas,
como em vasos, entre os cortices frontal, temporal e occipital. Em conclusédo, o
presente estudo demonstrou que a deposi¢cao de AB, sob a forma de placas senis ou
CAA é extremamente heterogénea em caes de diferentes racas e portes. Apesar de
varias caracteristicas da doenca em cdes serem semelhantes aquelas em
observadas em humanos, a escolha da raca e porte para utilizacdo como modelo

animal pode interferir no padrao de deposicéo de AB no encéfalo.

Palavras-chave: Angiopatia amiloide cerebral. Doenca de Alzheimer.

Envelhecimento. Placas senis. Sindrome da disfuncao cognitiva.



ABSTRACT

RODRIGUES, L. L. Evaluation of central nervous system lesions in aged dogs:
histological and immunohistochemical characterization. [Avaliacdo das lesbes
do sistema nervoso central em cées senis: caracteriza¢cdo histologica e imuno-
histoquimica]. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2019.

The present study comprises the evaluation of histological lesions and beta-amyloid
(AB) deposition in the central nervous system (CNS) of aged dogs. Canine species
has been used as an animal model for the study of human diseases in which there is
AB deposition within the brain, such as Alzheimer’s disease and cerebral amyloid
angiopathy (CAA). However, many aspects of AR deposition in the brain of dogs
remain unknown. In the first part of the study, a case of a cerebrovascular disease in
a 16-year-old dog, associated with acute, subacute and chronic areas of infarcts, and
hemorrhages with deposition of amyloid precursor protein in brain vessels, which
characterizes CAA, is described. In dogs, differently from humans, until now, there is
not a clear association between CAA and brain infarcts and hemorrhages. Therefore,
the case presented here, demonstrates the concomitant occurrence of CAA and
infarcts and hemorrhages in the brain of an aged dog. In the second part, the aim of
the study was to evaluate the histological lesions associated with aging in dogs, as
well as to evaluate AB deposition by immunohistochemistry in distinct brain areas in
aged dogs of different breeds, within the neuropil of gray matter and within vessels
walls of neuropil and leptomeningeal vessels. Histologically, the main findings
included degeneration and neuronal loss, diffuse gliosis, lipofuscin and neuromelanin
deposits within neurons, and perivascular micro-hemorrhages, which are compatible
to those found in aged dogs. AR was detected both as senile plaques within the
neuropil of gray matter, as well as within the wall of vessels from the leptomeninges
and neuropil of aged dogs. Considering the entire analyzed population, there was a
positive correlation between aging and AR deposition in the CNS of dogs, both in the
form of senile plagues and within vessels. However, there was no correlation
between the area of AB plaque deposition and aging, when considering the group of

dogs older than 8 years. Differently, in CAA, there was a positive correlation between



AB area and aging in the group of dogs older than 8 years. CAA was associated with
the occurrence of perivascular micro-hemorrhages in the brain of aged dogs, and
dogs with CAA had nine times more chances to develop micro-hemorrhages when
compared to dogs without CAA. There wasn’t a statistically difference of AR plaque
or vessel deposition between frontal, temporal or occipital cortex. In conclusion, the
present study demonstrated that AR deposition in form of senile plaques or within
vessels are heterogenous in dogs of different breeds and sizes. Despite that many
features of AB deposition in dogs are similar to those observed in humans, the choice
of breed and dog size to be used as an animal model can interfere in the pattern of
AB deposition within the brain.

Keywords: Aging. Alzheimer’s disease. Cognitive disfunction syndrome. Cerebral

amyloid angiopathy. Senile plaques.
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1 INTRODUCAO GERAL

O presente trabalho compreende o estudo das lesbes do sistema nervoso
central (SNC) em céaes senis, abordando suas caracteristicas histolégicas e imuno-
histoquimicas, com énfase na deposicao da proteina B-amiloide (AB) no neurédpilo e
vasos do encéfalo. Portanto, o presente trabalho seréa divido e apresentado na forma
de dois artigos cientificos.

Primeiramente, no capitulo 2, sera apresentado um artigo cientifico, intitulado
“Mdltiplos infartos e hemorragias no sistema nervoso central de um cdo com
angiopatia amiloide: relato de caso”. Este trabalho teve como objetivo relatar um
caso apresentando doenca vascular encefalica concomitante a areas de infarto
agudas, sub-agudas e crénicas, com areas de hemorragia e deposicdo de proteina
precursora amiloide nos vasos do encéfalo, caracterizando a angiopatia amiloide
cerebral (CAA), em um cdo de 16 anos de idade. Além disso, 0 presente relato
objetivou discutir a relacdo entre as doencas, jA que em humanos, a doenca de
Alzheimer e a angiopatia amiloide cerebral sdo fortemente correlacionadas com
doenca vascular encefalica. Este artigo foi publicado no peridédico BMC Veterinary
Research 2018 (14:370), e o mesmo sera aqui apresentado integralmente em
portugués, no capitulo 2, e na seccdo Apéndice, da forma como foi publicado, em
inglés.

O segundo trabalho resulta de um estudo retrospectivo da caracterizacao
histolégica e imuno-histoquimica de alteracdes senis em cédes, abordando
principalmente a deposi¢cdo de AB, no encéfalo de cdes senis de diferengas ragas.
Este artigo sera submetido ao periodico Neurobiology of Aging e é intitulado
“Avaliacao da deposicao de beta-amiloide no encéfalo de cées idosos de diferentes
ragas”. O objetivo principal deste trabalho foi caracterizar a deposicao de p-amiloide
no neuropilo e vasos do encéfalo de cdes senis, bem como sua distribuicdo em
diferentes areas do encéfalo e correlacdo com idade e porte do animal. Além disso,
também foi avaliado se ha associagéo entre alteragdes vasculares, tais como micro-
hemorragias perivasculares no encéfalo e a deposigéo de AB nos vasos sob a forma
de CAA.
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Multiplos infartos e hemorragias no sistema nervoso
central de um cdo com angiopatia amiloide cerebral:

relato de caso



14

2 MULTIPLOS INFARTOS E HEMORRAGIAS NO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL DE UM CAO COM ANGIOPATIA AMILOIDE CEREBRAL: RELATO DE
CASO

No presente capitulo € apresentado um artigo que foi publicado no periédico
BMC Veterinary Research, 2018 (14:370).

RESUMO

Introducdo: Céaes senis podem apresentar acumulo da proteina AB (AB) no encéfalo
e quando a mesma acomete a parede dos vasos a doenca é denominada angiopatia
amiloide cerebral (CAA). Em humanos, a doenca de Alzheimer e a CAA séo
fortemente correlacionadas com doenca vascular encefalica (CVD), porém essa
associacdo ainda ndo foi bem estudada em cdes. O presente relato ressalta as
caracteristicas patologicas e clinicas de um caso de CVD e acumulo de proteina
precursora amiloide (APP) concomitantes no encéfalo de um céo.

Apresentacdo do caso: Uma fémea da raca Poodle Standard de 16 anos de idade,
com histérico de déficits cognitivos por um ano, apresentou quadro agudo de déficit
de reacao postural dos membros do lado direito, andar em circulos, lateralizacao da
cabeca para o lado esquerdo, nistagmo posicional e ataxia. Devido ao prognostico
desfavoravel, o animal foi eutanasiado e a avaliagdo patolégica do encéfalo revelou
uma area de infarto lacunar no talamo que se estendia para o coliculo rostral. Outros
achados incluiram areas subagudas e cronicas de isquemia ao longo do encéfalo,
além de areas de hemorragia na medula oblonga. A imunomarcagdo revelou
deposito de APP nos vasos do parénquima dos cortex frontal, temporal e occipital,
hipocampo, diencéfalo, mesencéfalo e mielencéfalo, além das paredes dos vasos
das meninges. A imunomarcagdo da proteina glial fibrilar acida (GFAP) mostrou

marcada astrocitose ao redor da area aguda de infarto e nas areas crdnicas de
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isquemia. A avaliacdo histologica do encéfalo juntamente com a marcagdo imuno-
histoquimica evidenciaram a presenca de CDV concomitante ao acumulo de APP no
neurépilo e na parede dos vasos.

Conclusao: O presente relato demonstra que o acumulo de APP no encéfalo pode
ocorrer concomitantemente a um quadro severo de CDV em cées. S80 necessarios
mais estudos a fim de esclarecer se 0 CDV esta associado ao acumulo de AB no
enceéfalo de caes.

Palavras-chave: amiloide, CAA, canino, angiopatia congofilica, isquemia, acidente

vascular encefalico.

2.1 INTRODUCAO

A doenca vascular encefalica (CVD), definida como qualquer anormalidade do
sistema nervoso central (SNC) que resulte de um processo patolégico com
comprometimento do suprimento sanguineo (KALIMO; KASTE; HALTIA, 2002), é
uma causa importante de incapacitacdo em humanos. Apesar de ser relativamente
rara, a CVD é reconhecida como uma causa de disfuncdo neurolégica em cées e
gatos e pode ser classificada como isquémica ou hemorragica (GAROSI, 2010;
BOUDREAU, 2018).

Ocluséo vascular por tromboembolismo resultando em isquemia e ruptura
vascular causando hemorragia sédo as principais consequéncias diretas da CVD em
cdes e gatos (BOUDREAU, 2018). Hipertensdo crénica, que resulta em
aterosclerose e lipo-hialinose nas pequenas artérias penetrantes do encéfalo
(GAROSI et al., 2005; WESSMANN; CHANDLER; GAROSI, 2009), pode ser umas
das principais causas subjacentes para a predisposicao de cées para a CVD. Outras
condigcbes que podem predispor o animal ao quadro incluem neoplasia, sepse,
hipotireoidismo, parasitas, malformacdo vascular e coagulopatia (WESSMANN;
CHANDLER; GAROSI, 2009).

A angiopatia amiloide cerebral (CAA), caracterizada pela deposicdo de
peptideo B-amiloide (AB) nos vasos do parénquima e leptomeninges, é uma doenca

comum em pessoas idosas, e esta associado a doenca de Alzheimer (AD)
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(ATTEMS, 2005). Nos cées, uma condi¢cdo semelhante a AD, que é caracterizada
pelo acumulo de placas senis compostas tanto pela proteina precursora amiloide
(APP) quanto pelo AB, tem sido descrita (UCHIDA et al., 1990, 1992; CUMMINGS et
al., 1996; OKUDA et al., 1994; YOSHINO et al., 1996 et al., 2010; YU et al., 2011),
assim como o acumulo de AB nas paredes dos vasos (UCHIDA et al., 1990, 1992;
OKUDA et al., 1994). Nos humanos, a CAA tem sido associada as lesdes
vasculares, como infartos isquémicos e hemorragias intracerebrais (ATTEMS, 2005).
Hemorragias intracerebrais também tém sido associadas a CAA em caes (UCHIDA
et al., 1990).

Apesar de infartos, hemorragias e perda de substancia branca cerebral serem
associados a CAA em humanos (ATTEMS, 2005), poucos estudos relatam a
ocorréncia de infarto cerebral concomitante a hemorragias em caes com CAA. O
objetivo do presente estudo foi descrever os aspectos clinicos e patolégicos dos
infartos e hemorragias envolvendo o SNC de um cdo com deposicao de APP nas

paredes dos vasos.

2.2 RELATO DE CASO

Uma fémea da raca Poodle Standard foi atendida em uma clinica veterinaria
privada. O tutor relatava diversas alteracbes no estado mental do animal, que se
iniciaram um ano antes da data do exame clinico. Tais altera¢des incluiam confusao
mental e redug&o da consciéncia, dificuldade de reconhecimento dos membros da
familia e esquecimento de habilidades previamente aprendidas. Dois dias apo6s o
primeiro atendimento, o animal apresentou um episédio de convulsdo ténico-clonica
generalizada. Apés esse episodio, o animal comecou a apresentar hiporexia e
letargia, além de andar em circulos e ataxia.

Ao exame neurologico, o animal apresentou alteracées no lado direito do
corpo caracterizadas por déficit de reacdo postural, desvio lateral da cabeca e
pescoco com inclinacdo da cabeca para o lado esquerdo, andar em circulos,
nistagmo posicional e ataxia. O tutor optou por ndo realizar o exame de ressonancia
magnética para definicdo do diagndstico.

Os sinais clinicos evoluiram para decubito lateral e inabilidade em se
alimentar sem auxilio, caracterizando um progndstico ruim. Foi entdo realizada a

eutanasia do animal e o mesmo foi submetido a necropsia no Departamento de
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Patologia Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da
Universidade de Séo Paulo (USP). O encéfalo foi fixado em formalina tamponada a
10% e processado atraves dos métodos rotineiros para histologia. Seccdes do
encéfalo foram coradas com hematoxilina e eosina, além de submetidas a imuno-
histoquimica (IHQ) para deteccao de APP e proteina glial fibrilar &cida (GFAP). Para
a realizacdo da técnica de IHQ, as laminas contendo as sec¢des do SNC foram
inicialmente submetidas a recuperacdo antigénica com o uso de tampao citrato pH
6,0 e logo apds incubadas com anticorpos primarios anti-APP (Millipore, Darmstadt,
Alemanha) e anti-GFAP (Dako, Agilent, Santa Clara, California, EUA), diluidos a
1:200 e 1:14000, respectivamente. A ligacdo antigeno-anticorpo foi visualizada
utilizando o kit EnVision FLEX System (Dako, Agilent, Santa Clara, California, EUA),
de acordo com as instrucfes do fabricante. Como controle positivo para a marcacao
de APP, foi utilizado um encéfalo de um cdo acometido por trauma cranioencefalico
com degeneragdo axonal. O encéfalo de um céo jovem sem lesdes significantes
detectadas ao exame histologico foi utilizado para controle negativo para a
imunomarcacao para APP.

Macroscopicamente, os ventriculos laterais se apresentavam discretamente
distendidos, com achatamento dos giros e alargamento dos sulcos.

Histologicamente, 0s vasos sanguineos intraparenquimatosos e das
leptomeninges de diversas areas do SNC, abrangendo do mielencéfalo até o cortex
cerebral, se encontravam de discretamente a acentuadamente espessados por
material hialino e acelular. Na regido paramediana direita, se estendendo do talamo,
no nivel da juncéo de diencéfalo e mesencéfalo, ao nucleo oculomotor, no nivel do
coliculo rostral, havia uma é&rea lacunar localmente extensa, bem demarcada, com
perda marcante da coloracdo do neurdpilo com necrose coagulativa cercada por
uma borda de espongiose severa (Figura 1A). Dentro da area de necrose, 0S
neurdnios apresentavam nucleos picnoticos e citoplasma hipereosinofilico (necrose
neuronal). Havia também necrose e degeneragdo das células da glia e das células
endoteliais, caracterizadas por ndcleos picnéticos e cariorréticos (Figura 1B). Os
compartimentos perivasculares dos vasos adjacentes se encontravam infiltrados por
um pequeno numero de histiocitos (Figura 1C). Na area de espongiose havia um
grande numero de axbnios tumefeitos formando esferoides axonais (degeneracéo
axonal). A imunomarcacado para GFAP mostrou um aumento no numero, espessura

e complexidade do processo astrocitarios (astrogliose) em torno da lesdo necrotica



18

(Figura 1D). Os processos astrocitarios ndo estavam evidentes e o GFAP foi pouco
detectado nos astrocitos degenerados dentro da area necrotica. Tais achados sao
compativeis com lesdo de isquemia ou infarto agudo, apresentando inflamacéo

discreta e gliose reativa em estagio inicial.

FIGURA 1 - Angiopatia amiloide cerebral em um céo: lesdes no sistema nervoso central. (A-C):
coloragdo com hematoxilina e eosina. (A) Ao nivel do nicleo oculomotor, uma &rea lacunar bem
delimitada de isquemia aguda com necrose coagulativa, cercada por margem de espongiose severa
(setas) foi visualizada. (B) Na area do infarto, havia necrose neuronal (seta), além de necrose e
degeneracéo de células da glia (cabecas das setas). (C) Manguito perivascular com pequeno nimero
de histiécitos foi detectado ao redor dos vasos da area do infarto. (D) Imunomarcagéo para GFAP
mostrou severa astrogliose (coloracdo marrom) cercando a area de necrose (asteriscos), na qual os
processos astrocitarios ndo se encontravam evidentes. Barras de escala: A — 200 ym, B — 70 ym, C—
50 ym, D — 100 ym. Fonte: (RODRIGUES, L.L, 2019).

Foram visualizadas areas multifocais de infarto subagudo no cerebelo,
envolvendo principalmente a camada granulosa e substancia branca adjacente
(Figura 2A). Tais areas foram caraterizadas por um grande numero de células
granulosas com nucleos picnéticos e cariorréticos, liquefacdo do neurdpilo, em meio

namero moderado de macréfagos espumosos (células Gitter) e esferoides axonais
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(Figura 2B). Estas areas se encontravam cercadas por um numero moderado de
vasos sanguineos neoformados com hipertrofia de células endoteliais
(neovascularizacdo) com areas adjacentes de hemorragia e manguitos
perivasculares discretos contendo histiocitos. Astrogliose proeminente, demostrada
pela imunomarcacdo com GFAP, envolvendo também a glia de Bergman, foram
visualizados na periferia destas areas necréticas (Figura 2C).

Areas lacunares cronicas de isquemia também se encontravam presentes no
telencéfalo ao nivel dos nucleos da base e hipocampo. Tais areas se apresentavam
palidas, bem demarcadas, com perda neuronal e com marcada proliferacdo de
capilares e hipertrofia de células endoteliais. Além disso, havia também discreta a
moderada espongiose com aumento no numero de células da glia (gliose), incluindo
namero moderado de células com citoplasma eosinofilico abundante e ndcleo
excéntrico (gemistécitos). Raros manguitos perivasculares com pequeno nimero de
histiécitos foram visualizados. Nestas areas havia marcante aumento do nimero de
astrocitos (astrocitose) e astrogliose, como demonstrado pela imunomarcacao por
GFAP (Figura 2D).

Adicionalmente as areas de isquemia ou infarto, da medula oblonga até o
nivel do o6bex, foram visualizadas areas multifocais de hemorragia na formacéo
reticular e nos nucleos da base (Figura 3). A substancia branca de diversas areas,
incluindo telencéfalo até o mielencéfalo, se encontravam degenerados em diferentes

graus.
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FIGURA 2 - Angiopatia amiloide cerebral em um cao: lesdes no sistema nervoso central. (A-B):

coloragdo com hematoxilina e eosina. (A) No cerebelo, uma éarea de infarto lacunar subaguda foi
visualizada, acometendo a camada granular e substéncia branca adjacente (setas). (B) O infarto
subagudo era caracterizado por necrose liquefativa e coagulativa com células Gitter (seta), vasos
neoformados (cabecas das setas) e esferoides axonais (asteriscos). (C) A imunomarcacdo com
GFAP demonstrou astrogliose proeminente (seta), envolvendo também a glia de Bergmann
(asterisco) (D) Nas areas de isquemia cronica, havia marcado aumento do namero de astrécitos
(astrocitose) e astrogliose, demonstrados pela imunomarcacdo por GFAP (asteriscos). Barras de
escala: A, C, D — 200 ym, B — 50 um. Fonte: (RODRIGUES, L.L, 2019).
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FIGURA 3 - Angiopatia amiloide cerebral em um cao: lesGes no sistema nervoso central: coloragédo
com hematoxilina e eosina. Hemorragias multifocais na medula oblonga ao nivel do obex. Barra de
escala: 100 ym. Fonte: (RODRIGUES, L.L, 2019).

A imunomarcacado para APP foi visualizada mais frequentemente nas paredes
de vasos sanguineos intraparenquimatosos (Figura 4A), e ocasionalmente
acometendo os vasos das leptomeninges. A intensidade da imunomarcacao por
APP variou de discreta a severa, de acordo com Attems (2005). A APP afetou vasos
sanguineos de diferentes areas do SNC, mas tinha uma distribuicdo irregular,
caracterizada por areas positivas para a marcacdo de APP, adjacentes a areas
negativas. Os lobos frontal e temporal foram mais afetados quando comparados ao
lobo occipital. Outras areas afetadas incluem o hipocampo, o diencéfalo, o
mesencéfalo e o mielencéfalo. O cerebelo foi menos afetado. Além disso, raros
vasos com alteragbes disoricas foram observados, caracterizando a disseminagao
de APP dos vasos para o neurdpilo adjacente (Figura 4B). Importante salientar que
grande numero de vasos hialinizados ndo foram imunomarcados para APP,
especialmente os que possuiam paredes mais espessas. Na periferia do infarto
agudo, axénios tumefeitos e degenerados foram imunomarcados para APP (Figura
4C).
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Ao nivel da comissura rostral (nucleos da base) e talamo havia areas
localmente extensas onde areas multifocais marcadas para APP no neurdpilo foi
visualizada. Nestas areas, dois tipos de marcacdo para APP foram detectadas.
Pequenas areas marcadas, de até 25 ym de didametro, de formato circular, com area
central apresentando marcacdo densa e escura (Figura 4D) foram visualizadas,
além de outras areas marcadas onde a area central escurecida ndo se encontrava
presente (Figura 4E) (GARCIA-MARIN et al., 2009).

O encéfalo de um cdo jovem usado como controle negativo nao exibiu

imunomarcacao para APP tanto no neurdpilo como nos vasos do SNC (Figura 4F).

2.3 DISCUSSAO E CONCLUSOES

O diagnéstico da CAA foi baseado nas alteracfes histoldgicas observadas
Nnos vasos sanguineos, e na demonstracdo da presenca de APP nas paredes destes
vasos pela IHQ. Em cées, similar ao que ocorre em humanos, o AB € derivado da
APP (SU; COTMAN; WHITE, 1993). Deste modo, no presente estudo, a deteccéo da
APP sugere fortemente uma doencga vascular encefalica em curso associada a
deposicao de AB. Além das paredes dos vasos sanguineos, a imunomarcacao da
APP também foi visualizada em algumas areas do neuroparénquima do SNC do céo
do presente relato. Além disso, este cdo apresentava lesdes histologicas de injaria

vascular, tais como isquemia ou infarto e hemorragias.
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4

FIGURA 4 - Angiopatia amiloide cerebral em um cé&o: deteccao da proteina precursora amiloide
(APP). (A) A parede dos vasos sanguineos intraparenquimatosos forma fortemente imunomarcadas
para APP (coloragdo marrom). (B) Extravasamento da APP dos vasos sanguineos para o neurdpilo
adjacente foi visualizado no cerebelo. (C) Axbnios tumefeitos e degenerados foram imunomarcados
para APP na periferia da area do infarto agudo. (D) Areas pequenas, de até 25 pym de diametro,
imunomarcadas para APP contendo uma &rea central com marcacdo densa e escura foram
detectadas. (E) Outras areas imunomarcadas para APP, de formato arredondado e sem a area
central com marcagdo densa, também foram visualizadas. (F) O encéfalo de um cao controle nao
apresentou imunomarcacgédo para APP. Barras de escala: (A) — 70 ym, (B), (C), (E) — 50 ym, (D) — 50
pm, (F) — 200 ym. Fonte: (RODRIGUES, L.L, 2019).
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Diversas alteracdes neuroldgicas como as observadas em humanos tém sido
descritas no SNC de caes senis (revisado por VITE; HEAD, 2014). Tais alteracdes
incluem depésitos de AB, CAA, doencas vasculares e infartos (VITE; HEAD, 2014),
além de outras. O exame post-mortem da cdo de 16 anos relatado no presente
estudo com sinais clinicos neurolégicos agudos antes de sua morte revelou que o
animal possuia CAA severa, além de depdsitos de AR no neurdpilo, o que também
ocorre nos pacientes acometidos pela AD. Em humanos, tais alteracbes estdo
correlacionadas entre si, sendo a prevaléncia de CAA na AD superior a 70%
(ATTEMS, 2005). A severidade da CAA tem sido correlacionada a progresséo da AD
(ATTEMS; JELLINGER; LINTNER, 2005). Em cées, uma condi¢cdo semelhante a AD
em humanos, com formacao de placas por depdsito de AP foi descrita (UCHIDA et
al., 1990, 1992; CUMMINGS et al.,, 1996; OKUDA et al., 1994; YOSHINO et al.,
1996; YU et al, 2011). A deposicdo de AP nas paredes dos vasos
intraparenquimatosos e das leptomeninges, resultando em CAA, também foi
reportada em caes (UCHIDA et al., 1990, 1992; YOSHINO et al., 1996).

Além da CAA e deposicdo de AB no parénquima do SNC, o cdo do presente
relato também possuia diversas éareas de isquemia/infarto e hemorragias no
encéfalo. Em humanos, a CAA tem sido associada com tais desordens vasculares
(ATTEMS, 2005). Na CAA, elementos elasticos e musculatura lisa sdo substituidos
por deposicdo de AP, o que pode predispor a aneurismas € consequentes
hemorragias intracerebrais (ATTEMS, 2005). Em caes, hemorragias intracerebrais
tém sido associadas a CAA (UCHIDA et al., 1990).

No presente estudo, as areas de infarto isquémico encefalico possuiam
distribuicdo lacunar, demonstrando que as artérias pequenas e penetrantes do
parénquima foram provavelmente os vasos mais afetados. Em um estudo prévio, a
causa dos infartos lacunares em caes nao pode ser determinada (GONCALVES et
al., 2011). Infartos isquémicos cerebrais tém sido observados em pacientes com
CAA, o que pode representar um fator de risco para infartos cerebrais em pessoas
senis (CADAVID et al., 2000). Apesar do exato mecanismo patogénico do infarto
isquémico associado a CAA ainda ser desconhecido (ATTEMS, 2005), a deposi¢cao
de AP na parede dos vasos pode induzir perda da resposta vascular a estimulos
vasodilatadores, além de inibicdo da formacdo de circulacdo colateral dos tecidos
iIsquémicos, resultando em isquemia mais severa (HSIAO et al.,, 2018). No caso

relatado, vasos intraparenquimatosos e das leptomeninges espessados e
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hialinizados ndo imunomarcados para APP foram visualizados. Histologicamente,
tais vasos se assemelham aos que sdo observados em humanos idosos acometidos
por deméncia vascular (ROMAN; KALARIA, 2006). Apesar da CAA poder contribuir
para o desenvolvimento de injuria isquémica no encéfalo do caso descrito, nao
podemos descartar outros processos patolégicos associados aos vasos causando
tal alteracdo. A sobreposicdo de AD e lesBes vasculares encefélicas estdo se
tornando cada vez mais evidentes (ATTEMS; JELLINGER, 2014). Alteracdes
vasculares encefélicas podem ser encontradas em uma proporcéo significativa dos
pacientes com AD (ROMAN; KALARIA, 2006). Lesdes vasculares encefalicas e AD
podem coexistir em estagios iniciais do déficit cognitivo e podem influenciar sua
severidade e progressado, tornando o diagndstico desafiador até mesmo para 0s
neuropatologistas (ATTEMS; JELLINGER, 2014).

O cdéo apresentado no relato apresentava déficits cognitivos com evolucdo
de um ano, tais como dificuldade de reconhecer os membros da familia e perda de
habilidades previamente aprendidas. Areas isquémicas multiplas de evolucdo aguda
a cronica no encéfalo desse cao, além de reatividade astrocitaria evidente em tais
areas, demonstraram que o cdo descrito no relato sofria de uma doenca cerebral
vascular em curso. E mais provavel que os déficits cognitivos apresentados pelo
animal tenham sido causados pelo depésito de AR no encéfalo e pela perda
neuronal, do que pelas multiplas areas de isquemia (VITE; HEAD, 2014). Os sinais
clinicos apresentados pelo animal durante o exame neuroldgico, tais como reagao
de déficit postural ipsilateral, andar em circulos ipsilateral, lateralizacdo da cabeca
contralateral a lesdo, nistagmo posicional e ataxia, estdo provavelmente
relacionados ao infarto agudo isquémico que se estendia do talamo ao diencéfalo e
juncdo com mesencéfalo. Sinais clinicos similares foram observados em cées com
infarto em mesencéfalo e talamo (GONCALVES et al., 2011).

Em conclusdo, esse relato de caso mostra um caso de doenca
neurodegenerativa caracterizada pela deposicdo de APP, o qual € um precursor de
AB, no neurdpilo e vasos, concomitante a doenca vascular encefalica em um céo
senil. Mais estudos sé@o necessarios para elucidar a relacédo entre a doenca vascular

e 0 acumulo de AB no encéfalo de caes.
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3 AVALIACAO DA DEPOSICAO DE BETA-AMILOIDE NO ENCEFALO DE
CAES IDOSOS DE DIFERENTES RACAS

No presente capitulo é apresentado um artigo que sera submetido ao

periodico Neurobiology of Aging.

RESUMO

A espécie canina tem sido utilizada como modelo animal para o estudo das doencas
em humanos em que ocorre a deposicdo de beta-amiloide (AB) no encéfalo, tais
como a doenca de Alzheimer e a angiopatia amiloide cerebral (CAA). Entretanto,
muitos aspectos da deposicdo de AP no encéfalo de caes ainda sdo desconhecidos.
O estudo teve como objetivo avaliar a deposigcdo de AB em areas distintas do
encéfalo de caes idosos de diferentes ragas. A proteina AR foi detectada tanto sob a
forma de placas senis no neurépilo da substancia cinzenta, como na parede de
vasos leptomeningeos e do neurdpilo nos cées senis. Considerando toda a
populacdo analisada, houve uma correlacdo positiva entre 0 aumento da idade e a
deposicdo de AB no SNC de caes, tanto sob a forma de placas como na parede dos
vasos. Porém nao houve correlacido entre a area de deposicao de AR sob a forma de
placas e a idade, em cades a partir de oito anos. Diferentemente, na CAA, houve
correlagdo positiva entre a area de deposicao de AB com o aumento da idade,
mesmo no grupo de cdes com acima de oito anos de idade. A CAA estava
associada a ocorréncia de micro-hemorragias perivasculares no enceéfalo, sendo que
0os cdes com CAA possuem nove vezes mais chances de apresentarem micro-
hemorragias, quando comparados aqueles que ndo apresentam CAA. Nao houve
diferenca na area de deposicao de AB tanto sob a forma de placas, como em vasos,
entre os cortices frontal, temporal e occipital. Em conclusédo, o presente estudo
demonstrou que a deposicao de AR, sob a forma de placas senis ou CAA é
extremamente heterogénea em cées de diferentes racas e portes. Apesar de varias
caracteristicas da doenca em cées serem semelhantes aquelas em observadas em
humanos, a escolha da raca e porte para utilizacdo como modelo animal pode

interferir no padrao de deposi¢cédo de AB no encéfalo.
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3.1 INTRODUCAO

Com o avanco da tecnologia, e aumento dos cuidados com a saude e
nutricdo, a expectativa de vida dos humanos e animais tém aumentado nas ultimas
décadas, assim como a prevaléncia de doencas associadas ao envelhecimento,
como as doencas degenerativas, entre elas as que acometem o0 sistema nervoso
central (SNC) (LANDSBERG et al, 2002).

Diversas lesGes encefalicas associadas ao envelhecimento sédo observadas
nos caes. Entre elas, o acumulo de proteina B-amiloide (AB), na parede dos vasos
ou sob a forma de placas senis, além de perda neuronal, atrofia do cortex e
astrocitose, com consequente dilatacdo ventricular e reducdo do volume cerebral
(ROFINA et al., 2004; CHARIDIMOU; GANG; WERRING, 2012; SCHMIDT et al.,
2015). Por apresentar similaridades com os humanos quanto aos mecanismos
patogénicos da deposicao de AB, o cdo tem sido utilizado como modelo animal para
as doencas neurodegenerativas associadas a deposicdo de AR sob a forma de
placas e nos vasos no neurépilo (YOUSSEF et al., 2016).

A proteina AB é originada da clivagem da proteina precursora amiloide,
presente na membrana dos neurdnios, realizada pelas enzimas 3 e y- secretases
(SELKOE, 1994). O acumulo de AR no neurépilo de cdes sob a forma de placas
senis tem inicio por volta de nove anos de idade na regido do cortex frontal, se
estendendo posteriormente para cortex parietal, entorrinal, atingindo por ultimo o
cortex occipital, por volta dos 14 anos de idade (BORRAS et al., 1999; HEAD et al.,
2000). Tais placas podem ser classificadas de acordo com sua densidade em
difusas ou compactas (PAPAIOANNOU et al., 2001; SCHUTT et al., 2016). Além
disso, as placas também séo classificadas de acordo com sua distribuicdo nas
camadas do cortex e densidade (SATOU et al., 1997).

Estudos realizados com cées de diferentes idades demostraram que placas
de AR presentes nos encéfalos dos animais com aproximadamente 10 anos de
idade, classificadas nos estagios Satou | e Il, deram lugar a placas mais compactas
localizadas nas camadas mais superficiais do cortex, classificadas nos estagios
Satou Il e IV em animais acima de 15 anos, caracterizando portanto um aumento na
severidade da deposicdo de AB com o avancar da idade (SATOU et al., 1997;
SCHMIDT et al., 2015; KUMAR et al., 2018). Em contrapartida, outros pesquisadores

demonstraram que apesar de haver um aumento de placas compactas relacionado
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ao envelhecimento, esse fendmeno s6 ocorre até a idade proxima aos 14 anos,
onde comeca a haver reducéo das placas compactas e aumento das placas difusas,
encontradas dos estagios Satou | e Il (PAPAIOANNOU et al., 2001; OZAWA et al.,
2016).

A deposicdo AB em vasos do neurépilo e das leptomeninges caracterizam a
angiopatia amiloide cerebral (CAA), podendo acometer vasos de diferentes calibres.
O acumulo de AB acomete a tunica média dos vasos nos estagios iniciais,
avancando posteriormente para as demais camadas com a evolucdo da doenca
(ATTEMS, 2005). A deposi¢cdo da proteina nos vasos pode ser classificada de
acordo com sua severidade e camadas acometidas em: leve, moderada e severa,
podendo ainda apresentar alteracfes disoéricas, quando o AB extravasa da parede
do vaso acometido e atinge o neuropilo adjacente (VONSATTEL et al., 1991;
ATTEMS, 2005; SCHUTT et al., 2016). A severidade da CAA em cées, tanto nos
vasos do neurodpilo quanto nas leptomeninges, aumenta continuamente com o
avancar da idade (PAPAIOANNOU et al., 2001; SCHMIDT et al., 2015; SCHUTT et
al.,, 2016, OZAWA at al, 2016). Diversos estudos realizados em humanos
demonstram a ocorréncia de CAA em diferentes areas do encéfalo, com destaque
para a lobo occipital, o lobo mais afetado mais severamente entre as regides
encefalicas (ATTEMS, 2005; VINTERS, 2013). Entretanto, pelo conhecimento dos
autores, ainda ndo ha estudos detalhados em caes que avaliem a distribuicdo da
CAA no encéfalo.

SCHUTT et al. (2016) demonstraram correlacdo significativa entre a
severidade da CAA e o estagio de maturacdo das placas de AB, porém outros
pesquisadores obtiveram resultados divergentes, demonstrando n&o haver
correlacdo entre a deposicdo AB na parede dos vasos e no neuropilo, evidenciando
ainda que tais acumulos de AB ocorrem em sua maioria em areas nao coincidentes
do encéfalo (PAPAIOANNOU et al., 2001; OZAWA et al., 2016).

Apesar de diversos estudos terem explorado a relagcdo entre as lesdes
encontradas no sistema nervoso central (SNC) e sua evolugdo com a idade,
principalmente em relagdo a deposicdo de AR e sua distribuicdo no encéfalo dos
cées senis, existem algumas lacunas a serem preenchidas, tais como as areas do
encéfalo mais frequentemente acometidas, bem como a evolu¢cdo do padréo da
deposicédo AR e sua relagdo com a idade. Desta forma, o presente estudo teve como

objetivo avaliar a deposicado AB tanto sob a forma de placas senis no neurépilo como
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nos vasos encefalicos em uma populacdo heterogénea de cées, assim como
determinar a distribuicdo em diferentes areas do encéfalo e correlacionar a evolucao

da deposicao de AB com a idade, raca e porte dos cées.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Selecao dos casos

No presente estudo foram selecionados 32 cées, de ragas e idades distintas,
provenientes da rotina diagnéstica do Servico de Patologia do Departamento de
Patologia Experimental e Comparada da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sao Paulo (USP) no ano de 2018. Foram
coletados os encéfalos de 26 caes senis, com idade entre 8 e 17 anos, além de 6
animais jovens, com idade entre 1 e 7 anos. Para a composicdo dos grupos
experimentais, os caes foram divididos de duas formas distintas. Primeiramente, 0s
mesmos foram divididos em 3 grupos de acordo com o porte: pequeno (<10kg);
médio (10-25kg); e grande (>25kg). Posteriormente, os cdes foram divididos em 3
grupos de acordo com a idade, de 0 a 7 anos, 8 a 12 anos e 13 a 17 anos.

Os animais selecionados foram eutanasiados ou morreram espontaneamente
em decorréncia de diferentes doencas, nenhuma delas de carater excludente para o
presente estudo, exceto doencas que acometem o SNC. Todos os procedimentos
descritos no presente trabalho foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ),
Universidade de Sao Paulo (USP) sob o numero de protocolo CEUA 5509280119.

3.2.2 Coleta das amostras

Os casos selecionados foram necropsiados na rotina do Servigo de Patologia
da FMVZ, USP. As amostras de encéfalo foram coletadas e fixadas em solucéo de
formalina tamponada a 10%. Os encéfalos foram entdo seccionados em corte
coronais, onde foram coletados 3 fragmentos, sendo eles: lobo frontal contendo os

nucleos da base, lobo temporal com hipocampo e tdlamo, e lobo occipital.
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3.2.3 Avaliacgao histologica

As amostras de encéfalo seccionadas e previamente fixadas em formalina
tamponada a 10% foram processadas pelos métodos rotineiros de histologia. As
amostras foram desidratadas em concentragfes crescentes de &lcool etilico,
diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Cortes de 5 um foram desparafinados
em xilol e reidratados em concentracdes decrescentes de alcool etilico. As amostras
foram entdo coradas com hematoxilina e eosina (HE) para avaliacdo histolégica
geral do tecido por meio de microscopia Optica. Foi realizada uma analise descritiva
das possiveis alteracdes histoldgicas encontradas nos encéfalos de cées idosos.

3.2.4 Imuno-histoquimica

Cortes de encéfalo com espessura de 5 um em laminas silanizadas Starfrost
(Knittel®), desparafinados em xilol e reidratados foram submetidos & analise imuno-
histoquimica (IHQ) para deteccdo de AB e da proteina glial fibrilar acida (GFAP),
utilizando o kit EnVision FLEX System (Dako, Agilent, Santa Clara, California, USA).
Na IHQ para a deteccdo de AR, os cortes foram submetidos a trés diferentes tipos de
recuperacdo antigénica. Primeiramente foi realizada recuperacdo enzimatica com
proteinase K (GE Healthcare®) 0,05% durante 10 minutos a 37°, seguida da
recuperacado por calor com tampao citrato pH 6,0 em panela de pressédo durante 15
minutos. Por ultimo, realizou-se o tratamento com &cido férmico 85%, durante 10
minutos em temperatura ambiente. Para a deteccdo de GFAP, a recuperacao
antigénica foi realizada apenas com a utilizagdo do tampao citrato pH 6,0 como
descrito acima. Em seguida, os cortes foram incubados por 15 minutos em um
reagente de bloqueio de peroxidase do kit Envision FLEX. Posteriormente realizou-
se a incubacdo com o anticorpo primario anti-AB, monoclonal, produzido em
camundongo, clone BAM 01 (6F/3D) (Termo Fisher, Rockford, lllinois, USA), por 14
a 16 horas overnight a 4°C, na diluicdo 1:50, e com o anticorpo primario anti-GFAP,
policlonal, produzido em coelho (Dako, Agilent, Santa Clara, California, USA) por 1
hora em temperatura ambiente, na diluicdo 1:8000. Em seguida, o material foi
incubado com o anticorpo secundario EnVision FLEX/HRP em temperatura
ambiente, durante 30 minutos. A reacao foi entdo revelada utilizando o substrato

DAB (3,3'—diaminobenzidina) por 14 e 4 minutos para os anticorpos anti-AB e anti-
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GFAP, respectivamente, com subsequente contra coloragdo com hematoxilina por 1
minuto.

Seccdes de cortex cerebral de um cdo com placas de AR e angiopatia
amiloide cerebral foram utilizadas como controle positivo para o anticorpo anti-A.
Como controle negativo para AR foram utilizados encéfalos de cées jovens. Como
controles negativos para a reacao foram utilizados soros homélogos ndo imunes em
substituicdo aos anticorpos primarios. Os cortes foram considerados positivos para a
deteccdo da proteina AR quando havia intensa marcacdo no neurépilo sob a forma
de placas ou nos vasos intraparenquimatosos e/ou das leptomeninges. Ja na
imunomarcacdo de GFAP, a positividade foi confirmada com a visualizacdo da

marcacao dos astrécitos presentes nas substancias branca e cinzenta.

3.2.5 Analise morfométrica de AB e GFAP

A imunomarcacao dos fragmentos das laminas foi analisada sob microscopia
Optica e as imagens obtidas foram avaliadas pelo software ImageJ (National Institute
of Health, USA).

Na avaliagdo da imunomarcacdo para AP na forma de placas, foram
selecionados 5 campos, de forma semi-randomizada, ndo sobrepostos de cada
regido a ser avaliada (cortex frontal, temporal e occipital), sob a objetiva de 10X
(2.535.638,4 umz/campo) para andlise quantitativa. Resumidamente, as imagens
captadas, e analisadas por meio do software ImageJ foram inicialmente
transformadas em 8 bits, e o threshold foi aplicado em acordo com a imagem original
de forma a selecionar as areas imunomarcadas (Figura 1A e 1B). Em seguida, as
areas referentes a selec¢do prévia foram mensuradas, estabelecendo 50pUm? como
area minima para a analise (Figura 1C). Em cada campo analisado, realizou-se a
somatoria de todas as areas de placas detectadas.

Adicionalmente, foi realizada uma analise qualitativa da deposi¢do de AB na
forma de placas de acordo com a classificacdo descrita por Satou et al. (1997).
Satou et al. (1997) descreve 4 diferentes padrdoes de deposicdo de AB sob a forma
de placas: tipo I. placas com baixa densidade (difusas), de tamanho pequeno,
arredondadas e restritas as camadas V e VI do cortex; tipo Il: placas difusas, com
limites pouco definidos, tendendo a coalescer, se estendendo da camada VI até a lll;

tipo Ill: placas densas (compactas), geralmente menores, arredondas, nas camadas



37

mais superficiais do cértex, acompanhadas por placas difusas nas camadas mais
profundas; e tipo IV: placas densas (placas compactas), arredondadas, distribuidas
ao longo de todo o cortex. Uma vez que foram analisadas trés diferentes regides do
encéfalo dos caes do presente estudo, quando foi verificada diferenca nesta
classificac@o entre as regides analisadas, a escala mais severa (I até 1V) foi utilizada
para classificar o caso como um todo.
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Figura 1 — Método de andlise quantitativa das areas ocupadas pela deposicdo de AR no neurdpilo
com a utilizagcdo do software ImageJ. Deposicdo de AR em forma de placas no cértex frontal do cédo
da raca Buldogue Francés (caso 23) (A-C) e em vasos do neurdpilo no cortex occipital do cao da raga
Bull Terrier (caso 21) (D-F). Fotomicrografia original da imunomarcacdo para AR (A e D).
Estabelecimento do threshold na imagem de 8 bits (B e E). Quantificacdo das areas imunomarcadas
(C e F). Objetivas: 10X (A-C); 20X (D-F). Fonte: (RODRIGUES, L.L, 2019).

Na analise da deposicdo de AB nos vasos do neuropilo, foram selecionados
também 5 campos, de forma semi-randomizada, ndo sobrepostos de cada corte do
encéfalo (cortex frontal, temporal e occipital) sob a objetiva de 20X (621.661,4
pm?/campo) para avaliacdo quantitativa dos mesmos, semelhante ao procedimento
descrito para a analise das placas (Figura 1D-F). Além disso, tanto os vasos do
neurdpilo como leptomeningeos foram avaliados qualitativamente por meio do
escore estabelecido por Vonsattel et al. (1991), variando de deposicdo de AR
discreta a severa, podendo ainda apresentar extravasamento do A para o neurépilo
adjacente, caracterizando as alteracdes disoricas.
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A avaliacdo da imunomarcacdo para a GFAP foi realizada por meio de
método semi-quantitativo, avaliando-se 5 campos sob a objetiva 40X selecionados
de forma semi-randomizada, ndo sobrepostos da seguinte maneira: média de 0 a 2
astrocitos/campo (-); média de até 10 astrécitos/campo (+); média dede 10 a 20

astrocitos/campo (++); e média superior a 20 astrocitos/campo .

3.2.6 Analise estatistica

Foi realizada analise estatistica descritiva de todos os dados obtidos, além de
testes estatisticos especificos de acordo com a distribuicdo (paramétrica ou nao
paramétrica) apresentada pelos dados. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para
testar a distribuicdo das amostras. Para avaliacdo da deposicdo de AR, classificada
de acordo com Satou et al. (1997); além da deposicdo de AB nos vasos (CAA); e
imunomarcacao de astrécitos (GFAP), relacionando-os com a idade dos animais, foi
utilizado o coeficiente de correlacdo de Spearman. O teste exato de Fisher foi
utilizado para avaliar a associa¢édo entre a imunomarcacao por GFAP e a idade dos
animais, além da relacédo entre CAA e deposicdo de AB sob a forma de placas senis.
Além disso, o teste exato de Fisher foi utilizado para avaliar a relacao entre CAA e a
presenca de micro-hemorragias no neurépilo. Na avaliacdo entre as areas do
encéfalo acometidas pela deposicédo de AB foram utilizados os testes de Friedman e
Tukey. O teste de Kruskal Wallis foi utilizado para avaliar a relacdo entre a
astrocitose (GFAP) e a deposicdo de AR sob a forma de placas senis. Para a
avaliacdo entre 0s grupos por porte e idade, e a deposicédo de AB, foram utilizados a
analise de variancia com 2 fatores e o teste de Mann-Whitney. O teste de Levene foi
utilizado para testar a homocedasticidade das amostras. O nivel de significAncia a
ser utilizado foi de p<0,05. Os dados obtidos foram analisados por meio do programa
estatistico SPSS 20.0 (IBM).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Caes

As caracteristicas dos cées selecionados para o presente estudo, tais como

raca, idade e porte estdo apresentados no Quadro 1. Os animais de grande porte
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apresentaram maior representatividade na totalidade dos casos avaliados (43%),
seguidos pelos de porte pequeno (31%). Quanto ao sexo, 62,5% dos animais eram
fémeas e 37,5% machos. No estudo, foram avaliados animais de diversas racas,
sendo os animais sem raca definida os que apresentaram maior representatividade
(18%), seqguido da raca Poodle (12%) e American Pitbull Terrier (12%). Os animais
foram ainda divididos em grupos de acordo com idade, sendo 6 animais (18%) com
idade entre 1 e 7 anos, 16 animais (50%) entre 8 e 12 anos e 10 animais (38%)

entre 13 e 17 anos.

Quadro 1 — Raca, idade, sexo e porte dos caes avaliados

ldade
Caso no. Raca (anos) Sexo Porte
1 Dobermann 1 F G
2 Spitz Aleméao 2 F P
3 Shih Tzu 5 M P
4 Spitz Aleméo 5 F P
5 Golden Retriever 6 F G
6 Dogue de Bordeaux 6 F G
7 Pastor Aleméao 8 M G
8 Pastor Belga Malinois 8 M G
9 Golden Retriever 8 M G
10 Dachshund 9 M P
11 SRD 9 M G
12 Golden Retriever 9 M G
13 SRD 10 F M
14 American Pit Bull Terrier 10 F G
15 SRD 10 F M
16 Poodle 10 F P
17 SRD 10 F M
18 Dachshund 10 F P
19 Rottweiler 11 F G
20 SRD 11 F M
21 Bull Terrier 12 M M
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ldade
Caso no. Raca (anos) Sexo Porte
22 Boxer 12 M G
23 Buldogue Francés 13 M M
24 American Pit Bull Terrier 13 M G
25 American Pit Bull Terrier 13 M G
26 Maltés 13 F P
27 Poodle 14 F P
28 Cocker Spaniel 14 F M
29 SRD 14 F M
30 American Pit Bull Terrier 15 F G
31 Poodle 17 F P
32 Poodle 17 F P

Sexo: M — macho; F — fémea. Porte: P — pequeno; M — médio; G — grande. Fonte: (RODRIGUES, L.L,

2019).

3.3.2 Anélises macroscopica e histolégica

A avaliacdo macroscopica, os encéfalos dos animais senis (acima de oito

anos de idade) apresentaram diversas alteracdes, entre elas atrofia do encéfalo com

reducdo dos giros e alargamento dos sulcos, além de dilatacdo dos ventriculos

(Figura 2).

Na avaliagéo histologica, perda e degenerag¢do neuronais de variaveis graus

de intensidade foram visualizadas em todos os animais acima de oito anos, sendo

mais severas nos animais com idade mais avancada. Diversas areas do cortex

cerebral, tais como o cértex frontal, temporal e occipital, além do hipocampo (Figura

3A). Além disso, areas com neuroniofagia foram identificadas em diferentes regides

do cortex, evidenciando a fagocitose dos neurdnios degenerados pela microglia

(Figura 3B).
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Figura 2 — Encéfalo de um cédo de 17 anos, da raca Poodle (caso 31), apresentando dilatacdo dos

ventriculos laterais (asteriscos) e do aqueduto mesencefdlico (seta). Fonte: (RODRIGUES, L.L, 2019).

Os casos nos quais foram detectadas perda e degeneragcdo neuronais,
comumente eram acompanhados por areas de gliose difusas no neurépilo e
substancia branca, por vezes formando acumulos focais, chamados nodulos gliais.
Acumulos de pigmentos intracelulares foram visualizados em diversas areas do
encéfalo, entre eles a lipofuscina, que se encontrava presente em 92% dos animais
acima de oito anos (Figura 3C). Outro pigmento observado foi a neuromelanina,
presente em 3 animais dos grupos acima de oito anos, representando 11,5% da
totalidade dos casos destes grupos (Figura 3D). Também foram observados
espessamento e calcificagcdo das meninges, sendo esta Ultima visualizada em 5
animais (19,2%) com idade superior a oito anos. Outro achado detectado nos
encéfalos de caes senis avaliados foi a vacuolizacdo difusa da substancia branca de
graus variados de intensidade.
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Figuré 3- Le§6es histolégicas no sistema nervoso central de caes senTs. (A) Area do giro dentea?jo
(hipocampo) evidenciando redu¢@o no niumero de neurdnios (asteriscos), em um céo da racga Pitbull
de 15 anos de idade (caso 30). (B) Microglia em processo de fagocitose de neurdnio degenerado no
cortex frontal em um cao da raga Buldogue Francés de 13 anos de idade (caso 23), caracterizando
neuroniofagia (seta). (C) Incluséo citoplasmética de lipofuscina em neur6nio no cortex frontal (setas)
de cao da raca Pitbull de 13 anos de idade (caso 24). (D) Inclusdo citoplasmética de neuromelanina
em neurbnio do cértex temporal (setas), em cédo da raca Pitbull de 13 anos de idade (caso 24).
Coloracéo de hematoxilina e eosina. Objetivas: (A) 10X. (B-D) 40X. Fonte: (RODRIGUES, L.L, 2019).

O espessamento dos vasos do neuropilo e leptomeningeos foi um achado
bastante frequente, se apresentando sob duas formas: a primeira, caracterizada por
espessamento de parede vascular de caracteristica eosinofilica e acelular,
acometendo inicialmente a tunica média nos casos mais brandos e se estendendo
para as demais camadas com a evolucdo do quadro, condicdo também conhecida
como hialinizagéo vascular (Figura 4A). No outro tipo de espessamento havia um
aumento na espessura da tunica médica, porém com celularidade (Figura 4B). Dos
casos avaliados, 14 animais com mais de oito anos (53%) apresentavam
hialinizac&o vascular, e 21 animais (80%) apresentavam o espessamento celular da

tunica média. Outro achado importante foi a presenca de micro-hemorragias
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perivasculares distribuidas por diversas areas do cortex cerebral, visualizadas em
42% dos animais senis avaliados (Figuras 4C e 4D).

Figura 4 — Lesdes no sistema nervoso central de cées senis: espessamento de vasos e hemorragias.

(A) Artérias da leptomeninge apresentando espessamento eosinofilico e acelular da tinica média da
parede vascular (asteriscos), em cdo de da ra¢a Pit Bull de 13 anos (caso 24). (B) Espessamento
com celularidade da tanica média de uma pequena artéria no neuropilo (asterisco) de um céo da raca
Poodle com 10 anos de idade (caso 16). (C) Micro-hemorragia perivascular com hemossiderose no
cortex frontal (setas) em um cdo da ragca Poodle de 17 anos (caso 31). (D) Micro-hemorragia
perivascular em coértex temporal (seta) em um cédo Poodle de 17 anos (caso 31). Coloracao de
hematoxilina e eosina. Objetivas: (A, C, D) 20x. (B) 40x. Fonte: (RODRIGUES, L.L, 2019).

3.3.3 Anélise imuno-histoquimica

A IHQ com o anticorpo anti-AB, 22 casos apresentaram imunomarcacio, a
partir dos oito anos de idade, em pelo menos uma das regides do encéfalo
estudadas, representando 85% (22/26) da totalidade dos casos acima de oito anos
(Quadro 2). Tal marcacdo se apresentou sob duas formas: a primeira, com a
deposicao extracelular do peptideo AR no neurépilo do cortex cerebral formando
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placas de distribuicdo irregular ou no formato de fita, denominado “ribbon-like” no
hipocampo; e a segunda com deposi¢ao de AB na parede dos vasos do neurdpilo e
leptomeningeos irregularmente distribuida, caracterizando a CAA (Quadro 2). Os
animais com idade entre 1 e 7 anos nao apresentaram imunomarcacgao para Ap.

As placas formadas pela deposigéo de AB no neurdpilo foram classificadas de
acordo com sua densidade em difusas ou compactas. As placas difusas possuiam
menor densidade e com maior area de deposi¢cao de AB por placa (Figura 5A). Ja as
placas compactas eram mais densas, e de menor tamanho quando comparado as
placas difusas (Figura 5B). Tanto as placas compactas quanto difusas
apresentavam-se por diversas vezes circundando grupos de neur6nios. Foi
observada a presenca de AB sob a forma de placas em pelo menos uma das regifes
analisadas (cértex frontal, temporal e/ou occipital) em 19 dos 26 cées senis (73%), e
representando 86% dos casos em que houve imunomarcagao para Af (19/22).

As areas totais ocupadas pelo AB no neurépilo, bem como nas regifes
especificas do SNC estdo apresentadas na Figura 6. A proteina AB na forma de
placas no coértex dos animais do presente estudo foram detectadas a partir de nove
anos de idade. Foi observada correlacdo positiva entre a area total ocupada pelas
placas de AB no neuropilo, resultado da somatéria das areas nas trés regides do
cérebro avaliadas, e a idade dos animais, evidenciando aumento na area de
deposicdo de AB com o aumento da idade dos animais (p<0,05; r>=0,12). Entretanto,
guando se avaliou a quantidade de AP depositada sob a forma de placas e a idade
de cées senis acima de oito anos, ndo houve correlacédo entre aumento da idade e
deposi¢ao de AB no encéfalo (p>0,05). Semelhantemente, quando avaliamos a area
em placas de AB nos animais divididos em grupos de acordo com a idade e porte,
ndo foi identificada correlagdo entre a area de AB e a idade dos animais, nos

diferentes grupos por porte (p>0,05).
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AB - AB -
Idade IHQ AB AB
Caso no. Placas _ vasos
(anos) AB Hipocampo Placa+Vasos
(Satou) (CAA)
30 15 S I S S S
31 17 S N S
32 17 S 1] S S S
Total cées
- 22 19 9 19 16
AR+
100% 69% 59% 60%
% Total 28% (9/32) 50% (16/32)
(32/32) | (22/32) | (19/32) (19/32)
% Cées
senis
. 81% 85% 73% 73%
(acima de 35% (9/26) 61% (16/26)
(26/32) | (22/26) | (19/26) (19/26)
8 anos de
idade)

AB: beta-amiloide. S: sim, havia imunomarcacao para AB. N: ndo, nao havia imunomarcacéo para A.

IHQ — AB: imunomarcacdo para AB independente da area. AR - Placas (Satou): AR depositada na

forma de placas no cortex cerebral e classificado de acordo com Satou et al. (1997), sendo que todas

com classificagao de |, Il, lll ou IV, tiveram imunomarcagao para AB. AR — Hipocampo: AB depositada

na forma “ribbon like” no hipocampo. AR — vasos (CAA): AB depositada na parede de vasos

leptomeningeos e/ou do neuropilo, caracterizando a CAA (angiopatia amiloide cerebral). AR

Placa+Vasos:

AB depositado tanto na forma de placas e concomitantemente em vasos

leptomeningeos e/ou do neurépilo. Total cdes AB+: total de cdes imunomarcados para AB, na forma

de placas, no hipocampo, em vasos, e placas concomitantemente com vasos leptomeningeos e/ou do

neurdpilo. * somente imunomarcacao para AB nos vasos leptomeningeos. Fonte: (RODRIGUES, L.L,

2019).




47

Figura 5 - Lesdes no sistema nervoso central de cdes senis, detec¢cdo da deposicdo de AB no
neurdpilo. (A) Placa difusa circundando grupo de neurdnios (asterisco) no cortex frontal de um céo de
13 anos de idade da raga Pit Bull (caso 25). (B) Placas compactas ao redor de neurbnios (asterisco)
no cortex frontal de um céo de 17 anos de idade da raca Poodle (caso 32). Objetiva: 40X. Fonte:
(RODRIGUES, L.L, 2019).

Quanto a distribuicdo das placas de AB nos cortices frontal, temporal e
occipital, ndo houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) em relacdo a
quantidade de deposicdo de AB na forma de placas entre essas diferentes regides
analisadas.

As placas foram classificadas, na escala de Satou et al. (1997), de acordo
com a camada do cértex acometida em conjunto com densidade das placas (difusa
ou compacta) (Figura 7). Utllizando a classificacdo estabelecida por tal autor,
podemos distribuir os casos do presente estudo da seguinte maneira: Satou |: 21%
(4/19); Satou II: 31,5% (6/19); Satou Ill: 31,5% (6/19); e Satou IV: 16% (3/19)
(Quadro 2). Nao foi observada correlagado entre os padrdes de deposicdo de APB
enquadrados na escala Satou et al. (1997) e a idade dos animais avaliados no
presente trabalho (p>0,05). Quando os cées foram divididos em grupos de acordo
com o porte com intuito de normalizar as idades, também n&o houve correlacdo

entre a idade e a classificagdo proposta por Satou et al. (1997) (p>0,05).
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Figura 6 — Quantidade de deposicdo de AR sob a forma de placas mensurada nas diferentes areas do

encéfalo de caes (cértices frontal, temporal, occipital e a totalidade de AR nas trés diferentes areas).

Houve correlagéo positiva entre a area total ocupada pelas placas de AB no neur6pilo, e a idade dos

animais, evidenciando aumento na area de deposi¢do de AB com o aumento da idade dos animais

(p<0,05; r2=0,12). Entretanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa em relacdo a
quantidade de AB nas trés diferentes areas analisadas (p>0,05). Fonte: (RODRIGUES, L.L, 2019).

Nas seccbes do hipocampo, a deposicdo de AB com padrdo semelhante a

uma fita (“ribbon-like”), presente na camada externa do giro denteado, foi detectada

em 9 casos, representado 35% dos caes senis (9/26), e correspondendo a 41%

(9/22) dos casos com algum tipo de imunomarcacao para Ap (Figura 8) (Quadro 2).
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Figura 7 — Lesdes no sistema nervoso central de cdes senis, detec¢do da deposicdo de AB no
neurdpilo - classificacdo segundo Satou et al. (1997). (A) Tipo I: placas com baixa densidade
(difusas), de tamanho pequeno, arredondadas e restritas as camadas V e VI do cortex. Cao raca
Boxer de 12 anos de idade (caso 22). (B) Tipo IlI: placas difusas, com limites pouco definidos,
tendendo a coalescer, se estendendo da camada VI até a lll do cortex. Cdo sem raga definida de 10
anos de idade (caso 17). (C) Tipo llI: placas densas (compactas), arredondadas, nas camadas mais
superficiais do cértex, acompanhadas por placas difusas nas camadas mais profundas (porcao
inferior da imagem). C&o da raca Poodle de 17 anos de idade (caso 32). (D) Tipo IV: placas densas
(compactas), arredondadas, distribuidas ao longo de todo o cértex. Céo da raca Buldogue Francés de
13 anos de idade (caso 23). Objetiva: 10X. Fonte: (RODRIGUES, L.L, 2019).



50

I

Figura 8 — Lesbes no sistema nervoso central de cédes senis deteccdo da deposicdo de AB no
neurdpilo. Imunomarcagéo de AR com padrdo semelhante a uma fita (“ribbon-like”) no giro denteado
do hipocampo de um céo de 13 anos da raga Pit Bull (caso 25). Objetiva: 10x. Fonte: (RODRIGUES,
L.L, 2019).

A proteina AR também foi detectada em vasos de diferentes calibres,
principalmente em artérias, arteriolas e capilares localizados tanto no neurépilo da
substancia cinzenta como nas leptomeninges, caracterizando a CAA. Dos caes
senis, acima de oito anos de idade, avaliados, 19 casos (73%; 19/26) apresentavam
deposi¢cao de AB na parede dos vasos, sendo 100% (19/19) destes com marcacéo
nos vasos da leptomeninge e 84% (16/19) apresentando marcagdo nos vasos do
neurdpilo. A parede dos vasos sanguineos apresentou deposito de AB na tunica
média nos casos mais brandos, se estendendo para as demais camadas nos
guadros mais severos. Nos vasos das leptomeninges, foi visualizada
imunomarcacao para AB em parte da circunferéncia da tanica média, se estendendo
para todo o vaso nos casos mais severos (Figura 9A). Os vasos do neuropilo

imunomarcados incluiram artérias, de diferentes calibres, e capilares sanguineos
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(Figura 9B). A CAA foi classificada de acordo com a severidade da deposi¢céao e
camadas da parede do vaso acometidas, utilizando a classificagdo estabelecida por
Vonsattel et al. (1991), variando de discreta a severa, podendo ainda apresentar
extravasamento do AR presente na parede dos vasos para 0 neuropilo adjacente,
condicao esta denominada alteracao disoérica (Figura 9C). Além disso, alguns vasos,
principalmente aqueles do neurdpilo, apresentaram separa¢do das camadas da
parede vascular, denominada “double barrelling” (Figura 9D). Dos 16 casos com
CAA nos vasos do neur6pilo, 87% (14/16) apresentavam CAA severo com
alteracdes diséricas em pelo menos uma das areas analisadas do encéfalo. Em
relacdo aos vasos da leptomeninge acometidos por CAA, 40% apresentavam CAA
discreto, 40% apresentavam CAA moderado, enquanto que em 20% dos casos a
CAA era severa.

No que tange a idade dos caes, foi observada forte correlacdo entre a
quantidade de deposicao de AB na parede dos vasos do neurdpilo e a idade dos
animais, sendo os animais mais velhos, 0s que possuiam maior area de deposi¢ao
de AB em vasos do neurdpilo quando comparados aos mais jovens (p<0,05;
r’=0,36) (Figura 10). Quando avaliados somente os cdes senis acima de oito anos
de idade, em relagdo a area de deposi¢cao de AB nos vasos do neurépilo, houve
correlacdo positiva (r*=0,38).

Na avaliacdo da CAA nos vasos do neurépilo nos animais divididos em
grupos relacionados a idade e porte, foi observado aumento mais expressivo da
area de AB nos vasos dos animais de pequeno porte, com média de 10.701 pm?2 nos
animais de 8 a 12 anos e 81.811 um?2 nos animais de 12 a 17 anos, seguido por
aumento discreto nos animais de portes médio e grande, com o avancar da idade.
Nao foi observada diferenca estatistica na area de AB depositada em vasos do
neuropilo entre os cortices frontal, temporal e occipital (p>0,05) (Figura 10).

Foi observada associacdo entre a presenca de micro-hemorragias
perivasculares no encéfalo e a CAA no neurépilo (p<0,05), onde 56% dos cédes com
CAA no neurédpilo apresentavam areas de micro-hemorragias perivasculares. Foi
ainda demonstrado que os animais que apresentaram deposicdo de AB na parede
dos vasos do neurépilo tem nove vezes mais chance de apresentar micro-

hemorragias perivasculares quando comparados aos animais sem CAA.



52

X * . »
<
. 2 s 5
3 ° F .
. ” N‘ 9- b -

ﬁ‘ ~ r ® 15 i,k ‘
. & ...!' "

3 s -

. |
§* § 4 .
™ <.
. e .

¥ -

Figura 9 - LesBes no sistema nervoso central de cées senis deteccdo da deposicdo de AB nos vasos
do neurdpilo e leptomeningeos. (A) Deposi¢do de AR na tunica média dos vasos da leptomeninge do
cortex occipital em um c&o da raga Pitbull de 13 anos de idade (caso 24). E possivel identificar um
vaso com parte da circunferéncia de sua parede imunomarcada (asterisco), compativel com fase mais
branda da CAA. (B) Deposicdo de AB em arteriolas (seta) e capilares (asterisco e cabeca de seta) do
neurdpilo no cértex occipital de um cdo sem racga definida de nove anos de idade (caso 11). (C)
Deposicao severa de AR com alteracbes diséricas na parede de capilares do neurépilo do cortex
occipital de um céo da raga Poodle de 14 anos de idade (caso 27). Na imagem é possivel visualizar o
Iimen dos capilares (asterisco). (D) Deposigdo severa de AR com alteragdes disdricas na parede de
capilares do neurépilo e arteriola do cértex occipital de um cao da raca Poodle de 17 anos (caso 32).
Nota-se a separagdo das camadas da parede da arteriola, denominada “double barrelling” (seta).
Pela severidade da deposicdo de AB ndo é possivel visualizar o [imen dos capilares acometidos
(asterisco). Objetiva: 20x. Fonte: (RODRIGUES, L.L, 2019).

No presente estudo, em 61% dos caes senis (16/26) havia deposicao
concomitante de AP no neuropilo, sob a forma de placas, como nos vasos
leptomeningeos ou do neuropilo, os quais caracterizam a CAA. Somente em um cao
(Caso no. 31) havia a deposigéo de AB nos vasos do neuropilo e leptomeningeos e
auséncia de deposicéo de AB sob a forma de placas no neuropilo. Entretanto, nao foi

observada associacéo entre a presenga da deposi¢céo de AB no parénquima do SNC
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com a deposicdo na parede dos vasos (p>0,05), nem entre a severidade na
deposicdo de ambas (p>0,05). Dos 15 casos que apresentaram concomitantemente
CAA e placas de AB, 60% apresentavam os dois tipos de deposicdo em areas
coincidentes.
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Figura 10 — Quantidade de deposi¢do de AB em vasos do neurdpilo nas diferentes areas do encéfalo
de cées (cortices frontal, temporal, occipital e a totalidade de AR nas trés diferentes areas). Foi
observada forte correlagéo entre a quantidade de deposi¢cdo de AR na parede dos vasos do neurdpilo
e a idade dos animais, sendo os animais mais velhos, os que possuiam maior area de deposicdo de
AB em vasos do neurépilo quando comparados aos mais jovens (p<0,05; r°=0,36). Entretanto, n&o
houve estatisticamente diferenca na quantidade de AB depositado nos vasos entre as diferentes
regibes analisadas (p>0,05). Fonte: (RODRIGUES, L.L, 2019).

No que tange a reatividade de astrocitos, avaliado por meio da expressao da
GFAP, foi identificada forte correlacéo positiva entre a astrocitose e a idade dos caes
no presente estudo (p<0,05; r2=0,65), demonstrando que o0 grau de astrocitose

aumentou com o avancar da idade. Foi também avaliada a relacdo entre a
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imunomarcacao do encéfalo pela GFAP e AB, ndo sendo observada correlagao entre
as marcacgfes, mostrando desta forma que ndo ha correlagédo entre a astrocitose e a

area de deposigao de AR, tanto no neurdpilo, como na parede dos vasos (p>0,05).

3.4 DISCUSSAO

Os cées tém sido utilizados como modelo animal para estudos comparativos
das doencgas que sao resultantes da deposicdo de AB no encéfalo, tais como a
doenca de Alzheimer e CAA (OVERALL, 2000; BOSCH et al., 2012; HEAD et al.,
2016). Entretanto, varios aspectos relacionados a deposigdo de AR no encéfalo de
céaes, tais como areas acometidas e relacdo entre CAA, placas senis, e idade, ainda
nao foram totalmente elucidados. No presente estudo, investigamos a deposicédo de
AB no encéfalo de caes idosos, de diferentes racas e idades, tanto sob a forma de
placas senis como em vasos leptomeningeos e do neurdpilo.

No presente estudo, AB foi detectado sob a forma de placas senis em cées a
partir de nove anos de idade, em que houve uma correlacdo positiva entre o
aumento de idade e area de deposicdao de AB sob a forma de placas senis,
considerando toda a populacdo estudada. Semelhantemente, outros estudos
apontam para um aumento da deposicao de A em placas com o avancar da idade
em caes (HEAD et al., 2000, 2016; SCHMIDT et al., 2015). Entretanto, quando se
avaliou somente o grupo de cdes acima de oito anos de idade e grupos
normalizados pelo porte e raca, no presente estudo, ndo houve correlagédo entre o
aumento da idade com a quantidade de AB depositada sob a forma de placas senis.
Isto provavelmente se deve a heterogeneidade da populacdo de cées estudada, no
gue tange a raca e ao porte destes animais. A selecao de cédes para o estudo da
deposicdo de AB pode ser um fator que contribui para a variabilidade individual
resultando em uma falta de correlagédo entre idade e deposi¢céo de AB (HEAD et al.,
2000). Em céaes, hd uma correlacéo inversa entre expectativa de vida e tamanho do
animal, sendo que os cées de grande porte sdo mais predispostos a doencas
degenerativas e, portanto, possuem uma menor expectativa de vida (PATRONEK;
WATERS; GLICKMAN, 1997).

Satou et al. (1997) demonstrou diferencas no padrdo de deposicdo do AB sob
a forma de placas senis que evoluiam com a idade dos pacientes estudados, em

uma populacdo homogénea de caes, sendo a maioria da raca Beagle, em que havia
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um aumento na compactacédo das placas com o aumento da idade. Os tipos | e I
foram mais frequentes nos cées até 15 anos e os tipos lll e IV nos cées acima de 15
anos (SATOU et al., 1997). Outros autores, mesmo estudando populacdes
heterogéneas de cées, também demonstraram a prevaléncia dos padrdes lll e [V em
animais mais velhos (SCHMIDT et al., 2015; SCHUTT et al., 2016). No presente
estudo, ndo houve correlacdo entre a idade e o grau estabelecido por SATOU et al.
(1997). O padréo 1V, o qual esta presente em cées mais velhos, foi detectado em
cées abaixo de 15 anos neste estudo, sendo dois cédes de porte médio, um SRD e
um Buldogue Francés, de 10 e 13 anos respectivamente, e um cao de porte grande,
da raca Golden Retriever, com nove anos de idade, refutando a afirmacao de que os
tipo 1V, caracterizado pela deposicdo de placas compactas, acometem
preferencialmente animais mais velhos. OZAWA et al. (2016) também néo
verificaram uma compactacdo das placas com o aumento da idade, uma vez que
apos os 14 anos foi observada uma mudanca no padrdo, com aumento de placas
difusas (Satou | e II) no cértex cerebral dos cdes acometidos. Em humanos, as
placas inicialmente sdo detectadas do neocértex e morfologicamente séo
classificadas como difusas, e nos estagios mais tardios da deposi¢do, outros tipos
de placas, tais como as placas neuriticas e dense-cored plaques, sdo detectadas
(THAL et al., 2002). Entretanto, em cées néo sédo observados depositos de AB sob a
forma de dense-cored plaques, 0s quais estdo associados as fases avancadas da
AD em humanos, sendo portanto, os cdes modelos para a deposicéo inicial da AR no
encéfalo (SCHUTT et al., 2016).

No presente estudo, ndo houve diferencas entre a quantidade de AP
depositado sob a forma de placas senis entre os cortices frontal, temporal e occipital,
0S quais pertencem ao neocortex. Semelhantemente, em humanos, a fase inicial da
deposicdo de AR, denominada fase 1, as placas sédo exclusivamente encontradas no
neocortex (THAL et al., 2002). Numa fase mais avancada, a fase 2, além do
envolvimento do neocértex, ha deposi¢cdo de AR no hipocampo (THAL et al., 2002).
Porém, no presente estudo, AB foi detectado no hipocampo de caes com os mais
diversos graus de deposi¢cao de AB no neocortex, desde o grau Satou | até o grau
IV, sendo que em um cao houve imunomarcacao no hipocampo com auséncia de Ap
no neocortex. Em cades da raca Beagle, verificou-se que a deposicdo de AB ocorre
inicialmente no cortex pré-frontal, e em estagios mais avangcados, os cortices parietal

e entorrinal também sé&o acometidos, sendo o cortex occipital, o Ultimo a ser afetado
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pela deposicdo de AB (HEAD et al.,, 2000). Diferentemente, ao utilizar uma
populacdo heterogénea de cées, os cértices frontal, temporal e occipital avaliados no
presente estudo, foram igualmente afetados pela deposicdo de AR sob a forma de
placas senis, sem correlacdo da area afetada com a idade. Portanto, na avaliacao
de caes de diferentes racas e portes, ndo pode ser estabelecido um padrdo de
deposicao de AB nas diferentes areas do encéfalo, bem como sua relagdo com a
idade dos céaes.

A deposicao de AB na parede dos vasos sanguineos do encéfalo (CAA), tanto
do neuropilo como leptomeningeos, tém sido amplamente discutida em humanos.
Vasos de diferentes calibres podem ser acometidos, como artérias, arteriolas,
capilares e raramente veias (VONSATTEL et al., 1991; JELLINGER, 2002; ATTEMS;
JELLINGER; LINTNER, 2005). No presente estudo, a CAA foi detectada em 73%
dos cées idosos com idade acima de oito anos, destes 100% com deposicéo de AR
nos vasos das leptomeninges e 84% nos vasos do neurépilo. Da mesma forma,
(SCHUTT et al., 2016) observou em seu estudo que os vasos das leptomeninges
eram mais frequentemente acometidos pela deposicdo de AB do que os vasos do
neurodpilo. Foi observada correlagdo positiva entre o aumento de idade e a area de
deposicdo de AB nos vasos do neurdpilo, tanto na avaliacdo de toda a populacao
estudada como na avaliagdo dos animais acima de oito anos de idade.
Diferentemente da deposicdo de AB sob a forma de placas senis, quando os cées
foram avaliados para CAA com normalizacdo da idade pela raca e porte, foi
observada correlacdo positiva entre area de deposicao de AB na parede dos vasos
do neurdpilo e a idade, com destaque para os caes de pequeno porte, onde o
aumento da area foi mais expressivo com o avancar da idade do que os cées de
portes médio e grande. Da mesma forma, outros estudos com caes com diversas
racas demonstraram aumento na area e intensidade de deposigdo de AB nos vasos
do neurdpilo com o avancar da idade (WEGIEL et al., 1995; PAPAIOANNOU et al.,
2001; SCHMIDT et al., 2015; OZAWA et al., 2016; NESIC et al., 2017).

Além disso, igualmente a deposicdo de AB no neurdpilo sob a forma de
placas, ndo houve diferenca estatistica entre o deposito de AR nos vasos do
neurdpilo entre as diferentes areas do coértex estudadas. Um estudo com 36 caes de
diversas racas observou maior frequéncia de CAA no cortex frontal, porém n&o
foram avaliados nesse estudo &reas relevantes ao acometimento por CAA, como

cortex occipital e temporal (NESIC et al., 2017). N&do ha até o presente momento
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nenhum estudo que avalie amplamente as areas do cortex quanto a distribuicdo da
CAA que os autores do presente estudo tenham conhecimento. Em humanos,
diversos autores observaram que a CAA é mais frequente no cortex occipital,
seguido pelos cortices frontal, temporal e parietal (YAMADA et al., 1987; ATTEMS,
2005; VINTERS HV, 2013).

Neste estudo, foi observada associacédo entre a presenca de CAA em vasos
do neurdpilo e micro-hemorragias perivasculares em céaes, tendo os caes com CAA
nove vezes mais chance de apresentarem micro-hemorragias perivasculares do que
os caes sem deposicdao de AP nos vasos do encéfalo. Estudos em humanos
apontam gue os vasos acometidos pela CAA podem apresentar diversas alteracdes
morfolégicas que comprometem sua funcdo (CHARIDIMOU; GANG; WERRING,
2012). Nos casos de intensidade leve a moderada de deposi¢dao de AR nos vasos,
pode ser observado espessamento da parede do vaso com reducao do limen dos
vasos, levando a vasodilatacdo e vasoconstricdo inadequadas. JA nos casos de
deposicdo de AP mais severos, ha adelgacamento da parede e dilatacdo do lumen,
com consequente fragilidade da parede vascular (WEGIEL et al., 1995; ZEKRY et
al., 2003), levando a formacdo de micro-aneurismas e micro-hemorragias
perivasculares (VONSATTEL et al., 1991). Um estudo com cées observou areas de
hemorragia préximas a vasos acometidos pela CAA (UCHIDA et al., 1990).

Apesar de 61% dos casos avaliados no presente estudo apresentarem
concomitantemente deposicdo de AR sob a forma de placas senis e em vasos,
caracterizando a CAA, ndo foi identificada associagdo estatistica significativa entre
as duas formas de deposi¢cdo de ARB. Isso pode ser devido ao fato de haver apenas
um animal que apresentou CAA sem deposicdo de AB sob a forma de placas senis.
Também néo foi observada correlagdo entre a severidade na deposi¢cao de AB sob
as duas formas. Alguns estudos observaram correlagédo entre a deposigcao de AR sob
a forma de placas senis e em vasos (YOSHINO et al., 1993; SCHUTT et al., 2016;
OZAWA et al., 2016), ao passo que outro ndo observou relacdo entre os dois tipos
de deposicdo (PAPAIOANNOU et al.,, 2001), sendo esta relacdo ainda pouco
elucidada. Além disso, dos 15 casos avaliados no presente estudo que
apresentaram concomitantemente CAA e placas de AB, 60% apresentavam os dois
tipos de deposicdo em areas coincidentes, achado esse consistente com o que foi
relatado por (SCHUTT et al., 2016), mas conflitante com o estudo de (OZAWA et al.,

2016), onde as deposicdes ndo apresentavam co-localizacéo.
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Em humanos com AD, demonstrou-se que os astrécitos reativos podem estar
intimamente relacionados a patogénese da formacdo de placas no neurdpilo
(NAGELE et al., 2003). No tocante a reacao astrocitaria, houve correlacdo positiva
entre 0 aumento no namero de astrécitos (astrocitose) com o avancar da idade.
Entretanto, ndo houve correlagdo, no presente estudo, entre astrocitose e a
deposicdo de AB. Semelhantemente, PAPAIOANNOU et al. (2001) também
observou, em cées, que houve correlacdo entre o aumento da marcacao de GFAP e
idade, que nao estava associada a deposi¢ao de AB. Entretanto, ndo se pode excluir
que os astrécitos, em cées, possam ter participacdo na patogénese das doencas
associadas ao deposito de AB, mas que outras alterac6es encefélicas que ocorrem
com o avancar da idade também podem ser associadas a esse aumento no numero
de astrécitos. Em céaes, foi demonstrado que nas proximidades dos depdsitos de AR,
h& uma resposta astrocitaria importante (SCHMIDT et al., 2015). Ozawa et al. (2016)
também verificou relagdo entre astrocitose e deposi¢cao de AB, além da correlagéo
positiva entre astrocitose e idade.

No presente estudo, todos os cdes acima de oito anos apresentavam pelo
menos uma alteragdo microscopica no encéfalo relacionada ao envelhecimento, tais
como degeneracdo e perda neuronal no hipocampo ou cortex, inclusao
citoplasmatica de lipofuscina, areas de gliose difusa ou focais, espessamento e
calcificacdo de meninges, vacuolizacdo de substancia branca e, espessamento da
parede de vasos do neur6pilo ou leptomeningeos. Todos esses achados sao
comumente relatados em cdes senis (BORRAS et al., 1999; SCHMIDT et al., 2015;
HEAD et al., 2016).

Em concluséo, o presente estudo demonstrou que a deposicdo de AB, sob a
forma de placas senis ou CAA é extremamente heterogénea em céaes de diferentes
racas e portes. Além disso, 0 CAA em cdaes estava associado a presenca de micro-
hemorragias no encéfalo, demonstrado uma possivel fragilidade vascular em
decorréncia da deposigcdo de AB. Apesar de vérias caracteristicas da doenca em
cdes serem semelhantes aguelas em observadas em humanos, a escolha da raca e
porte para utilizacdo como modelo animal pode interferir no padrdo de deposicéo de

AB no encéfalo.
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Abstract

Background: 3-amyloid (AB) can accumulate in the brain of aged dogs, and within vessels walls, the disease is
called cerebral amyloid angiopathy (CAA). In humans, Alzheimer's disease and CAA are strongly correlated with
cerebrovascular disease. However, in dogs, this association has not been extensively studied yet. The present report
highlights the pathological and clinical features of a concomitant cerebrovascular disease and amyloid precursor
protein (APP) accumulation in the brain of a dog.

Case presentation: A female, 16-year-old, Standard Poodle with a one-year history of cognitive deficits presented
with an acute onset of right-sided postural reaction deficit and circling, left-sided head tilt, positional nystagmus,
and ataxia. Due to poor prognosis the dog was euthanized, and pathological examination of the brain revealed an
acute lacunar infarction within the thalamus extending to rostral colliculus. Additional findings included subacute
and chronic areas of ischemia throughout the brain and areas of hemorrhage within the medulla. Immunolabeling
revealed APP deposition within intraparenchymal vessels of frontal, temporal and occipital cortex, hippocampus,
diencephalon, mesencephalon and myelencephalon, besides meningeal vessels walls. Glial fibrillary acidic protein
(GFAP) immunolabeling showed marked astrocytosis around the acute area of infarction and within chronic areas
of ischemia. Histological examination of the brain along with immunohistochemistry results showed a concomitant
APP, which is an AB precursor, accumulation within the neuroparenchyma and vessels (CAA) with histological
evidences of a cerebrovascular disease in an aged dog.

Conclusions: This report shows that APP accumulation in the brain can occur concomitantly to a severe
cerebrovascular disease in a dog. Further studies are necessary to elucidate if cerebrovascular disease is associated
with AR accumulation in the brain of dogs.

Keywords: Amyloid, CAA, Canine, Congophilic angiopathy, Ischemia, Stroke

Background

Cerebrovascular disease (CVD), defined as any abnormal-
ity of the central nervous system (CNS) resulted from
pathologic processes that compromises the blood supply
[1], is a well-recognized cause of disability in humans.
Despite its relative rarity, CVD is now recognized as a
cause of neurological disfunction in dogs and cats and can
be either classified as ischemic or hemorrhagic [2, 3].
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Vessel occlusion by thromboembolism resulting in ische-
mic stroke and vessel rupture causing hemorrhage are the
main direct consequences of CVD in dogs and cats [3].
Chronic hypertension, which results in atherosclerosis and
lipohyalinosis in small penetrating arteries of the brain, is
also suspected of being one of the main underlying
conditions that may predispose dogs to CVD [4, 5]. Other
predisposing conditions may include neoplasia, sepsis,
hypothyroidism, parasites, vascular malformation, and
coagulopathy [4].

Cerebral amyloid angiopathy (CAA), which is charac-
terized by the deposition of B-amyloid peptide (AP) in
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parenchymal and leptomeningeal blood vessels, is a
common disease in aged people, and associated with
Alzheimer’s disease (AD) [6]. In dogs, a condition like
AD, characterized by accumulation of senile plaques
composed either by Ap or AP precursor protein (APP),
has been well described [7-12]. Importantly, the accu-
mulation of AB within blood vessels (CAA), has also
been reported in dogs [7, 10, 11]. In humans, CAA has
been associated with vascular lesions, such as ischemic
infarcts and intracerebral hemorrhages [6]. Intracerebral
hemorrhages have also been reported in association with
CAA in dogs [10].

Although infarcts, hemorrhages and white matter loss
have been associated with CAA in humans [6], few studies
have reported the occurrence of both brain infarcts and
hemorrhages in dogs with CAA. The aim of the present
study was to describe the clinical and pathological aspects
of infarctions and hemorrhages within the CNS of a dog
with APP deposition within vascular walls.

Case presentation

A female, 16-year-old, Standard Poodle was presented at a
private veterinary clinic. The owner reported several
changes in the mental status 1 year prior to clinical exam-
ination. These changes were recognized as confusion and
reduced awareness, impaired recognition of human family
members and loss of previously learned abilities. Two days
prior to clinical examination, the animal presented with a
generalized tonic-clonic seizure. Subsequently, the animal
presented with a poor appetite and lethargy, with circling
and ataxia.

The neurologic exam revealed acute right-sided abnor-
malities characterized by postural reaction deficit, circling,
and head and neck turn in addition to left-sided head tilt,
positional nystagmus, and ataxia. The owner declined to
perform a magnetic resonance imaging exam.

The clinical signs evolved to lateral recumbency and
the dog was unable to feed itself, characterizing a poor
prognosis. Therefore, the dog was euthanized and
submitted for necropsy at the Department of Pathology
of the School of Veterinary Medicine and Animal
Science (FMVZ), University of Sao Paulo (USP). The
brain was entirely fixed in 10% buffered formalin and
routinely processed for histology. Sections of the brain
were stained with hematoxylin and eosin, and were also
submitted for immunohistochemistry for detection of
APP and glial fibrillary acidic protein (GFAP). Briefly,
several sections of CNS were submitted to antigen re-
trieval with citrate buffer pH 6.0. Then, the slides were
incubated with primary antibodies anti-APP (Millipore,
Darmstadt, Germany) and anti-GFAP (Dako, Agilent,
Santa Clara, California, USA) diluted at 1:200 and
1:14000, respectively. The antigen-antibody binding was
visualized using EnVision FLEX System kit (Dako,
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Agilent, Santa Clara, California, USA), according to
manufacturer’s instructions. As a positive control for
APP staining, a brain of dog with traumatic brain injury
with axonal degeneration was used. A brain of a young
dog without significant histological lesions were used as
negative control for APP labeling.

Grossly, the lateral ventricles were mildly distended,
with flattened gyri and mild widening of sulci.

Histologically, intraparenchymal and leptomeningeal
blood vessels from many areas of CNS, including the
myelencephalon up to cerebral cortex were mildly to
severely thickened by an acellular and hyaline material.
On the right paramedian region, extending from the
thalamus, at the level of diencephalon and mesenceph-
alon junction to the oculomotor nucleus, at the level of
rostral colliculus, there was a locally extensive, well
demarcated, lacunar area with marked loss of neuropar-
enchyma tinctorial properties with coagulative necrosis
surrounded by a rim of severe spongiosis (Fig. 1la).
Within the area of necrosis, multifocally, neurons had a
pyknotic nuclei and hypereosinophilic cytoplasm (neur-
onal necrosis). There was also necrosis and degeneration
of glial and endothelial cells, characterized by pyknotic
and karyorrhectic nuclei (Fig. 1b). The perivascular
compartments of surrounding vessels were infiltrated by
a low number of histiocytes (Fig. 1c). Within the area of
spongiosis there was a large number of swollen axons
forming axonal spheroids (axonal degeneration). GFAP
immunolabeling showed an increase in the number,
complexity, and thickness of astrocytic process (astro-
gliosis) surrounding the necrotic lesion (Fig. 1d). Within
the necrotic area, the astrocytic processes were not
evident. GFAP was mildly detected within degenerated
and necrotic astrocytes inside the necrotic area. These
findings are compatible with an acute area of ischemia/
infarction with initial reactive gliosis with minimal
inflammation.

Multifocally, lacunar areas of subacute infarction were
visualized within the cerebellum, mainly involving the
granular layer and adjacent white matter (Fig. 2a). The
areas were characterized by a high number of granular
cells with pyknotic and karyorrhectic nuclei, with lique-
faction of neuropil, admixed with a moderate number of
foam macrophages (Gitter cells) and axonal spheroids
(Fig. 2b). These areas were surrounded by a moderate
number of new-formed blood vessels with hypertrophied
endothelial cells (neovascularization) with adjacent
areas of hemorrhage and mild perivascular cuffing
containing histiocytes. Prominent astrogliosis, demon-
strated with GFAP immunolabeling, involving also the
Bergman glia were visualized at the periphery of these
necrotic areas (Fig. 2c).

Chronic lacunar areas of ischemia were also present
within the telencephalon at the level of basal nuclei and
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Fig. 1 Cerebral amyloid angiopathy in a dog: central nervous system lesions. A-C, hematoxylin and eosin staining. a. At the level of oculomotor
nucleus, a well demarcated, lacunar area of acute ischemia with coagulative necrosis surrounded by a rim of severe spongiosis (arrows) was visualized.
b. Within the infarcted area there was neuronal necrosis (arrow) and degeneration and necrosis of glial cells (arrowheads). c. Perivascular cuffing of a
low number of histiocytes was detected in vessels around the infarcted area. d. GFAP immunolabeling showed a severe astrogliosis (brown staining)
Lsurrounding the necrotic lesion (asterisks), in which astrocytic processes weren't evident. Scale bars, a — 200 um, b - 70 um, ¢ = 50 um, d - 100 um

hippocampus. These areas were pallor, well demarcated ~moderate number of cells with an abundant eosino-
with neuron loss and with a marked proliferation of philic cytoplasm and an eccentric nuclei (gemisto-
capillaries with hypertrophied endothelial cells. There cytes). Rare perivascular cuffing of small number of
was a mild to moderate spongiosis with an increase histiocytes were visualized. Within these areas there
in the number of glial cells (gliosis), including a was a marked increase in the number of astrocytes

Fig. 2 Cerebral amyloid angiopathy in a dog: central nervous system lesions. A-B, hematoxylin and eosin staining. a. In the cerebellum, a lacunar
area of subacute infarction was visualized involving the granular layer and adjacent white matter (arrows). b. The subacute infarction was
characterized by coagulative and liquefactive necrosis with Gitter cells (arrow), new-formed blood vessels (arrowhead) and axonal spheroids
(asterisk). . GFAP immunolabeling showed prominent astrogliosis (arrow), involving also the Bergman glia (asterisk). d. In chronic areas of
ischemia there was a marked increase in the number of astrocytes (astrocytosis) and astrogliosis as demonstrated by GFAP immunolabeling
(asterisks). Scale bars, a, ¢, d — 200 um, b — 50 um
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(astrocytosis) and astrogliosis as demonstrated by
GFAP immunolabeling (Fig. 2d).

In additional to the areas of ischemia/infarcts, within
the medulla at the level of obex, there were multifocal
areas of hemorrhage within the reticular formation and
several nuclei (Fig. 3). The white matter of many areas,
including telencephalon to the myelencephalon, were
variably degenerated.

APP immunolabeling were visualized more frequently
within the wall of intraparenchymal blood vessels
(Fig. 4a), and occasionally affecting leptomeningeal
vessels. Intensity of APP immunolabeling varied from
mild to severe, according to Attems [6]. APP affected
vessels from many areas of the CNS, but had a patchy
distribution, characterized by APP-positive areas with
adjacent APP-negative areas. Frontal lobes and temporal
lobes were more affected when compared to occipital
lobes. Other affected areas included the hippocampus,
diencephalon, mesencephalon and myelencephalon. The
cerebellum was less affected. Rarely, vessels with dyscho-
ric change were observed, which consists in additional
spreading of APP from vessels to adjacent neuropil (Fig.
4b). Importantly, a large number of hyalinized vessels
weren’t immunolabeled for APP, especially those with a
higher wall thickness. Within the periphery of the acute
infarction, swollen and degenerating axons were immu-
nolabeled for APP (Fig. 4c).

At the level of rostral commissure (basal nuclei) and
thalamus there are locally extensive areas where a
multifocal staining for APP was visualized within the
neuroparenchyma. Within these areas, two types of APP
staining were seen. Small, up to 25 pm in diameter, areas
of staining containing a round, dense and darkly stained
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central region (Fig. 4d) were visualized in addition to
other labeled areas, in which a central darkly stained
core was not present (Fig. 4e) [13].

The brain of a young dog used as negative control
didn’t exhibit APP immunostaining within CNS vessels
or within the neuroparenchyma (Fig. 4f).

Discussion and conclusions
The diagnosis of CAA was based on histological changes
observed in blood vessels, and by demonstration of APP
by immunohistochemistry within the wall of these
vessels. In dogs, similarly as in humans, AB is derived
from APP [14]. Therefore, in the present study, the
detection of APP highly suggests an ongoing cerebrovas-
cular disease associated with A deposition. Besides
vascular walls, APP immunolabeling was also visualized
within the neuroparenchyma in some areas of the CNS
in the dog from the present study. Importantly, this dog
had histological lesions related to vascular injury, such
as areas of ischemia/infarctions and hemorrhages.
Several neurological changes, like those observed in
humans have been described in the CNS of old dogs
(reviewed by Vite and Head [15]). These pathological
changes, among others, includes AP deposits, CAA,
vascular disease, and infarcts [15]. The post-mortem
examination of 16-year-old dog from the present study
that presented with acute neurological signs prior to
death, revealed that this dog had a severe CAA, in
addition to intraparenchymal AP deposits, which are
found in AD. In humans, these disorders are correlated
with each other, and the prevalence of CAA in AD is
over 70% [6]. The severity of CAA has been correlated
with progressing AD pathology [16]. In dogs, a condition

Fig. 3 Cerebral amyloid angiopathy in a dog: central nervous system lesions. Hematoxylin and eosin staining. Multifocal hemorrhages within the
medulla at the level of the obex. Scale bar, 100 pm
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Fig. 4 Cerebral amyloid angiopathy in a dog: detection of amyloid precursor protein (APP). a. The wall of intraparenchymal blood vessels was
strongly immunolabeled for APP (brown staining). b. Additional spreading of APP from vessels to adjacent neuropil (arrow) of cerebellum was
visualized. ¢. Swollen and degenerating axons were immunolabeled for APP within the periphery of the acute infarction. d. Small, up to 25 um in
diameter, areas of immunolabeling for APP containing a round, dense and darkly stained central region was detected. e. Other round areas of
APP immunolabeling within the neuroparenchyma without a darkly stained central region was also detected. f. The brain of a control dog didn't
exhibit immunolabeling for APP. Scale bars, a — 70 pm, b, ¢, € — 50 um, d — 50 um, f — 200 ym

like AD in humans, with deposition of AP plaques has
been described [7-12]. Similarly, AR deposition within
the wall of intraparenchymal and meningeal vessels,
resulting in CAA was reported in dogs [7, 10, 11].

In addition to CAA and AP deposits in the brain,
the dog from the present report had several areas of
ischemia/infarction and hemorrhages in the brain. In
humans, CAA has been associated with these vascular
disorders [6]. In CAA, elastic elements and smooth
muscle are replaced by AP deposition, which could
induce aneurysms and consequently intracerebral
hemorrhages [6]. In dogs, intracerebral hemorrhage
has been associated with CAA [10].

In the present study, the cerebral ischemic infarcts
had a lacunar distribution, demonstrating that intra-
parenchymal, small and penetrating arteries were the
most likely affected vessels. In a previous study, the cause
of lacunar infarcts in dogs couldn’t be determined [17].
Ischemic cerebral infarcts have been observed in patients
with CAA, which could be a risk factor for cerebral
infarcts in aged people [18]. Although the exactly

pathogenic mechanism of occurrence of ischemic infarcts
associated with CAA is not known [6], Ap could induce
loss of vascular reactivity resulting in a more severe ische-
mia, with reduction of collateral circulation in ischemic
tissues at risk for infarction [19]. In the present case,
thickened and hyalinized, intraparenchymal and menin-
geal vessels that were not immunolabeled for APP were
visualized in the dog from the present report. Histologi-
cally, these vessels resemble those found in aged people
with vascular dementia [20]. Although CAA could con-
tribute for development of ischemic injury in the present
case, we cannot rule out other vascular pathological
processes. There is an increase evidence of overlapping of
AD and cerebrovascular lesions [21]. Vascular changes in
the aged brains can be found in a significant proportion of
AD patients [20]. Cerebrovascular lesions and AD may
coexist in earlier stages of cognitive impairment and may
influence its severity and progression, thus making its
diagnosis challenging even for neuropathologists [21].

The dog from the present report had cognitive deficits
for 1 year such as impaired recognition of human family
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members and loss of previously learned abilities.
Multiple subacute and chronic areas of ischemia in the
brain of this dog, as evidenced by astrocytic reactivity
within these areas, demonstrates that this dog was
suffering from an ongoing cerebrovascular disease. The
cognitive deficits presented by this dog are most likely
due to AP deposition in the brain and neuronal loss due
to the multiple old areas of ischemia [15]. However, the
dog presented acute neurological signs, and at neuro-
logical exam had an ipsilateral postural reaction deficit,
ipsilateral circling, and head and neck turn with contra-
lateral head tilt, positional nystagmus, and ataxia. These
signs are probably due to the acute ischemic infarct
histologically visualized extending from the thalamus to
the diencephalon and mesencephalon junction. Similar
clinical signs were observed in dogs with midbrain/thal-
amic infarcts [17].

In conclusion, this report shows a concomitant neuro-
degenerative disease characterized by APP deposition,
which is an AP precursor, within the neuroparenchyma
and vessels with a severe cerebrovascular disease in an
aged dog. Further studies are necessary to elucidate the
relationship between vascular disease and AP accumula-
tion in the brain of dogs.
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