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Figura 12 ï Os doentes de Alzheimer apresentam uma maior percentagem de células B 

em circulação expressando receptores de co-estimulação/activação, homing e apoptose. 

[A] Expressão de CD69; [B] Expressão de CD40; [C] ï Expressão de CD95 e [D] ï 

Expressão do receptor CCR1. Os resultados estão expressos em Percentagem Celular 

(%) relativa ao total de células B e representam a média±e.p.m (n=10). As diferenças 

estatisticamente significativas p<0,05,  p<0,01 e p<0,001 são representadas por um, dois 

e três *, respectivamente. Legenda: [DA] ï Doentes de Alzheimer; [DCL] ï Défice 

Cognitivo Ligeiro; [CTL] ï Grupo Controlo. ................................................................. 38 

Figura 13 - Diferente expressão de IL6R à superfície da população total de células B 

entre os diferentes grupos em estudo. Os resultados estão expressos em Intensidade 

Média de Fluorescência (IMF) e representam a média±e.p.m (n=10). As diferenças 

estatisticamente significativas p<0,05 e p<0,001 são representadas por um ou três *, 

respectivamente. Legenda: [DA] ï Doentes de Alzheimer; [DCL] ï Défice Cognitivo 

Ligeiro; [CTL] ï Grupo Controlo. .................................................................................. 39 

Figura 14 ï População Total de Células B. Os resultados estão expressos em 

Percentagem Celular (%) e representam a média±e.p.m (n=10). As diferenças 

estatisticamente significativas p<0,05 são representadas por um*. Legenda: [DA] ï 

Doentes de Alzheimer; [DCL] ï Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] ï Grupo Controlo . 39 

Figura 15 ï Células B totais CD19+ que estão a produzir IL-10. Os resultados estão 

expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células B e representam a 

média±e.p.m (n=10). As diferenças estatisticamente significativas p<0,05 são 

representadas por um*. Legenda: [DA] ï Doentes de Alzheimer; [DCL] ï Défice 

Cognitivo Ligeiro; [CTL] ï Grupo Controlo .................................................................. 40 

Figura 16 - Expressão do receptor CXCR4 à superfície da população total de células B. 

Os resultados estão expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células B 

e representam a média±e.p.m (n=10). As diferenças estatisticamente significativas 

p<0,001 são representadas por dois *. Legenda: [DA] ï Doentes de Alzheimer; [DCL] ï 

Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] ï Grupo Controlo. ..................................................... 40 

Figura 17 ï Aumento de subpopulações de células B em doentes com DCL. [A] Células 

B reguladoras [B] Percentagem de células CD27+IgD+ a produzir IL-10. Os resultados 

estão expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células B e 

representam a média±e.p.m (n=10). As diferenças estatisticamente significativas 
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RESUMO 

 

INTRODUÇÃO:  A inflamação do sistema nervoso central é uma característica da 

Doença de Alzheimer (DA). Apesar do papel da inflamação não estar bem esclarecido 

no processo neurodegenerativo, existem evidências da relação desta processo com a 

toxicidade da prote²na ɓ-amilóide e a patologia da doença. Diferentes estudos sugerem 

que a inflamação não está presente apenas nos cérebros de doentes de Alzheimer mas 

também nas células imunes periféricas. Desta forma, o objectivo deste estudo é perceber 

se existem diferenças nas células do sistema imune periférico de doentes com défice 

cognitivo ligeiro (DCL) e de doentes de Alzheimer, de forma a perceber o envolvimento 

do sistema imune periférico no processo neurodegenerativo. 

MÉTODOS:  Foram usados três grupos constituídos por indivíduos com a mesma 

média de idades. Assim foram recrutados 10 indivíduos sem doenças cognitivas que 

constituem o grupo controlo; 10 indivíduos diagnosticados com DA através da 

classificação NINCDS-ADRDA (McKhann, 1984) e 10 indivíduos diagnosticados com 

DCL, segundo os critérios da escala do ratio da demência clínica (Critérios de Petersen, 

2001). Estes indivíduos não eram portadores de doenças como Diabetes, inflamações 

crónicas ou doenças neoplásicas, nem tomavam medicações susceptíveis de influenciar 

as variáveis em estudo. A análise das subpopulações de células B, T, NK e macrófagos 

foi efectuada por citometria de fluxo. Para a detecção de quimiocinas  foram recrutados 

17 controlos sem doenças cognitivas, 21 indivíduos diagnosticados com doença de 

Alzheimer e 27 indivíduos com DCL, usando os mesmos critérios. A quantificação das 

quimiocinas G-CSF, IL-8; MCP-1, MIP-1Ŭ, MIP-1ɓ e MIG no soro dos indivíduos em 

estudo foi efectuada através de um ensaio multiplex que utiliza esferas que emitem 

fluorescência. Para amostras normais, a comparação entre os grupos foi realizada 

recorrendo à análise da variância ANOVA. Quando não existiu uma distribuição normal 

foi efectuado o teste de Kruskal-Wallis. Os resultados com os valores de ɟ<0,05 foram 

considerados indicativos de diferenças estatisticamente significativas. 

 

RESULTADOS: Verificaram-se alterações significativas ao nível das células B, as 

quais nos doentes de Alzheimer apresentavam uma expressão aumentada do marcador 

CD69 e da molécula CD40 essencial para o switch de classe de imunoglobulinas, da 
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mesma forma que existia um aumento das células B que sofreram switch de 

imunoglobulinas. Também se verificou um aumento da expressão de CD95/Fas e do 

receptor de quimiocinas CCR1. Os doentes com DCL apresentam uma diminuição do 

pool de células B Totais, associado a um aumento da expressão do receptor CD95/Fas. 

Existe ainda um aumento do CXCR4, da subpopulação de células B reguladoras e da 

percentagem de células B a produzirem IL-10. Nos doentes com DCL parece existir 

uma diferenciação das células Th naive no sentido Th2, dada a produção de IL-4 por 

parte destas células e no sentido Th17, dada a elevada produção da IL-17A por parte 

destas células. Existe ainda um aumento da subpopulação CD4+CD28+ produtora de 

IL-4. As células T citotóxicas não efectoras parecem estar a produzir uma quantidade de 

IFN-ɔ mais elevada tanto nos doentes de Alzheimer como nos doentes com DCL e uma 

quantidade de IL-10 mais baixa que os indivíduos controlo. As células NK apresentam 

uma maior produção de CRACC pelas células CD62L+ e pelas células CD62L- em 

ambos os grupos de doentes, quando comparados com o grupo controlo. Pelo contrário, 

os indivíduos controlo apresentam uma maior percentagem de células naive que os dois 

grupos de doentes. Nos monócitos existe um aumento da produção de IFN-ɔ pela 

subpopulação de monócitos inflamatórios nos indivíduos com DCL quando comparados 

com o grupo controlo. Observou-se um aumento de G-CSF e MIG em ambos os grupos 

de doentes quando comparados com o grupo controlo e quando se compara doentes de 

Alzheimer com doentes com DCL existe um aumento significativo de IL-8 e MIP-1ɓ no 

soro de doentes com DCL. 

CONCLUSÕES: Existem evidências claras da desregulação do sistema imune 

periférico na doença de Alzheimer, sendo urgente esclarecer a implicação dessas 

alterações ao nível do processo neurodegenerativo e, da mesma forma, perceber se a 

alteração do sistema imune periférico é simultânea ou surge como uma consequência do 

processo neurodegenerativo. Estes dados sugerem ainda perfis celulares diferentes entre 

os doentes. Doentes de Alzheimer parecem apresentar um perfil ligeiramente mais pró-

inflamatório, enquanto os doentes com DCL parecem apresentar um perfil mais anti-

inflamatório dada a maior percentagem de células a produzir a interleucina anti-

inflamatória IL-10. As quimiocinas IL-8 e MIP-1ɓ surgem como potenciais 

biomarcadores para distinguir DCL de DA. 

Palavras-Chave: Doença de Alzheimer, Défice Cognitivo ligeiro, Inflamação 
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ABSTRACT 

 

BACKGROUND: Inflammation of the central nervous system is a feature of 

Alzheimerôs Disease (AD). Even though the role of this inflammation in the 

neurodegenerative process is not clear, there are evidences of its relationship with 

amyloid toxicity and pathology. Different studies suggest that inflammation is not 

present only in the AD brain,  but also as peripheral immune cells. Thus, in the present 

study we assessed whether there were any disease related changes in the peripheral 

immune cells of mild cognitive impairment (MCI) and AD patients, which could shed 

some light into their involvement in the neurodegenerative process 

METHODS:  Three age-matched subject groups were recruited: 10 cognitively healthy 

controls, 10 patients diagnosed as AD, using NINCDS-ADRDA criteria (McKhann, 

1984), in mild to moderate stage using the Clinical Dementia Rating Scale (Rosen, 

1984) and 10 with amnestic-MCI (Petersen criteria, 2001). None of these subjects had 

diabetes, chronic inflammatory or neoplasic diseases, or medications susceptible of 

influencing study variables. The analysis of the B, T, NK cells and macrophages subsets 

were performed by flow cytometry. For the chemokine detection again three age-

matched subject groups were recruited: 17 cognitively healthy controls, 21 patients with 

mild to moderate AD and 27 with amnestic-MCI. The quantification of the chemokines 

G-CSF, IL-8, MCP-1, MIP-1a, MIP-1b and MIG in the sera was performed by 

multiplex fluorescent bead array. Data were analyzed using non-parametric One Way-

ANOVA for a normal distribution. When the distribution was not normal, the data were 

analyzed using a Kruskal-Wallis. A p-value <0.05 was considered significant.  

RESULTS: B cells were significant altered. On DA patients these cells exhibited higher 

levels of the molecules CD69 and CD40, which is essential for immunoglobulin switch 

classes, the same way B cells that suffered immunoglobulin switch classes were higher 

in these patients. We also observed higher levels of the CD95/Fas expression and higher 

levels of the CCR1 chemokine receptor. MCI patients showed a decrease of total B cells 

in association with an increased expression of the receptor CD95/Fas. CXCR4, B 

regulatory cells and B cells producing IL-10 were increased on the patients. MCI 

patients appear to have Th naïve cells that differentiate into Th2 cells because of their 
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production of IL-4, but also into Th17 cells as well because of their production of IL-

17A. CD4+CD28+ cells producing IL-4 are also increased in these patients. Non 

effector cytotoxic T cells are producing a higher amount of IFN-ɔ in both groups, AD 

and MCI when compared with controls. However, total cytotoxic T cells from the 

controls are producing more IL-10 than total cytotoxic T cells of both groups of 

patients. NK cytotoxic cells show increased levels of CRACC by CD62L+ cells and 

CD62L- cells in AD and MCI when compared with controls. On the other hand, control 

group has a higher percentage of naïve NK cells than the patients. The inflammatory 

subpopulation of monocytes is producing more IFN-ɔ in MCI patients when compared 

with the control group. Both AD and MCI had significantly higher serum levels of G-

CSF and MIG than healthy controls. Moreover, when comparing MCI versus AD 

patients, there was a significant increase in in the serum titers of IL-8 and MIP-1b in the 

MCI patients. 

CONCLUSIONS: The peripheral immune system deregulation in Alzheimer´s disease 

is clear which became urgent clarify how these alterations can influence the 

neurodegenerative process. In the same way is important to understand if this immune 

system alteration appears at the same time of the neurodegenerative process or if it is a 

consequence of this one. These data suggest different cellular profiles between AD and 

MCI. AD patients seems to have a profile lightly more pro-inflammatory while MCI 

patients appear to have an anti-inflammatory profile because they have a higher 

percentage of cells that are producing the anti-inflammatory interleukin IL-10. Overall, 

the present work produces evidence for the potential of IL-8 and MIP-1b as biological 

markers to distinguish MCI from early stage AD. 

 

Keywords: Alzheimerôs Disease, Mild Cognitive Impairment, Inflammation 
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1. O impacto da Doença de Alzheimer 

 

A Doença de Alzheimer (DA) é uma patologia neurológica que afecta milhões 

de indivíduos em todo o mundo (Bateman et al., 2011). Os graves impactos económicos 

e sociais transformam esta patologia num problema de saúde pública (Yamasaki et al., 

2011). A verdade é que nos países ditos desenvolvidos, a população envelhecida está a 

crescer significativamente em comparação com a população jovem, sendo esta 

população envelhecida a que necessita de maiores cuidados de saúde. A idade é o maior 

factor de risco associado à DA, levando a um maior impacto económico desta doença 

nos sistemas de saúde dos países em que a percentagem de idosos está em crescimento. 

Mais relevante que o factor financeiro, é a diminuição significativa da qualidade de vida 

dos doentes e dos familiares que lhes prestam cuidados tornando urgente a descoberta 

de novas terapias que controlem de forma mais efectiva ou parem a evolução do 

processo neurodegenerativo (Alloul et al., 1998). 

 

2. Fisiopatologia da Doença de Alzheimer 

 

Na DA ocorre a degeneração de neurónios colinérgicos da zona frontal do 

encéfalo no septo medial e no núcleo basal de Meynert conduzindo a uma hipofunção 

do hipocampo e do córtex com consequente demência (Schliebs and Arendt, 2010). O 

cérebro de indivíduos com a DA apresenta dois aspectos característicos, os quais têm 

sido alvo de um estudo intensivo desde a primeira descrição da doença: a deposição 

extracelular de prote²na ɓ ï Amilóide (ɓA), com formação de placas senis e a deposição 

intracelular de tranças neurofibrilhares de proteína tau hiperfosforilada (Takata and 

Kitamura, 2012). 

Clinicamente a doença de Alzheimer é caracterizada por um défice de memória 

e várias alterações na coordenação visual/espacial; na cognição; na linguagem; nas 

emoções e na personalidade, normalmente com um aumento da agressividade. Apesar 

da causa da doença permanecer uma incógnita, existem fortes evidências científicas que 

consideram a inflamação como um factor importante na progressão da doença (Flirski et 

al., 2012). 
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2.1 ï Mecanismos Moleculares da Doença de Alzheimer 

 

São vários os mecanismos moleculares até agora caracterizados que tentam 

elucidar a origem desta doença que se acredita estar relacionada essencialmente com as 

placas senis e com os emaranhados de proteína tau hiperfosforilada (Schliebs and 

Arendt, 2010). 

As placas senis podem ser encontradas em indivíduos sem qualquer indício de 

demência, no entanto, existe uma correlação clara entre estas placas e a doença de 

Alzheimer. As placas senis são constituídas por depósitos de proteína beta amilóide 

extracelular que deriva do precursor da proteína amilóide (APP) (Muller and Zheng, 

2012). Este precursor pertence a uma família de proteínas que é expressa em vários 

tipos de células e apesar da sua função permanecer desconhecida tem sido sugerido que 

este funciona como uma factor neurotrófico e neuroprotector ou que está envolvido no 

tráfego de vesículas ao longo do axónio. O N-terminal do APP encontra-se projectado 

no domínio extracelular ou localizado no lúmen de vesículas intracelulares tais como o 

retículo endoplasmático (RE), o complexo de golgi ou endossomas intracelulares. Por 

sua vez, o C-terminal encontra-se no domínio citoplasmático. O APP pode ser clivado 

por diferentes proteases (Ŭ, ɓ e ◓ secretases) responsáveis pela produção do peptídeo 

ɓA1-40 ou da variante ɓA1- 42 os quais possuem uma capacidade elevada de se auto-

agregarem (Figura 1). Em neurónios normais as secretases levam à produção de 

fragmentos ɓA e do polip®ptido sAPP, o qual corresponde à fracção extracelular do 

APP. A ɓA ® constitutivamente secretada por c®lulas neuronais e pode ser encontrada 

no líquido cefalorraquídeano, no sangue ou depositada em capilares cerebrais, arteríolas 

e v®nulas. A ɓA1-42 acumula-se em algumas regiões cerebrais nomeadamente no 

cerebelo, no estriado e no tálamo e é claramente implicada na doença de Alzheimer 

(LaFerla et al., 2007). 
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Os emaranhados neurofibrilhares, são compostos essencialmente por proteína 

tau hiperfosforilada e normalmente estão presentes no hipocampo, no córtex entorrinal e 

na amígdala. Estes emaranhados são estruturas anómalas geradas pela hiperfosforilação 

e auto-agregação da proteína tau em filamentos compactos. Num cérebro normal, esta 

proteína encontra-se associada a microtúbulos estabilizando-os. Assim, um equilíbrio 

entre fosforilações e desfosforilações da tau confere estabilidade ao citoesqueleto e 

mantém a morfologia dos axónios. No cérebro de doentes de Alzheimer verifica-se uma 

hiperfosforilação da tau pela acção de diferentes proteínas cinases, estando o sistema de 

fosfatases alterado a nível da sua estrutura e conformação, o que afecta a ligação com a 

tubulina e a capacidade de manter a arquitectura do citoesqueleto (Lee et al., 2012). 

Todos estes mecanismos moleculares juntamente com outras alterações celulares 

são responsáveis pelo desenvolvimento de um mecanismo patogénico fulcral na DA ï o 

stress oxidativo (Resende et al., 2008). Este caracteriza-se como um desequilíbrio entre 

agentes oxidantes e anti-oxidantes que pode ocorrer por um excesso de agentes 

oxidantes, um défice de agentes anti-oxidantes e/ou a combinação de ambos. A 

sobreprodução de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) como o 

anião superóxido, o peróxido de hidrogénio, o óxido nítrico e o peroxinitrito são 

responsáveis pelos danos celulares e sinais de apoptose, pois iniciam uma série de 

reacções secundárias entre radicais livres e outras biomoléculas. A presença de radicais 

livres em excesso é responsável pela indução de uma entrada massiva de cálcio no 

neurónio (Mecocci and Polidori, 2011). O excesso de ɓA induz a forma«o de 

Figura 1 - Clivagem da Prote²na ɓ-Amilóide pela via não amiloidogénica (esquerda) e pela via 

amiloidogénica (direita). Adaptado de LaFerla et al., Nat. Rev. Neurosci. 2007. 
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concentrações elevadas e não usuais de ROS bem como a depleção de anti-oxidantes 

endógenos, o que causa dano celular e morte neuronal. Como factor agravante as placas 

de ɓ-amilóide contêm metais como cobre, zinco e ferro que para além de facilitarem a 

agregação promovem uma reacção com o peróxido de hidrogénio, formando um 

oxidante forte e o radical hidroxilo. As alterações no metabolismo do ferro nas células 

cerebrais são responsáveis por alterações de mecanismos de transdução nessas mesmas 

células com consequente neurodegeneração. As células neuronais não são as únicas 

intervenientes neste processo e a activação da microglia é fundamental para a formação 

de stress oxidativo. É então comum, no cérebro de doentes de Alzheimer, encontrar um 

aumento de marcadores de stress oxidativo nos quais se incluem proteínas oxidadas, 

lípidos membranares oxidados, ácido desoxirribonucleico (DNA) oxidado e 

imunoreactividade da nitrotirosina (Figura 2). O stress oxidativo é considerado 

responsável por uma grande parte da patologia da doença e tendo como consequências a 

toxicidade do cálcio e o aumento da vulnerabilidade dos neurónios à excitotoxicidade, o 

que em conjunto, contribui para mecanismos de morte neuronal (Mattson, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

Figura 2 - Les«o oxidativa induzida pela prote²na ɓ-Amilóide. Adaptado de Mattson, Nature 2004 
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 2.2 ï Hipótese da Cascata Amilóide 

 

A hipótese da cascata amilóide (Figura 3) coloca a formação de oligómeros de 

ɓA t·xicos e a acumula«o destes olig·meros em placas de ɓA no centro de toda a 

patogénese da doença de Alzheimer. Esta hipótese refere que com o avançar da idade, 

ocorre um desequil²brio entre a produ«o de ɓA e/ou os mecanismos de remoção desta 

proteína, o que origina uma acumulação gradual e uma agregação desta no cérebro, 

iniciando uma cascata neurodegenerativa que envolve a deposi«o de ɓA, a inflama«o 

e o stress oxidativo com dano e perda neuronal. Desde a apresentação desta hipótese à 

comunidade científica que os estudos desenvolvidos na doença de Alzheimer se 

baseiam em tentar perceber qual o verdadeiro papel da prote²na ɓA na patogénese desta 

doença (Hampel et al., 2009). 

 

 

  

Figura 3 - Hip·tese da Cascata da Pote²na ɓ-Amilóide. Adaptado de Hampel et al., Exp Neurol 2009 
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3 ï A Genética da Doença de Alzheimer 

 

A forma familiar da doença de Alzheimer (FAD) constitui cerca de 5-10% de 

todos os casos desta doença e é caracterizada por manifestações de demência precoces 

em adultos. Os principais genes implicados nestas formas familiares da doença são os 

que codificam para o APP, presenilinas 1 e 2 e Ŭ-2 macroglobulinas (Maccioni et al., 

2001). 

O gene APP está localizado no cromossoma 21 e tem um interesse particular 

devido ao facto de terem sido encontrados dep·sitos de prote²na ɓ-amilóide e 

neurodegeneração em indivíduos com síndrome de Down. Mutações ao nível da 

sequ°ncia que codifica a ɓA no gene do APP resultam numa elevada produ«o de ɓA ou 

na auto-agrega«o de ɓA depositada em placas (Ertekin-Taner, 2007). 

A Presenilina-1 (PS1) está envolvida no processamento normal do APP, de 

forma que mutações no gene da PS1 levam a alterações na clivagem do APP com 

aparecimento de Aɓ1-42, a variante amilóide mais agressiva para a deposição de placas 

no cérebro humano. Da mesma forma esta proteína pode estar envolvida em 

mecanismos de fosforilação (por interacção com a sintetase do glicogénio ï GSK3ɓ) 

podendo contribuir para a hiperfosforilação da tau. Têm sido demonstradas mutações 

noutra Presenilinas, nomeadamente na Presilina-2 (Haapasalo and Kovacs, 2011). 

A genética da DA não se restringe apenas à forma familiar. Assim, na forma 

tardia desta doença também se encontram alterações genéticas e considera-se que os 

factores ambientais também contribuem para a fisiopatologia desta doença. A par com a 

idade, a presença do polimorfismo da Apoliproteina E (ApoE) Ů4 é reconhecida como 

um importante factor de risco na forma tardia da doença. A ApoE é uma proteína 

transportadora de colesterol que pode existir sob a forma de tr°s alelos: Ů2 (E2), Ů3 (E3) 

e 4ʁ (E4) (Ward et al., 2011). A presença do alelo ApoEŮ4 leva a uma desregulação 

lipídica na doença de Alzheimer uma vez que a principal função da proteína ApoE é a 

redistribuição de lípidos e a manutenção da homeostasia do colesterol. A presença deste 

alelo parece alterar o processamento de ɓA, que ® um elemento chave na patologia da 

doença. Apesar da análise genética para detecção da presença deste polimorfismo da 

ApoE nos doentes de Alzheimer não ser usada como método de diagnóstico é referido 

na prática clínica como um factor para um pior prognóstico (Elias-Sonnenschein et al., 

2011). Indivíduos portadores deste alelo também têm sido associados a um maior risco 
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de desenvolvimento de hipertensão, hipercolesterolemia e doença arterial coronária. 

Doentes de Alzheimer apresentam um perfil de lipoproteínas típico de doentes com 

aterosclerose, com elevados níveis de colesterol plasmático total e de lipoproteínas de 

baixa densidade (LDL) e níveis reduzidos de lipoproteínas de alta densidade (HDL) 

(Carter, 2007).  

A maior parte do transporte lipídico no sistema nervoso central (SNC) é feito por 

lipoproteínas constituídas por ApoA e ApoE (Martins et al., 2009). 

A ApoE é principalmente sintetizada pelo fígado, embora possa ser produzida 

por outro tipo de células tais como neurónios, astrócitos e macrófagos (Duan et al., 

2007). Esta glicoproteína está envolvida na mobilização e redistribuição do colesterol 

durante o crescimento neuronal. Pode também estar envolvida na regeneração nervosa, 

imunoregulação e activação de várias enzimas lipolíticas. Assim, a regeneração 

neuronal e a remodelação plástica das dendrites são severamente afectadas num elevado 

n¼mero de doentes de Alzheimer que apresentam o polimorfismo ApoŮ4. O alelo Ů4 

está fortemente associado com o aumento das placas neuríticas e a angiopatia amilóide 

cerebral na doença de Alzheimer (Rocchi et al., 2003). 

As apoliproteínas do soro, entre as quais se encontra a ApoE, também são 

mediadoras do transporte lipídico extracelular para satisfazer as necessidades 

metabólicas do organismo. Além disso, as apoliproteínas estão envolvidas na 

apresentação de antigénios lipídicos exógenos às células T. Enquanto que os antigénios 

peptídicos são apresentados às células T por moléculas do complexo major de 

histocompatibilidade (CMH), sendo os péptidos endógenos apresentados pelo CMH 

classe I e os péptidos exógenos pelo CMH classe II, a apresentação de antigénios 

lipídicos às células T é feita por moléculas CD1 (do Inglês Cluster of Differentiation) na 

superfície de células apresentadoras de antigénio (APC). A ApoE liga-se a antigénios 

lipídicos transportando-os até um compartimento endossomal que contém células 

apresentadoras de antigénio associadas a moléculas CD1 (Figura 4)(van den Elzen et al., 

2005). A importância da ApoE na criação de respostas imunes eficientes contra 

micróbios tem sido demonstrada através de estudos que usam ratinhos deficientes nesta 

apoliproteína, os quais demonstram uma elevada susceptibilidade para infecções por 

Mycobacterium tuberculosis (Martens et al., 2008)  
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4 ï Importância da Genética da Inflamação 

 

Existem vários estudos que sugerem que as doenças neurodegenerativas 

crónicas, entre as quais se encontra a DA, são causadas por uma série de eventos que 

culminam na morte neuronal. Para além da componente genética, acredita-se que a 

influência do meio ambiente e a epigenética podem contribuir para os mecanismos 

fisiopatológicos responsáveis pela neurodegeneração e cronicidade desta doença. Existe 

ainda uma grande dificuldade em distinguir eventos primários de eventos secundários, 

de forma, que toda a cascata de acontecimentos se torna um ciclo vicioso com início e 

fim desconhecidos (Bossy-Wetzel et al., 2004). Nesta linha de pensamento pode 

afirmar-se com toda a certeza que a inflamação se encontra associada aos mecanismos 

patológicos da DA, no entanto, não se sabe se esta inflamação é a causa ou um 

fenómeno secundário no percurso desta neurodegeneração crónica. Existem evidências 

claras da activação de vias inflamatórias importantes na fisiopatologia da doença, uma 

vez que o uso prolongado de anti-inflamatórios está associado a um menor risco de 

Figura 4 ï Via exógena de apresentação de antigénios lipídicos mediada por ApoE. [1] ApoE secretada 

ou reciclada apreende antigénios lipídicos; [2] Libertação, por parte de macrófagos infectados, de ApoE 

associada a antigénios lipídicos; [3] Lipoproteínas do soro (VLDL) servem como depósito para 

antigénios lipídicos. Adaptado de Peter Van Den Elzen et al. 2005, Nature Publishing group. 



Caracterização da Resposta Imune Periférica na Doença de Alzheimer 2012 
 

15 
 

desenvolvimento da patologia (Wyss-Coray and Rogers, 2012). Estes factores 

inflamatórios, como a Interleucina-1ɓ (IL-1ɓ), produzidos no decorrer da DA podem 

regular determinados factores de transcrição, o que indica que podem existir alterações 

da expressão génica em doenças do sistema nervoso central (Citron et al., 2008).  

 

5 - Imunologia da DA ao nível do Sistema Nervoso Central 

 

O cérebro foi considerado durante muito tempo como um órgão 

imunologicamente privilegiado devido à existência de uma barreira hematoencefálica 

constituída por um sistema de tight junctions, entre os capilares do sistema nervoso 

central, que impede a entrada de células inflamatórias, agentes patogénicos e algumas 

macromoléculas para o espaço subaracnóide (Larochelle et al., 2011). 

Actualmente já é referida a existência de um sistema imune endógeno 

coordenado por células imunocompetentes, como a microglia, que apresenta um 

processo inflamatório distinto daquele que é encontrado à periferia, até porque o facto 

de o cérebro não conter fibras de dor torna difícil o reconhecimento da ocorrência de 

inflamação e dos seus sinais clássicos como o rubor, o edema, o calor e a dor (Finsen 

and Owens, 2011).  

Este processo inflamatório a nível central pode estar envolvido na patogénese da 

DA. Tem sido sugerido que as protofibrilhas de ɓA activam a microglia iniciando uma 

resposta inflamatória com libertação de neurotoxinas e citocinas neurotóxicas. Esta 

resposta inflamatória associada à presença de placas senis é considerada secundária à 

acumula«o de ɓA e pode estar envolvida no dano neuronal e na progress«o da doença. 

A microglia activada e os astrócitos reactivos circundam depósitos extracelulares de 

prote²na ɓ-amilóide, iniciam uma resposta inflamatória caracterizada por uma resposta 

aguda local mediada por citocinas inflamatórias que activam a cascata do complemento 

com consequente dano celular (Johnston et al., 2011). 
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5.1 ï Microglia  

 

Em condições patológicas, como é o caso das doenças neurodegenerativas, a 

microglia torna-se activa, circunda as células lesadas e remove os restos celulares, tal 

como os macrófagos do sistema imune periférico (Johnston et al., 2011). A microglia 

activada sobreregula uma variedade de receptores à superfície incluindo o CMH e 

receptores do complemento e sofre modificações morfológicas apresentando uma maior 

ramificação. Quando estimulada em doenças neurodegenerativas a microglia liberta 

uma série de mediadores pró-inflamatórios como citocinas, ROS, factores do 

complemento, produtos neurotóxicos, radicais livres, óxido nítrico (NO) que em 

conjunto contribuem para a disfunção e morte celular, criando um círculo vicioso 

(Figura 5) (Block et al., 2007).  

Peptídeos amilóides e o seu precursor são potenciais activadores da microglia, 

de forma que a delecção do gene que codifica o APP leva a uma diminuição da 

activa«o da microglia. A ɓA tem a capacidade de estimular a via dependente de NFəB 

(Factor Nuclear Kappa B) que é necessária para a produção de citocinas. A subsequente 

activação das vias ERK (Proteína Cinase Regulada por Sinais Extracelulares) e MAPK 

(Proteína Cinase Activada por Mitogénios), tamb®m pela liga«o de ɓA ¨ superf²cie 

celular da microglia, induz a expressão de genes pró-inflamatórios ligados à produção 

de citocinas e quimiocinas. A ɓA pode ainda ligar-se ao receptor do factor estimulador 

de colónias macrofágico (M-CSF) levando à emissão de sinais de activação celular que 

induzem quimiotaxia da microglia, proliferação e aumento da expressão deste mesmo 

receptor reforçando a sobreviv°ncia celular. Para al®m disso a ɓA induz os macrófagos 

da circulação periférica a atravessar a barreira hematoencefálica devido ao recrutamento 

quimiotáctico levando a um aumento do processo inflamatório (Koistinaho et al., 2011).  

Existe uma enorme controvérsia que circunda o papel da microglia neste tipo de 

doenças, tendo-se verificado em alguns casos que a microglia tem um papel benéfico, 

uma vez que a sua activa«o pode reduzir a acumula«o de ɓA devido ¨ sua ac«o 

fagocitária e secretar uma série de factores solúveis tais como o factor neurotrófico 

derivado da glia (GDNF) o qual é potencialmente benéfico para a sobrevivência dos 

neurónios (Neher et al., 2012). 
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5.2 ï Astrócitos 

 

O papel dos astrócitos no processo inflamatório da DA não é tão claro como o da 

microglia, no entanto, ganham ênfase devido à possível capacidade de degradação e 

depura«o de ɓA, ao facto de fornecerem um suporte trófico aos neurónios e por 

formarem uma barreira protectora entre os dep·sitos de ɓA e os neur·nios. A presena 

de um elevado n¼mero de astr·citos associados a dep·sitos de ɓA na DA sugere que as 

lesões causadas por essas placas levem à formação de moléculas quimiotácticas que 

medeiam o recrutamento de astrócitos. Esses astrócitos no córtex entorrinal de doentes 

com DA acumulam de forma gradual ɓA42. Tem sido demonstrado que estas células 

secretam várias moléculas pró-inflamatorias como interleucinas, leucotrienos, 

tromboxanos, factores de coagulação, factores do complemento, proteases e inibidores 

de proteases que são similares e se podem sobrepor aos libertados pela microglia 

(Wegrzynowicz et al., 2010). No entanto, tal como no caso da microglia nem sempre os 

astrócitos são considerados benéficos no decorrer da doença e o seu recrutamento para 

junto das placas de ɓA pode prolongar a inflama«o e contribuir para a neurotoxicidade 

mediada por NO por expressarem a síntetase do óxido nítrico (iNOS) (Li et al., 2010). 

Figura 5 - Neurotoxicidade com interacção entre células da microglia e o neurónio. Adaptado de 

Block et al., Nat Rev Neurosci 2007. 
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Segundo Rossner et al., 2005, os pr·prios astr·citos podem ser uma fonte de ɓA devido 

ao facto de aumentarem a produ«o de ɓ-secretase (BACE1) que é uma enzima 

essencial para a forma«o de ɓA. 

 

5.3 - Citocinas 

 

De uma forma geral, parece ocorrer um aumento de citocinas e quimiocinas na DA, 

nomeadamente de IL-1ɓ, Interleucina-6 (IL-6), Factor de Necrose Tumoral Ŭ (TNF-Ŭ), 

Interleucina-8 (IL-8), Factor Transformante do Crescimento-ɓ (TGF-ɓ) e Proteína 

Inflamatória Macrof§gica 1Ŭ (MIP-1Ŭ) (Sastre et al., 2006). Para além disso, tem sido 

descrita uma associação entre DA e polimorfismos em vários genes de citocinas pró-

inflamatórias, nomeadamente para a IL-1, a IL-6, o TNF-Ŭ e a Ŭ1-antiquimiotripsina, uma 

proteína de fase aguda (Tuppo and Arias, 2005). A produção de interleucinas e quimiocinas 

pode estar ligada à activação da microglia, à astrogliose e levar a uma maior secreção de 

moléculas pró-inflamatórias e de amilóide, o que origina um ciclo vicioso. Desta forma, as 

citocinas podem afectar a forma«o de ɓA por aumentar a susceptibilidade para a deposi«o 

e agrega«o de ɓA, por terem a capacidade de transcricionalmente sobrexpressar a BACE1 

e por elevarem os níveis de mRNA (RNA mensageiro) do APP (Blasko et al., 2004). 

 

5.4 - Neurónios 

 

Os neurónios, por si só, parecem ter um papel inflamatório no decorrer da DA e 

têm sido implicados na produção de componentes inflamatórios nomeadamente 

citocinas e aumento da expressão de níveis de proteínas do complemento, pentraxinas, 

proteína C-reactiva e prote²na ɓA. A produção destes componentes pró-inflamatórios 

pelos neurónios pode aumentar o processo inflamatório e piorar o ambiente celular 

causando toxicidade e morte neuronal (Britschgi and Wyss-Coray, 2007). 
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 6 - Resposta Imune e Inflamação Crónica 

 

O sistema imune é dividido em inato e adquirido. A imunidade inata tem como 

característica principal uma inespecíficidade da resposta imune e ocorre essencialmente 

pela digestão de microorganismos e substâncias estranhas ao organismo sendo os 

macrófagos, células Natural Killer (NK) e neutrófilos as principais células envolvidas. 

A imunidade adquirida é mediada por células B e T, sendo caracterizada por uma 

especificidade da resposta imune e formação de memória, a qual permite uma resposta 

mais rápida num segundo contacto com o antigénio (Akira et al., 2001). 

 Para que se inicie uma resposta imune é necessário que ocorra um 

comprometimento das barreiras de defesa primárias (pele, mucosas). Desta forma o 

agente patogénico tem entrada no organismo e receptores PRRs (Receptores de 

Reconhecimento de Padrões) presentes nas células do sistema imune inato, tais como 

TLRs (Toll like receptors) reconhecem pequenas sequências moleculares designadas de 

PAMPs (Pathogen associated molecular patterns). As vias de sinalização activadas 

através destes receptores activam o processo inflamatório. No entanto, estes receptores 

não são a única forma que o sistema imune tem de reconhecer microorganismos 

patogénicos (Takeda and Akira, 2001). O sistema do complemento e os receptores 

especializados das células Natutal Killer  (NK) são dois mecanismos que participam no 

reconhecimento e distinção daquilo que é ou não próprio (Hall et al., 2010). Inicia-se, 

assim, um processo de inflamação aguda no qual ocorre recrutamento de leucócitos. 

Inicialmente são recrutados granulócitos polimorfonucleares e depois monócitos, os 

quais se diferenciam em macrófagos no local da inflamação. Neste processo ocorre 

desgranulação, libertação de uma série de factores inflamatórios e libertação de 

citocinas pró-inflamatórias. Todo este processo leva ao recrutamento de mais células 

para o local da inflamação (Medzhitov and Janeway, 1997).  

 A ligação entre imunidade inata e imunidade adquirida é efectuado pelas células 

dendríticas, as quais captam o antigénio e o levam até aos órgãos linfóides secundários 

onde podem despoletar respostas imunes antigénio-específicas. A migração e maturação 

destas células é dependente de moléculas do CMH I e II, de moléculas co-estimulatórias 

(CD40, CD80 e CD86) e da produção de citocinas. Todas estas moléculas permitem 

uma óptima interacção entre as células dendríticas e as células T auxiliares (Th)  naive e 

T citotóxicas. As células Th naive são estimuladas por células APC e consequentemente 
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diferenciam-se em duas subpopulações de células Th: células Th tipo 1 (Th1) e células 

Th tipo 2 (Th2). As células Th1 secretam interferão-gama (IFN-ɔ) e promovem uma 

resposta imune mediada por células enquanto que as células Th2 secretam interleucina-4 

(IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-10 (IL-10) e interleucina-13 (IL-13), 

promovendo uma resposta essencialmente humoral, isto é através da produção de 

anticorpos pelas células B. Um desequilíbrio entre as células Th1/Th2 está envolvido no 

desenvolvimento de inúmeras doenças, incluindo doenças auto-imunes e doenças 

alérgicas (Akira et al., 2001). 

   Para além dos TLRs, a interacção entre células dendríticas e as células NK, 

também é essencial para o início da resposta imune adaptativa. As células NK 

expressam à sua superfície receptores capazes de distinguir proteínas de superfície 

próprias das não-próprias e a sua principal função é detectar células infectadas por 

agentes patogénicos intracelulares. As células NK também podem ser activadas 

directamente pelas células dendríticas ou por moléculas de superfície e indirectamente 

através de citocinas. Quando estas células estão activas libertam IFN-ɔ que leva à 

maturação das células dendríticas e activam a resposta imune por parte das células T 

(Hoebe et al., 2004). 

 A interacção entre imunidade inata e adquirida não se fica por aqui. Desta forma, 

o sistema do complemento também pode levar à activação das células B e T. O sistema 

do complemento é constituído por um grupo de proteínas plasmáticas cuja principal 

função é reconhecer e eliminar microorganismos. A activação deste sistema pode ser 

efectuada pela via cl§ssica (quando o ñalvoò se encontra opsonizado por anticorpos); 

pela via da lectina (estruturas polissacarídeas de reconhecimento de microorganismos) 

ou pela via alternativa (estruturas de reconhecimento de superfícies estranhas ainda não 

identificadas). O complemento participa na imunidade humoral através da ligação do 

factor C3 às moléculas expressas à superfície das células B e células dendríticas 

(receptor CD21-CD35), o que resulta na regulação de respostas mediadas por células B 

a diferentes níveis (Blasko et al., 2004).   

 Em condições normais a inflamação aguda é limitada e após alguns dias 

encontra se resolvida com eliminação do antigénio e com formação de células B e T de 

memória, capazes de efectuar uma resposta imune bastante mais rápida e eficaz num 

segundo contacto com o mesmo antigénio (Medzhitov and Janeway, 1997).  

Enquanto os mediadores e mecanismos de sinalização que iniciam e promovem 

a resposta inflamatória são bem conhecidos, pouco se sabe acerca dos mecanismos de 



Caracterização da Resposta Imune Periférica na Doença de Alzheimer 2012 
 

21 
 

resolução da inflamação. Já foram identificados vários mediadores anti-inflamatórios, 

nomeadamente citocinas (IL-10 e TGF-ɓ), mediadores lip²dicos (lipoxinas e 

prostaglandinas) e também receptores anti-inflamatórios em células do sistema imune 

(CD200 em macrófagos). 

 O problema surge quando não há um equilíbrio entre os sistemas pró e anti-

inflamatório. Numa inflamação crónica não ocorre resolução da inflamação, 

permanecendo os mecanismos pró-inflamatórios e as células do sistema imune 

constantemente activos. As doenças auto-imunes tais como a artrite reumatóide (AR) e 

o lúpus eritematoso sistémico (LES) são exemplos de uma inflamação crónica e 

constituem um dos grandes mistérios da imunobiologia. Assim uma inflamação crónica 

caracteriza-se por uma falha do sistema anti-inflamatório endógeno o que leva à 

persistência da inflamação e de alguma forma está ligado à auto-imunidade (Figura 

6)(Karin et al., 2006). 
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Figura 6 ï A interface entre a imunidade inata e adquirida e as consequências do sucesso ou da falha da resposta 

imune. Uma comunicação eficaz entre a resposta imune inata e a resposta imune adquirida leva a uma erradicação 

do agente patogénico e imunidade do hospedeiro (assinalado a verde). A falha de uma eficiente descriminação 

entre o próprio e o não-próprio por parte do sistema imune inato e adaptativo leva a uma proliferação do agente 

patogénico e em último caso pode ocorrer sépsis (representado a vermelho). Esta falha está também associada ao 

desenvolvimento de doenças auto-imunes e alergias (assinalado a vermelho). Legenda: [DC] ï célula dendrítica; 

[CD40L] ï Ligando do CD40; [INF] ï Interferão; [MHC] ï complexo Major de Histocompatibilidade; [PMN] ï 

células Polimorfonucleares, [TCR] ï Receptor das células T; [NCR] ï Receptor Natural de Citotoxicidade; [NCR-

L] ï Ligando do Receptor Natural de Citotoxicidade. Adaptado de Hoebe et al., 2004, Nature Immunology. 
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7 ï Imunologia da DA ao nível do Sistema Imune Periférico 

 

A complexidade do sistema imune associada à complexidade do SNC fez com 

que, durante muitos anos poucos se aventurassem no estudo da possível conexão entre 

estes dois sistemas, em parte devido à ideia de que o sistema nervoso central seria um 

órgão imunologicamente privilegiado. O reconhecimento de um sistema imune 

endógeno cerebral constituído por células imunocompetentes produtoras de citocinas 

abriu uma nova perspectiva acerca da comunicação entre estes dois sistemas, existindo 

evidências de uma correlação entre a função imune periférica e a DA (Mrak and Griffin, 

2005). Assim, para além da produção local de moléculas imunes, existem evidências de 

que o SNC é acessível a uma pequena percentagem de linfócitos e monócitos (Britschgi 

and Wyss-Coray, 2007). Na mesma ordem de ideias, alguns estudos demonstram que 

uma resposta neuroinflamatória envolve células do sistema imune periférico 

(macrófagos, linfócitos T, B e células dendríticas), células residentes do SNC 

(microglia, astrócitos e neurónios) moléculas proteicas (moléculas de adesão, citocinas, 

quimiocinas e factores do complemento) e substâncias citotóxicas (ROS e RNS) (Reale 

et al., 2009). 

A DA é caracterizada pela formação de emaranhados neurofibrilhares e 

acumula«o de prote²na ɓA, fen·menos que desencadeiam uma resposta inflamatória. O 

sistema imune tem como principal objectivo eliminar o organismo estranho que 

desencadeia essa resposta. Já foi demonstrado que para além de a microglia exercer as 

capacidades fagocíticas que lhe são reconhecidas existe também migração dos 

monócitos derivados do sangue periférico, os quais circundam a proteína ɓA e 

procedem à sua remoção. Para além disso, estas células podem servir como suporte de 

factores tróficos aos neurónios e astrócitos, os quais limitam a acumulação de proteína 

ɓA (Figura 7) (Britschgi and Wyss-Coray, 2007). 
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Um sinal evidente da existência de inflamação crónica sistémica é a produção 

massiva de citocinas pró-inflamatórias pelas células mononucleares do sangue 

periférico, que podem contribuir para alterar a resposta imune e exacerbar a 

neurodegeneração. Na DA são produzidas citocinas como TNF-Ŭ, IL-1  ̡e IL-6 a nível 

central, que também podem ser encontradas a nível periférico aquando da passagem 

pela barreira hematoencefálica ou aquando da própria produção pelas células do sangue 

periférico. Estas células periféricas também têm sido apontadas como produtoras da 

quimiocina RANTES (regulada sob activação, expressa e secretada por células T 

normais) a qual pode ter um efeito neuroprotector e no aumento da sobrevivência 

celular (Couturier et al., 2012). Porém, a produção de citocinas não se apresenta como o 

único sinal inflamatório na DA, na qual ocorre também alteração do perfil linfocitário 

normal. (Mrak and Griffin, 2005). Apesar de não existir um consenso acerca das 

verdadeiras alterações celulares que ocorrem a nível periférico, parece existir uma 

Figura 7 ï As c®lulas da microglia e os mon·citos tentam retardar a DA, agregando a prote²na ɓA no 

SNC, sendo o seu recrutamento mediado por receptores do ligando 2 de quimiocinas CC (Ccr2). Estas 

células podem também servir como suporte neurotrófico a neurónios e astrócitos. Adpatado de Britschgi 

et al, 2007. Nature Publishing Group. 
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diminuição do número de linfócitos T, bem como uma diminuição da proliferação das 

células mononucleares sanguíneas. Estas alterações têm sido ligadas aos processos 

patológicos que ocorrem na DA, tendo sido demonstrado que a proliferação linfocitária 

é estimulada pelo precursor da proteína amilóide e que os leucócitos podem expressar 

mRNA para APP e para a proteína ɓA sendo a expressão destes componentes activada 

por mecanismos de sinalização (Fiala and Veerhuis, 2010). Os níveis de mRNA e de 

APP das células mononucleares e de linfócitos do sangue periférico têm sido 

encontrados elevados em doentes de Alzheimer. Alterações funcionais na produção de 

APP e no processamento de células imunes periféricas reflectem uma desregulação do 

metabolismo do APP no cérebro. O facto de estas alterações serem reportadas não só na 

DA mas também em indivíduos com défices cognitivos ligeiros ou moderados pode ser 

um dado importante para definir biomarcadores precoces (Magaki et al., 2008). 

Na tentativa de se encontrar uma estratégia terapêutica eficaz no combate da 

doença tem-se verificado que após imunização com o p®ptido ɓA existe um aumento do 

número de anticorpos contra ɓA1-42 e uma pequena parte desses anticorpos atravessam a 

barreira hematoencef§lica opsonizando a ɓA e promovendo a sua fagocitose mediada 

por células da microglia, conduzindo ¨ elimina«o das placas de ɓA (Janus, 2003). Para 

além do envolvimento das células B através da produção de anticorpos, também tem 

sido reportado uma expansão das c®lulas T ap·s imuniza«o com ɓA1-42. Como as 

células Th2 são mais eficientes que as células Th1 a estimular as células B a produzirem 

anticorpos supõe-se que haja uma resposta mediada essencialmente por células Th2 após 

imunização (Town et al., 2002). 

Outros estudos apontam para que a resposta imune a nível do SNC possa estar 

envolvida na transição de défices cognitivos ligeiros para o estado de demência que se 

atinge na DA. O facto é que foi demonstrado que as moléculas inflamatórias, na sua 

maioria pertencentes ao CMH II e marcadoras da activação da microglia, estão 

aumentadas em doentes na fase inicial da DA, sendo uma das consequências do 

aumento destas moléculas CMH II , uma maior apresentação de antigénios às células T, 

induzindo uma resposta imune adaptativa. É sugerida uma disfunção nesta resposta 

imune nos estados iniciais da doença que pode contribuir para o declínio cognitivo 

(Parachikova et al., 2007). 

Apesar da DA ser associada a uma resposta imune inata, a indução de uma 

resposta imune sistémica adaptativa encontrada em modelos animais de DA tem sido 

considerada benéfica a nível de alterações neuropatológicas e comportamentais. No 
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entanto, ensaios clínicos em humanos, nos quais foi usado o p®ptido ɓA1-42 levaram a 

que 5 a 6% dos pacientes tratados com este péptido desenvolvessem meningoencefalite. 

A causa desta reacção é desconhecida mas uma reacção imune à ɓA apresenta-se como 

a principal hipótese (Lemere et al., 2007). Células T auto-reactivas com uma menor ou 

maior afinidade de ligação não são necessariamente eliminadas no timo e podem mediar 

doenças auto-imunes. Sabe-se, também, que células T activadas podem penetrar no 

SNC. Sendo o antig®nio ɓA progressivamente depositado no SNC com o avanço da 

idade na DA, há autores que sugerem que pode ocorrer um aumento ou diminuição da 

reactividade das células T à ɓA (também com o aumento da idade) em função do 

peptídeo ser tolerogénico ou imunogénico (Monsonego et al., 2003). 

  



Caracterização da Resposta Imune Periférica na Doença de Alzheimer 2012 
 

27 
 

 

 

 

 

 

 

 OBJECTIVOS 

  

 

  



Caracterização da Resposta Imune Periférica na Doença de Alzheimer 2012 
 

28 
 

A DA é uma doença neurodegenerativa progressiva cujo início ocorre muito 

antes do aparecimento de qualquer sintoma, o que dificulta um diagnóstico precoce 

capaz de retardar a progressão da doença. Doentes com défice cognitivo ligeiro (DCL) 

apresentam um risco aumentado de desenvolver a doença. Desta forma a detecção de 

biomarcadores no sangue periférico, para além de tornar menos complexo o diagnóstico 

actual, poderia servir de auxílio para um diagnóstico precoce. O sangue periférico 

constitui o material biológico que mais facilmente se obtém. Desta forma pretendeu-se 

com este estudo: 

1º - Caracterizar fenotipicamente as subpopulações das células imunes 

periféricas (linfócitos B, linfócitos T citotóxicos, linfócitos T auxiliares e células NK) 

em três grupos diferentes: grupo controlo, grupo de doentes com DCL e grupo de 

doentes em estádio inicial a moderado de DA. 

2º - Avaliar a presença de quimiocinas inflamatórias no soro de indivíduos dos 3 

grupos em estudo. 

3º - Encontrar possíveis biomarcadores no sangue periférico característicos de 

indivíduos com DCL e/ou DA. 
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL E METEDOLOGIAS 
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1 - Grupos em Estudo 

 

Sendo um dos objectivos deste estudo a detecção precoce de biomarcadores para 

a doença de Alzheimer, foram constituídos três grupos de estudo. Um grupo de 

indivíduos com DCL cuja caracterização foi efectuada segundo os critérios de Petersen 

(Petersen criteria, 2001), um segundo grupo de indivíduos diagnosticados com DA, de 

acordo com a classificação NINCDS-ADRDA (Mckhann, 1984) em estadios inicial ou 

moderado (Critério/CDR=1 ou 2; Rosen, 1984) e, por último, um grupo controlo, no 

qual todos os indivíduos efectuaram os testes neurológicos igualmente realizados aos 

doentes, de forma a excluir qualquer tipo de demência. O grupo controlo apresenta uma 

média de idades semelhante aos grupos de estudo. Não foram incluídos indivíduos com 

diabetes, inflamações crónicas, doenças neoplásicas ou sujeitos a medicação/tratamento 

que pudessem alterar as variáveis deste estudo. A recolha das amostras efectuou-se nos 

Hospitais da Universidade de Coimbra sob a coordenação da equipa do serviço de 

neurologia. O número de indivíduos em cada grupo variou em função do ensaio 

realizado. Para a análise fenotípica por citometria de fluxo foram usadas amostras de 10 

indivíduos controlo com uma média de idades de 75 anos (5 indivíduos do sexo 

feminino e 5 do sexo masculino), 10 indivíduos com DCL (6 do sexo feminino e 4 do 

sexo masculino) com uma média de idades de 77 anos e 10 indivíduos com DA (6 do 

sexo feminino e 4 do sexo masculino) com uma média de idades de 71,5 anos. Para a 

análise das citocinas do soro foram analisados 18 indivíduos do grupo controlo (10 do 

sexo feminino e 8 do sexo masculino), 27 indivíduos do grupo com DCL (15 do sexo 

feminino e 12 do sexo masculino) e 21 indivíduos do grupo de doentes de Alzheimer 

(14 do sexo feminino e 7 do sexo masculino).  

 

2 - Análise Fenotípica por Citometria de Fluxo 

 

A citometria de fluxo é uma técnica capaz de analisar múltiplos parâmetros de 

células individuais dentro de uma população heterogénea. Esta análise é efectuada 

através da passagem de milhares de células por segundo por um feixe de luz onde a luz 

emitida por cada célula é capturada. Os dados recolhidos podem ser analisados por um 

software apropriado de forma a determinar as diferentes características celulares, tais 

como tamanho, complexidade e fenótipo. O fenótipo das células é definido em função 
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das moléculas de superfície celular que apresentam. Cada molécula é definida por um 

CD que apresenta à sua superfície. Essas moléculas expressas à superfície podem 

indicar linhagens celulares, definindo o tipo de célula em análise ou podem ser 

indicativas de activação celular, adesão, homing, memória ou outros estádios de 

diferenciação celular. 

Recorrendo a esta técnica foi possível fenotipar as populações linfocitárias do 

sangue periférico. Assim para além destas populações serem identificadas também é 

possível determinar se estão activas através de marcadores de activação; se estão a 

produzir citocinas intracelulares; se expressam à sua superfície moléculas de homing ou 

de adesão e para além disso é possível determinar as percentagens das subpopulações 

linfocitárias.  

Com o objectivo de fenotipar as células do sistema imune periférico de 

indivíduos diagnosticados com DA, de doentes com DCL e de indivíduos de um grupo 

controlo, foram recolhidos 10 mL de sangue total a cada indivíduo aos quais foi 

adicionado, numa proporção de 1mL para 100 µl de sangue total, um tampão de lise de 

glóbulos vermelhos constituído por: NH4Cl (0.15M); KHCO3 (10 mM) e EDTA 

(0.1mM). Seguiu-se uma lavagem com um tampão fosfato salino (Phosphate Buffer 

Saline ï PBS) com 0.5% albumina bovina sérica (BSA) (AppliChem® - Darmstadt, 

Alemanha) cuja constituição apresentava NaCl (137 mM), KCl (2.7 mM), 

Na2HPO4.2H2O (10 mM) e KH2PO4 (2.0 mM) a pH 7.4 e a ressuspensão das células 

polimorfonucleares nesse mesmo tampão. Foram preparadas misturas de anticorpos 

(Tabela I) em função da análise fenotípica que se pretendeu efectuar, numa proporção 

de 2 µL de anticorpo por 100 µL de mistura. 100 µL de células foram incubadas com 50 

µL de mistura de anticorpos (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) e 

eBioscience, San Diego, Califórnia) durante um período de 45 minutos à temperatura 

ambiente e com protecção da luz. Seguiu-se a adição de 250 µL de formalina e uma 

lavagem com PBS 0.5% BSA. As amostras às quais se efectuou apenas marcação 

extracelular foram ressuspendidas em 200 µL de PBS 0.5% BSA ficando preparadas 

para a leitura no citómetro BD FACSCanto II  (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, 

EUA). As amostras que necessitaram de marcação intracelular foram incubadas durante 

a noite com 2 µL de anticorpo (Tabela I) e 200 µL de tampão de permeabilização 

constituído por 1% saponina (AppliChem® - Darmstadt, Alemanha) e 1% BSA. Após o 

período de incubação, as amostras foram lavadas com PBS 0.5% BSA e ressuspendidas 

em 200 µL desta mesma solução efectuando-se a leitura no mesmo citómetro.  
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Todos os resultados obtidos no citómetro foram analisados recorrendo ao 

software FlowJo versão 7.6.5. (Tree Star Inc., Ashland, Oregon, EUA) 

 

Tabela I  ï Misturas de anticorpos usadas na análise por citometrica de fluxo. A tabela mostra os 

anticorpos (Biolegend, San Diego, Califórnia) correspondentes a cada mistura e os respectivos 

fluorocromos. Os anticorpos assinalados com um * correspondem aos anticorpos intracelulares 

adicionados após o permeabilizante. 

Fluorocromos 

Mistura  Pacific Blue FITC  PE PercpCy 5.5 PECy7 APC APCCy7 

B1 IgM IgD CD27 IL-6R CD69 CD38 CD19 

B2 IgM TGF-ɓ* CD1d IgD CD27 IL-10* CD19 

B3 IgM CD40 BAFF-R IgD CD27 CD95 CD19 

B4 IgM CXCR3 CXCR4 IgD CD27 CCR1 CD19 

NK1 

 

CD56 CD244 CD16 IFN-Ὕ* CD107a CD3 

NK2 

 

GranzB* CRACC CD16 CD56 CD62L CD3 

CD41 CD3 CD25 FOXP3* CTLA-4 CD45RA CD28 CD4 

CD42 CD3 IL-17A* IL-4* CTLA-4 IFN-Ὕ* CD28 CD4 

CD81 CD3 CD62L GranzB* CTLA-4 CD27 CD28 CD8 

CD82 CD3 CD62L IL-10* CTLA-4 IFN-Ὕ* CD28 CD8 

Monócitos CD11b TNF-Ŭ* IL-4* CD16 IFN-Ὕ* CD68* CD14 

 

  

3 - Ensaio de Citometria com esferas 

 

A técnica de citometria utilizando esferas foi usada para a detecção de 

quimiocinas no soro. Para tal utilizou-se o kit Human Chemokine 6plex FlowCytomix 

(eBioscience, San Diego, CA), o qual contem esferas revestidas com anticorpos 

específicos para reagirem com as quimiocinas a detectar pelo sistema mutiplex. As 

esferas podem ser diferenciadas em função do seu tamanho e localização no espectro. 

Neste caso, o uso do kit em questão permite detectar seis quimiocinas diferentes em 

soros humanos: G-CSF (Factor estimulador de colónias granulocíticas); IL-8; MCP-1 

(Proteína quimiotáctica de monócitos-1); MIG (Monocina induzida pelo interferão-

gama); MIP-1Ŭ e MIP-1ɓ (Proteína Inflamatória de Macrófagos-1 beta). Após efectuado 

todo o protocolo de acordo com as instruções do kit, a leitura das amostras foi feita num 

citómetro FACSCalibur (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA). 
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A análise foi efectuada recorrendo ao software FlowJo versão 7.6.5. (Tree Star 

Inc., Ashland, Oregon, EUA). 

 

 

4 - Análise Estatística  

 

 Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente utilizando o software 

GraphPad Prism, Versão 5.0, sendo apresentados sob a forma de valor médio ± erro 

padrão da média (e.p.m.) do número de experiências (n) indicado.  

 Nas amostras obtidas por citometria de fluxo a normalidade das amostras foi 

testada através do teste Shapiro-Wilk. Quando se verificava a normalidade da 

distribuição, a comparação entre os grupos foi realizada recorrendo à análise da 

variância ANOVA e para este usou-se o teste post-hoc Bonferroni. Quando não existiu 

uma distribuição normal foi efectuado o teste de Kruskal-Wallis e o teste post-hoc 

Dunns. Os resultados com os valores de ɟ<0,05 foram considerados indicativos de 

diferenças estatisticamente significativas. 
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1 - Análise por citometria de Fluxo 

 

 O primeiro passo da análise dos dados de citometria de fluxo foi determinar a 

população de linfócitos recorrendo a um gráfico de dispersão do tamanho vs 

complexidade (Figura 8). Dentro da população de linfócitos, e em função das moléculas 

de superfície celular (definidas por um CD específico) é possível determinar o tipo de 

célula a analisar, isto é, célula B, T ou NK bem como os diferentes estadios de 

maturação ou activação (subpopulações) de cada um destes tipos de célula (Figura 9)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 ï Gráfico de dispersão tamanho vs complexidade de uma amostra de sangue periférico de um 

doente com Défice Cognitivo Ligeiro. A população circundada corresponde aos linfócitos. Legenda: 

[SSC-A] ï Side Scatter Complexity; [FSC-A] ï Forward scatter Size 
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Foi realizada uma caracterização fenotípica bastante completa das diferentes 

populações de células do sistema imune periférico. Dentro de cada população procedeu-

se também à análise das diferentes subpopulações, da expressão de receptores e da 

produção de citocinas. Para além destas comparações entre os três grupos de trabalho, 

também é analisada a quantidade da expressão de determinada citocina ou marcador 

pela determinação da Intensidade Média de Fluorescência (IMF).  

  

Figura 9 ï Subpopulações Celulares de células do sangue periférico definidas com base na expressão de 

moléculas de superfície [A] ï Subpopulações de Células B (CD19+): Q1 ï Células B naive (CD27-

IgD+); Q2 ï Células B de memória unswitch (CD27+IgD+); Q3 Células B de memória switched 

(CD27+IgD-); Q4 ï Células B de memória duplas negativas (CD27-IgD-). [B] ï Subpopulações de 

Células T Citotóxicas (CD3+CD8+): Q1 ï Células CD27-CD62L+; Q2 ï Células T de memória Central 

(CD27+CD62L+); Q3 ï Células T de memória efectora (CD27+CD62L-); Q4 ï Células T efectoras de 

curta duração (CD27-CD62L-). [C] ï Subpopulações de células NK (CD3-CD56+): NK Reguladoras 

(CD3-CD56
Elevado

CD16-); NK pró-inflamatórias (CD3-CD56
Elevado

CD16+); NK Citotóxicas (CD3-

CD56
Baixo

CD16+) e NK Naive (CD3-CD56
Baixo

CD16-). [D] ï Subpopulações de Monócitos (CD11b+): 

Monócitos Clássicos (CD14+CD16
Baixo

); Monócitos Intermediários (CD14+CD16
Elevado

); Monócitos 

Inflamatórios (CD14
Baixo

CD16
Elevado

). FITC, PE; PE-Cy7, APC-H7 e PerCPCy5.5 representam 

fluorocrómos.  
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1.1 - Análise de Células B (CD19+) 

 

1.1.1 ï Doentes de Alzheimer vs Indivíduos Controlo  

 

Ao compararmos os doentes de Alzheimer com os indivíduos que integram o 

grupo controlo verificou-se um aumento da subpopulação de linfócitos B CD27+IgD-

IgM- nos doentes de Alzheimer. Por outro lado, a subpopulação de linfócitos B 

CD27+IgD-IgM+ apresenta-se mais elevada no grupo controlo do que no grupo de 

doentes de Alzheimer (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se pode observar na Figura 11, os doentes de Alzheimer apresentam ainda 

um aumento significativo em relação aos controlos no que diz respeito à percentagem 

de linfócitos B CD27-IgD+ que estão a produzir IL-10.  

  

Figura 10 ï Diferenças na expressão de IgM em subpopulações de células B. [A] Subpopulação CD27+IgD-IgM+; 

[B] Subpopulação CD27+IgD-IgM-. Os resultados estão expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de 

células B e representam a média±e.p.m(n=10). As diferenças estatisticamente significativas p<0,05 são representadas 

por um *. Legenda: [DA] ï Doentes de Alzheimer; [DCL] ï Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] ï Grupo Controlo. 

Figura 11 ï Percentagem de linfócitos CD27-IgD+IL-10+. Os resultados estão expressos em Percentagem Celular 

(%) relativa ao total de células B e representam a média±e.p.m (n=10). As diferenças estatisticamente significativas 

p<0,05 e p<0,01 são representadas por um ou dois *, respectivamente. Legenda: [DA] ï Doentes de Alzheimer; 

[DCL] ï Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] ï Grupo Controlo. 
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Ao analisar a expressão de marcador de activação CD69, da molécula co-

estimulatória CD40, do receptor Fas CD95 e do receptor de quimiocinas C-C tipo 1 

(CCR1) verifica-se um aumento significativo na percentagem das células que expressam 

estas moléculas nos doentes de Alzheimer em relação aos indivíduos controlo (Figura 

12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 12 ï Os doentes de Alzheimer apresentam uma maior percentagem de células B em circulação 

expressando receptores de co-estimulação/activação, homing e apoptose. [A] Expressão de CD69; [B] 

Expressão de CD40; [C] ï Expressão de CD95 e [D] ï Expressão do receptor CCR1. Os resultados estão 

expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células B e representam a média±e.p.m (n=10). 

As diferenças estatisticamente significativas p<0,05,  p<0,01 e p<0,001 são representadas por um, dois e três 

*, respectivamente. Legenda: [DA] ï Doentes de Alzheimer; [DCL] ï Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] ï 

Grupo Controlo. 
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1.1.2 ɀ Indivíduos com Défice Cognitivo Ligeiro vs Indivíduos Controlo 

 

 Quando comparamos o grupo de indivíduos com DCL e o grupo de indivíduos 

controlo, pode observar-se que a IMF do receptor da IL-6 (Figura 13) se encontra 

significativamente aumentada no grupo controlo em relação aos indivíduos com DCL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 De igual modo, a percentagem de células B totais (Figura 14) que se designam 

como CD19+ também se encontra aumentada nos indivíduos controlo, quando 

comparados com os doentes com DCL. 

 

 

 

 

  

 

 

  

Figura 14 ï População Total de Células B. Os resultados estão expressos em Percentagem Celular (%) 

e representam a média±e.p.m (n=10). As diferenças estatisticamente significativas p<0,05 são 

representadas por um*. Legenda: [DA] ï Doentes de Alzheimer; [DCL] ï Défice Cognitivo Ligeiro; 

[CTL] ï Grupo Controlo 

Figura 13 - Diferente expressão de IL6R à superfície da população total de células B entre os diferentes 

grupos em estudo. Os resultados estão expressos em Intensidade Média de Fluorescência (IMF) e 

representam a média±e.p.m (n=10). As diferenças estatisticamente significativas p<0,05 e p<0,001 são 

representadas por um ou três *, respectivamente. Legenda: [DA] ï Doentes de Alzheimer; [DCL] ï 

Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] ï Grupo Controlo. 
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Tal como acontece no grupo de indivíduos diagnosticados com a doença de 

Alzheimer, as células com expressão do receptor Fas CD95 (Figura 12 C) estão 

aumentadas no grupo de indivíduos com DCL quando comparadas com o grupo 

controlo. Estes indivíduos apresentam ainda um aumento da produção de interleucina-

10 (IL-10) Total, ou seja, produzida pelas células B totais (CD19+) (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nos indivíduos com DCL a percentagem de células B a expressar o receptor de 

quimiocinas C-X-C tipo 4 (CXCR4), o qual tem a capacidade de atrair linfócitos, 

encontra-se significativamente elevado em comparação com o grupo controlo, tal como 

se pode observar na Figura 16. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 ï Células B totais CD19+ que estão a produzir IL-10. Os resultados estão expressos em 

Percentagem Celular (%) relativa ao total de células B e representam a média±e.p.m (n=10). As 

diferenças estatisticamente significativas p<0,05 são representadas por um*. Legenda: [DA] ï 

Doentes de Alzheimer; [DCL] ï Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] ï Grupo Controlo  

Figura 16 - Expressão do receptor CXCR4 à superfície da população total de células B. Os resultados 

estão expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células B e representam a média±e.p.m 

(n=10). As diferenças estatisticamente significativas p<0,001 são representadas por dois *. Legenda: 

[DA] ï Doentes de Alzheimer; [DCL] ï Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] ï Grupo Controlo. 
























































































