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Figura 12i Os doentes de Alzheimer apresentam uma maior percentagem de células B
em circulacdo expressando receptores destimmulacdo/activacabominge apoptose.

[A] Expressao de CD69; [B] Expressédo de CD40; [(Hxpressédo de CD95[®] i
Expressao do receptor CCR1. Os resultados estdao expressos em Percentagem Celular
(%) relativa ao total de células B e representam a médiate.p.m (n=10). As diferencas
estatisticamente significativas p<0,05, p<0,01 e p<0,001 s&o representadasdms um,

e trés *, respectivamente. Legenda: [DiADoentes de Alzheimer; [DCL] Défice
Cognitivo Ligeiro; [CTL]T Grupo CONrOlQ-.........uuviiiiiiiiiiiiiiieeeiieeee e 38

Figura 13- Diferente expressdo de IL6R a superficie da populacéo total de células B
entre os diferentes grupos em estudo. Os resultados estdo expressos em Intensidade
Média de Fluorescéncia (IMF§ representam a médiate.p.m (n=10). As diferencas
estatisticamente significativas p<0,05 e p<0,001 s&o representadas por um ou trés *,
respectivamente. Legenda: [DA]Doentes de Alzheimer; [DCL] Défice Cognitivo

Ligeiro; [CTL] T Grupo CoONtrol0.......coeiiieiieeeeiieeeeeieeee e meme e 39

Figura 1471 Populacdo Total de Células B. Os resultados estdo expressos em
Pecentagem Celular (%) e representam a médiate.p.m (n=10). As diferencas
estatisticamente significativas p<0,05 sdo representadas por um*. Legendai [DA]
Doentes de Alzheimer; [DCL] Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL]i Grupo Controla 39

Figura 157 Células B totais CD19+ que estdo a produzil(L Os resultados estédo
expressosra Percentagem Celular (%) relativa ao total de células B e representam a
médiate.p.m (n=10). As diferengcas estatisticamente significativas p<0,05 séo
representadas por um*. Legenda: [DA]Doentes de Alzheimer; [DCL] Défice

Cognitivo Ligeiro; [CTL]T Grupo Controlo............c.cceeeeeiviiiiicmeiiiiieeeeeeiiiee e 40

Figura 16- Expresséo do receptor CXCR4 a superficie qaujagao total de células B.

Os resultados estao expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células B
e representam a médiate.p.m (n=10). As diferencas estatisticamente significativas
p<0,001 sao representadas por dois *. Legenda: [O2dertes de Alzheimer; [DCL]

Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL]i Grupo CONtrol0..........cceeevvivieeiiiiiieeneeeeeeeeeeeeieens 40

Figura 171 Aumento de subpopulac¢des de células B em doentes com DCL. [A] Células
B reguladoras [B] Percentagem de células CD27+IgD+ a produdi®.llOs resultados
estdo expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células B e

represerdm a meédiate.p.m (n=10). As diferencas estatisticamente significativas
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p<0,001 sédo representadas por dois*. Legenda: [DBdentes de Alzheimer; [DCL]
Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL]i Grupo CONtrol0...........cccevvvvieiiiiiiiineneeeeeeeeeeeianens 41

Figura 18- Producdo de M10 nas Subpopulacbes de Células B. [A}1lL na
Subpopulagédo CD2IgD+; [B] IL-10 na Subpopul@p CD27+IgD+. Os resultados
estdo expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) e representam a
meédiaze.p.m (n=10). As diferencas estatisticamente significativas p<0,05 e p<0,001 sao
representadas por um e trés * respectivamente. Legenda: [DBpentes de
Alzheimer; [DCL]i Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL]i Grupo Controlo.................. 41

Figura 19 - Producdo de TGB nas Subpopul a-»es -bdenaC®I ul
Subpopulacdo CD2IgD+; [B]TGFb na Subpopul a- «iofGFEbD 2n7a+ | g D+
Subpopulagédo CD2IgD-. Os resultados estdo expressos em percentagem celular (%)
relativa ao total de céldaB e representam a médiate.p.m (n=10). As diferencas
estatisticamente significativas p<0,05 s&o representadas por um *. Legenda: [DA|]
Doentes de Alzheimer; [DCL] Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL]i Grupo Controlo.42

Figura 20- Percentagem Total de células T auxiliares (CD4+) produtoras-de Qs
resultados estdo expressem Percentagem Celular (%) relativa ao total de células T
CD4+ e representam a médiate.p.m (n=10). As diferencas estatisticamente
significativas p<0,05 e p<0,01 sdo representadas por um e dois *, respectivamente.
Legenda: [DA]i Doentes de Alzheimer; [DI 7 Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL]i

Grup0 CoNtrol0.......coooiiiiiiiiieeee e eeereneeeee e A

Figura 21- Total de células T auxiliares (CD4+) produtoras delNA. Os resultados

estdo expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células T CD4+ e
representam a médiate.p.m (n=10). As diferencas estatisticamente significativas p<0,01
sao representada®r dois *. Legenda: [DA] Doentes de Alzheimer; [DCL] Défice
Cognitivo Ligeiro; [CTL]T Grupo CONrOlO-.........uuuriiiiiiiiiiiiiieeeieieeeeeeee e 43

Figura 22- Producdo de W4 em células T auxiliares activadas (CD4+CD28+). Os
resultados estao expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) e representam
a médiate.p.m (n=10). As diferencas estatisticamergaifisativas p<0,05 sé&o
representadas por um *. Legenda: [DA]Doentes de Alzheimer; [DCL] Défice

Cognitivo Ligeiro; [CTL]T Grupo CoNntrolQ..........ccooviiiiiiiieiiiieene e 44

Figura 231 Percentagem de células T Citotdxicas ndo efectoras (CD8+CDG62L+)

produtoras de IFN . Os resul tados est«o expressos

Vi
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relativa ao total de célar CD8+ e representam a médiate.p.m (n=10). As diferencas
estatisticamente significativas p<0,05 sdo representadas por um *. Legenda: [DA]

Doentes de Alzheimer; [DCL] Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL]i Grupo Controlo.45

Figura 24- Producé@o de H10 em células T Citotoxicas Totais (CD8+). Os resultados
estdo expressos emmténsidade Meédia de Fluorescéncia (IMF) e representam a
médiate.p.m (n=10). As diferencas estatisticamente significativas p<0,05 sé&o
representadas por um *. Legenda: [DA]Doentes de Alzheimer; [DCL] Défice
Cognitivo Ligeiro; [CTL]T Grupo CONrOlQ-.........uuviiiiiiiiiiiiiiieeeieeeee e 45

Figura 25- Producdo de IFd em c¢c®l ul as T Cit o+CD&L)cas n«o
Os resultados estdo expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) e
representam a médiate.p.m (n=10). As diferencas estatisticamente significativas p<0,05

e p<0,01 sao representadas por um e dois *, respectivamente. Legendab&jtes

de Alzheimer; [DCL]i Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL]i Grupo Controla.............46

Figura 26- Expressdo de CRACC nas células NK citotdxicas (CD&6°"'CD16+).

[A] T Expressdo de CRACC nas células NK citotoxicas CD62L+ & [Bpressédo de
CRACC nas células NK citotoxicas CD62LOs resultados estdo expressos em
Percentagem Celula®4) relativa ao total de células NK e representam a médiate.p.m
(n=10). As diferencas estatisticamente significativas p<0,05, p<0,01 e p<0.001 séo
representadas por um, dois e trés *, respectivamente. Legendai [DAgntes de
Alzheimer; [DCL]T Défice Canitivo Ligeiro; [CTL] T Grupo Controlo.................. a7

Figura 27- Producdode IND e m c¢ ®| ul a s -CN36+) Dorésaltades eétdd D 3
expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) e representam a médiate.p.m
(n=10). As diferencas estatisticamente significativas p<0,05 sdo representadas por um *.
Legenda: [DA]i Doentes de Alzheimer; [DCL] Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL]i

Grup0 CoNtrolO.......coooieiiiiiiieeee e e e eeereneeeee e A8

Figura 28- Subpopulagédo de células NK denominada hkve Os resultados estdo
expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células NK e representam a
médiate.p.m (n=10). As diferencas estatisticamente significatival0@k s&o
representadas por trés *. Legenda: [DAPoentes de Alzheimer; [DCL] Défice

Cognitivo Ligeiro; [CTL]T Grupo CoNntrolQ..........ccooviiiiiiiieiiiieene e 48

Figura 29- Expresséo do receptor CRACC na subpopulacéo de células NK citotoxicas

CD62L- Os resultados estdo expressos em Intensidade meédia de fluorescéncia e

Vil
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DCL com n=27 e CTL com n=18). As diferencas estatisticamente significativas p<0,01
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RESUMO

INTRODUCAO: A inflamacéo do sistema nervoso central € uma caracteristica da
Doenca de Alzheimer (DA). Apesar do papel da inflamac@&oeséar bem esclarecido

no processo neurodegenerativo, existem evidéncias da relacaqueEsissocom a

t oxi ci dad e-amiléide e a patolediarda doénca. Diferentes estudos sugerem
que a inflamacdo ndo esta presente apenas nos cérebros de deellzheimer mas
tambémnas células imunes periféric&esta forma, o objectivo deste estudo é perceber

se existem diferencas nas células do sistema imune periférico de doentes com défice
cognitivo ligeiro (DCL) e de doentes de Alzheimer, de forma egber o envolvimento

do sistema imune periférico no processo neurodegenerativo.

METODOS: Foram usados trés grupos constituidos por individuos com a mesma
média de idades. Assim foram recrutados 10 individuos sem doencas cognitivas que
constituem o grupo carolo; 10 individuos diagnosticados com Ddtravés da
classificaGAdNINCDS-ADRDA (McKhann, 1984) e 10 individuos diagnosticados com
DCL, segundo os critérios da escala do ratio da deméncia clinica (Critérios de Petersen,
2001). Estes individuos nao eramrgadores de doencas como Diabetes, inflamacdes
cronicas ou doencas neoplasicas, nem tomavam medicacdes susceptiveis de influenciar
as variaveis em estudo. A andlise das subpopulacdes de células B, T, NK e macrofagos
foi efectuada por citometria de fluxBaa a deteccédo de quimiocindgram recrutados

17 controlos sem doencas cognitivas, 21 individuos diagnosticados com doenca de
Alzheimer e 27 individuos com DCL, usando os mesmos critérios. A quantificacdo das
quimiocinas GCSF, IL-8; MCP-1, MIP-1 U, -IMd Pe M Ird@dosnimdividuos em

estudo foiefectuada através de um ensaialtiplex que utiliza esferas que emitem
fluorescéncia.Para amostras normais, a comparacdo entre os grupos foi realizada
recorrendo a analise da variancia ANOVA. Quando néoiexista distribuicdo normal

foi efectuado o teste de Kruskala | | i s . Os resultados com o0s

considerados indicativos de diferengas estatisticamente significativas.

RESULTADOS: Verificaramse alteracdes significativas ao nivel das laéllB, as
quais nos doensede Alzheimer apresentavam uma expresafimentadalo marcador

CD69 eda molécula CD40 essencial parawitch de classe de imunoglobulinas, da
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mesma forma que existia um aumento das células B que sofrndich de
imunoglobuliras. Também se verificoum aumento da expressde CD95/Fas edo
receptor de quimiocinas CCR®Os doentesom DCL apresentam uma diminui¢do do

pool de células B Totais, associado a um aumento da expressao do receptor CD95/Fas.
Existe ainda um aumento do CR4, da subpopulacdo de células B reguladoras e da
percentagem deétulasB a produzirem IE10. Nos doentes com DClparece existir

uma diferenciacdo das células Taive no sentido Th dada a producdo de-4 por

parte destas células e no sentidq,THada a elevada producdo da-1ZA por parte

destas élulas.Existe ainda um aumento da subpopulacdo CD4+CD28+ produtora de
IL-4. As células T citotoxicas ndo efectoras parecem agteoduzir uma quantidade de

IFN-0 mai s el evada tanto nos doent esumde Al z he
quantidade de H10 mais baixa que os individuos controlo. As células NK apresentam
uma maior producdo de CRACC pelas células CD62L+ e pelas células CB®2L
ambos os grupos aentes, quando comparados com o grupo controlo. Pelo contrario,
os individuos controlo apresentam uma maior percentagem de c&lidague os dois

grupos de doentesNos mondcitos existeim aumento da producdo dENFo p el a
subpopulacdo de mondcitoslarhatérios nos individuos com DCL quando comparados
com o grupo controldObservouseum aumento de ®€SF e MIGem ambos os grupos

de doentes quando comparados com o grupo controlo e quando se compara doentes de
Alzheimer com doentes com DCL existe um antaesignificativo de 18 e MIR-1 o

soro dedoentes com DCL.

CONCLUSOES: Existem evidéncias claras da desregulacdo do sistema imune
periférico na doenca de Alzheimer, sendo urgente esclarecer a implicagdo dessas
alteracdes ao nivel do processo neurodegeivo e, da mesma forma, perceber se a
alteracdo do sistema imune periférico é simultanea ou surge como uma conselfpuéncia
processo neurodegenerativo. Estes dados sugerem ainda perfis celulares diferentes entre

os doentesDoentes de Alzheimgrarecem presentar um perfil ligeiramente mais pro
inflamatorio, enquanto os doentes com Dfdrecemapresentar um perfil mais anti
inflamatorio dada a maior percentagem de ceélulas a produzir a interleucina anti
inflamatoria Il-:10. As quimiocinas I8 e MIR1 b surgem C 0Omo pot

biomarcadores para distinguir DCL de DA.

Palavras-Chave: Doenca de Alzheimer, Défice Cognitivo ligeiro, Inflamacgéo
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ABSTRACT

BACKGROUND: Inflammation of the central nervous system is a feature of
Al z h e i Dmseas® §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 bia, but alsoas peripheral immune cell§hus, in the present
study we assessed whether there were any diseagedrelhanges in the peripheral
immunecells of mild cognitive impairment (MCI) and AD patients, which could shed

some light into their involvaent in the neurodegenerative process

METHODS: Three ageamatched subject groups were recruited: 10 cognitively healthy
controls, 10 patients diagnosed as AD, using NINGDHERDA criteria (McKhann

1984), in mild to moderate stage using the Clinical DemdRéiing Scale Rosen

1984) and 10 with amnestMCI (Petersen criteria2001).None of these subjects had
diabetes, chronic inflammatory or neoplasic diseases, or medications susceptible of
influencing study variables. Thanalysis of the B, TNK cellsand macrophagesubsets

were performed by fl cytometry For the chemokine detection agdimree age
matched subject groups were recruited: 17 cognitively healthy controls, 21 patients with
mild to moderate Aland 27 with amnestiMCI. The quantification bthe chemokines
G-CSF, IL-8, MCP1, MIP-la, MIR1b and MIG in the sera was performed by
multiplex fluorescent bead arrapata were analyzed usingpnparametric One Way
ANOVA for a normal distribution. When the distribution was not norrtteddata were
analyzed using a KruskaVallis. A p-value <0.05 was considered significant.

RESULTS: B cells were significant alted.On DA patientghese cells exhibitebdighe

levels of the molecules CD69 a@D40, which is essential for immunoglobulin switch
classesthe same way B cells that suffered immunoglobulin switch cdassee higher

in these patients. We also obsertggher 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-1I0 were increased on the patient4Cl

patientsappear to have I naive cellghat differentiate ito Th, cells becausef their
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producton of IL-4, but alsointo Th17 cellsas wellbecauseof their production of IL-

17A. CD4+CD28+ cells producing 4 are also increasedn these patients. No

effector cytotoxic T cellareprodwcing a hgher amount ofAN-0 i n bot h gr oups
and MCI when comparedith controls. However, totatytotoxic T cells from the

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

patients. NK cytotoxic cells show increased levels of CRACC by CD62L$ eelll

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

group has a higher percentage of naive NK cells than the patients. The inflammatory
subpopulation bmonocytes is producing moréN-o i n  MCI patients whe
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 titers8éathd MIR1b in the

MCI patients.

CONCLUSIONS: The peripheral immune systeseregulationin 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 alteation appears at the same tiofehe 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-ipfammatory while MCI
patients appear to havean antiinflammatory profile because they have a higher
percentage of cells that are producing the-imfammatory interleukin IE10. Overall,

the present work producesidence for the potential of 48 and MIR1b as biological

markers tadistinguish MCI from early stage AD.

Keywords: Al z h esiDisease,dMild Cognitive Impairment, Inflammation
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1. O impacto daDoenca de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA¢ uma patologianeurolégica que afecta milhdes
de indivduos em todo o mund®atemaret al, 201). Osgravesimpactos econémicos
e sociaigransforman esta patologiaum problema de saude publiPgéamasakiet al,
2017). A verdade € que nosipas ditos desenvolvidos, a populacdo envelhecida esta a
crescer gnificativamente em comparacdo com papulacdo jovem, sendo esta
populacdo envelhecida a que necessita de maiores cuittadasdeA idade é o maior
factor de risco associado a DA, levarel um maioiimpacto econémico desta doenca
nos sistemas de saude dos paises em que a percentagem de idosos esta em crescimento
Mais relevante que o factor financeiro, diminuicaosignificativada qualidade de vida
dos doentes dosfamiliares que Iheprestam cuidados torndo urgente a descoberta
de novas terapias que controlem de forma mais efectiva ou parem a evolugéo do

processo neurodegeneratAloul et al, 1998.

2. Fisiopatologia da Doenca de Alzheimer

Na DA ocorre a degeneracdo deun@ios colinérgicos da zona frontal do
encéfalo no septo medial e no nucleo basalldgnertconduzindoa uma hipofuncao
do hipocampo e dodrtex com consequente demén@ahliebs and Arendt, 20100
cérebro de individuos com@A apresenta dois aspectos caracteristioesquais tém
sido alvo de um estlo intensivo desde a primeira descricdo da doemgdeposicao
extracel ul arAmithide ( brAdpm rANacdo dé placas senis e a deposicéo
intracelular de trancas neurofibrilhares de proteina tau hiperilasfa (Takata and
Kitamura, 2012

Clinicamente a doenca de Alzheimer é carazdea por um défice de memoria
e variasalteracdesna coordenacao visual/espacial; na cogni¢cdo; na linguagam;
emocoOes e na personalidadermalmente conum aumento & agressividade. Apesar
da causa da doenca permanecer uma incognita, existem fortes evidiémtiisasque
consideranma inflamagéo como um factor importante na progresséo da dgdimgki et
al., 2013.
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2.17 MecanismosMoleculares da Doenca de Alzheier

S&o véarios os mecanismos moleculares até agora caracterizados que tentam
elucidar a origem desta doenca que se acredita estar relacionada essencialmente com as
placas senis e com os emaranhados deeima tau hiperfosforiladéSchliebs and
Arendt, 2010.

As placas senis podem ser encontradas em individuos sem qualquer indicio de
deméncia, no entanto, existe uma correlacdo clara entre estas placas e a doenca de
Alzheimer. As placas senis sdo catstlas por depdsitos de proteina beta amiléide
extracelular que deriva do precursor da proteina amildide (fR&l)er and Zheng,

2012. Este precursor pertenceuma familia de proteinas que é expressa em VAarios
tipos de células e apesar da sua fungéo permanecer desconhecida tem sido sugerido que
este funciona como uma factor neurotréfico e neuroprotector ou que esta envolvido no
trdfego de vesiculas dongo do aodnio. O Nterminal doAPP encontrae projectado

no dominio extracelular ou localizado no limen de vesiculas intracelulares tais como o
reticulo endoplasmatico (RE), o complexo de golgi ou endossomas intracelulares. Por
sua vez, o erminal encontrae ro dominio citoplasmatico. O APP pode skvato

por diferentes protses( U, = Becretases) responsaveis pela producéo do peptideo
bAwou da Vv anios quaiepossukmma capacidade elevada de se auto
agregaem (Figura 1). Em neurdnios normais as secretases levam a pdigad
fragment os bA APP,dooquaboortesppn@pa fiachdxtracelular do
APP. A bA ® constitutivamente secretada
no liquido cefalorraquidmqg no sangue ou depositada em capilares cerebrais, lagerio

e Vv ®nul as acumhasebemn algumas regibes cerebrais nomeadamente no
cerebelo, no estriado e no talamo e é claramempdicdada na doenca de Alzheimer
(LaFerlaetal., 2007.

po
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Figura 1 - Cl i vagem d amilBideotla ¢ianrdio dmiloidogénica (esquerda) e pel:

amiloidogénica (direita). Adaptado daFerla et al.Nat. Rev. Neurosc2007.

Os emaranhados neurofibrilhares, sao congmsessencialmente por proteina
tau hiperfosforilada e normalmente estdo presentes no hipocampo, no cortex entorrinal e
na amigdala. Estes emaranhados sdo estruturas anémalas geradas pela hiperfosforilacdo
e auteagregacdo da proteina tau em filamentospamtos. Num cérebro normal, esta
proteina encontrae associada a microtubulos estabilizaosloAssim, um equilibrio
entre fosforilacbes e desfosforilagbes da tau confere estabilidade ao citoesqueleto e
mantém a morfologia dos axénios. No cérebro de dsaid Alzheimer verificae uma
hiperfosforilacdo da tau pela ac¢éo de diferentes proteinas cinases, estando o sistema de
fosfatases alterado a nivel da sua estrutura e conformacdo, o que afecta a ligacdo com a
tubulina e a capacidade de marerquiteaira do citoesqueletdeeet al., 2013.

Todos estes mecanismos moleculares juntamente com outras alteracdes celulares
sao responsaveis pelo desenvolvimento de unam@nao patogénico fulcral na DiAo
stress oxidativgResendeet al, 2008. Este caracterizae como um desequilibrio entre
agentes oxidantes e aotidantes que pode ocorrer por um excesso de agentes
oxidantes, um défice de agentes -axidantes e/ou a combinacdo denbos. A
sobreproducdo de espécies reactivas de oxigénio (RO&SHiEogenio (RNS) como o
anido superoxido, o peroxido de hidrogénio, o 6xido nitrico e o0 peroxinitrito séo
responsaveis pelos danos celulares e sinais de apoptose, pois iniciam uma série d
reaccdes secundarias entre radicais livres e outras biomoléculas. A presenca de radicais

7

livres em excesso é responsavel pela inducdo de uma entrada massiva de calcio no

neurénio (Mecocci and Polidori, 2001 O excesso de bA induz
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concentracdes elevadas e ndo usuais de ROS bem como a deplecaexidaanés
endogenos, o que causa dano celular e morte neuronal. Como factor agravante as placas
d e -anfiilide contém metais como cobre, zinco eofgue para além de faciliem a
agregacdo promowe uma reac¢do com o peroxido de hidrogénio, formando um
oxidante forte e o radical hidroxilo. As alteracdes no metabolismo do ferro nas células
cerebrais s@iresponsaveis por alteracdesndecanismos dednsducdo nessas mesmas
células com consequente neurodegeneracdo. As células neuronais ndo sdo as Unicas
intervenientes neste processo e a activacao da microglia é fundamental para a formacgéo
de stress oxidativo. E entdo comum, no cérebro de doentes aemddzhencontrar um
aumento de marcadores de stress oxidativo nos quais se incluem proteinas oxidadas,
lipidos membranares oxidadosacido desoxirribonucleico DNA) oxidado e
imunoreactividade da nitrotirosinaFigura 2). O stress oxidativo € considerado
responsavel por uma grande parte da patologia da doéegdoecomaonsequéncias a
toxicidade do calcio e o aumento da vulnerabilidade dos neurénios a excitoteiocidad

gueem conjuntocontribui paia mecanismode morte neurongMattson, 2001

Transporter  lon channel

Endoplasmic
reticulum

Figura2-Les«o oxi dati va i-Amidide. Adhptadpde Matsoplatuoel(94
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2.271 Hipotese da Cascata Amildide

A hipétese da cascata amiloidegira3) coloca a formacédo de oligdbmeros de
bAt - xicos e a acumula-«o destes olig-meros
patogénese da doenca de Alzheimer. Esta hipotese refere que com o avancar da idade,
ocorre um desequil 2Dbr i o mecanismos deaempciostl u - « 0 d «
proteina o que origina uma acumulacado grddeauma agregacdo desta cérebro,
i niciando uma cascata neurodegenerativa que
e o stress oxidativo com dano e perda neuronal. Desde a apcésedesta hipbtese a
comunidade cientifica que os estudos desenvolvidos na doenca de Alzlseimer
baseianem t ent ar perceber qual Amapatogénesadbésa r o p a
doencaHampelet al,, 2009.

Familial AD Sporadic AD

Mutations in the APP or PS1/PS2 genes:
duplication in the APP gene

VAN

[ Life-long Increase In Afj42 ] Increased tendency for J

production with gradual Af} misfolding with higher
Al accumulation amyloldogenicity

Impaired LTP with

Altered kinase / phosphatase activity  Further | rogates | Microglial and astrocytic activation,
with tangle formation P Intlammatory response, oxidative stress

Neuronal / synaptic dysfunction
_With neuralransmitier deficit

Cognitive dysfunction

Figura3-Hi p- t ese da CaAmidde. Adaptealo de ehpel &tald&Exp Neurol2009
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31 A Genética da Doenca de Alzheimer

A forma familiar da doenca de Alzheimer (FAD) constitui cerca -d®% de
todos os casos desta doenca e é caracterizada por manifestacbes de deméncia precoces
em adultos. Os principagenes implicados nestas formas familiares da doenca s&o os
que codificam para o APP, presenilinas 2 e 2 macroglobulinagMaccioni et al,

2001).

O geneAPP esta localizado no cromossoma 21 e tem um interesse particular
devido ao facto de terem si doamiBidecentr ado
neurodegeneracdo em individuos com sindrome de Down. Mutacdes ao nivel da
seqgu°®°ncia que codiPfPicasalbAamMmmaoauganel eév ada
naauteagrega « o de b A de p (EstekirTaaneg208ym pl ac as

A Presenilinal (PS1) esta envolvida no processatoenormal do APP, de
forma quemutacdes no ene da PS1 levam a alteracbes na clivagem do APP com
apar eci ma.p b variatte amidide mais agressiva para a deposicao de placas
no cérebro humano. Da mesma forma esta proteina pode estar envolvida em
mecanismos de fosforilagdo (por interaccam @ sintetase do glicogénioGS K 3 b )
podendo contribuir para a hiperfosforilagdo da tau. Tém sido demonstradas mutacoes
noutra Presenilias, nomeadamente na PresHih@Haapasalo and Kovacs, 2011

A genética da DAndo se restringe apenas a forma familAssim, na forma
tardia desta doengambém se encontram alteracdes genéticasnsidersse que 0s
factores ambientais também contribuem para a fisiopatalegi@ doenca. A par com a
idade a presenca do polimorfisnta Apoliproteina E (ApoEY) 4 reconhecida como
um importante factor de risco na forma tardia da doenca. A ApoE é uma proteina
transportadora de colesterol gue pode exi st
e 4 (E4) (Ward et al, 201). A presenca do aleld p o Elé&vd a umadesregulacéo
lipidica na doenga de Alzheimer uma vez que a principal func@ootinaApoE € a
redistribuicdo de lipidos e a manutencédo da homeostasia dteodle& presenca deste
al el o parece alterar o processamento de DA
doenca. Apesar danalise genética para detecgdo presenca deste polimorfismo da
ApoE nos doentes de Alzheimaéo ser usadeomo método de diagstico é referido
na pratica clinica como um factparaum pior prognosticdElias Sonnenscheiet al.,

2017). Individuos portadores deste alelo tamkém sido associados a um maior risco

12
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de desenvolvimentale hipertenséo, hipercolestemia@ e doenca arterial coronaria.
Doentes de Alzheimer apresentam um perfil de lipoproteinas tipicelgescom
aterosclerose, com elevados nivéégscolesterol plasético total e de lipoproteds de
baixa densidade (LDL) aiveis reduzidos de lipopteinas de alta densidade (HDL)
(Carter, 200Y.

A maior parte do transporte lipidico no sistema nervoso central (Sfp gor
lipoproteinas constituidas por ApoA e Ap(#artinset al, 2009.

A ApoE é principalmentesintetizada pelo figado, embora possa ser produzida
por outro tipo de células tais como neurénios, astrocitomeroéfagos(Duanet al,

2007). Esta glicoproteina esta envolvida na mobilizacao e redistribuicdo do colesterol
durante o crescimento neuronal. Pode também estar envolvida na regeneracdo nervosa,
imunoregulacdo e activagdo de varias enzimas lipoliticas. Assimegeneracéo

neuronal e a remodelacao plastica das dendrites sdo severamente afectadas num elevado
n“mero de doentes de Al zhei mer Ogueel aprleds en
esta fortemente associado com o aumento das placagicase a angiopatiamiléide

cerebral na doenga de AlzheinfiBocchiet al., 2003.

As apoliproteinas do soro, entre as quais se encontra a Apobémsao
mediadoras do ansporte lipidico extracelular para satisfazer as necessidades
metabodlicas do organismoAlém dissg as apoliproteinas estdo envolvidas nha
apresentacao de antigénios lipidicos exdgenos as célulagjlianto que antigénios
peptidicos sao apresentados @dulas T por moléculas do complexo major de
histocompatibilidade (CMH), sendo os péptidos enddégenos apresentados pelo CMH
classe | e os péplibs exdgenos pelo CMH classe Il, a apresentacdo de antigénios
lipidicos as células T é feita poroléculas CDXdo InglésCluster of Differentiatiopna
superficie de células apresentadoras de antig&®€). A ApoE ligase a antigénios
lipidicos transportandos até um compartimento endossomal que contéfulas
apresentadoras de antigénio associadas a molécula§-@Dra4)(van den Elzert al,

2005. A importancia da ApoE na criagdo de respostas imunes eficientes contra
microbios tem sido demonstrada através de estudos que usam ratinhos deficientes nesta
apoliproteina os quaisdemonstram uma elevada susceptibilidade para infecgbes por

Mycobacterium tuberculos{®lartenset al, 200§

13
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Figura 47 Via exdgena de apresentacdo de antigénios lipidicos mediada por ApoE. [1] ApoE ¢
ou reciclada apreende antigénios lipidicos; [2] Libertagcdo, por parte de macréfagos infectaqu
associada a antigénios lipidicos; [3] Lipoproteinas do soro (VLDL) servem como depdsi
antigénios lipidicosAdaptado de Peter Van Den Elzetnal 2005,Nature Publishing group.

47 Importancia da Genética da Inflamacéo

Existem varie estudosque sugerem que as doencas neurodegenerativas
cronicas, entre as quais se encontra a DA, sdo causadas por uma série de @wyentos
culminam na morte neuronal. Para além da componente gerditiegitase que a
influéncia do meio ambiente a epigenética podem contribuir para os mecarssmo
fisiopatolégicogesponsaveis pela neurodegeneracédo e cronicidade desta doenca. Existe
aindauma grande dificuldade em distinguir eventos primarios de eventos secundarios,
de forma, que toda a cascata de acontecimentos se torna um ciclo aiciogucio e
fim desconhecidogBossyWetzel et al, 20094. Nesta linha de pensamento pode
afirmarse com toda a certeza que a inflamacéo se encontra associada aos mecanismos
patolégicos da DA, no entanto, ndo se sabe se esta inflamacdo é a causa ou um
fendmenaosecundario no percurso desta neurodegeneracdo crBristem evidéncias
claras da activacdo de vias inflamatodrias importantes na fisiopatologia da doenca, uma

vez que o uso prolongado de anflamatérios esta associado a um menor risco de

14
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desenvolvimeto da patologia(WyssCoray and Rogers, 2012 Estes #&ctores
inflamatorios como a Interleucind b -1 b jroduzidos no decorrer da DA gem

regular determinados factores de transcricdo, o que indica que padir alteracdes
da expressédo génica efoencaglo sistema nervoso cent(élitron et al, 2008.

5 - Imunologia da DA ao nivel do Sistema Nervoso Central

O cérebro foi considerado durantenuito tempo como um Orgao
imunologicamente privilegiado devido a existéncia de uma barheimatoencefalica
constituida por um sistema dight junctions entre os capilares do sistema nervoso
central que impede a entrada de células inflamatorias, agentes patogénicos e algumas
macromoéculas para o espaco subaradafiLarochelleet al,, 201).

Actualmente ja é referida a existéncia de um sistema imune enddgeno
coordenado por células imunocompetentes, como a microglia, que apresenta um
processo inhmatoério distinto daquele que € encontrado a periferia, até porque o facto
de o cérebro ndo conter fibras de dor torna dificil o reconhecimento da ocorréncia de
inflamacédo e dos seus sinais classicos como o rubor, o edema, o calor (Eiasgor
and Owens, 201

Este processo inflamatério a nivel central pode estar envolvido na patogénese da
DA. Tem sido sugerido que as pncatdodmabr i | ha:
resposta inflamatéria com libertacdo de neurotoxinas e citocinas neurotd@stas.
resposta inflamatéria associada a presenca de placas semisideradasecundaria a
acumul a-«o0o de DbA e pode estar edawdoechga.i da no
A microglia activada e os astrécitos reactivos circundam depositos extracelulares de
pr ot eafifdide, ibiciam uma resposta inflamatdria caracterizada por uma resposta
aguda local mediada por citocinas inflamatorias que activam a cascatplermento
com consequente dano celuldohnstoret al, 201)).
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5.17 Microglia

Em condicbes patologicas, como € o caso das doewmgaalegenerativas, a
microglia tornase activa, circunda as células lesadas e remove os restos celulares, tal
como 0s macréfagos do sistema imune periféfdamnstonet al, 2017). A microglia
activach sobreregula uma variedade de receptores a superficie incluitdvwHoe
receptores do complemento e sofre modificacdes morfolégicas apresentando uma maior
ramificacdo. Quando estimulada em doencas neurodegenerativas a microglia liberta
uma série de mediatks préinflamatérios como citocinas, ROS, factores do
complemento, produtos neurotoxicos, radicais livres, oxido nitrico (NO) que em
conjunto contribuem para a disfuncdo e morte celular, criando um circulo vicioso
(Figurab) (Block et al., 2007).

Peptideos amildides e o seu precursor sdo potenciais activadores da microglia,
de forma que a deleccdo do gene que codifica o APP leva a uma diminuicao da
activa-«o da microglia. A bA tem a capaci dz¢
(Factor Nuclear Kppa B)que € necessaria para a producéo de citocinas. A subsequente
activacdo das vias ER{roteina Cinase Regulada por Sinais Extracelulardsh\PK
(Proteina Cinase Activada por Mitogénios) t amb ®m pel a | i ga-«o0 de
celular da microgliainduz a expressdo de genes-piffamatorios ligados a producao
de citocinas e qui mi oseaomeaeptor dAfactorlestimwadoe ai nd .
de colonias macrofagico (@SF) levando a emisséo de sinais de activagao celular que
induzem quimiotaxiada microglia, proliferacdo e aumento da esp&® deste mesmo
receptoreforcandoa s obr evi venci a c el ioduzaos macréfegosa al ®m
da circulacdo periférica atravessaa barreira hematoencefélica devido ao recrutamento
quimiotacticolevardo a um aumento do processo inflamatd§Hoistinahoet al, 201J.

Existe uma enorme controvérsia que circunda o papel da microglia neste tipo de
doencas, t@do-se verificado em alguns casos que a microglia tem um papel benéfico,
uma vez que a sua activa-«o0 pode reduzir a
fagocitaria e secretar uma série de factores sollveis tais como o factor neurotréfico
derivado da gliaGDNF) o qual é potencialmente benéfico para a sobrevivéncia dos

neuroniogNeheret al, 2012.

16



Caracterzagdoda Resposta ImureeriféricanaDoenca de Alzheime]| 2012

Inflammatory Microglial activators Neuronal
frigger (laminin, MMP3, c-synuclein, death/damage
Substance P neuromelanin) !

Ap

LPS ‘
. Reactive microgliosis ) -"cf

e K )
i ."-f.-'a"-g' | o .
ol i N A
R S g T
] . - "\ . ‘2:._:_ S
* f Self-perpetuating %
neurotoxicity
Microglial activation MPTR/MPF

Meurotoxic factors Glutamate
(PGE;, IL-B, TMFo, MO, NOCr, )
Oy, Hy Dy Direct
° o neurotoxic
insult

Figura 5 - Neurotoxicidade com interac¢c&mtre células da microglia e o neurdnio. Adaptac
Block et al., Nat Rev Neurosci 2007.

5.271 Astrécitos

O papel dos astrocitos noggesso inflamatorio da DA néotao claro como o da
microglia, no entantoganham énfase devido a possivapacidade delegradacéo e
depur a- «o fadte de fofneceremoum suporte tréfico aos neurdnios e por
formarem uma barreira protectora entre o0Ss
de um el evado nYumero de astr - -citoseaassoci acf
lesbes causadas por essas placas levem a formagcdo de moléculas quimiotacticas que
medeiam o recrutamento de astrocitos. Esses astrocitos no cortex entordoahids
com DA acumul am dg Tdmosidongemogstradd gua estadcllulas
secetam varias moléculas pmdflamatorias como interleucinas, leucotrienos,
tromboxanos, factores de coagulacao, factores do complemento, proteases e inibidores
de proteases que sdo similares e se podem sobrepor aos libertados pela microglia
(Wegrzynowiczet al, 2010. No entanto, tal como no caso da microglia nem sempre 0s
astrocitos sdo considerados benéficos no decorrer da doersguesorutamento para
junt o das placas de bA pode prolongar a i nf/l

mediada por NO por expreseara sintetase do oxido nitrico (iNO@)i et al, 2010Q.
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SegunddRossneretal.,,2005 os pr - prios astr-citos podem
ao facto de aument-secretase (BACEL) qual @ urraoenzidhe b

essenci al para a forma-«o de bA.

5.3- Citocinas

De uma forma geral, parece ocorrer um anta de citocinas e quimiocinas DA,
nomeadamente de 4L b , | ntG(tLib)eriad thar de NeciNFd)e Tumor a
Interleucina8 (IL-8), Factor Transformante do Crescimefito TGFb) e Proteina
Inflamatéria Ma c r o f § g i claU(Shditeet(aM I20®9. Para além dissdem sido
descrita uma associacdo entre DA e polimorfismos em varios genes de citocias pré
inflamatorias, nomeadamente para &llla I.-6, 0 TNFU e -aatiquihfiotripsina, uma
proteina de fase agu@@uppo and Arias, 20Q05A producao de interleucinas e quimiocinas
pode estar ligada a activacdo damglia, a astrogliose e levar a uma maior secrecao de
moléculas prénflamatorias e de amil6ide, o que origina um ciclo vicioso. Desta forma, as
citocinas podem afectar a forma-«o de bA por
e agr ega -okterendaecapbcilade ge transcricioraite sobrexpressarBACE1L
e por elevarem os niveis de mMRNA (RNA mensageiro) do (BRRkoet al, 2004.

5.4- Neurbnios

Os neurdéniospor si s¢ parecem ter um papel inflamatério no decorrer da DA e
tém sido implicados na producdo d®mponentesinflamatérios nomeadamente
citocinas e aumento da expressao de niveis de proteinas do complemento, pentraxinas,
proteina Greactv a e p r .0A peotlugé ddstdsomponentepré-inflamatorios
pelos neuronios pode aumentar o processo inflamatério e piorar o ambiente celular

causando toxicidade e morte neurdialtschgi and WyssCoray, 2007.
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6 - Resposta Imune e Inflamacé&o Cronica

O sistema imune é dividido em inato e adquiridamunidade inata tem como
caracteristica principal uma inespecificidade da resposta imune e ocorre essencialmente
pela digestdo de micraganismos e substancias estranhas ao organsando 0S
macrofagos célulasNatural Killer (NK) e neutrdéfilos as principais células envolvidas
A imunidade adquirida € mediada por células B,esdndocaracterizada por uma
especificidade da resposta imuntenacdo de memdria, a qual permite uma resposta
mais rapida num segundo contacto com o antiggkima et al, 200)).

Para quese inicie uma resposta imune € necessario que ocorra um
comprometimento das barreiras de defesa primarias (pele, mucosas). Desta forma o
agente patogénico tem entrada no organismo e recepRREs (Receptores de
Reconhecimento de Padrygsesentes nas células do sistema imune inai®como
TLRs (Toll like recetors) reconhecem pequenas sequéncias moleculares designadas de
PAMPs Pathogen associated molecular pattgrn8s vias de sinalizacdoctvadas
através destes receptores activam o processo inflamatérientanto, estes receptores
ndo sdo a Unica forma que o sistema imune tem de reconhecer microorganismos
patogénicogTakeda and Akira, 2001 O sistemado complemento e 0s receptores
especializados das célulbatutal Killer (NK) sdo dois mecanismos que participam no
reconhecimento e distincdo daquilo que é ou nao proidad et al, 201Q. Inicia-se
assim um processo de inflamagdo aguda no qual ocorre recrutamento de leucécitos
Inicialmente séo recrutados granulécitpaslimorfonuclearese depois mondtos, os
quais se diferenciam em macrofagos no local da inflamacédo. Neste processo ocorre
desgranulacdo, libertagdo de uma série de factores inflamatérios e libertacdo de
citocinas préinflamatérias. Todcesteprocesso leva ao recrutamento de mais células
para o local da inflamac¢gdMedzhitov and Janeway, 1997

A ligacdo entre imunidade inata e imunidade adquirida é efectuado pelas células
dendriticasas quaisaptam o antigénio e o levam até aos 6rgaos linféides secundarios
onde podem despoletar respostas imunes antigdpiecificas. A migracdo e maturacao
destas células € dependenterd@éculas do CMH | e I, de moléculas-estimulatorias
(CD40, C80 e CD86) e da producdo de citocinas. Todas estas moléculas permitem
uma éptima interaccdo entre as células dendriticas e as células T auxiliaragi(Ee)

T citotoxicas As células Thaiveséao estimuladas por células APC e consequentemente
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diferencamse em duas subpopulacdes de células Th: células Th tipa)le(Thlulas
Th tipo 2 (Th). As células Thl secretaiterferdegama (FN-0) e promovem uma
resposta imune mediada por células enquanto que as célulksesciétam interleuciné
(IL-4), interleucina5 (IL-5), interleucinal0 (L-10) e interleucinal3 (IL-13),
promovendo uma resposta essencialmente humistal € através da producédo de
anticorpos pelas células Bm desequilibricentre as células THh, esta envolvidao
desenvolvimento deniimerasdoencas, incluindo doencas attwnes e doengas
alérgicagAkira et al., 200).

Para além dos TLRs, a interac¢do entre células dendriticas e as células NK,
também é essencial para o inicio da resposta imune adaptativa. As células NK
expressam a sua superficie receptores capazes de distinguir proteinas deesuperfici
proprias das naproprias e a sua principal funcdo é detectar células infectadas por
agentes patogénicos intracelularegss células NK também podem ser activadas
directamente pelas células dendriticas ou por moléculas de superficie e indirectamente
através de citocinas. Quando estas células estdo activas libHiddvm que levaa
maturacdo das células dendriticas e activam a resposta imune por parte das células T
(Hoebeet al, 2009.

A interaccao entre imunidade inata e adquirida ndo se fica por aqui. Desta forma,
o sistemado complemento também pode levar a activacdocdhdas B e T. O sistema
do complemento € constituido por um grupo de proteinas plasméatig@asrincipal
funcd@o é reconhecer e eliminar microorganisnmf®sctivacdo deste sistema pode ser
efectuada pela via cl| 8s sopwrazao(pgrwadicopas); o fAal v
pela via da lectina (estruturas polissacarideas de reconhecimento de microorganismos)
ou pelavia alternativa (estruturas de reconhecimento de superficies estranhas ainda nao
identificadas). O complemento participa na imunidade hunairaés da ligacdo do
factor C3 as moléculas expressas a superficie das células B e células dendriticas
(receptor CD24CD35), o quaesultana regulacdo de respostas mediadas por células B
a diferentes nivei@8laskoet al, 2009.

Em condi¢cdes normais a inflamacdo aguda é limitada e apds alguns dias
encontra seesolvidacom eliminacdo do antigénsmcom formacgéo de células B e T de
memoria, capazes de efectuamairesposta imune bastante mais rapida e eficaz num
segundo contacto comneesmoantigénio(Medzhitov and Janeway, 1997

Enquanto os mediadores e mesams de sinalizacado que iniciam e promovem

a resposta inflamatéria sdo bem conhecidos, pouco se sabe acerca dos mecanismos de
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resolucdo da inflamacéo. Ja foram identificadésog mediadores antiflamatorios,
nomeadamente citocinas (ll0 e TGFb) , medi ador es l i p2dico
prostaglandinas) e também receptores-iaffimatorios em células do sistema imune

(CD200 em macroéfagos).

O problema surge quando ndo ha um equilibrio entre os sistemas pré e anti
inflamatorio. Numa inflamacéocronica ndo ocorre resolucdo da inflamacao,
permanecendo 0s mecanismos -ipftamatorios e as células do sistema imune
constantemente activos. As doencas -futmes tais como a artrite reumatoéide (AR) e
o ldpus eritematoso sistémico (LES) sdo exemplosumi@ inflamacdo cronica e
constituem um dos grandes mistérios da imunobioldgaim uma inflamacgéo crénica
caracterizese por uma falha do sistema anflamatorio endégeno o que leva a
persisténcia da inflamagédo e de alguma forma esta ligado dnautwade (Figura
6)(Karin et al,, 2009.
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IFN-cc and
IFN-

Figura 61 A interface entre a imunidade inata e adquirida e as consequéncias do sucesso ou da falha

imune. Uma comunicacao efiz entre a resposta imune inata e a resposta imune adquirida leva a uma er
do agente patogénico e imunidade do hospedeiro (assinalado a verde). A falha de uma eficiente des
entre o préprio e o ndardprio por parte do sistema imune mat adaptativo leva a uma proliferagdo do ag
patogénico e em Ultimo caso pode ocorrer sépsis (representado a vermelho). Esta falha esta também i
desenvolvimento de doengas airtmines e alergias (assinalado a vermelho). Legenda: [Df€]ula dendritice
[CD40L] 7 Ligando do CDA40; [INF] Interferdo; [MHC]i complexo Major de Histocompatibilidade; [PMN
célulasPolimorfonucleares, [TCR] Receptor das células T; [NCR]JReceptor Natural de Citotoxicidade; [N¢€
L] i Ligando do Receptor Natairde Citotoxicidade. Adaptado de Hoebe et al., 2004, Nature Immunology.
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77 Imunologia da DA ao nivel do Sistema Imune Periférico

A complexidade do sistema imune associada a complexida8&@dez com
gue durante muitos anos poucos se aventurassem no estudo da pmssxéb entre
estes dois sistemas, em parte devido a ideia de que o sistema nervoso central seria um
orgdo imunologicamente privilegiado. O reconhecimento de um sistema imune
enddgeno cerebral constituido por células imunocompetentes produtoras descitocina
abriuuma nova perspectiva acerca da comunicacao entre estes dois sistestiaso
evidéncias de uma correlacao entre a funcéo imune periférica €k and Griffin,

2009. Assim, para além da producéo local de moléculas imunes, existem evidéncias de
que o SNC é acessivel a uma pequena percentagem de linédeitosdcitogBritschgi

and WyssCoray, 200). Na mesma ordem de ideias, alguns estudos demonstram que
uma resposta neuroinflamatéria envolve células do sistema imune periférico
(macréfagos, liddtos T, B e células dendriticas), células residentes do SNC
(microglia, astbcitos e neurdniogholéculas proteica@noléculas de adesaaitocinas,
guimiocinas e factores do complemenéubstancias citotoxicdBOS e RN$ (Reale

et al, 2009.

A DA é caracterizada pela formacdo de emaranhados neurofibrilhares e
acumul a-«0 de prote2na bumaredpestainfamatéoics O qu e
sistema imune tem como principal objectivo eliminar o organigsimanho que
desencadeia essa respostafoi demonstradque para alénde amicroglia exercer as
capacidades fagociticas que |he s&o reconhecidas exristeém migracdo dos
mondcitos derivados do sangue periférias quaiscircundam a proteind A e
procedem a sugemocao Para além disso, estas células podem servir como suporte de
factores tréficos aos neurdnios e astrocitos, os quais limitam a acumulacdo de proteina
b A(Figura7) (Britschgi and Wys<Coray, 200Y.
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SNC, sendo o seu recrutamento mediado por receptoregathaldi 2 de quimiocinas CC (Ccr2). E
células podem também servir como suporte neurotréfico a neurénios e astrocitos. Adpatado de
et al, 2007Nature Publishina Group.

Um sinal evidente da existéncia de inflamacao crénica sistémica é a producao
massiva de citocinas pidflamatérias pelas células mononucleares do sangue
periféric, que podem contribuir paralterar a resposta imune e eadar a
neurodegeneracadla DA sdo produzidas citocinas cofiF-U JL-1 e IL-6 a nivel
central, que também podem ser encontradas a nivel periférico aquando da passagem
pela barreira hematoenétita ou aquando da propria producédo pelas células do sangue
periférica Estas células periféricas também tém sido apontadas como produtoras da
quimiocina RANTES (regulada sob activacdo, expressa e secretada por células T
normais)a qual pode ter umefeito neuroprotector e n@aumento da sobrevivéncia
celular(Couturieret al, 2013. Porém,a producao de citocinas ndo se apresenta como o
anico sinal inflamatéd na DA, na qual ocorre também alteragdo do perfil linfocitario
normal. (Mrak and Griffin, 200% Apesar de nao existium consenso acerca das

verdadeiras alteracdes celulares que ocorrem a nivel periférico, parece existir uma
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diminuicdo do numero de linfocitos T, bem como uma diminuicaprdiéferacédo das
células monoucleares sanguineas. Estas alteracdes témligalias aos processos
paoldgicos que ocorrem HaA, tendo sido demonstrado qaeproliferacao linfocitaria

€ estimulada pelo precursor da proteina amildidees os leucécitos podeaxpressar
MRNA paraAPP epara a proteind Asendo a expressditestes componentes activada
por mecanismos de sinalizacgfiala and Veerhuis, 20100s niveisde mRNA e de
APP das células mononuclearesde linfocitos do sangue periféricéém sido
encontrados elevados aentesde Alzheimer. Alteragbes funcioisana producéo de
APP e no processamento de célutasnes periféricas reflectem uma desregulacédo do
metabolismo do APP no cérebro. O facto dasatteracéeserem reportadas ndo s6 na
DA mas também em individuos com défices cognitivos ligeiros ou moderados pode ser
um dado importante padefinir biomarcadores precoc@dagakiet al, 2009.

Na tentativa dese encontrar uma estratégia terapéutica eficaz no combate da
doenca tense verificado que apos imunizagda m o0 p @egigtei uch aumbnfo do
namerode anticorp s ¢ 0 A4 auma fequena partesses anticorpos atravessam a
barreirah e mat oencef 8l i ca opsonizando a bA e prc
por células da microgliagonduzindo® el i mi na- «o (dhrus, 2008Paraas de |
alémdo envolvimento das células B através da producédo de anticorpos, também tem
sido reportado uma expansdo da® | ul as T ap-:- s ikn@OmMoiag a- «0 C
células Th sdo mais eficientes que as célulag dlestimular as células Bpgoduzirem
anticorpos sup@see que haja uma resposta mediada essencialmente por téhdpss
imunizacagqTown et al., 2003.

Outros estudos apontam papae a resposta imune a nivel ENC possaestar
envolvida na transicdo de défices cognitivos ligeiros para o estado de deméncia que se
atinge na DA. O facto € que faiemonstrdo que as motlasinflamatorias, na sua
maioria pertencentes aGMH [l e marcadoras da activacdo da microgkatéo
aumentadas endoentesna fase inicial da DA, sendo uma das consequérdnas
aumento destas moléagiCMH II, uma maior apresentacao de antigénios as células T,
induzindo uma resposta imune adaptativa. E sugerida uma disfuncao rasptsta
imune nos estados iniciais da doenca que pode contpwa o declinio cognitivo
(Parachikovaet al, 2007.

Apesar da DA ser associada a uma resposta imune inata, a inducdo de uma
resposta imunesistémica adaptativa encontrada em modelos animais de DA tem sido

constderada benéfica a nivel ddteracbes neuropatoldgicas e comportamentscs.
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entanto, ensaios clinicos em humgnosn os quai s f ohgslevaandao o0 p ®f
que 5 a 6% dos pacientes tratados com este péptido desenvolvessem meningoencefalite.

A causa dsta reaccdo é descecida mas uma reaccdo imunb & a p r-se soeo t a

a principal hipétes@Lemereet al, 2007. Células T autgeactivas com uma menor ou

maior dinidade ddigacdo ndo sao necessariamente eliminadas no timo e podem mediar
doencas automunes.Sabese também,que células T activadas podem penetrar no

SNC. Sendoo antig® n i o profgréssivamente depositado no SNC com o0 avan¢o da

idade na DA, h&autores que sugereque pode ocorrer um aumento ou diminuicdo da
reactividade das células T mA(também com o aumento da idade) em fungcdo do

peptideo ser tolerogéniom imunogénio (Monsonegeet al., 2003.
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OBJECTIVOS
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A DA é uma doenca neurodegenerativa progressiva cujo inicio ocorre muito
antes do aparecimento de qualgsatoma, o que dificulta um diagndstico precoce
capaz de retardar a progressdo da doencga. Doentes com défice cognitivo ligeiro (DCL)
apresentam um riscaumentado de desenvolver a doerigasta forma a deteccao de
biomarcadores no sangue periférico, Eén de tornar menos complexo o diagnéstico
actual, poderia servir de auxilio para um diagndstico preddcsangue periférico
constitui o material biol6gico que mais facilmente se obtém. Desta forma pretandeu
com este estudo

1° - Caracterizar fenotipamente assubpopulacbes das células imunes
periféricas(linfocitos B, linfocitos T citotdxicos, linfocitos T auxiliares e céluldK)
em trés grupos diferentes: grupontrolo, grupo de doentes com DCL e grupo de
doentes em estadio inicialmoderadale DA.

2° - Avaliar a presenca dguimiocinasinflamatorias no soro de individuos dos 3
grupos em estudo.

3° - Encontrar possiveis biomarcadores no sangue periférico caracteristicos de

individuos 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 detecgéo precoce de biomapadores
a doenca de Alzheimefforam constituidos trés grupos de estudo. Um grupo de
individuos comDCL cuja caracterizacao fafectuada segundo costérios dePetersen
(Petersen criteria, 20p1um segundagrupo de individuos diagnosticados com &
acordo coma classificacANINCDS-ADRDA (Mckhann, 1984em estadiosnicial ou
moderado(Critério/CDR=1 ou 2 Rosen, 1984¥, por ultimo,um grupo controlpno
qgud todos os individuos efectuaram os testes neurolégicos igualmente realizados aos
doentes, de forma a excluir qualquer tipo de deméncia. O grupo controlo apuesanta
média de idades semelhaates grupos de estudo. N&o foram incluidos individuos com
diabketes, inflamacfes crénicas, doencas neoplasicagjeios a medicacao/tratamento
gue pudessem alterar as variaveis deste esfutkrolha das amostras efectegrinos
Hospitais da Universidade de Coimbra sob a coordenagcdo da equipa do servico de
neurolgia. O numero de individuos em cada grupo variou em funcaeraio
realizado Para a andlise fenotipica pmtometria de fluxo foram usadas amostrad@de
individuos controlo com uma média de idades de 75 anos (5 individuos do sexo
feminino e 5 do sexmasculino), 10 individuos com DCL (6 do sexo feminino e 4 do
sexo masculino) com uma média de idades de 77 anos e 10 individuos com DA (6 do
sexo feminino e 4 do sexo masculimmm uma média de idades de 71,5 anos. ®ara
analise das citocinas do sorodor analisado48 individuos do grupo control@l0 do
sexo feminino e 8 do sexo masculin®y individuos do grupo com DC(15 do sexo
feminino e 12 do sexo masculine1 individuos do grupo de doentes de Alzheimer

(14 do sexo feminino e 7 do sexo masuili

2 - Andlise Fenotipica por Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica capaz de analisar multiplos parametros de
células individuais dentro de uma populacdo heterogénea. Esta andlise € efectuada
através da passagem de milhares de c&phoa segundo por um feixe de luz onde a luz
emitida por cada célula é capturada. Os dados recolhidos podem ser analisados por um
softwareapropriado de forma a determinar as diferentes caracteristicas celulares, tais

como tamanho, complexidade e fenati@ofendtipo das células € definido em funcao
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das moléculas de superficie celular que apresentam. Cada molécula é definida por um
CD que apresenta a sua superficie. Essas moléculas expressas a superficie podem
indicar linhagens celulares, definindo o tipe délula em andlise ou podem ser
indicativas de activagdo celular, adesdoming memodriaou outros estadios de
diferenciacéo celular.

Recorrendoa esta técnica foi possivianotipar as populacdes linfocitarias do
sangue periférico. Assim para além degp@pulacdes serem identificadas também é
possivel determinar se estdo activaseits de marcadores de activacie;estdo a
produzir citocinas intracelularese expressam a sua superficie moléculdsodgngou
de adesdo e para além disso € possivelmetar as percentagens das subpopulacdes
linfocitérias.

Com o objectivo defenotipar as células do sistema imune periférico de
individuos diagnosticados cobA, de doentes com DCL e de individuos de um grupo
controlo, bram recolhidos 10 mlde sangue tat a cada individuaos quais foi
adicionadonuma proporcédo de 1mL para 100de sangue totalm tampao de lise de
glébulos vermelhosconstituido por:NH4Cl (0.15M), KHCO; (10 mM) e EDTA
(0.1mM). Seguiuse uma lavagensom um tampéao fosfatealino Phosgate Buffer
Salinei PBS)com 0.5% albumindovina sérica (BSA) (AppliChem® Darmstadt
Alemanha) cuja constituicdo apresemta NaCl (137 mM), KCI (2.7 mM),
NaHPO,.2H,O (10 mM) e KH,PO4 (2.0mM) a pH 7.4e a ressuspensédo das células
polimorfonucleares rese mesmo tampao. Foram preparadas misturas de anticorpos
(Tabelal) em funcéo da analise fenotipica que se preteatlmiuar, numa proporcao
de 2uL de anticorpo por 10QL de mistura. 10QuL decélulas foram ingbadas com 50
puL de mistura de anticorpo Beckton Dickinson Franklin Lakes, NJ, EUA)e
eBioscience San Diego, Califérnjadurante um periodo de 45 minutos a temperatura
ambierne e com proteccao da luz. Segaaia adicdo de 250L de formalina e uma
lavagem com PBS).5% BSA. As amostras as quais se efectpenas marcacao
extracelular foranressuspendidasm 200uL de PBS 0.5% BSAicando preparadas
para a leitura ngitometroBD FACSCantdl (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
EUA). As amostras queecessitaramde marcacgao intracelular foram incubadas durante
a noite com2 pL de anticorpo(Tabelal) e 200 uL de ampédo de permeabilizacao
constituido pofd% saponina (AppliChem®Darmstadt Alemanha)ke 1% BSA Apds o
periodo de incudcdo, as amostras fordavadas com PBS 0.5®SA e ressuspendidas

em 200 plLdesta mesma solucado efectuaiséa leitura no mesmo citbmetro.
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Todos os resultados obtidos no citdbmetro foram analisados recorrendo ao

softwareFlowJoversdo 7.6.5(Tree Star Inc., Ashland, Oregon, EUA)

Tabela | i Misturas de anticorpos usadas na analise por citometrica de fluxo. A tabela mostra os
anticorpos (Biolegend, San Diego, Califérniagorrespondentes a cada misturaog respectivos
fluorocromos. Os anticorpos assinalados com um * correspondem aos anticorpos intracelulares

adicionados apds o permeabilizante.

Fluorocromos
Mistura  Pacific Blue FITC PE PercpCy5.5 PECy7 APC APCCy7

B: IgM gD  CD27 IL-6R CD69 CD38 CD19
B, IgM TGFb * CD1d IgD CD27 IL-10+ CD19
Bs IgM CD40 BAFF-R IgD CD27 CD95 CD19
B, IgM CXCR3 CXCR4 IgD CD27 CCR1 CD19
NK 1 CD56 CD244 CD16  IFN-"Y* CD107a CD3
NK GranzB* CRACC  CD16 CD56 CD62L CD3
CD4, CD3 CD25 FOXP3* CTLA-4 CD45RA CD28 CD4
CD4, CD3  IL-17A* IL-4*  CTLA-4 IFN-Y* CD28 CD4
CD8, CD3  CD62L GranzB* CTLA-4 CD27 CD28 CD8
CD8; CD3  CD62L IL-10+ CTLA-4 IFN-"Y* CD28 CDS8
Mondcitos CD1lb  TNF-U* |L-4* CD16  IFN-"Y* CD68* CD14

3 - Ensaio de Citometria com esferas

A técnica decitometria utilizando esferaoi usada para aletecéo de
quimiocinas no soro. Para tal utilizee okit Human Chemokine 6plex FlowCytomix
(eBioscience, San Diego, CA), o qual contem esferas revestidas com anticorpos
especificos para reagirem com as quimiociaadetectampelo sistera mutiplex As
esferas podem ser diferenciadas em fungéo do seu tamanho e localizagdo no espectro.
Neste caso, 0 uso do kit em questdo permite detectar seis quimiocinas difementes
soros humanos: GSF (Factor estimulador de coléniganulociticas); IE8; MCP-1
(Proteina quimiotactica de monocibs MIG (Monocina induzid pelo interferdo
gama); MIR1 & MIP-1 fProteina Inflamatoria de Macrofagbseta) Apés efectuado
todo o protocolo de acordo com as instrucdekitda leitura das amostras foi teinum
citbmetroFACSCalibur(Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EQJA
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A andlise foi efectuada recorrendo saftwareFlowJoversao 7.6.5(Tree Star
Inc., Ashland, Oregon, EUA)

4 - Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram tratados egiedmente utilizando csoftware
GraphPad Prism, Versdo 5.0, sendo apresentados sob a forma de valor médio + erro
padrao da média (e.p.m.) do numero de experiéncias (n) indicado.

Nas amostras obtidas por citometria de fluxnoamalidade das amostras foi
testada através do teste ShaWik. Quando se verificava a normalidade da
distribuicdo, a comparacdo entre os grupos foi realizada recorrendo a andlise da
variancia ANOVAe para este usese o testgposthoc Bonferroni Quando néo existiu
uma distribui@o normal foi efectuado o teste de KrusWédllis e o testeposthoc
Dunns Os resultados com os valores de <0, 05

diferencas estatisticamente significativas.
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RESULTADOS
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1 - Andlise por citometria de Fluxo

O primeiro passo da analise dos dados de citometribuxie foi determinar a
populacdo de linfécitos recorrendo a um gréfico de dispersdo do tamenho
complexidaddFigura8). Dentro da populagéo de linfécitos, e @mcdo das moléculas
de superficie celulafdefinidas por um CD especific@ possivel determinar o tipo de
célula a analisar, isto &, célula B, Ti &K bem como os diferentes eaditas de

maturacdo ou activacao (subpopula¢cdes) de cada um destes tipos d&icgitda)

250K
200K

150K -

SSC-A

100K

50K

T
50K 200K 250K

Figura 81 Grafico de dispersao tamanho vs comjmlede de uma amostra de sangue periférico ¢
doente com Défice Cognitivo Ligeiro. A populac¢do circundada corresponde aos linfécitos. L
[SSCGA] i Side Scatter Complexity; [FSE&] i Forward scatter Size
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Figura 97 Subpopuh¢bes Celulares de células do sangue periférico definidas com base na exp
moléculas de superficie [A] Subpopulacdes de Células B (CD19+): QTélulas Bnaive (CD27-
IgD+); Q27 Células B de memdriainswitch (CD27+IgD+); Q3 Células B de memdrivitchec
(CD27+IgD); Q41 Células B de meméria duplas negativas (CIif7-). [B] T Subpopulacdes !
Células T Citotéxicas (CD3+CD8+): Q1CélulasCD27-CD62L+; Q2i Células T de memaria Cent
(CD27+CD62L+); Q3i Células T de memoria efectora (CD27+CD62IQ4 1 Células T efectoras
curta duracdo (CD2€D62L-). [C] i Subpopulacdes de células NK (COB56+): NK Regulador:
(CD3-CD56™CD16); NK pré-inflamatérias (CD3CD56-¢29CD16+); NK Citotdxicas (CD+
CD56°*°CD16+) e NK Naive (CD&D56°**°CD16"). [D] i Subpopulacdes de Monécitos (CD11l
Mondcitos Classicos (CD14+CD¥8: Mondécitos Intermediarios (CD14+CD1%2%); Mondcitos
Inflamatérios (CD1#**°CD167°*%y. FITC, PE; PECy7, APGH7 e PerCPCy5.5 represen

fluorocrémos.

Foi realizada uma caracterizacdo fenotipica bastante completa das diferentes
populacdes de células do sistema imune periférico. Dentro dgpoadlacdo procedeu
se também andlise das diferentes sulpptacdes, da expressdo de receptores e da
producdo de citocinas. Para além destas comparagies os trés grupos de trabalho
também é analisada a quantidatie expressdo de determinada citocina ou marcador

pela determinacdo da Intensidade Média de Eka@mcia (IMF).
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1.1 - Analise de Células BCD19+)

1.1.1 7 Doentes de AlzheimerssIndividuos Controlo

Ao compararmo®s doentes de Alzheimer com ioglividuos que integram o

grupo controloverificou-seum aumento da subpopulacde linfécitos BCD27+IgD

IgM- nos doentes de AlzheimePor outro lado, a subpopulacée linfécitos B

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

doentes de AlzheiméFiguralQ).
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Figura 107 Diferencas na expressédo de IgM em subpopula¢des de células B. [A] Subpopulacdo CB@IVHH;

[B] Subpopulacdo CD27+IgllgM-. Os resultados estdo expressos em Percentagem Celular (%) relativa ac

células B e representam a&diate.p.m(n=10). As diferencas estatisticamente significativas p<0,05 s&o repre

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

Como se pode obsar naFigurall, os doentes de Alzheimer apresentam ainda

um aumento significativo em relacdo aos controlos no que diz resppémentagem

delinfocitos BCD27-IgD+ que estéo a produdic-10.

Percentagem Celular | %]

o

—

)

CTL

Figura 117 Percentagem de linféois CD27IgD+IL-10+. Os resultados estdo expressos em Percentagem

(%) relativa ao total de células B e representam a médiate.p.m (n=10). As diferencas estatisticamente si

p<0,05 e p<0,01 sé&o representadas por um ou dois *, respectiearnhegenda: [DA]i Doentes de Alzheime

[DCL] i Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL]i Grupo Controlo.

37



Caracterzagdoda Resposta ImureeriféricanaDoenca de Alzheime]| 2012

Ao analisar aexpressdo de marcador de activacdo CD69, da molécula co
estimulatéria CD40, do receptor Fas CD95 e do receajgoguimiocinas €C tipo 1
(CCRY) verifica-se um aumentsignificativo na percentagedas células que expressam
estas moléculas nos doentes dehAlmer em relacdo aos individuos contrdtiggra
12).
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Figura 127 Os doentes de Alzheimer apresentam uma maior percentagem de células B em ¢
expressando receptores de-estinulagdo/activacdohoming e apoptose. [A] Expressdo de CD69;
Expressdo de CD40; [G] Expressdo de CD95 e [D] Expresséo do receptor CCR1. Os resultados
expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células B e representam a meé¢ieAd)
As diferencas estatisticamente significativas p<0,05, p<0,01 e p<0,001 s&o representadas por um,
*, respectivamente. Legenda: [DA]Doentes de Alzheimer; [DCL] Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL]i

Grupo Controlo.
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1.1.2 Z Individuos com Défice Cognitivo Ligeings Individuos Controlo

Quando comparamos o grupo de individuos com DCL e o greipodivziduos
controlo, pode observae que alMF do receptor da K6 (Figura 13) se encontra

significativamente aumentada grupo controlo em relacdo aos individuos com DCL
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Figura 13 - Diferente expressao de IL6R a superficie da populacdo total de células B entre 0s ¢
grupos em estudo. Os resultados estdo expressos em Intensidade Média de Fluorescénc
representam a médiate.p.m (n=10). As diferenstatisticamente significativas p<0,05 e p<0,001
representadas por um ou trés *, respectivamente. Legenda:i[Dentes de Alzheimer; [DCL]

Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL]i Grupo Controlo.

De igual modo, a percentagaie células B totaisHgural4) que se designam
como CD19+ também se encontra aumentada nos individuos controlo, quando

comparados com os doentes com DCL.
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Figura 147 Populacdo Total dedlulas B. Os resultados estdo expressos em Percentagem Cel
e representam a médiate.p.m (n=10). As diferencas estatisticamente significativas p<
representadas por um*. Legenda: [DiAPoentes de Alzheimer; [DCL] Défice Cognitivo Ligeirc
[CTL] T Grupo Controlo
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Tal como acontece no grupo de individuos dasgicados com a doenca de
Alzheimer, as células com expressdo do receptor Fas CB8jura 12 C) estdo
aumentadas no grupo de ividuos com DCL quando comparad@om o grupo
controlo. Estes individuos apresentaminda um aumento da producaoiderleucina
10 (L-10) Total, ou seja, produzida pelas célubamtais(CD19+) (Figuralb).
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Figura 1571 Células B totais CD19+ que estdo a produzil. Os resultados estdo expresso
Percentagem Celular (%) relativa ao total de células B e representam a médiate.p.m (r

diferencas estatisamente significativas p<0,05 s&o representadas por um*. Legenda: i

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

Nos individuos com DCL a percentagem de células B a expresseetor de
guimiocinas GX-C tipo 4 CXCR4), o qualtem a capacidade de atrair linfécitos
encontrasesignificativamenteslevadoem comparagdo com o grupo controlo,c@aino

sepode observar nlaigural6.

Figura 16 - Expresséo do receptor CXCR4 a superficie da populacéo totélluas B. Os resultad
estdo expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células B e representam a r
(n=10). As diferencas estatisticamente significativas p<0,001 sdo representadas por dois *.
[DA] 1 Doentes de AlzheimefDCL] i Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL)i Grupo Controlo.
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