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quimiocinas CC (Ccr2). Estas células podem também servir como suporte neurotrofico

a neuronios e astrdcitos. Adpatado de Britschgi et al, 2007. Nature Publishing Group.24

Figura 8 — Grafico de dispersdo tamanho vs complexidade de uma amostra de sangue
periférico de um doente com Défice Cognitivo Ligeiro. A populagdo circundada
corresponde aos linfocitos. Legenda: [SSC-A] — Side Scatter Complexity; [FSC-A] —

FONWAIT SCAILET SHZE .ot e ettt e e e e e e e e e e e e e e eeaaan 35

Figura 9 — Subpopulagdes Celulares de células do sangue periférico definidas com base
na expressao de moléculas de superficie [A] — Subpopulacdes de Células B (CD19+):
Q1 - Ceélulas B naive (CD27-IgD+); Q2 — Células B de memdria unswitch
(CD27+1gD+); Q3 Células B de memdria switched (CD27+IgD-); Q4 — Células B de
memoria duplas negativas (CD27-1gD-). [B] — SubpopulacGes de Células T Citotdxicas
(CD3+CD8+): Q1 — Células CD27-CD62L+; Q2 — Células T de memdria Central
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(CD3-CD56+): NK Reguladoras (CD3-CD565°*°CD16-); NK pré-inflamatrias
(CD3-CD565#*°CD16+); NK Citotoxicas (CD3-CD56%**°CD16+) e NK Naive (CD3-
CD565*°CD16-). [D] — Subpopulages de Monécitos (CD11b+): Monécitos Classicos
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Inflamatdrios (CD14%3*°CD165"®%). FITC, PE; PE-Cy7, APC-H7 e PerCPCy5.5
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Figura 10 — Diferencas na expressdo de IgM em subpopulacBes de células B. [A]
Subpopulacdo CD27+IgD-IgM+; [B] Subpopulacdo CD27+IgD-IgM-. Os resultados
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Figura 12 — Os doentes de Alzheimer apresentam uma maior percentagem de células B
em circulacdo expressando receptores de co-estimulagdo/activacdo, homing e apoptose.
[A] Expresséo de CD69; [B] Expressédo de CD40; [C] — Expresséo de CD95 e [D] —
Expresséo do receptor CCR1. Os resultados estdo 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 sdo representadas por um, dois
e trés *, respectivamente. Legenda: [DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice

Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo CONLrol0.........ccueiieiiiieiieieeie e 38

Figura 13 - Diferente expressdo de IL6R a superficie da populacdo total de células B
entre os diferentes grupos em estudo. Os resultados estdo expressos em Intensidade
Média de Fluorescéncia (IMF) e representam a médiate.p.m (n=10). As diferencgas
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] — Grupo CONIOI0.........ccveiieeieiie et 39

Figura 14 — Populacdo Total de Células B. Os resultados estdo expressos em
Percentagem Celular (%) 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] — Grupo Controlo . 39

Figura 15 — Células B totais CD19+ que estdo a produzir IL-10. Os resultados estdo
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 sé&o
representadas por um*. Legenda: [DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice
Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo.........cccueiveeiiiiiiic e 40

Figura 16 - Expressao do receptor CXCR4 a superficie da populacéo total de celulas B.
Os resultados estdo expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de celulas B
e representam a médiate.p.m (n=10). As diferengas estatisticamente significativas
p<0,001 sdo representadas por dois *. Legenda: [DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] —
Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Control0. ..........cccovvvireninieieiene s 40

Figura 17 — Aumento de subpopulacdes de células B em doentes com DCL. [A] Celulas
B reguladoras [B] Percentagem de células CD27+1gD+ a produzir IL-10. Os resultados
estdo expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células B e

representam a mediate.p.m (n=10). As diferencas estatisticamente significativas
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p<0,001 sdo representadas por dois*. Legenda: [DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] -
Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo. .........ccccceevvevviieiiece e 41

Figura 18 - Produgdo de IL-10 nas SubpopulacBes de Células B. [A] IL-10 na
Subpopulacdo CD27-1gD+; [B] IL-10 na Subpopulacdo CD27+IgD+. Os resultados
estdo expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) e representam a
médiaze.p.m (n=10). As diferencas estatisticamente significativas p<0,05 e p<0,001 sdo
representadas por um e trés *, respectivamente. Legenda: [DA] — Doentes de
Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo. ................... 41

Figura 19 - Producdo de TGF-B nas Subpopulagoes de Células B. [A] TGF-p na
Subpopula¢do CD27-1gD+; [B] TGF-B na Subpopulagdo CD27+IgD+ ¢ [C] — TGF-P na
Subpopulacdo CD27-1gD-. Os resultados estdo expressos em percentagem celular (%)
relativa ao total de células B e representam a médiate.p.m (n=10). As diferengas
estatisticamente significativas p<0,05 sdo representadas por um *. Legenda: [DA] —
Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo. 42

Figura 20 - Percentagem Total de células T auxiliares (CD4+) produtoras de IL-4. 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<0,05 e p<0,01 sdo representadas por um e dois *, respectivamente.
Legenda: [DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] —
GrUPO CONEIONO. ...ttt nb et 43

Figura 21 - Total de células T auxiliares (CD4+) produtoras de IL-17A. Os resultados
estdo expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células T CD4+ e
representam a mediate.p.m (n=10). As diferencas estatisticamente significativas p<0,01
sdo representadas por dois *. Legenda: [DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice
Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo..........ccooveveiiiininiiiccieeee s 43

Figura 22 - Producdo de IL-4 em células T auxiliares activadas (CD4+CD28+). Os
resultados estdo expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) e representam
a mediate.p.m (n=10). As diferengas estatisticamente significativas p<0,05 sé&o
representadas por um *. Legenda: [DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice
Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo CONLIol0........ccouvieeiiiiieiieieeieseee e 44

Figura 23 — Percentagem de células T Citotoxicas ndo efectoras (CD8+CD62L+)

produtoras de IFN-y. Os resultados estdo expressos em Percentagem Celular (%)

Vi
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relativa ao total de células T 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] — Grupo Controlo. 45

Figura 24 - Producdo de IL-10 em células T Citotoxicas Totais (CD8+). 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 sao
representadas por um *. Legenda: [DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice
Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo..........cccceieiiiiniiiiiiceecee e 45

Figura 25 - Producédo de IFN-y em células T Citotoxicas nao efectoras (CD8+CD62L).
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 sdo representadas por um e dois *, respectivamente. Legenda: [DA] — Doentes
de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo................ 46

Figura 26 - Expressdo de CRACC nas células NK citotéxicas (CD3-CD56-*"CD16+).
[A] — Expressdo de CRACC nas celulas NK citotdxicas CD62L+ e [B] — Expressdo de
CRACC nas células NK citotoxicas CD62L-. Os resultados estdo expressos em
Percentagem Celular (%) relativa ao total de células NK e representam a médiate.p.m
(n=10). As diferencgas estatisticamente significativas p<0,05, p<0,01 e p<0.001 sdo
representadas por um, dois e trés *, respectivamente. Legenda: [DA] — Doentes de
Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo. ................... 47

Figura 27 - Producédo de INF-y em células NK Totais (CD3-CD56+) Os resultados estao
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] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] —
GIUPO CONEIONO. ...t bbb 48

Figura 28 - Subpopulacdo de células NK denominada NK naive Os resultados estdo
expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células NK e representam a
médiate.p.m (n=10). As diferengas estatisticamente significativas p<0,001 s&o
representadas por trés *. Legenda: [DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice
Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo CONLIol0........ccouvieeiiiiieiieieeieseee e 48

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

CD62L- Os resultados estdo expressos em Intensidade média de fluorescéncia e
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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] — Grupo CONLrol0.........cceveeiiiieiieieeie e 49

Figura 30 - Producdo de granzima B pela subpopulagdo de células NK Reguladoras
(CD3-CD565#*®CD16-). Os resultados estdo expressos Percentagem Celular (%)
relativa ao total de células NK e representam a mediate.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] — Grupo Controlo. 50
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diferencas estatisticamente significativas p<0,05 sdo representadas por um *. Legenda:
[DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo
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Figura 32 - Concentracdo da quimiocina G-CSF no soro dos individuos dos trés grupos
em estudo. Os resultados sdo expressos em pg/mL e representam a médiate.p.m (DA
com n=21; DCL com n=27 e CTL com n=18). As diferencas estatisticamente
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Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo; [G-CSF] -

Factor Estimulador de Colonias MacrofagiCo. .........cccevveiieiieiiiiece e 52
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Figura 34 - Concentracdo de MIP-1p no soro dos individuos dos trés grupos em estudo.
Os resultados sdo expressos em pg/mL e representam a médiate.p.m (DA com n=21;
DCL com n=27 e CTL com n=18). As diferencas estatisticamente significativas p<0,01

sdo representadas por dois *. Legenda: [DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice
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Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo; [MIG] — Monocina Induzida pelo
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Figura 35 - Concentracdo de MIP-1f no soro dos individuos dos trés grupos em estudo.
Os resultados sdo expressos em pg/mL e representam a médiate.p.m (DA com n=21;
DCL com n=27 e CTL com n=18). As diferencas estatisticamente significativas p<0,01
sdo representadas por dois *. Legenda: [DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice
Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo; [MIG] — Monocina Induzida pelo
INEEITEIEO-GAMA .. .ottt 54
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RESUMO

INTRODUCAO: A inflamacdo do sistema nervoso central é uma caracteristica da
Doenca de Alzheimer (DA). Apesar do papel da inflamagéo ndo estar bem esclarecido
no processo neurodegenerativo, existem evidéncias da relacdo desta processo com a
toxicidade da proteina B-amildide e a patologia da doenca. Diferentes estudos sugerem
que a inflamacdo ndo esta presente apenas nos cérebros de doentes de Alzheimer mas
também nas células imunes periféricas. Desta 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 a perceber 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 controlo; 10 individuos diagnosticados com DA através da
classificacdo NINCDS-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 ndo eram portadores de doencas como Diabetes, inflamacdes
crénicas ou doencgas neoplasicas, nem tomavam medicacdes susceptiveis de influenciar
as variaveis em estudo. A andlise das subpopulagdes de células B, T, NK e macr6fagos
foi efectuada por citometria de fluxo. Para a deteccdo de quimiocinas foram 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 G-CSF, IL-8; MCP-1, MIP-1a, MIP-15 e MIG no soro dos individuos em
estudo foi efectuada através de um ensaio multiplex que utiliza esferas que emitem
fluorescéncia. Para amostras normais, a comparacdo entre os grupos foi realizada
recorrendo a anélise da variancia ANOVA. Quando ndo existiu uma distribuigdo normal
foi efectuado o teste de Kruskal-Wallis. Os resultados com os valores de p<0,05 foram

considerados indicativos de diferencas estatisticamente significativas.

RESULTADOS: Verificaram-se alteracGes significativas ao nivel das células B, as
quais nos doentes de Alzheimer apresentavam uma expressao 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 celulas B que sofreram switch de
imunoglobulinas. Também se verificou um aumento da expressdao de CD95/Fas e do
receptor de quimiocinas CCR1. Os doentes com DCL apresentam uma diminui¢édo do
pool de células B Totais, associado a um aumento da expressdo do receptor CD95/Fas.
Existe ainda um aumento do CXCR4, da subpopulacdo de células B reguladoras e da
percentagem de células B a produzirem IL-10. Nos doentes com DCL parece existir
uma diferenciacdo das células Th naive no sentido Th,, dada a producdo de IL-4 por
parte destas células e no sentido Thy7, dada a elevada producéo da IL-17A por parte
destas células. Existe ainda um aumento da subpopulacdo CD4+CD28+ produtora de
IL-4. As células T citotoxicas ndo efectoras parecem estar a produzir uma quantidade de
IFN-y mais elevada tanto nos doentes de Alzheimer como nos doentes com DCL e uma
quantidade de IL-10 mais baixa que os individuos controlo. As células NK apresentam
uma maior producdo de CRACC pelas células CD62L+ e pelas células CD62L- em
ambos 0s grupos de doentes, quando comparados com o grupo controlo. Pelo contrario,
os individuos controlo apresentam uma maior percentagem de células naive que os dois
grupos de doentes. Nos mondcitos existe um aumento da producdo de IFN-y pela
subpopulacdo de mondcitos inflamatérios nos individuos com DCL quando comparados
com o grupo controlo. Observou-se um aumento de G-CSF e MIG em ambos 0s 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-1 no
soro de doentes com DCL.

CONCLUSOES: Existem evidéncias claras da desregulacdo do sistema imune
periférico na doenca de Alzheimer, sendo urgente esclarecer a implicacdo dessas
alteracbes ao nivel do processo neurodegenerativo e, da mesma forma, perceber se a
alteracdo do sistema imune periférico é simultdnea ou surge como uma consequéncia do
processo neurodegenerativo. Estes dados sugerem ainda perfis celulares diferentes entre
os doentes. Doentes de Alzheimer parecem apresentar um perfil ligeiramente mais pro-
inflamatdrio, enquanto os doentes com DCL parecem apresentar um perfil mais anti-
inflamatério dada a maior percentagem de celulas a produzir a interleucina anti-
inflamatéria 1L-10. As quimiocinas IL-8 e MIP-1B surgem como potenciais

biomarcadores para distinguir DCL de DA.

Palavras-Chave: Doenca de Alzheimer, Défice Cognitivo ligeiro, Inflamacé&o
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ABSTRACT

BACKGROUND: Inflammation of the central nervous system is a feature of
Alzheimer’s 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 naive cells that differentiate into Th, 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-y 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 naive NK cells than the patients. The inflammatory
subpopulation of monocytes is producing more IFN-y 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: Alzheimer’s Disease, Mild Cognitive Impairment, Inflammation
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1. O impacto da Doenca de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA) € uma patologia neuroldgica que afecta milhdes
de individuos em todo 0 mundo (Bateman et al., 2011). Os graves impactos econdmicos
e sociais transformam esta patologia num problema de salde publica (Yamasaki et al.,
2011). A verdade é que nos paises ditos desenvolvidos, a populagédo envelhecida esta a
crescer significativamente em comparacdo com a populacdo jovem, sendo esta
populacdo envelhecida a que necessita de maiores cuidados de salde. A idade € o maior
factor de risco associado a DA, levando a um maior impacto econémico desta doenca
nos sistemas de saude dos paises em que a percentagem de idosos estd em crescimento.
Mais relevante que o factor financeiro, € a diminuicao 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 evolugdo do

processo neurodegenerativo (Alloul et al., 1998).

2. Fisiopatologia da Doenca de Alzheimer

Na DA ocorre a degeneracdo de neuronios colinérgicos da zona frontal do
encéfalo no septo medial e no nacleo basal de Meynert conduzindo a uma hipofuncgéo
do hipocampo e do cortex com consequente deméncia (Schliebs and Arendt, 2010). O
cérebro de individuos com a DA apresenta dois aspectos caracteristicos, 0s quais tém
sido alvo de um estudo intensivo desde a primeira descricdo da doenca: a deposicdo
extracelular de proteina f — Amildide (BA), com formacéo de placas senis e a deposigdo
intracelular de trangas neurofibrilhares de proteina tau hiperfosforilada (Takata and
Kitamura, 2012).

Clinicamente a doenga de Alzheimer é caracterizada por um défice de memoria
e varias alteracbes na coordenacdo visual/espacial; na cognicdo; na linguagem; nas
emocOes e na personalidade, normalmente com um aumento da agressividade. Apesar
da causa da doenga permanecer uma incognita, existem fortes evidéncias cientificas que
consideram a inflamacdo como um factor importante na progressao da doenca (Flirski et
al., 2012).
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2.1 — Mecanismos Moleculares da Doenca de Alzheimer

S&o vérios 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 de proteina tau hiperfosforilada (Schliebs 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 constituidas por depositos de proteina beta amildide
extracelular que deriva do precursor da proteina amildide (APP) (Muller and Zheng,
2012). Este precursor pertence a uma familia de proteinas que é expressa em VArios
tipos de células e apesar da sua funcdo permanecer desconhecida tem sido sugerido que
este funciona como uma factor neurotrofico e neuroprotector ou que esta envolvido no
trafego de vesiculas ao longo do axo6nio. O N-terminal do APP encontra-se projectado
no dominio extracelular ou localizado no limen de vesiculas intracelulares tais como o
reticulo endoplasmaético (RE), o complexo de golgi ou endossomas intracelulares. Por
sua vez, o C-terminal encontra-se no dominio citoplasmatico. O APP pode ser clivado
por diferentes proteases (o, B e Y secretases) responsaveis pela producdo do peptideo
BAi.40 ou da variante BA;. 42 0S quais possuem uma capacidade elevada de se auto-
agregarem (Figura 1). Em neur6nios normais as secretases levam a producdo de
fragmentos BA e do polipéptido sAPP, o qual corresponde a fracgdo extracelular do
APP. A BA ¢ constitutivamente secretada por células neuronais e pode ser encontrada
no liquido cefalorraquideano, no sangue ou depositada em capilares cerebrais, arteriolas
e vénulas. A PBAi4 acumula-se em algumas regides cerebrais nomeadamente no
cerebelo, no estriado e no tadlamo e é claramente implicada na doenca de Alzheimer
(LaFerla et al., 2007).
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Figura 1 - Clivagem da Proteina B-Amildide pela via ndo amiloidogénica (esquerda) e pela via

amiloidogénica (direita). Adaptado de LaFerla et al., Nat. Rev. Neurosci. 2007.

Os emaranhados neurofibrilhares, sdo compostos essencialmente por proteina
tau hiperfosforilada e normalmente estdo presentes no hipocampo, no cortex entorrinal e
na amigdala. Estes emaranhados séo estruturas anémalas geradas pela hiperfosforilagcdo
e auto-agregacdo da proteina tau em filamentos compactos. Num cérebro normal, esta
proteina encontra-se associada a microtibulos estabilizando-o0s. Assim, um equilibrio
entre fosforilagbes e desfosforilagbes da tau confere estabilidade ao citoesqueleto e
mantém a morfologia dos axénios. No cérebro de doentes de Alzheimer verifica-se uma
hiperfosforilacdo da tau pela ac¢do de diferentes proteinas cinases, estando o sistema de
fosfatases alterado a nivel da sua estrutura e conformacéo, o que afecta a ligacdo com a
tubulina e a capacidade de manter a arquitectura do citoesqueleto (Lee et al., 2012).

Todos estes mecanismos moleculares juntamente com outras alteragdes celulares
sdo responsaveis pelo desenvolvimento de um mecanismo patogénico fulcral na DA — o
stress oxidativo (Resende et al., 2008). Este caracteriza-se como um desequilibrio entre
agentes oxidantes e anti-oxidantes que pode ocorrer por um excesso de agentes
oxidantes, um défice de agentes anti-oxidantes e/ou a combinagdo de ambos. A
sobreproducdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) como o
anido superdxido, o perdxido de hidrogénio, o Oxido nitrico e o peroxinitrito sdo
responsaveis pelos danos celulares e sinais de apoptose, pois iniciam uma série de
reaccOes secundarias entre radicais livres e outras biomoléculas. A presenca de radicais
livres em excesso € responsavel pela inducdo de uma entrada massiva de célcio no

neurénio (Mecocci and Polidori, 2011). O excesso de PBA induz a formagdao de
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concentracdes elevadas e ndo usuais de ROS bem como a deplecdo de anti-oxidantes
enddgenos, o que causa dano celular e morte neuronal. Como factor agravante as placas
de B-amildide contém metais como cobre, zinco e ferro que para além de facilitarem a
agregacdo promovem uma reaccdo com o perdxido de hidrogénio, formando um
oxidante forte e o radical hidroxilo. As alteracbes no metabolismo do ferro nas células
cerebrais sdo responsaveis por alteracdes de mecanismos de transducdo nessas mesmas
células com consequente neurodegeneracdo. As células neuronais ndo sdo as Unicas
intervenientes neste processo e a activagdo da microglia € fundamental para a formacéo
de stress oxidativo. E entdo comum, no cérebro de doentes de Alzheimer, encontrar um
aumento de marcadores de stress oxidativo nos quais se incluem proteinas oxidadas,
lipidos membranares oxidados, &cido desoxirribonucleico (DNA) oxidado e
imunoreactividade da nitrotirosina (Figura 2). O stress oxidativo é considerado
responsavel por uma grande parte da patologia da doenca e tendo como consequéncias a
toxicidade do célcio e o0 aumento da vulnerabilidade dos neurdnios a excitotoxicidade, o

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

Transporter  lon channel

Endoplasmic
reticulum

Figura 2 - Lesdo oxidativa induzida pela proteina B-Amildide. Adaptado de Mattson, Nature 2004
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2.2 — Hipotese da Cascata Amildide

A hipotese da cascata amiléide (Figura 3) coloca a formacao de oligomeros de
BA toxicos e a acumulagdo destes oligomeros em placas de BA no centro de toda a
patogénese da doenca de Alzheimer. Esta hipotese refere que com o avancar da idade,
ocorre um desequilibrio entre a produgdo de BA e/ou os mecanismos de remocéo desta
proteina, o que origina uma acumulacdo gradual e uma agregacdo desta no cérebro,
iniciando uma cascata neurodegenerativa que envolve a deposi¢do de BA, a inflamagao
e 0 stress oxidativo com dano e perda neuronal. Desde a apresentacdo desta hipdtese a
comunidade cientifica que os estudos desenvolvidos na doenca de Alzheimer se
baseiam em tentar perceber qual o verdadeiro papel da proteina BA na patogénese desta

doenca (Hampel et al., 2009).

Familial AD Sporadic AD

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

VAN

Life-long Increase In A[Jd2 ] Increased tendency for J

production with gradual A misfolding with higher
Al accumulation amyloldogenicity

Altered kinasa ! phosphatase activity
tangle formation

Neuronal / synaptic dysfunction
with neurotransmitter deficit

Figura 3 - Hipotese da Cascata da Poteina B-Amil6ide. Adaptado de Hampel et al., Exp Neurol 2009
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3 — A Genética da Doenca de Alzheimer

A forma familiar da doenca de Alzheimer (FAD) constitui cerca de 5-10% de
todos os casos desta doenca e é caracterizada por manifestacfes de deméncia precoces
em adultos. Os principais genes implicados nestas formas familiares da doenga sdo os
que codificam para o APP, presenilinas 1 e 2 e a-2 macroglobulinas (Maccioni et al.,
2001).

O gene APP esta localizado no cromossoma 21 e tem um interesse particular
devido ao facto de terem sido encontrados depdsitos de proteina B-amildide e
neurodegeneracdo em individuos com sindrome de Down. MutacBes ao nivel da
sequéncia que codifica a BA no gene do APP resultam numa elevada produgdo de BA ou
na auto-agregacdo de BA depositada em placas (Ertekin-Taner, 2007).

A Presenilina-1 (PS1) esta envolvida no processamento normal do APP, de
forma que mutacGes no gene da PS1 levam a alteracbes na clivagem do APP com
aparecimento de AP;.42, a variante amiloide mais agressiva para a deposi¢éo de placas
no cérebro humano. Da mesma forma esta proteina pode estar envolvida em
mecanismos de fosforilagdo (por interaccdo com a sintetase do glicogénio — GSK3p)
podendo contribuir para a hiperfosforilagdo da tau. Tém sido demonstradas mutacoes
noutra Presenilinas, nomeadamente na Presilina-2 (Haapasalo and Kovacs, 2011).

A genética da DA ndo se restringe apenas a forma familiar. Assim, na forma
tardia desta doenca também se encontram alteracfes genéticas e considera-se que 0S
factores ambientais também contribuem para a fisiopatologia desta doenca. A par com a
idade, a presenca do polimorfismo da Apoliproteina E (ApoE) &4 é reconhecida como
um importante factor de risco na forma tardia da doenga. A ApoE é uma proteina
transportadora de colesterol que pode existir sob a forma de trés alelos: €2 (E2), €3 (E3)
e €4 (E4) (Ward et al., 2011). A presenca do alelo ApoEe4 leva a uma desregulagéo
lipidica na doenca de Alzheimer uma vez que a principal funcdo da proteina ApoE é a
redistribuicédo de lipidos e a manutencdo da homeostasia do colesterol. A presenca deste
alelo parece alterar o processamento de BA, que ¢ um elemento chave na patologia da
doenca. Apesar da analise genetica para detecgdo da presenca deste polimorfismo da
ApoE nos doentes de Alzheimer ndo ser usada como método de diagndstico € referido
na préatica clinica como um factor para um pior prognostico (Elias-Sonnenschein et al.,

2011). Individuos portadores deste alelo também tém sido associados a um maior risco
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de desenvolvimento de hipertensdo, hipercolesterolemia e doenca arterial coronaria.
Doentes de Alzheimer apresentam um perfil de lipoproteinas tipico de doentes com
aterosclerose, com elevados niveis de colesterol plasmatico total e de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) e niveis reduzidos de lipoproteinas de alta densidade (HDL)
(Carter, 2007).

A maior parte do transporte lipidico no sistema nervoso central (SNC) € feito por
lipoproteinas constituidas por ApoA e ApoE (Martins et al., 2009).

A ApoE é principalmente sintetizada pelo figado, embora possa ser produzida
por outro tipo de células tais como neurdnios, astrocitos e macrofagos (Duan et al.,
2007). Esta glicoproteina esta envolvida na mobilizacdo e redistribuicdo do colesterol
durante o crescimento neuronal. Pode também estar envolvida na regeneracdo nervosa,
imunoregulacdo e activacdo de vérias enzimas lipoliticas. Assim, a regeneracgéo
neuronal e a remodelacdo plastica das dendrites sdo severamente afectadas num elevado
numero de doentes de Alzheimer que apresentam o polimorfismo Apoe4. O alelo &4
estd fortemente associado com o aumento das placas neuriticas e a angiopatia amildide
cerebral na doenca de Alzheimer (Rocchi et al., 2003).

As apoliproteinas do soro, entre as quais se encontra a ApoE, também séo
mediadoras do transporte lipidico extracelular para satisfazer as necessidades
metabolicas do organismo. Além disso, as apoliproteinas estdo envolvidas na
apresentacdo de antigénios lipidicos exdgenos as células T. Enquanto que os antigénios
peptidicos sdo apresentados as células T por moléculas do complexo major de
histocompatibilidade (CMH), sendo os péptidos enddgenos apresentados pelo CMH
classe | e os péptidos exdgenos pelo CMH classe I, a apresentacdo de antigénios
lipidicos as células T é feita por moléculas CD1 (do Inglés Cluster of Differentiation) na
superficie de células apresentadoras de antigénio (APC). A ApoE liga-se a antigénios
lipidicos 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 importancia da ApoE na criagdo de respostas imunes eficientes contra
micrdbios tem sido demonstrada através de estudos que usam ratinhos deficientes nesta
apoliproteina, os quais demonstram uma elevada susceptibilidade para infecgdes por

Mycobacterium tuberculosis (Martens et al., 2008)
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Figura 4 — Via exdgena de apresentacéo de antigénios lipidicos mediada por ApoE. [1] ApoE secretada
ou reciclada apreende antigénios lipidicos; [2] Libertacdo, por parte de macréfagos infectados, de ApoE
associada a antigénios lipidicos; [3] Lipoproteinas do soro (VLDL) servem como depésito para

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

4 — Importancia da Genética da Inflamacéo

Existem varios estudos que sugerem que as doencas neurodegenerativas
cronicas, entre as quais se encontra a DA, sdo causadas por uma série de eventos que
culminam na morte neuronal. Para além da componente genética, acredita-se que a
influéncia do meio ambiente e a epigenética podem contribuir para 0s mecanismos
fisiopatoldgicos responsaveis pela neurodegeneracdo e cronicidade desta doencga. Existe
ainda uma grande dificuldade em distinguir eventos primarios de eventos secundarios,
de forma, que toda a cascata de acontecimentos se torna um ciclo vicioso com inicio e
fim desconhecidos (Bossy-Wetzel et al., 2004). Nesta linha de pensamento pode
afirmar-se com toda a certeza que a inflamacdo se encontra associada aos mecanismos
patologicos da DA, no entanto, ndo se sabe se esta inflamacdo é a causa ou um
fendmeno secundério no percurso desta neurodegeneracdo cronica. Existem evidéncias
claras da activacdo de vias inflamatorias importantes na fisiopatologia da doenga, uma

vez que o uso prolongado de anti-inflamatorios estd associado a um menor risco de

14



Caracterizagdo da Resposta Imune Periférica na Doenga de Alzheimer | 2012

desenvolvimento da patologia (Wyss-Coray and Rogers, 2012). Estes factores
inflamatdrios, como a Interleucina-1p (IL-1pB), produzidos no decorrer da DA podem
regular determinados factores de transcricdo, o que indica que podem existir alteracbes
da expressdo génica em doencas do sistema nervoso central (Citron et al., 2008).

5 - Imunologia da DA ao nivel do Sistema Nervoso Central

O cérebro foi considerado durante muito tempo como um &rgdo
imunologicamente privilegiado devido a existéncia de uma barreira hematoencefalica
constituida por um sistema de tight junctions, entre os capilares do sistema nervoso
central, que impede a entrada de células inflamatérias, agentes patogénicos e algumas
macromoléculas para o espaco subaracndide (Larochelle et al., 2011).

Actualmente ja é referida a existéncia de um sistema imune enddgeno
coordenado por células imunocompetentes, como a microglia, que apresenta um
processo inflamatério distinto daquele que é encontrado a periferia, até porque o facto
de o cérebro ndo conter fibras de dor torna dificil o reconhecimento da ocorréncia de
inflamacéo e dos seus sinais classicos como o rubor, o edema, o calor e a dor (Finsen
and Owens, 2011).

Este processo inflamatério a nivel central pode estar envolvido na patogénese da
DA. Tem sido sugerido que as protofibrilhas de BA activam a microglia iniciando uma
resposta inflamatéria com libertacdo de neurotoxinas e citocinas neurotoxicas. Esta
resposta inflamatoria associada a presenca de placas senis é considerada secundéaria a
acumulacdo de BA e pode estar envolvida no dano neuronal e na progressdo da doenca.
A microglia activada e os astrdcitos reactivos circundam depdsitos extracelulares de
proteina B-amil6ide, iniciam uma resposta inflamatoria caracterizada por uma resposta
aguda local mediada por citocinas inflamatorias que activam a cascata do complemento

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

Em condicbes patoldgicas, como € o caso das doencas neurodegenerativas, a
microglia torna-se activa, circunda as células lesadas e remove os restos celulares, tal
como os macrofagos do sistema imune periférico (Johnston et al., 2011). A microglia
activada sobreregula uma variedade de receptores a superficie incluindo o CMH e
receptores do complemento e sofre modificagdes morfologicas apresentando uma maior
ramificacdo. Quando estimulada em doencas neurodegenerativas a microglia liberta
uma serie de mediadores pré-inflamatorios 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
(Figura 5) (Block et al., 2007).

Peptideos amil6ides e o seu precursor sdo potenciais activadores da microglia,
de forma que a deleccdo do gene que codifica 0 APP leva a uma diminuicdo da
activa¢do da microglia. A BA tem a capacidade de estimular a via dependente de NF«xB
(Factor Nuclear Kappa B) que €é necessaria para a producdo de citocinas. A subsequente
activacdo das vias ERK (Proteina Cinase Regulada por Sinais Extracelulares) e MAPK
(Proteina Cinase Activada por Mitogénios), também pela ligacdo de BA a superficie
celular da microglia, induz a expressdo de genes pro-inflamatorios ligados a producéo
de citocinas e quimiocinas. A BA pode ainda ligar-se ao receptor do factor estimulador
de col6nias macrofagico (M-CSF) levando a emissao de sinais de activacdo celular que
induzem quimiotaxia da microglia, proliferagdo e aumento da expressao deste mesmo
receptor refor¢ando a sobrevivéncia celular. Para além disso a BA induz os macrofagos
da circulacéo periférica a atravessar a barreira hematoencefélica devido ao recrutamento
quimiotactico levando a um aumento do processo inflamatério (Koistinaho et al., 2011).

Existe uma enorme controvérsia que circunda o papel da microglia neste tipo de
doencas, tendo-se verificado em alguns casos que a microglia tem um papel benéfico,
uma vez que a sua activagdo pode reduzir a acumulacdo de BA devido a sua acgdo
fagocitaria e secretar uma série de factores sollveis tais como o factor neurotrofico
derivado da glia (GDNF) o qual é potencialmente benéfico para a sobrevivéncia dos

neurdnios (Neher et al., 2012).
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Figura 5 - Neurotoxicidade com interaccao entre células da microglia e o neurénio. Adaptado de
Block et al., Nat Rev Neurosci 2007.

5.2 — Astrocitos

O papel dos astrdcitos no processo inflamatério da DA néo € tdo claro como o da
microglia, no entanto, ganham énfase devido a possivel capacidade de degradacédo e
depuragdo de PBA, ao facto de fornecerem um suporte tréfico aos neurdnios e por
formarem uma barreira protectora entre os depositos de BA e os neurdnios. A presenca
de um elevado ntimero de astrocitos associados a depodsitos de BA na DA sugere que as
lesbes causadas por essas placas levem a formagdo de moléculas quimiotacticas que
medeiam 0 recrutamento de astrocitos. Esses astrocitos no cortex entorrinal de doentes
com DA acumulam de forma gradual BA4,. Tem sido demonstrado que estas células
secretam varias moléculas pré-inflamatorias como interleucinas, leucotrienos,
tromboxanos, factores de coagulacdo, factores do complemento, proteases e inibidores
de proteases que sdo similares e se podem sobrepor aos libertados pela microglia
(Wegrzynowicz et al., 2010). No entanto, tal como no caso da microglia nem sempre 0s
astrocitos sdo considerados benéficos no decorrer da doencga e 0 seu recrutamento para
junto das placas de A pode prolongar a inflamagao e contribuir para a neurotoxicidade

mediada por NO por expressarem a sintetase do 6xido nitrico (iNOS) (Li et al., 2010).
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Segundo Rossner et al., 2005, os proprios astrocitos podem ser uma fonte de BA devido
ao facto de aumentarem a produgdo de P-secretase (BACE1l) que € uma enzima

essencial para a formagao de PA.

5.3 - Citocinas

De uma forma geral, parece ocorrer um aumento de citocinas e quimiocinas na DA,
nomeadamente de IL-1P, Interleucina-6 (IL-6), Factor de Necrose Tumoral a (TNF-a),
Interleucina-8 (IL-8), Factor Transformante do Crescimento-p (TGF-B) e Proteina
Inflamatoria Macrofagica 1a (MIP-1a) (Sastre et al., 2006). Para além disso, tem sido
descrita uma associacdo entre DA e polimorfismos em varios genes de citocinas pro-
inflamatdrias, nomeadamente para a IL-1, a IL-6, 0 TNF-a e a al-antiquimiotripsina, uma
proteina de fase aguda (Tuppo and Arias, 2005). A producdo de interleucinas e quimiocinas
pode estar ligada a activacdo da microglia, a astrogliose e levar a uma maior secrecdo de
moléculas pré-inflamatorias e de amildide, o que origina um ciclo vicioso. Desta forma, as
citocinas podem afectar a formacdo de BA por aumentar a susceptibilidade para a deposi¢ao
e agregacgdo de BA, por terem a capacidade de transcricionalmente sobrexpressar a BACE1
e por elevarem os niveis de MRNA (RNA mensageiro) do APP (Blasko et al., 2004).

5.4 - Neuronios

Os neurdnios, por si s6, parecem ter um papel inflamat6rio no decorrer da DA e
tém sido implicados na producdo de componentes inflamatorios nomeadamente
citocinas e aumento da expressao de niveis de proteinas do complemento, pentraxinas,
proteina C-reactiva e proteina BA. A producdo destes componentes pro-inflamatorios
pelos neuronios pode aumentar o processo inflamatorio e piorar o ambiente celular

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

O sistema imune é dividido em inato e adquirido. A imunidade inata tem como
caracteristica principal uma inespecificidade da resposta imune e ocorre essencialmente
pela digestdo de microorganismos e substancias estranhas ao organismo sendo 0s
macrofagos, células Natural Killer (NK) e neutréfilos as principais células envolvidas.
A imunidade adquirida é mediada por células B e T, sendo caracterizada por uma
especificidade da resposta imune e formacdo de memaria, a qual permite uma resposta
mais rapida num segundo contacto com o antigénio (Akira et al., 2001).

Para que se 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 receptores PRRs (Receptores de
Reconhecimento de Padrdes) presentes nas células do sistema imune inato, tais como
TLRs (Toll like receptors) reconhecem pequenas sequéncias moleculares designadas de
PAMPs (Pathogen associated molecular patterns). As vias de sinalizacdo activadas
através destes receptores activam o processo inflamatdrio. No entanto, estes receptores
ndo sdo a unica forma que o sistema imune tem de reconhecer microorganismos
patogénicos (Takeda and Akira, 2001). O sistema do complemento e o0s receptores
especializados das células Natutal Killer (NK) sdo dois mecanismos que participam no
reconhecimento e distin¢do daquilo que é ou ndo préprio (Hall et al., 2010). Inicia-se,
assim, um processo de inflamacdo aguda no qual ocorre recrutamento de leucdécitos.
Inicialmente sdo recrutados granuldcitos polimorfonucleares e depois mondcitos, 0s
quais se diferenciam em macréfagos no local da inflamacdo. Neste processo ocorre
desgranulagdo, libertacdo de uma série de factores inflamatorios e libertacdo de
citocinas pro-inflamatorias. Todo este processo leva ao recrutamento de mais células
para o local da inflamacdo (Medzhitov and Janeway, 1997).

A ligacdo entre imunidade inata e imunidade adquirida é efectuado pelas células
dendriticas, as quais captam o antigénio e o levam até aos 6rgaos linféides secundarios
onde podem despoletar respostas imunes antigénio-especificas. A migragdo e maturagédo
destas células € dependente de moléculas do CMH 1 e Il, de moléculas co-estimulatorias
(CD40, CD80 e CD86) e da produgdo de citocinas. Todas estas moléculas permitem
uma Optima interaccdo entre as células dendriticas e as células T auxiliares (Th) naive e

T citotoxicas. As células Th naive sdo estimuladas por células APC e consequentemente
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diferenciam-se em duas subpopulacdes de células Th: células Th tipo 1 (Th;) e células
Th tipo 2 (Thy). As células Thl secretam interferdo-gama (IFN-y) e promovem uma
resposta imune mediada por células enquanto que as células Th; 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 producdo de
anticorpos pelas células B. Um desequilibrio entre as células Th;/Th;, esta envolvido no
desenvolvimento de inimeras doencas, incluindo doencas auto-imunes e doencas
alérgicas (Akira et al., 2001).

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 de superficie
proprias das ndo-proprias e a sua principal funcdo é detectar células infectadas por
agentes patogénicos intracelulares. As 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 libertam IFN-y que leva a
maturacdo das células dendriticas e activam a resposta imune por parte das células T
(Hoebe et al., 2004).

A interaccdo entre imunidade inata e adquirida ndo se fica por aqui. Desta forma,
o sistema do complemento também pode levar a activacdo das células B e T. O sistema
do complemento é constituido por um grupo de proteinas plasmaticas cuja principal
funcdo é reconhecer e eliminar microorganismos. A activacdo deste sistema pode ser
efectuada pela via classica (quando o “alvo” se encontra opsonizado por anticorpos);
pela via da lectina (estruturas polissacarideas de reconhecimento de microorganismos)
ou pela via alternativa (estruturas de reconhecimento de superficies estranhas ainda néo
identificadas). O complemento participa na imunidade humoral através da ligacdo do
factor C3 as moléculas expressas a superficie das células B e células dendriticas
(receptor CD21-CD35), o que resulta na regulagdo de respostas mediadas por células B
a diferentes niveis (Blasko et al., 2004).

Em condi¢cdes normais a inflamacdo aguda é limitada e apoOs alguns dias
encontra se resolvida com eliminacdo do antigénio e com formacéo de células B e T de
memoria, capazes de efectuar uma resposta imune bastante mais rapida e eficaz num
segundo contacto com o mesmo antigénio (Medzhitov and Janeway, 1997).

Enquanto os mediadores e mecanismos de sinalizacdo que iniciam e promovem

a resposta inflamatoria sdo bem conhecidos, pouco se sabe acerca dos mecanismos de
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resolucdo da inflamacéo. Ja foram identificados varios mediadores anti-inflamatérios,
nomeadamente citocinas (IL-10 e TGF-B), mediadores lipidicos (lipoxinas e
prostaglandinas) e também receptores anti-inflamatdrios em células do sistema imune
(CD200 em macrofagos).

O problema surge quando ndo ha um equilibrio entre os sistemas pré e anti-
inflamatério. Numa inflamacdo cronica ndo ocorre resolucdo da inflamacao,
permanecendo 0s mecanismos pré-inflamatérios e as células do sistema imune
constantemente activos. As doengas auto-imunes tais como a artrite reumatdide (AR) e
o lapus eritematoso sistémico (LES) sdo exemplos de uma inflamacdo cronica e
constituem um dos grandes mistérios da imunobiologia. Assim uma inflamacéo cronica
caracteriza-se por uma falha do sistema anti-inflamatério enddgeno o que leva a
persisténcia da inflamacdo e de alguma forma estd ligado a auto-imunidade (Figura
6)(Karin et al., 2006).
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IFN-cc and
IFN-

Figura 6 — A interface entre a imunidade inata e adquirida e as consequéncias do sucesso ou da falha da resposta
imune. Uma comunicacao eficaz entre a resposta imune inata e a resposta imune adquirida leva a uma erradicacdo
do agente patogénico e imunidade do hospedeiro (assinalado a verde). A falha de uma eficiente descriminacdo
entre o proprio e 0 ndo-proprio por parte do sistema imune inato e adaptativo leva a uma proliferacdo do agente
patogénico e em ultimo caso pode ocorrer sépsis (representado a vermelho). Esta falha esta também associada ao
desenvolvimento de doengas auto-imunes e alergias (assinalado a vermelho). Legenda: [DC] — célula dendritica;
[CD40L] — Ligando do CDA40; [INF] — Interferdo; [MHC] — complexo Major de Histocompatibilidade; [PMN] -
células Polimorfonucleares, [TCR] — Receptor das células T; [NCR] — Receptor Natural de Citotoxicidade; [NCR-
L] — Ligando do Receptor Natural de Citotoxicidade. Adaptado de Hoebe et al., 2004, Nature Immunology.
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7 — Imunologia da DA ao nivel do Sistema Imune Periférico

A complexidade do sistema imune associada a complexidade do SNC fez com
que, durante muitos anos poucos se aventurassem no estudo da possivel conexdo 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 de citocinas
abriu uma nova perspectiva acerca da comunicacgdo entre estes dois sistemas, existindo
evidéncias de uma correlacdo entre a funcdo imune periférica e a DA (Mrak and Griffin,
2005). Assim, para além da producéo local de moléculas imunes, existem evidéncias de
que o SNC é acessivel a uma pequena percentagem de linfécitos e mondcitos (Britschgi
and Wyss-Coray, 2007). Na mesma ordem de ideias, alguns estudos demonstram que
uma resposta neuroinflamatéria envolve ceélulas do sistema imune periférico
(macrofagos, linfécitos T, B e células dendriticas), celulas residentes do SNC
(microglia, astrdcitos e neurénios) moléculas proteicas (moléculas de adeséo, citocinas,
quimiocinas e factores do complemento) e substancias citotoxicas (ROS e RNS) (Reale
et al., 2009).

A DA é caracterizada pela formacdo de emaranhados neurofibrilhares e
acumulagdo de proteina BA, fenomenos que desencadeiam uma resposta inflamatéria. O
sistema imune tem como principal objectivo eliminar o organismo estranho que
desencadeia essa resposta. Ja foi demonstrado que para além de a microglia exercer as
capacidades fagociticas que lhe sdo reconhecidas existe também migracdo dos
mondcitos derivados do sangue periférico, os quais circundam a proteina BA e
procedem & sua remocdo. Para além disso, estas células podem servir como suporte de
factores troficos aos neurdnios e astrdcitos, os quais limitam a acumulacdo de proteina
BA (Figura 7) (Britschgi and Wyss-Coray, 2007).
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Figura 7 — As células da microglia e os mondcitos tentam retardar a DA, agregando a proteina BA no
SNC, sendo o seu recrutamento mediado por receptores do ligando 2 de quimiocinas CC (Ccr2). Estas
células podem também servir como suporte neurotréfico a neurénios e astrécitos. Adpatado de Britschgi
et al, 2007. Nature Publishina Group.

Um sinal evidente da existéncia de inflamacgédo cronica sistémica é a producédo
massiva de citocinas pré-inflamatorias pelas células mononucleares do sangue
periférico, que podem contribuir para alterar a resposta imune e exacerbar a
neurodegeneracdo. Na DA sdo produzidas citocinas como TNF-a, IL-1B e IL-6 a nivel
central, que também podem ser encontradas a nivel periférico aquando da passagem
pela barreira hematoencefalica ou aquando da propria producao pelas células do sangue
periférico. 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 um efeito neuroprotector e no aumento da sobrevivéncia
celular (Couturier et al., 2012). Porém, a producéo de citocinas ndo se apresenta como o
unico sinal inflamatorio na DA, na qual ocorre também alteracdo do perfil linfocitario
normal. (Mrak and Griffin, 2005). Apesar de ndo existir um consenso acerca das

verdadeiras alteracdes celulares que ocorrem a nivel periférico, parece existir uma

24



Caracterizagdo da Resposta Imune Periférica na Doenga de Alzheimer | 2012

diminuicdo do namero de linfocitos T, bem como uma diminuicdo da proliferacdo das
células mononucleares sanguineas. Estas alteraces tém sido ligadas aos processos
patoldgicos que ocorrem na DA, tendo sido demonstrado que a proliferacdo linfocitaria
é estimulada pelo precursor da proteina amildide e que os leucécitos podem expressar
MRNA para APP e para a proteina BA sendo a expressdo destes componentes activada
por mecanismos de sinalizacdo (Fiala and Veerhuis, 2010). Os niveis de mRNA e de
APP das células mononucleares e de linfocitos do sangue periférico tém sido
encontrados elevados em doentes de Alzheimer. Alteragbes funcionais na producéo de
APP e no processamento de células imunes periféricas reflectem uma desregulacdo do
metabolismo do APP no cérebro. O facto de estas alteracGes serem reportadas ndo s6 na
DA mas também em individuos 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 terapéutica eficaz no combate da
doenca tem-se verificado que apds imunizacdo com o péptido BA existe um aumento do
namero de anticorpos contra fA;-42 € Uma pequena parte desses anticorpos atravessam a
barreira hematoencefalica opsonizando a PA e promovendo a sua fagocitose mediada
por células da microglia, conduzindo a eliminagao das placas de BA (Janus, 2003). Para
além do envolvimento das células B através da producdo de anticorpos, também tem
sido reportado uma expansdo das células T apos imunizagdo com BAjs2. COmo as
celulas Th, sdo mais eficientes que as células Th; a estimular as células B a produzirem
anticorpos supde-se que haja uma resposta mediada essencialmente por células Th, ap6s
imunizacdo (Town et al., 2002).

Outros estudos apontam para que a resposta imune a nivel do SNC possa estar
envolvida na transicdo de défices cognitivos ligeiros para o estado de deméncia que se
atinge na DA. O facto é que foi demonstrado que as moleculas inflamatdrias, na sua
maioria pertencentes ao CMH Il e marcadoras da activacdo da microglia, estdo
aumentadas em doentes na fase inicial da DA, sendo uma das consequéncias do
aumento destas moléculas CMH II, uma maior apresentacdo de antigénios as células T,
induzindo uma resposta imune adaptativa. E sugerida uma disfuncdo nesta resposta
imune nos estados iniciais da doenga que pode contribuir para o declinio cognitivo
(Parachikova et al., 2007).

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

considerada benéfica a nivel de alteracbes neuropatolégicas e comportamentais. No
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entanto, ensaios clinicos em humanos, nos quais foi usado o péptido BA1.4 levaram a
que 5 a 6% dos pacientes tratados com este péptido desenvolvessem meningoencefalite.
A causa desta reacgdo é desconhecida mas uma reac¢do imune a A apresenta-se COMo
a principal hipétese (Lemere et al., 2007). Células T auto-reactivas com uma menor ou
maior afinidade de ligacdo ndo sdo necessariamente eliminadas no timo e podem mediar
doencas auto-imunes. Sabe-se, também, que células T activadas podem penetrar no
SNC. Sendo o antigénio BA progressivamente depositado no SNC com o avango da
idade na DA, hé autores que sugerem que pode ocorrer um aumento ou diminui¢do da
reactividade das células T a BA (também com o aumento da idade) em funcdo do

peptideo ser tolerogénico ou imunogénico (Monsonego et al., 2003).
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A DA ¢ uma doenca neurodegenerativa progressiva cujo inicio ocorre muito
antes do aparecimento de qualquer sintoma, o que dificulta um diagndstico precoce
capaz de retardar a progressdo da doenca. Doentes com défice cognitivo ligeiro (DCL)
apresentam um risco aumentado de desenvolver a doenca. Desta forma a deteccdo de
biomarcadores no sangue periférico, para além de tornar menos complexo o diagnostico
actual, poderia servir de auxilio para um diagndstico precoce. O sangue periférico
constitui o material biolégico que mais facilmente se obtém. Desta forma pretendeu-se
com este estudo:

1° - Caracterizar fenotipicamente as subpopulacBes das células imunes
periféricas (linfocitos B, linfocitos T citotoxicos, linfocitos T auxiliares e células NK)
em trés grupos diferentes: grupo controlo, grupo de doentes com DCL e grupo de
doentes em estadio inicial a moderado de DA.

2° - Awvaliar a presenca de quimiocinas inflamatorias 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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1 - Grupos em Estudo

Sendo um dos objectivos deste estudo a detecgdo precoce de biomarcadores para
a doenca de Alzheimer, foram constituidos trés grupos de estudo. Um grupo de
individuos com DCL cuja caracterizacdo foi efectuada segundo os critérios de Petersen
(Petersen criteria, 2001), um segundo grupo de individuos diagnosticados com DA, de
acordo com a classificagdo NINCDS-ADRDA (Mckhann, 1984) em estadios inicial ou
moderado (Critério/CDR=1 ou 2; Rosen, 1984) e, por ultimo, um grupo controlo, no
qual todos os individuos efectuaram os testes neuroldgicos igualmente realizados aos
doentes, de forma a excluir qualquer tipo de deméncia. O grupo controlo apresenta uma
média de idades semelhante aos grupos de estudo. N&o foram incluidos individuos com
diabetes, inflamacdes cronicas, doencas neoplasicas ou sujeitos a medicagao/tratamento
que pudessem alterar as variaveis deste estudo. A recolha das amostras efectuou-se nos
Hospitais da Universidade de Coimbra sob a coordenacdo da equipa do servigo de
neurologia. O ndmero de individuos em cada grupo variou em funcdo do ensaio
realizado. Para a analise fenotipica por citometria de fluxo foram usadas amostras de 10
individuos controlo com uma média de idades de 75 anos (5 individuos do sexo
feminino e 5 do sexo masculino), 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 masculino) com uma média de idades de 71,5 anos. Para a
analise das citocinas do soro foram analisados 18 individuos do grupo controlo (10 do
sexo feminino e 8 do sexo masculino), 27 individuos do grupo com DCL (15 do sexo
feminino e 12 do sexo masculino) e 21 individuos do grupo de doentes de Alzheimer

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

2 - Analise 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 analise é efectuada
atraveés 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 caracteristicas celulares, tais

como tamanho, complexidade e fendtipo. O fenotipo das células é definido em fungéo
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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 tipo de célula em anélise ou podem ser
indicativas de activagdo celular, adesdo, homing, memoria ou outros estadios de
diferenciacéo celular.

Recorrendo a esta técnica foi possivel fenotipar as populacGes linfocitarias do
sangue periférico. Assim para além destas populaces serem identificadas também é
possivel determinar se estdo activas através de marcadores de activacdo; se estdo a
produzir citocinas intracelulares; se expressam a sua superficie moléculas de homing ou
de adesdo e para além disso € possivel determinar as percentagens das subpopulacdes
linfocitarias.

Com o objectivo de fenotipar as células do sistema imune periférico de
individuos diagnosticados com DA, de doentes com DCL e de individuos de um grupo
controlo, foram recolhidos 10 mL de sangue total a cada individuo aos quais foi
adicionado, numa proporc¢do de 1mL para 100 ul de sangue total, um tampdo de lise de
glébulos vermelhos constituido por: NH,Cl (0.15M); KHCO; (10 mM) e EDTA
(0.1mM). Seguiu-se uma lavagem com um tampéo fosfato salino (Phosphate Buffer
Saline — PBS) com 0.5% albumina bovina sérica (BSA) (AppliChem® - Darmstadt,
Alemanha) cuja constituicdo apresentava NaCl (137 mM), KCI (2.7 mM),
Na,HPO,.2H,0 (10 mM) e KH,PO4 (2.0 mM) a pH 7.4 e a ressuspensdo das células
polimorfonucleares nesse mesmo tampdo. Foram preparadas misturas de anticorpos
(Tabela 1) em funcdo da analise fenotipica que se pretendeu efectuar, numa proporcao
de 2 pL de anticorpo por 100 pL de mistura. 100 pL de células foram incubadas com 50
ML de mistura de anticorpos (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) e
eBioscience, San Diego, California) durante um periodo de 45 minutos a temperatura
ambiente e com protecgdo da luz. Seguiu-se a adicdo de 250 pL de formalina e uma
lavagem com PBS 0.5% BSA. As amostras as quais se efectuou apenas marcagao
extracelular foram ressuspendidas em 200 puL de PBS 0.5% BSA ficando preparadas
para a leitura no citometro BD FACSCanto Il (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
EUA). As amostras que necessitaram de marcacédo intracelular foram incubadas durante
a noite com 2 pL de anticorpo (Tabela I) e 200 pL de tampéo de permeabilizagéo
constituido por 1% saponina (AppliChem® - Darmstadt, Alemanha) e 1% BSA. Apos 0
periodo de incubacéo, as amostras foram lavadas com PBS 0.5% BSA e ressuspendidas

em 200 pL desta mesma solugédo efectuando-se a leitura no mesmo citémetro.
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Todos o0s resultados obtidos no citdbmetro foram analisados recorrendo ao

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

Tabela | — Misturas de anticorpos usadas na analise por citometrica de fluxo. A tabela mostra os
anticorpos (Biolegend, San Diego, California) correspondentes a cada mistura e 0s respectivos
fluorocromos. Os anticorpos assinalados com um * correspondem aos anticorpos intracelulares

adicionados ap6s o permeabilizante.

Fluorocromos

Mistura  Pacific Blue FITC PE PercpCy 5.5 PECy7 APC APCCy7

B: IgM gD CD27 IL-6R CD69 CD38 CD19
B, IgM TGF-p* CD1d IgD CD27 IL-10* CD19
Bs IgM CD40 BAFF-R IgD CD27 CD95 CD19
B, IgM CXCR3 CXCR4 IgD CD27 CCR1 CD19
NK; CD56 CD244  CD16 IFN-s* 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+* CD28 CD4
CDS8; CD3 CD62L GranzB* CTLA-4  CD27 CD28  CD8
CD8, CD3 CD62L IL-10* CTLA-4  IFN-* CD28  CDS
Mondcitos CD11b  TNF-o*  |L-4* CD16 IFN-s* CD68* CD14

3 - Ensaio de Citometria com esferas

A técnica de citometria utilizando esferas foi usada para a deteccdo 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
especificos para reagirem com as quimiocinas a detectar pelo sistema mutiplex. As
esferas podem ser diferenciadas em funcéo do seu tamanho e localizagdo no espectro.
Neste caso, 0 uso do kit em questdo permite detectar seis quimiocinas diferentes em
soros humanos: G-CSF (Factor estimulador de col6nias granulociticas); 1L-8; MCP-1
(Proteina quimiotactica de mondcitos-1); MIG (Monocina induzida pelo interferdo-
gama); MIP-1a e MIP-1p (Proteina Inflamatoria de Macrofagos-1 beta). Apds efectuado
todo o protocolo de acordo com as instrucdes do Kit, a leitura das amostras foi feita num
citbmetro FACSCalibur (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA).
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A andlise foi efectuada recorrendo ao software FlowJo versdo 7.6.5. (Tree Star
Inc., Ashland, Oregon, EUA).

4 - Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente utilizando o software
GraphPad Prism, Versdo 5.0, sendo apresentados sob a forma de valor médio + erro
padrdo da média (e.p.m.) do numero de experiéncias (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
distribuicdo, a comparacdo entre os grupos foi realizada recorrendo a analise da
variancia ANOVA e para este usou-se o teste post-hoc Bonferroni. Quando ndo existiu
uma distribuicdo normal foi efectuado o teste de Kruskal-Wallis e o teste post-hoc
Dunns. Os resultados com os valores de p<0,05 foram considerados indicativos de

diferencas estatisticamente significativas.
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1 - Analise por citometria de Fluxo

O primeiro passo da andlise dos dados de citometria de fluxo foi determinar a
populacdo de linfécitos recorrendo a um gréfico de dispersdo do tamanho vs
complexidade (Figura 8). Dentro da populacédo de linfocitos, e em fungdo das moléculas
de superficie celular (definidas por um CD especifico) € possivel determinar o tipo de
célula a analisar, isto é, célula B, T ou NK bem como os diferentes estadios de

maturacgdo ou activacdo (subpopulacGes) de cada um destes tipos de célula (Figura 9)

250K
200K

150K -

SSC-A

100K

50K
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Figura 8 — Gréfico de dispersdo tamanho vs complexidade de uma amostra de sangue periférico de um
doente com Défice Cognitivo Ligeiro. A popula¢do circundada corresponde aos linfécitos. Legenda:
[SSC-A] — Side Scatter Complexity; [FSC-A] — Forward scatter Size
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Figura 9 — SubpopulacGes Celulares de células do sangue periférico definidas com base na expressdo de
moléculas de superficie [A] — Subpopulagdes de Células B (CD19+): Q1 — Células B naive (CD27-
IgD+); Q2 — Células B de memdria unswitch (CD27+IgD+); Q3 Células B de memdria switched
(CD27+IgD-); Q4 — Celulas B de meméria duplas negativas (CD27-I1gD-). [B] — Subpopulacdes de
Células T Citotdxicas (CD3+CD8+): Q1 — Células CD27-CD62L+; Q2 — Células T de memdria Central
(CD27+CD62L+); Q3 — Células T de memodria efectora (CD27+CD62L-); Q4 — Células T efectoras de
curta duragdo (CD27-CD62L-). [C] — Subpopulagdes de células NK (CD3-CD56+): NK Reguladoras
(CD3-CD565°*®°CD16-); NK pré-inflamatérias (CD3-CD565*°CD16+); NK Citotéxicas (CD3-
CD56%*°CD16+) e NK Naive (CD3-CD56*°CD16-). [D] — Subpopulacdes de Mondcitos (CD11b+):
Monécitos Classicos (CD14+CD165%%*°); Monécitos Intermediarios (CD14+CD165°**): Mondcitos
Inflamatérios (CD14%**°CD165**®). FITC, PE; PE-Cy7, APC-H7 e PerCPCy5.5 representam

fluorocrémos.

Foi realizada uma caracterizacdo fenotipica bastante completa das diferentes
populacdes de células do sistema imune periférico. Dentro de cada populagéo procedeu-
se também a analise das diferentes subpopulacfes, da expressdo de receptores e da
producdo de citocinas. Para além destas comparacgdes entre os trés grupos de trabalho,
também é analisada a quantidade da expressdo de determinada citocina ou marcador

pela determinacdo da Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF).
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1.1 - Analise de Células B (CD19+)

1.1.1 — Doentes de Alzheimer vs Individuos Controlo

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

grupo controlo verificou-se um aumento da subpopulacdo de linfocitos B CD27+IgD-

IgM- nos doentes de Alzheimer. Por outro lado, a subpopulacdo de linfocitos B

CD27+IgD-1gM+ apresenta-se mais elevada no grupo controlo do que no grupo de

doentes de Alzheimer (Figura 10).
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Figura 10 — Diferencas na expressdo de IgM em subpopulacdes de células B. [A] Subpopulacdo CD27+IgD-IgM+;

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

células B e representam a médiate.p.m(n=10). As diferengas estatisticamente significativas p<0,05 séo representadas

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

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

um aumento significativo em relacdo aos controlos no que diz respeito a percentagem

de linfocitos B CD27-1gD+ que estéo a produzir 1L-10.
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Figura 11 — Percentagem de linfocitos CD27-1gD+IL-10+. Os resultados estdo 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 e p<0,01 sdo representadas por um ou dois *, respectivamente. Legenda: [DA] — Doentes de Alzheimer;

[DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo.
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Ao analisar a expressdo de marcador de activagdo CD69, da molécula co-
estimulatoria 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 relagdo aos individuos controlo (Figura
12).
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Figura 12 — Os doentes de Alzheimer apresentam uma maior percentagem de células B em circulacdo
expressando receptores de co-estimulacdo/activacdo, homing e apoptose. [A] Expressdo de CD69; [B]
Expressdo de CDA40; [C] — Expressdo de CD95 e [D] — Expressdo do receptor CCR1. Os resultados estdo
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 representadas por um, dois e trés
*, respectivamente. Legenda: [DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] -

Grupo Controlo.
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1.1.2 - Individuos com Défice Cognitivo Ligeiro vs Individuos Controlo

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

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

significativamente aumentada no grupo controlo em relacdo aos individuos com DCL.
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Figura 13 - Diferente expressdo de IL6R a superficie da populacdo total de células B entre os diferentes

grupos em estudo. Os resultados estdo expressos em Intensidade

Média de Fluorescéncia (IMF) e

representam a médiate.p.m (n=10). As diferengas estatisticamente significativas p<0,05 e p<0,001 sdo

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

Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo.

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

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

comparados com os doentes com DCL.
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Figura 14 — Populacdo Total de Células B. Os resultados estdo expressos em Percentagem Celular (%)

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] - Grupo Controlo
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Tal como acontece no grupo de individuos diagnosticados com a doenca de
Alzheimer, as células com expressdo do receptor Fas CD95 (Figura 12 C) estdo
aumentadas no grupo de individuos com DCL quando comparadas com 0 grupo
controlo. Estes individuos apresentam ainda um aumento da producdo de interleucina-
10 (IL-10) Total, ou seja, produzida pelas células B totais (CD19+) (Figura 15).
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Figura 15 — Células B totais CD19+ que estdo a produzir 1L-10. Os resultados estdo 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 s@o representadas por um*. Legenda: [DA] -
Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo

Nos individuos 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 linfocitos,
encontra-se significativamente elevado em comparagdo com o grupo controlo, tal como

se pode observar na Figura 16.
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Figura 16 - Expressdo do receptor CXCR4 a superficie da populacdo total de células B. Os resultados
estdo 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 sdo representadas por dois *. Legenda:
[DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo.
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Os doentes com DCL apresentam também um aumento da percentagem de
células que constituem as subpopulacds de células B reguladoras e a subpopulacdo

CD27+IgD+ que se encontra a produzir IL-10 (Figura 17).
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Figura 17 — Aumento de subpopulagdes de células B em doentes com DCL. [A] Células B reguladoras [B]
Percentagem de células CD27+1gD+ a produzir 1L-10. Os resultados estdo 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 sdo representadas por dois*. Legenda: [DA] — Doentes de
Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo.

Apesar da subpopulagdo CD27-IgD+ ndo se encontrar alterada no que diz
respeito a percentagem de células desta subpopulac¢do a produzir 1L-10, estas células
apresentam uma IMF significativamente mais alta, o que faz com que haja uma
expressdao mais elevada de IL-10 nesta subpopulacdo. Por sua vez, a subpopulagéo
CD27+1gD+ apresenta um aumento significativo da percentagem de células a expressar
IL-10 em doentes com DCL, o qual é acompanhado por um aumento significativo da

IMF, sugerindo uma elevada producéo de 1L-10 (Figura 18).
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Figura 18 - Producédo de 1L-10 nas SubpopulacGes de Células B. [A] IL-10 na Subpopula¢do CD27-1gD+;
[B] IL-10 na Subpopulagdo CD27+IgD+. 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<0,001 sdo representadas por um e trés *, respectivamente. Legenda: [DA] — Doentes de
Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo.

41



Caracterizagdo da Resposta Imune Periférica na Doenga de Alzheimer | 2012

A producdo de TGF-B encontra-se alterada em algumas subpopulacdes de
células B. Assim, hd um aumento da percentagem de células produtoras desta citocina
nas subpopulagdes: CD27-1gD+; CD27+1gD- e CD27-IgD- (Figura 19).
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Figura 19 - Producdo de TGF-B nas Subpopulagdes de Células B. [A] TGF-B na Subpopulagio CD27-
IgD+; [B] TGF-B na Subpopulagdo CD27+IgD+ ¢ [C] — TGF-B na Subpopulagdo CD27-1gD-. Os resultados
estdo 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 sdo representadas por um *. Legenda: [DA] —
Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo.

1.1.2 — Individuos com Doenca de Alzheimer vs Individuos com Défice

Cognitivo Ligeiro

As diferencgas significativas quando se compara 0 grupo de individuos com
doenca de Alzheimer e o grupo de individuos com DCL nédo sdo muitas. No entanto, €
possivel identificar essas diferencas no aumento da percentagem de células B
produtoras de receptor CCR1 (Figura 12 D) e no aumento da IMF do receptor da IL-6
no grupo de doentes de Alzheimer (Figura 13).
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1.2 — Analise de Células T Auxiliares (CD3+CD4+)

As diferencas significativas verificadas neste grupo de células ocorreram
essencialmente na produgéo de citocinas.

Verificou-se um aumento significativo na percentagem de células T CD4+
produtoras de IL-4 nos individuos com DCL e doenca de Alzheimer em relacdo aos

controlos como é demonstrado na Figura 20. Esta citocina normalmente é produzida por

células Th,.

51 : il |

E“=~ i

= —_

=M T ——

=

= 34

& 27

: —
DA DCL CTL

Figura 20 - Percentagem Total de células T auxiliares (CD4+) produtoras de IL-4. 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<0,05 e p<0,01 sdo representadas
por um e dois *, respectivamente. Legenda: [DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo

Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo.

A citocina pro-inflamatéria interleucina 17-A (IL-17A) também se encontra
elevada nas células CD4+ de doentes com DCL quando comparados com os individuos

controlo (Figura 21).
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Figura 21 - Total de células T auxiliares (CD4+) produtoras de IL-17A. 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 sdo representadas por dois *. Legenda: [DA] — Doentes

de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo.
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Para além do aumento da percentagem de células T CD4+ produtoras de IL-4,
também se verificou um aumento significativo na IMF da IL-4 em células T
CD4+CD28+ activadas, o qual indica uma maior quantidade de IL-4 produzida nos
individuos com DCL em comparacgdo com os individuos controlo (Figura 22).
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Figura 22 - Producdo de IL-4 em células T auxiliares activadas (CD4+CD28+). 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 sdo representadas por um *. Legenda: [DA] — Doentes
de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo.

1.3 — Analise de Células T Citotoxicas (CD3+CD8+)

1.3.1 - Doentes de Alzheimer vs Individuos Controlo

As diferencas significativas verificadas nas células T Citotdxicas foram
reduzidas. As poucas diferencas consistiram essencialmente na producdo da citocina
pro-inflamatoria IFN-y por parte das células T efectoras, isto €, células T que expressam
a sua superficie a molécula de adeséo celular CD62L da familia das proteinas selectinas.
Observou-se um aumento da percentagem de células T citotoxicas ndo efectoras
(CD8+CD62L+) a produzir IFN-y nos doentes de Alzheimer (Figura 23).
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Figura 23 — Percentagem de células T Citotdxicas ndo efectoras (CD8+CD62L+) produtoras de IFN-
y. Os resultados estdo expressos em Percentagem Celular (%) relativa ao total de células T CD8+ 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] — Grupo Controlo.

Existem ainda alteracbes ao nivel da IMF da IL-10 nas células T CD8+ totais
nos doentes de Alzheimer, o que significa que estas células apresentam uma producgédo

de IL-10 significativamente mais baixa que os individuos controlo (Figura 24).
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Figura 24 - Produgdo de IL-10 em células T Citotoxicas Totais (CD8+). Os resultados estdo
expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) e representam a médiate.p.m (n=10). As
diferengas estatisticamente significativas p<0,05 sdo representadas por um *. Legenda: [DA] -
Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo.
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1.3.2 - Individuos com Défice Coqgnitivo Ligeiro vs Individuos Controlo

Os individuos com DCL apresentaram diferencas significativas em relacdo aos
controlos no que diz respeito a quantidade da producdo de citocinas. Desta forma,
apresentaram uma menor IMF da IL-10 produzida pelas células T citotoxicas totais
(CD8+) (Figura 24) e uma IMF mais elevada do IFN-y produzido pelas células T
citotoxicas ndo efectoras (CD8+CD62L+) (Figura 25). As células CD8+CD62L+ dos
doentes com DCL, para além de apresentarem valores de IMF mais elevados também

tém uma percentagem mais elevada destas células a produzirem IFN-y (Figura 23).
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Figura 25 - Producédo de IFN-y em células T Citotoxicas ndo efectoras (CD8+CD62L). 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 s&o representadas por um e dois *,
respectivamente. Legenda: [DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL]

1.3.3 - Individuos com Doenca de Alzheimer vs Individuos com Défice

Cognitivo Ligeiro

Quando se compara os individuos com doenca de Alzheimer e os individuos
com DCL, pode observar-se diferencas significativas apenas ao nivel da IMF do IFN-y
produzido pelas células T de meméria (CD8+CD62L+) (Figura 25). O que significa que
apesar das suas percentagens nao serem significativamente diferentes a quantidade de
citocina produzida é significativamente diferente entre os grupos, sendo maior nos

doentes com DCL.
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1.4 — Analise de Células NK (CD3-CD56+)

1.4.1 — Individuos com a Doenca de Alzheimer vs Individuos Controlo

As diferencas encontradas entre os doentes de Alzheimer e os individuos
controlo foram significativas ao nivel da presenca do receptor activador de células
citotoxicas do tipo CD2 (CRACC). Este é um receptor presente nas células NK que
medeia a adesdo celular e a citotoxicidade mediada por células. Verificaram-se
diferencas significativas tanto nas células NK citotoxicas (CD3-CD56°YCD16+)
CD62L+ como nas células NK citotoxicas CD62L- (Figura 26).
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Figura 26 - Expressdo de CRACC nas células NK citotoxicas (CD3-CD56*YCD16+). [A] — Expresséo
de CRACC nas células NK citotoxicas CD62L+ e [B] — Expressdo de CRACC nas células NK
citotoxicas CD62L-. Os resultados estdo expressos em Percentagem Celular (%) 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 sdo representadas por um, dois e trés *, respectivamente. Legenda: [DA] — Doentes de

Apesar de ndo existirem diferencas significativas na percentagem média de
producdo de INF-y nas células NK totais (CD3-CD56+), € verificado um valor mais

elevado da IMF no grupo controlo (Figura 27).
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Figura 27 - Producédo de INF-y em células NK Totais (CD3-CD56+) 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 sdo representadas por um *. Legenda: [DA] — Doentes de
Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo.

Os individuos do grupo controlo apresentam uma maior percentagem de células
NK naive (CD56"**CD16-) do que os individuos com doenca de Alzheimer (Figura 28).
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Figura 28 - Subpopulacdo de células NK denominada NK naive Os resultados estdo expressos em
Percentagem Celular (%) relativa ao total de células NK e representam a médiate.p.m (n=10). As
diferencas estatisticamente significativas p<0,001 s8o representadas por trés *. Legenda: [DA] —

Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo.
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1.4.2 — Individuos com Défice Cognitivo Ligeiro vs Individuos Controlo

O grupo de individuos com DCL apresenta em média uma maior percentagem
de células NK (CD62L+ e CD62L-) que expressam o receptor CRACC (Figura 26A e
B).

Existe também alteracdo na IMF da expressdo do receptor CRACC na
subpopulacdo de células NK citotéxicas CD62L-. A expressdo deste receptor nesta
subpopulacdo é mais elevada no grupo controlo, o que pode tornar a producao de

CRACC pelas células NK citotoxicas CD62L- menos significativa (Figura 29).
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Figura 29 - Expressdo do receptor CRACC na subpopulagdo de células NK citotoxicas CD62L- Os
resultados estéo expressos em Intensidade média de fluorescéncia 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] — Grupo Controlo.

Para além da alteracdo da expressdo dos receptores nas subpopulacdes, também
existe alteracdo das proprias subpopulagfes de NK. Assim, existe uma menor
percentagem de células NK naive (CD56-°"CD16-) em doentes com DCL quando

comparados com os individuos controlo (Figura 28).
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1.4.3 — Individuos com Doenca de Alzheimer vs Individuos com Défice

Coqnitivo Ligeiro

Quando se comparam estes dois grupos verificam-se alteracdes significativas na
expressao do receptor CRACC na subpopulacdo NK Citotoxica CD62L+ (Figura 26 A),
na qual os doentes de Alzheimer apresentam uma expressdo mais elevada do receptor.

Os doentes de Alzheimer apresentam também uma maior percentagem de
células reguladoras (CD3-CD56"'9"CD16-) que produzem granzima B quando

comparados com os doentes com DCL (Figura 30).
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Figura 30 - Produgdo de granzima B pela subpopulagdo de células NK Reguladoras (CD3-
CD565#*®°CD16-). Os resultados estdo expressos Percentagem Celular (%) relativa ao total de células
NK 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] — Grupo Controlo.
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1.5 Andlise de Mondcitos

Por ultimo, foi efectuada a caracteriza¢do fenotipica dos mondcitos no sangue
periférico. Nestes, as Unicas alteracdes significativas foram verificadas nas percentagens
e IMF do IFN-y produzido pelos mondcitos inflamatérios nos doentes com DCL. Em
média estas células produzem mais IFN-y quando comparados com o grupo controlo
(Figura 31).
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Figura 31 - Diferengas entre a producgdo de IFN-y pelos mondcitos inflamatorios do sangue periférico
entre doentes com DCL e individuos controlo. [A] — Os resultados sdo expressos em Percentagem
Celular (%) relativa ao total de mondcitos e representam a médiate.p.m (n=10) na subpopulagdo de
mondcitos inflamatérios; [B] — Subpopulacdo de mondcitos inflamatérios produtora de IFN-y. Os
resultados estéo expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) 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] — Grupo Controlo.

2 — Detecgdo de Quimiocinas no soro

Quando se efectuou o teste de pesquisa de quimiocinas no soro dos individuos de

cada grupo foram encontradas diferencgas significativas em quatro das seis quimiocinas.
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A quimiocina G-CSF apresenta uma concentracdo sérica mais elevada nos
grupos de doentes do que no grupo controlo. Quando se comparam doentes de
Alzheimer com individuos diagnosticados com DCL ndo se detectam diferencas
significativas (Figura 32).
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Figura 32 - Concentracdo da quimiocina G-CSF no soro dos individuos dos trés grupos em estudo.
Os resultados sdo expressos em pg/mL e representam a méediate.p.m (DA com n=21; DCL com n=27
e CTL com n=18). As diferencas estatisticamente significativas p<0,01 s&o representadas por dois *.
Legenda: [DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo

Controlo; [G-CSF] - Factor Estimulador de Col6nias Macrofégico.

A IL-8 também apresenta diferencas significativas na sua concentragdo quando
se compara 0 grupo de individuos com DCL e o grupo controlo, no entanto, nao
apresenta diferencas significativas relativamente aos doentes de Alzheimer. Para além
disso também h& um aumento da concentracéo desta interleucina nos doentes com DCL
quando comparados com os doentes de Alzheimer. Sendo assim os individuos com
DCL apresentam em media uma maior concentracdo de IL-8 no seu soro, em relacdo

aos outros dois grupos (Figura 33).
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Figura 33 - Concentracdo da IL-8 no soro dos individuos dos trés grupos em estudo. Os resultados sdo
expressos em pg/mL e representam a médiate.p.m (DA com n=21; DCL com n=27 e CTL com n=18).
As diferencas estatisticamente significativas p<0,01 sdo representadas por dois *. Legenda: [DA] —
Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo; [IL-8] —

Interleucina 8

O MIP-1p apresenta diferengas significativas apenas quando se comparam 0S
doentes de Alzheimer com os doentes com DCL. Os doentes com DCL apresentam uma
concentragdo mais elevada desta quimiocina (Figura 34).
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Figura 34 - Concentragdo de MIP-1p no soro dos individuos dos trés grupos em estudo. Os resultados
sdo expressos em pg/mL e representam a médiate.p.m (DA com n=21; DCL com n=27 e CTL com
n=18). As diferencas estatisticamente significativas p<0,01 sdo representadas por dois *. Legenda:
[DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo; [MIG] -

Monocina Induzida pelo Interferdo-gama.

53



Caracterizagdo da Resposta Imune Periférica na Doenga de Alzheimer | 2012

A ultima quimiocina cujos valores de concentracdo foram encontrados alterados
foi a MIG. Tanto os doentes de Alzheimer como os individuos com DCL apresentam
valores mais elevados desta quimiocina no seu soro face ao grupo controlo (Figura 35).
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Figura 35 - Concentracdo de MIP-1 no soro dos individuos dos trés grupos em estudo. Os resultados
sd0 expressos em pg/mL e representam a médiate.p.m (DA com n=21; DCL com n=27 ¢ CTL com
n=18). As diferencas estatisticamente significativas p<0,01 sdo representadas por dois *. Legenda: [DA]
— Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo; [MIG] -

Monocina Induzida pelo Interferdo-gama
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A evidéncia de uma alteracdo no sistema imune periférico na DA parece clara,
no entanto, os mecanismos desta desregulacéo, a causa e as consequéncias permanecem
desconhecidos. N&o existe ainda um consenso quanto as alteragdes fenotipicas das
células do sistema imune nesta doenga, podendo as diferengas encontradas serem
devidas a heterogeneidade das proprias metodologias, as diferencas entre os doentes de
Alzheimer ou aos critérios usados para a seleccdo de doentes e controlos (Xue et al.,
2009).

Com o objectivo de clarificar quais as alteracGes que ocorrem no sistema imune
de individuos com deméncia e/ou com DA procedeu-se a uma caracterizacdo fenotipica
das diferentes populac@es, incluindo as células B. Poucos sdo 0s grupos que se
aventuram no estudo fenotipico desta populacdo celular. No entanto, muitos sdo os que
apostam na imunizac¢do pela administracdo de PAs,. Esta estimula os linfécitos B a
produzirem anticorpos anti-BA provocando a activacdo de células T e de células da
microglia de modo a desencadearem uma resposta imune. Esta estratégia tem
apresentado varias desvantagens, entre as quais o desenvolvimento de menigoencefalite
em 6% dos individuos envolvidos no ensaio clinico, reactividade do APP,
microhemorragias, entre outras (Delrieu et al., 2012).

Os resultados obtidos na caracterizacdo fenotipica das células B demonstram um
aumento da expressdo de CD69 nos doentes de Alzheimer em relacdo aos doentes com
DCL. A expressdo desta molécula constitui um dos primeiros indicadores de activacao
de leucdcitos e a sua rapida indugdo ocorre através da activacdo da transcricao (Vazquez
et al., 2009). Para aléem da activacdo destes linfécitos, também parece existir uma
expressao mais eficaz do receptor da IL-6 nos doentes de Alzheimer em relacdo aos
doentes com DCL mas nédo em relagdo ao controlo. A IL-6 funciona como um factor de
activacdo para as células B sendo referida como reguladora de respostas imunes e
reacgdes inflamatorias, tendo um importante papel em doencas auto-imunes, tais como
AR. Dada a sua importancia na AR, foram desenvolvidos agentes bloqueantes da sua
accdo dirigidos especificamente para o seu receptor (Nishimoto and Kishimoto, 2008).
Quando este receptor € activado ocorre inducdo de adesao intercelular de moléculas e
producdo de citocinas pro-inflamatérias. O aumento destas moléculas sugere um
processo inflamatdrio geral no sistema imune periférico subjacente a neurodegeneracéo.
Estes sinais podem ainda relacionar-se com diferencas ao nivel das subpopulacdes de
células B. Atraves do uso dos anticorpos monoclonais anti-CD19, anti-CD27 e anti-IgD,

marcados com diferentes fluorocromos é possivel distinguir cinco subpopula¢des
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diferentes: (1) células B naive (CD19+CD27+IgD+); (2) células B de memoria unswitch
(CD19+CD27+IgD+); (3) células B de memodria switched ou convencionais
(CD19+CD27+1gD-); (4) uma populacdo dupla negativa (CD19+CD27-IgD-) e (5)
plasmocitos (CD19+CD27++IgD-) (Rodriguez-Bayona et al., 2010). A andlise dos
resultados demonstra um aumento das células de memoria switched em DA e doentes
com DCL, o que também acontece em doencas inflamatorias cronicas, como a AR, em
que as células de memdria (CD27+) se acumulam com a progressdo da doenga,
enquanto as células B naive tendem a diminuir no sangue periférico (Fekete et al.,
2007). Em paralelo com o que se passa numa inflamacdo crénica, nos doentes em
estudo parece existir um aumento das células B de memoria (mas apenas das switched)
e uma tendéncia para uma diminuicdo das células B naive (anexos) em relacdo aos
controlos. No que diz respeito as células de memoria unswitched estas apresentam uma
tendéncia para estarem diminuidas em relacdo aos individuos controlo, o que pode estar
relacionado com o facto destas uUltimas células estarem associadas a producdo de
autoanticorpos (Tiller et al., 2007). Ndo sdo muitas as referéncias a autoanticorpos em
doentes de Alzheimer, no entanto, foram encontrados complexos imunes de
autoanticorpos contra peptideos de BAi.4 no liquido cefalorraquidiano em individuos
controlo sem DA (Henkel et al., 2007). Esta evidéncia para aléem de sugerir que o
sistema imune periférico pode ter um papel extremamente importante na homeostasia da
BA1.42 por efectuar imunocomplexos com o peptideo, pode suportar a ideia de que a
subpopulacdo de células B de memaria switched esta diminuida em DA impedindo que
haja uma remoc¢do adequada desses péeptidos por esses autoanticorpos com funcdes
homeostaticas, conduzindo a sua posterior oligomerizacéo e deposi¢do em placas (sabe-
se que o inicio desta doenca de etiologia desconhecida pode desencadear-se decadas
antes do aparecimento dos sintomas caracteristicos da doenca). Todos estes factos
associados levantam uma questéo essencial para uma melhor compreensao do papel do
sistema imune periférico nesta doenga: sera que o sistema imune periférico inicia a sua
accdo aquando do inicio dos mecanismos fisiopatoldgicos que decorrem no sistema
nervoso central, ou é uma consequéncia tardia do desenvolvimento da doenga, iniciando
a sua accdo simultaneamente com o aparecimento dos primeiros sintomas da doenca
(que se sabe serem muito tardios no decurso da patologia)?

Para além das alteracGes nas subpopulacdes de memaria, também as células B
reguladoras (CD19+CD1d+IL10+) se encontram aumentadas em ambos 0S grupos de

doentes quando comparados com os controlos. A identificagdo de distintas
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subpopulacdes de células T reguladoras (Tregs) tais como, Tregs CD4+CD25+, Tregsl
produtoras de IL-10 e células Ths produtoras de TGF-B1 dentro das células T CD4+
revelou uma das vias através da qual as respostas imunes sdo reguladas. No entanto, ha
alguns anos atras foi descoberta uma outra via de regulacdo da reposta imune que
consiste na subpopulacdo de células B reguladoras (Bregs) (Mizoguchi and Bhan,
2006). Estas células tém como funcdo a supressdo e/ou uma melhor recuperacdo de
processos inflamatorios através de varios mecanismos, entre os quais, a producéo de IL-
10 que restabelece o equilibrio Thy/Thy; a inibicdo directa de cascatas inflamatorias; a
producdo de TGF-B1 que induz a apoptose de células T efectoras; a capacidade de
diminuir células T CD4+ activadas de forma directa ou actuando como células
apresentadoras de antigénio e, também pelo recrutamento de Tregs. A evidéncia da
existéncia destas células advém de modelos de inflamacg&o crénica, que incluem Ilpus e
AR, nas quais as células B produtoras de autoanticorpos tém um papel patogénico
(Mizoguchi and Bhan, 2006). Todas estas alteracbes referidas até agora nas
subpopulacBes de células B e moléculas expressas a sua superficie sugerem que o
processo inflamatorio periférico desta doenca neurodegenerativa podera ser semelhante
a um processo de inflamacdo cronica, tal como lupus e AR. O aumento das células
Bregs sugere uma tentativa de controlo do processo inflamatorio. A propria producédo de
IL-10 (tanto ao nivel das células B totais como ao nivel das subpopulac@es unswitched e
switched), que se apresenta aumentada em doentes com DCL, evidencia essa tentativa
de travar a resposta imune, sugerindo que os doentes com DCL podem estar num estado
anti-inflamatorio (IL-10 é uma interleucina anti-inflamatéria), enquanto os doentes de
Alzheimer, nos quais ndo se verifica esse aumento de IL-10, podem estar num estado
pré-inflamatorio. E facto que o DCL é um estadio pré-Alzheimer, que pode ou n&o
evoluir para DA e onde o0s sintomas e 0s processos patoldgicos ndo sao tdo agressivos, o
que origina uma resposta imune mais controlada. Por outro lado, os doentes de
Alzheimer j& apresentam uma maior severidade dos sintomas e mecanismos patol6gicos
fazendo com que o organismo entre num processo inflamatorio mais agressivo.

O receptor CD40 apresenta uma maior expressdo a superficie de células B, nos
doentes de Alzheimer. A sua forma soluvel ja foi encontrada em niveis elevados no soro
de doentes de Alzheimer por Buchhave et al., 2008, no entanto, ainda ndo se conseguiu
definir o papel desta molécula na fisiopatologia da doenca nem a sua associa¢do com o
metabolismo da BA. Este receptor esta envolvido na sinalizacdo imunorregulatoria,

guando interage com o seu ligando (CD40L). O CD40 é essencial para o switch de
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classes de imunoglobulinas dependente de células T e para o desenvolvimento de
células B de memoria (Arlestig and Rantapaa-Dahlgvist, 2012). Sendo este receptor
essencial para o switch de classes de imunoglobulinas, pode relacionar-se o seu aumento
com o aumento de células CD27+IgD-IgM-, nos doentes de Alzheimer e nos doentes
com DCL que se verificou neste estudo. Desta forma a percentagem de células que
sofreu switch é mais elevada do que a percentagem de células que ndo sofreu switch de
classe e permaneceu IgM positiva. Para além disso estas celulas IgM positivas
encontram-se aumentadas nos controlos em relacdo aos DA. O aumento do nimero de
células que sofreram switch de classes de Imunoglobulinas demonstra que algo no
organismo foi reconhecido como estranho (provavelmente o péptido BA, levando a
diferenciacdo das células B. Para além disso, é referido que as células que sofreram
switch de classes de imunoglobulinas podem ser importantes no desenvolvimento de
autoimunidade (Moller et al., 2009). O CD40 contribui para a potenciacdo de doencas
auto-imunes nas quais a activacdo de células B e T tém um papel importante tais como
LES, AR e esclerose mdultipla. Nestas doencas, 0 CD40 induz a producdo de citocinas
pré-inflamatorias e contribui para a imunidade dependente de células T em diferentes
fases da doenca, nomeadamente pela interferéncia com o processo de selec¢do negativa
que permite o escape de células T auto-reactivas; pela producdo de -citocinas
dependentes de CD40 que podem levar a diferenciacdo das células T em células Th;7 e,
por ultimo, pela produgdo de citocinas e quimiocinas inflamatorias dentro do tecido
alvo, o que contribui para o dano do tecido e propagacdo do insulto inflamatério
(Alaaeddine et al., 2012). Segundo 0 mesmo autor, este receptor tem sido relacionado
com a producéo de autoanticorpos no LES, doenca em que as células B se encontram no
centro da patologia. Este facto levanta novamente a questdo em relagdo ao momento em
que ocorre activacdo do sistema imune periférico nesta doenca neurodegenerativa. A
verdade é que as citocinas e quimiocinas produzidas em ambientes inflamatérios sdo de
extrema importancia para a patologia das doencas, nomeadamente em doengas auto-
imunes, nas quais ha um desequilibrio na producéo destas. As quimiocinas normalmente
levam & acumulagdo de células no local de inflamag&o. Sendo assim, vérios estudos tém
demonstrado que uma diminui¢do de quimiocinas e/ou um bloqueio dos seus receptores
leva a reducGes dos focos de inflamagdo com melhorias significativas dos mecanismos
patoldgicos destas doengas. Um dos receptores de quimiocinas mais estudado para este
tipo de abordagem, na tentativa de diminuir a inflamacgéo e os sintomas da doenca € o

CCR1. Este receptor é abundantemente expresso no liquido sinovial e nas células
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presentes nesse mesmo liquido, o que sugere que um bloqueio deste CCR1 possa ser
uma estratégia terapéutica para reduzir a inflamacédo na AR. Este receptor tem varios
ligandos, tais como, MIP-1a, RANTES, MCP-3, ligando de quimiocina C-C 7 (CCL7),
ligando de quimiocina C-C 14 (CCL14), ligando de quimiocina C-C 15 (CCL15) e
ligando de quimiocina C-C 16 (CCL16) (Szekanecz et al., 2011). A semelhanca do que
acontece na AR também existe um aumento da expressdo deste receptor em células B
circulantes no sangue periférico de individuos com DA. Estes individuos apresentam
valores mais elevados de CCR1, tanto em relagdo aos controlos como em relagdo aos
individuos com DCL, o que pode estar relacionado com a maior agressividade do
processo inflamatorio nos doentes com Alzheimer. Por sua vez, os doentes com DCL
apresentam um aumento do receptor CXCR4 em relacéo aos controlos. Este CXCR4 é
também um receptor de quimiocinas especifico para o factor derivado de células do
estroma 1 expresso em varias células do sistema imune e do sistema nervoso central
(Chung et al., 2010). Este receptor medeia a migracdo e activacdo de progenitores
hematopoiéticos e celulas B, estando envolvido em varios fendmenos como
hematopoiese e desenvolvimento ou sobrevivéncia de células B (Luan et al., 2012).
Para além disso, € muito provavel que também esteja envolvido na sinalizacdo do
receptor de células T (TCR) ou migracio celular destas. E sugerido que o0 CXCR4 esta
envolvido na fisiopatologia da AR entre outras doencas auto-imunes(Chung et al.,
2010). Também nos doentes com DCL ocorreu aumento deste receptor evidenciado
recrutamento e activacio das células B do sangue periférico nestes doentes. A
semelhanca do que se passa em doencas como AR e LES, também na presenca de
processos neurodegenerativos, as quimiocinas e seus receptores parecem estar activadas
e desempenhar a sua funcdo. Isso é evidente ndo sé pelo aumento da expressdo dos
receptores na superficie das células B mas também pelo aumento de quimiocinas no
soro dos doentes de Alzheimer e doentes com DCL verificado também neste estudo. As
alteracbes ndo sdo verificadas apenas quando se analisa o pool de células B total.
Quando se verifica a produgdo de citocinas nas subpopulacdes B naive, B duplas
negativas e B switched pode verificar-se um aumento do TGF- nos doentes com DCL.
Esta proteina regula a proliferacéo, diferenciacdo, adesdo, migracéo e outras fungdes em
varios tipos de células. Segundo Caraci et al., 2012, o TGF-$ é reconhecido como um
factor neurotrofico que confere neuroproteccdo contra a neurodegeneracdo induzida
pela BA. Assim, 0 aumento de TGF-f nos individuos com DCL pode ser um mecanismo

de proteccdo que o organismo esta a tentar exercer numa fase pré-Alzheimer, por forma
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a evitar a evolucdo para Alzheimer. Este facto apoia a ideia ja referida, de que os
doentes com DCL, no que diz respeito a analise de células B parecem apresentar um
perfil mais anti-inflamatorio. Contrastando com estes resultados, ja foram demonstradas
deficiéncias ao nivel da via de sinalizagdo do TGF-p1 em cérebros de doentes de
Alzheimer com determinados polimorfismos nesta citocina, estando esses mesmos
polimorfismos associados a um maior risco de contrair a doenca (Caraci et al., 2012).
Analisando sob esta perspectiva, sugerimos que esta elevada expressao de TGF-3 possa
estar relacionada com uma maior tendéncia para estes doentes com DCL evoluirem para
Alzheimer. Estes doentes apresentam ainda uma diminuicdo da populacdo total de
células B e, contrariamente ao que se verifica na AR (Wheater et al., 2011), neste caso
ndo se relaciona com a medicacdo administrada. Esta diminuicdo do pool de células B,
ja verificada em doentes de Alzheimer (Pellicano et al., 2010) pode relacionar-se com o
aumento da expressao da molécula de superficie CD95/Fas. Esta proteina € membro da
superfamilia do receptor do TNF e contem dominios de morte. Tem sido demonstrado
que esta molécula tem um papel central na regulacdo fisiolégica da morte celular
programada e tem sido implicada na patogénese de varias doencas do sistema imune.
Também neste caso se encontra aumentada em ambos 0s grupos de doentes. Na
realidade a linha entre activacao e apoptose das células B é muito ténue, de forma que
células bastante estimuladas podem rapidamente entrar em apoptose. Uma outra razédo
para a diminuicdo das células pode ser a diminuicdo do pool de células T, necessarias a
activacdo das células B. Isto porque, 0 modelo cléssico de activacdo das células B inclui
dois sinais: o sinal enviado através do receptor do antigénio (BCR) e o sinal enviado
pelas células T auxiliares via CD40 e receptores de citocinas (Peckham et al., 2001).
Apesar de existir uma diminuicdo do pool de células T em doentes com DCL e doentes
de Alzheimer em relacdo ao controlo, esta diminuicdo ndo apresentou significancia
estatistica e para além disso, como ja foi referido, verificou-se um aumento da
expressdo de CD40.

As alteracdes verificadas ao nivel das células T parecem estar concordantes com
as alteracOes supracitadas nas células B. Existe um aumento de células T auxiliares
(TCDA4+) produtoras de IL-4 em doente com DCL, o que evidencia uma polarizacdo das
células T no sentido Thy, o que significa uma resposta humoral (efectuada por células
B) mais forte. Durante varios anos as células T auxiliares foram divididas entre células
Thy e Thy, as quais apresentam diferentes fenotipos ao nivel da secrecdo de citocinas

que influenciam uma resposta imune diferencial. As células Th; produzem IFN-y, TNF-
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B e IL-10, mediando respostas de imunidade celular contra células tumorais, virus
intracelulares e bactérias através da activacdo de macrofagos e células T citotoxicas
(TCD8+). As células Th, secretam IL-4, 1I-5, IL-13, 1L-21 e IL-31, e sdo importantes na
defesa do organismo contra agentes patogénicos, contribuindo também para a
patogénese da asma e das alergias. Este equilibrio entre células Th;/Th, pode ser
regulado pelas células T reguladoras (CD4+CD25+FOXp3+), cuja funcdo € manter a
homeostasia da resposta imune (Vojdani and Lambert, 2011a). Estas células Tregs ndo
se encontram significativamente elevadas nos dois grupos de doente, apesar de
demonstrarem uma tendéncia para tal, o que poderia ser confirmada com o aumento do
nimero de individuos de cada grupo. Actualmente, a divisdo das células TCD4+
estende-se também as células Thy7, com a capacidade de producdo da citocina IL-17. As
células TCD4+ naive diferenciam-se em células Th;; em reposta a producdo de IL-6,
IL-23, TGF-p e IL-1B (Jung et al., 2010). Nos resultados obtidos pode observar-se um
aumento da producdo de TGF-f nas células B que pode ser responsavel pelo ambiente
propicio a diferenciacdo das células TCD4+ naive em células Thy7. A funcdo exacta
destas células ndo é totalmente conhecida, no entanto, sabe-se que tém um importante
papel na defesa contra bactérias extracelulares e no desenvolvimento de doencas auto-
imunes, entre as quais se encontra a AR (Jung et al., 2010). Sabe-se que a I1l-17 é uma
citocina pro-inflamatoria que regula a actividade do NFkB e de proteinas cinases
activadas por mitogénio. Esta citocina pode levar a um aumento da producdo de IL-6 e
de oOxido nitrico; estimula células epiteliais, endoteliais e fibroblastos a produzir outras
quimiocinas inflamatoérias tais como MIP-2, MCP-1 e G-CSF. Na andlise das
quimiocinas efectuadas no soro dos individuos que constituem 0s grupos em estudo
pode verificar-se 0 aumento de G-CSF. Existe também a descricdo de uma relacédo entre
as celulas Thy; e a inducdo de auto-imunidade ao nivel do sistema nervoso central,
tendo sido demonstrado que a IL-17 desencadeia uma activacdo da microglia, levando a
que esta produza IL-6, MIP-2, 6xido nitrico, factores neurotréficos e moléculas de
adesdo. Sob condigbes inflamatorias a microglia produz IL-1p e IL-23 que podem
actuar de forma autdcrina, induzindo a expressao de IL-17 pela prépria microglia que
provoca desmielinizacdo contribuindo para a neurodegeneragdo. Por sua vez a
neutralizacdo desta citocina demonstra diminuicdo do processo inflamatoério. A IL-17
produzida pelas células Th;; tem ainda a capacidade de alterar a permeabilidade da
barreira celular, com consequente atrac¢do de mondcitos e macrofagos para o sistema

nervoso, o que leva ao dano da mielina e dos axdnios (Vojdani and Lambert, 2011b). O

62



Caracterizagdo da Resposta Imune Periférica na Doenga de Alzheimer | 2012

papel das células T na doenca de Alzheimer parece ser essencial, ndo so pelo facto
destas poderem atravessar a barreira hematoencefalica mas tambem pela producdo de
citocinas capazes de actuar no sistema nervoso central (Jozwik et al., 2012).
Actualmente a questdo que se tenta esclarecer € se a BA pode servir como antigénio para
as células T. A verdade € que a meningoencefalite desenvolvida em 6% dos individuos
que receberam imunizagdes com o péptido PAi4, parece ser atribuida a um
desequilibrio Thy/Th,, com predominio de uma resposta imune no sentido Th;. O
aumento das células CD4+CD28 ja foi referido em doentes de Alzheimer (Jozwik et al.,
2012). Neste estudo, ha um maior IMF destas células nos individuos com DCL, o que
significa um aumento significativo destas células nestes doentes quando comparados
com os individuos controlo. O CD28 é um marcador de activacdo, essencial para a
proliferacdo, sobrevivéncia, producdo de citocinas e desenvolvimento de células Thy, o
que novamente apoia uma eficacia da resposta humoral.

As células T citotdxicas (TCD8+) estdo normalmente activadas na resposta
contra os tumores e virus intracelulares, pois exibem uma capacidade citotdxica
efectora. Ndo foram encontradas diferencas significativas nestas células ao longo do
estudo, o que sugere que nao tenham um papel tdo relevante como as células B. Os
doentes de Alzheimer e com DCL, apenas demonstraram uma maior percentagem de
producdo de INF-y pelas células CD8+CD62L+. Esta citocina normalmente exibe
propriedades antivirais, imunoreguladoras e anti-tumorais, sendo um potente activador
de macréfagos (Guenin-Mace et al., 2011). Ndo foram verificadas alteragBes nas
populacdes de mondcitos entre os diferentes grupos, no entanto, ocorreu uma maior
producéo de IFN-y por parte dos mondcitos inflamatorios, o que pode estar relacionado
com esta activagdo das células CD8+CD62L+. Desta forma a sua producédo indica uma
tentativa de reposta por parte das células T citotoxicas dos doentes com
neurodegeneracdo. A lectina CD62 esta envolvida na migracdo e das células T naive
para 0s nodulos linfaticos, onde ocorre o contacto com o antigénio (Guenin-Mace et al.,
2011). Este pode ser um indicativo de que realmente a BA talvez possa funcionar como
um antigénio, pois as células CD8+CD62L+ s&o maioritariamente células de memoria
central que se formam apds contacto com o antigénio, e sem propriedades efectoras
Estas células de memdria sdo menos citoliticas que as células efectoras, mas exibem
uma grande capacidade de sobrevivéncia, sendo crucias para uma maior rapidez da
resposta imune aquando de um segundo contacto com o antigénio (Laouar et al., 2008).

Né&o foram verificadas muito mais alteracdes ao nivel das células T citotoxicas, tendo
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sido avaliada a producdo de granzima B, que avalia o exercicio da funcdo citotoxica e
também a eventual activacdo das células TCD8+ totais e as suas subpopulacdes. Sera
que o facto de existirem alteragdes apenas nas células T de memoria pressupde uma
activacdo do sistema imune, que podera significar uma activacdo simultanea ao inicio
das alteracdes neurodegenerativas? Mais uma vez se coloca a questdo do momento em
que o sistema imune se comeca a alterar na DA.

As células NK sdo também conhecidas pela sua actividade citotdxica sendo
essenciais em respostas contra tumores ou virus intracelulares. Estas também foram
avaliadas nos doentes de Alzheimer e doentes com DCL. Apesar de serem células
totalmente diferentes a nivel de fendtipo e caracteristicas bioldgicas, em termos de
funcdo as celulas NK sdo semelhantes as células T citotoxicas, exercendo actividade
citolitica e actuando no meso tipo de patologias. Estas células também agem como
células reguladoras que produzem citocinas. Assim, tal como as células
TCD8+CD62L+, a populacdo de células NK total apresenta um aumento da producéo
de IFN-y, o que implica activagédo destas células tal como acontece na presenca de virus
(Wren et al., 2012). A actividade destas células é regulada por um equilibrio entre
estimulacdo e inibicdo de receptores de superficie, sendo os receptores inibitorios
responsaveis pela tolerancia das células NK a antigénios do proprio. A activacdo das
células NK pode ser mediada por diferentes receptores entre os quais se encontram 0s
receptores CD244 e CRACC. Estes receptores estdo envolvidos na citotoxidade celular
das células NK e provavelmente também estdo envolvidos na proliferacdo das proprias
células NK, de células T e APC (Stark and Watzl, 2006). Estes receptores de
citotoxicidade encontraram-se aumentados nas células NK citotoxicas nos doentes com
Alzheimer e DCL. Como ja foi referido as células NK subdividem-se em diferentes
subpopulacdes, aparentemente com diferentes funcdes, isso indica que as células NK
tambeém possuem todo um processo de diferenciacéo, o qual esta dependente do CMH e
inclui formacdo de memoria. Assim sendo, parece que as células NK CD56"'%" tém uma
enorme capacidade proliferativa e produzem IFN-y quando estimuladas por citocinas,
enquanto que as células NK CD56°" sio altamente citotoxicas. Esta populacio de NK
citotoxica é muito heterogénea em relacdo aos marcadores de superficie denominados
KIR (do Inglés Killer immunoglobulin-like receptors) e a moléculas como CD27 e
CD62L. Alguns desses marcadores tém sido associados a diferentes funcdes das células
NK (Juelke et al.,, 2010). Com o objectivo de analisar diferencas dentro da

subpopulacédo de células NK citotoxicas verificou-se a producdo de CRACC e granzima
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B nas células NK citotoxicas CD62L+ e nas células NK CD62L-. Segundo Juelke et al.,
2011, as células NK CD56-°“CD62L+ representam uma subpopulacdo Gnica que
combina a capacidade de producédo de IFN-y apds serem estimuladas e proliferarem com
a capacidade de matar celulas e produzir citocinas apds receberem sinais de activacao.
Este autor refere ainda, a existéncia de diferentes funcbes entre as células CD62L
positivas e as negativas. No entanto, no nosso estudo a expressao do receptor CRACC
apresenta-se aumentada, em ambos o0s grupos de doentes quando comparados com 0s
controlos tanto nas células CD62L- como nas células CD62L+. A diferenca de
expressao (DAvsCTL) é mais significativa na populacdo CD62L+, no entanto, creio ndo
se puder afirmar com base nisso que as diferencas entre subpopulacdes de CD62L sejam
significativas pois em ambas é expressa a mesma quantidade de CRACC. Por outro
lado, foi referido para as células T que o marcador CD62L esta associado a células de
memdaria. Apesar das células NK fazerem parte do sistema imune inato e do sistema de
memoria ter sido associado durante varios anos a imunidade adquirida, varios estudos
tém descrito possiveis células NK de memoria (Sun et al., 2010). Apesar da literatura
ndo associar a molécula CD62L a celulas NK de memodria, evidencia cada vez mais a
semelhanca entre células TCD8+ e NK. Na mesma linha de pensamento talvez seja
possivel, apesar de ousado, estabelecer um ponto de semelhanca entre células TCD8+
CD62L+ produtoras de IFN-y aumentadas em doentes de Alzheimer e células NK
citotoxicas CD62L+ produtoras de CRACC. Sera que este € mais um ponto capaz de
aproximar células T de células NK, como tem sido feito ao longo dos ultimos anos?
Como ja foi referido, as células NK tém todo um processo de diferenciacdo que
é distinguido pelos seus marcadores de superficie (Johnston et al., 2011). As células
CD56-°“CD16- sdo referidas como células NK naive, que se encontram aumentadas nos
controlos em relagdo a doentes de Alzheimer e individuos com DCL, o que pode sugerir
uma maior diferenciacdo e activacdo das células nos doentes. Da mesma forma, €
referida a existéncia de células NK reguladoras (CD565*®°CD16-), que demonstram
que as células NK ndo executam apenas funcdes relacionadas com citotoxicidade mas
também secretam citocinas e quimiocinas que sdo responsaveis pela sobrevivéncia e
homeostasia, nomeadamente com o reconhecimento do proprio e ndo préprio (Tian et
al., 2012). Nesta caso as celulas NK reguladoras apresentam uma maior producdo de
granzima B nos doentes de Alzheimer quando comparadas com o grupo de individuos
com DCL, o que evidencia uma maior actividade citotoxica nas células de doentes de

Alzheimer. A granzima B é produzida por células com capacidade citotoxica e a sua
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libertacdo promove apoptose da célula infectada ou células tumoral (Trapani, 2012).
Sabe-se que os péptidos de BA podem encontrar-se no interior de células da microglia
(Morelli et al., 1999), apelidadas de “macrofagos cerebrais” e também se encontra
presente ao nivel do sangue periférico. Dado este facto, foi colocada a hipotese de as
proprias isoformas da proteina BA (Mayeux and Schupf, 2011) ou as enzimas que
degradam essas mesmas isoformas (Liu et al., 2012) puderem ser usadas como
biomarcadores da doenca de Alzheimer. Tudo isto demonstra a presenca de péptidos de
BA em circulacdo na doenca de Alzheimer. Assim, sendo ndo € de todo descabida a
possibilidade de uma internalizagdo de PA por macrofagos periféricos que
desencadeiam a producao de actividade citotdxica por parte de células T e NK.

Os mondcitos sdo células circulantes no sangue periférico, medula éssea e baco.
Representam células efectoras imunes que expressam a sua superficie receptores de
quimiocinas e receptores de adesdo, que medeiam a migracdo do sangue para os tecidos
durante o processo inflamatorio. Estes produzem citocinas inflamatérias e durante esse
estado inflamatorio podem diferenciar-se em células dendriticas inflamatérias ou
macréfagos (Geissmann et al., 2010). Varios artigos referem que os préprios mondcitos
derivados do sangue periférico sdo recrutados para o sistema nervoso central. Ai podem
modificar a inflamacdo local fazendo com que as terapias baseadas em drogas anti-
inflamatdrias  sistémicas que sdo usadas para o0 tratamento de doencas
neurodegenerativas, possam falhar devido a supressdo induzida pelo recrutamento
destes mondcitos do sangue periférico (Schwartz and Shechter, 2010). E praticamente
certo que a microglia tem origem no mesmo percursor que os macrofagos. Durante a
embriogénese, as células mieldides hematopoiéticas migram para o cérebro onde se
diferenciam em microglia. Na patogénese da doenga de Alzheimer a microglia torna-se
activada, adquire capacidade fagocitica e produz citocinas (Gate et al., 2010).
Contrariamente ao que se esperava, dada a importancia da microglia na resposta
neuroimunolodgica, ndo foram encontradas grandes alterac6es ao nivel dos monécitos do
sangue periférico. A Unica alteracdo verificada foi ao nivel da producdo de INF-y pelos
mondcitos inflamatérios (CD11b+CD14-°"CD16+). Nos humanos, 0s monécitos podem
ser classificados com base na expressdo das moléculas de superficie CD14 e CD16. Os
mondcitos CD14™M"CD16- constituem 80 a 90% dos mondcitos circulantes enquanto
gue os mondécitos CD14-*"CD16+ constituem cerca de 10% dos monécitos circulantes.
Os monocitos CD16+ aumentam a sua frequéncia durante infec¢bes, produzindo

citocinas (Rocha et al., 2012). Desta forma o aumento da producdo de INF-y por esta
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subpopulacdo de mondcitos pode indicar uma ligeira activacdo destes nos individuos
com Alzheimer, no entanto, ndo foram verificadas alteracbes significativas na
percentagem de mondcitos inflamatérios.

As alteracdes ao nivel do sistema imune periférico ndo se resumem a alteracdes
de fendtipos celulares mas também a alteracGes de citocinas produzidas por estas
células. Rocha et al.,, 2012, afirma que as citocinas podem ser usadas como
biomarcadores de diagnostico em deméncia. Foram encontrados niveis mais elevados de
algumas citocinas em doentes de Alzheimer e DCL quando comparados com 0 grupo
controlo, nomeadamente o G-CSF e a MIG. O G-CSF é membro da familia dos factores
de crescimento hematopoiético e promove a proliferacdo e diferenciacdo de células
progenitoras hematopoiéticas da linhagem mielGide. Recentemente esta citocina tem
sido considerada um importante factor neurotréfico no sistema nervoso central, sendo
amplamente expresso nesse 6rgdo em doentes de Alzheimer (Ridwan et al., 2012). Para
além do aumento desta citocina ser descrito em varios estudos que incluem doentes de
Alzheimer, esta chega a ser referida como dotada de efeitos benéficos nestes doentes em
sinergia com outras moléculas. E referido que o G-CSF pode estar envolvido no
recrutamento de microglia da medula dssea, sinaptogenese e neurogénese (Cao et al.,
2011), pode diminuir os depodsitos de BA (Li et al., 2011) e também parece ter
propriedades anti-inflamatorias que estdo a ser exploradas em doengas como esclerose
multipla Desta forma o seu aumento ao nivel do sangue periférico pode constituir um
biomarcador ndo sé da doenca de Alzheimer, como de deméncia, uma vez que também
é encontrado aumentado nos individuos com DCL. Quanto a quimiocina MIG, esta
pertence a uma subfamilia de receptores de quimiocinas CXC, sendo a sua principal
fungdo o recrutamento de leucdcitos para os locais de inflamagdo. MIG liga-se a um
receptor que € selectivamente expresso em linfécitos T activados e é critico na
mediacdo da migracdo de linfocitos T em respostas imunes dependentes destes. A
literatura ndo descreve alteracBes desta quimiocina em individuos com doenca de
Alzheimer, no entanto, a sinalizacdo via um dos seus receptores (CXCR3) é referido
como sendo crucial no recrutamento da microglia e um elemento essencial para a
reorganizacdo neuronal (Li et al., 2006). Desta forma o aumento da quimiocina MIG
(ligando do receptor CXCR3) pode indicar que existe um recrutamento células nestes
doentes, incluindo células da microglia.

Por sua vez as quimiocinas MIP-1B e IL-8 foram encontradas aumentadas em

doentes com DCL. A MIP-1p pertence a uma familia das quimiocinas cisteina-cisteina
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(CC). Tem como funcéo atrair compostos inflamatérios para o local da inflamacéo e
serve como co-activadora de macrdéfagos agindo em conjunto com o IFN-y. O aumento
desta quimiocina tem sido referido em individuos com doenga de Alzheimer (Xia and
Hyman, 1999) e da mesma forma que G-CSF é sugerido o seu uso como biomarcador.
Xia et al., 1999, refere também um aumento de IL-8 em doentes de Alzheimer, no
entanto, neste caso foi encontrado um aumento desta citocina em doentes com DCL. A
IL-8 estimula a capacidade dos neutréfilos e dos linfocitos T invadirem locais de
inflamacéo e tecidos com danos. O facto de existir um aumento de MIP-1 e IL-8 nos
doentes com DCL, sugere um perfil mais pro-inflamtério em relacdo aos doentes de
Alzheimer. No entanto, ndo se verificou uma activacdo muito forte das células T, como

seria de esperar pelo aumento da concentragdo de IL-8 sérica.
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Sendo a doenca de Alzheimer uma doenca neurodegenerativa com etiologia
desconhecida, durante varios anos o estudo dos seus mecanismos patolégicos incidiu no
sistema nervoso central. Actualmente é inegvel o importante papel do sistema imune
enddgeno ao sistema nervoso central, levado a cabo pela microglia, pelos astrocitos e
inclusive pelos proprios neurénios. A presenca de uma resposta imune cronica a nivel
central nestes doentes levou a procura de uma resposta imune a nivel periférico.
Existem evidéncias claras de alteracdes de componentes e mecanismos de ac¢do no
sistema imune periférico, no entanto, a forma como essas alterac@es se relacionam com
a doenca permanece desconhecida.

Os estudos efectuados nesta area incidem essencialmente em alteracBes de
linfécitos T e produgdo de citocinas pro-inflamatérias, no entanto, este estudo
demonstra que as células B apresentam alteracGes evidentes, ndo s6 pela diminuicdo do
pool de células B totais mas também pela alteracdo das suas subpopulac¢des e producgéo
de citocinas. As alteracGes ao nivel das suas subpopulacfes sugerem ainda uma possivel
disfuncdo dos processos de diferenciagdo nos doentes de Alzheimer que pode indicar
uma activacao e/ou desregulacdo do sistema imune periférico anterior ao aparecimento
dos sintomas da doenga. Para uma melhor compreensdo do papel do sistema imune
periférico na patologia da doenca torna-se importante determinar se esta resposta
periférica € uma causa ou uma consequéncia tardia da doenca. As células B também
parecem apresentar perfis distintos em ambos os grupos de doentes. Desta forma,
doentes com DA parecem apresentar um perfil ligeiramente mais pro-inflamatério e
activado, dada e expressdo de CD69, CD40 e CCR1 enquanto os doentes com DCL para
além de marcadores de inflamacdo (TGF-B, IL-6R e CXCR4) mostram um aumento de
celulas B produtoras da citocina anti-inflamatéria 1L-10. Estes dados levam a sugerir
que os células B de individuos de diagnosticados com doenga de Alzheimer possam
estar envolvidos na (neuro)imunologia desta doenca enquanto as células B de
individuos com DCL podem estar a tentar controlar a resposta imune e a restabelecer a
homeostasia deste sistema.

A producéo de TGF-B e IL-6R pelas células B de doentes com DCL parece estar
a criar um ambiente favoravel para a diferenciacdo de células T naive em células Th;z,
produtoras de IL-17, que é uma citocina inflamatoéria que activa o NF-kB. Este facto
sugere alteracGes de vias de sinalizacdo subjacentes as alteragdes patologicas da doenca
e que podem contribuir para o processo neurodegenerativo. Desta forma, seria

importante determinar relacdes entre alteracBes ao nivel do estado de activacdo do
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sistema imune e vias de sinalizacdo o que poderia levar a uma melhor compreensao dos
mecanismos patologicos da DA. A producdo de IL-4 pelas células T auxiliares sugere
também a presenca de células Th,, que potenciam uma resposta humoral e uma
activacdo das células B. Esta evidéncia sugere a producdo de anticorpos, possivelmente
contra o péptido BA. Esta resposta parece atenuada, no entanto, uma potenciacao de
uma resposta Th, apds imuniza¢do dos individuos com BA podera ser a chave da
clearance do péptido aberrante do organismo dos individuos com a doenca. Esse é o
objectivo dos grupos que tentam imunizacdo através do DNA e ndo com o péptido
propriamente dito. Os nossos resultados sugerem que essa resposta existe, mas
provavelmente é insuficiente, tendo de ser potenciada para obter uma maior eficiéncia.

As células que normalmente exibem respostas mediadas por citotoxicidade, ndo
se encontram muito activas. A expressdo do receptor CRACC a superficie das células
NK sugere alguma actividade citotdxica, enquanto as células T apresentam alguma
actividade ao nivel das células de memoria. Estes factos sugerem que a resposta
humoral e a producéo de citocinas ganham uma maior importancia que a resposta imune
mediada por células. A producdo de IFN-y pelos mondcitos inflamatorios em doentes
com DCL pode sugerir um recrutamento de celulas T, no entanto, esperava-se uma
maior percentagem destes mondcitos em circulacdo e uma resposta mais agressiva
quanto a producdo de citocinas e estado de activacdo destas células. Este facto pode
querer dizer que as fungdes dos monoécitos do sangue periférico e dos “macrofagos
endogenos ao sistema imune central” denominados de microglia sdo distintas e que
apesar dos macrofagos periféricos mostrarem capacidades fagociticas na BA in vitro, as
suas funcdes in vivo podem ndo ser equivalentes.

O aumento de G-CSF e MIG no soro de individuos com DA e DCL em contraste
com os controlos sugere um processo inflamatorio que pode contribuir para a
neurodegeneracdo, uma vez que estas quimiocinas atraem, granuldcitos e linfocitos T
para os locais de inflamag&o. No entanto, e contrariamente aquilo que se verifica com as
ceélulas B, o aumento acentuado das quimiocinas IL-8 e MIP-1p em doentes com DCL
quando comparados com doentes de Alzheimer, demonstra um processo pro-
inflamatério mais acentuado neste grupo de doentes. Este facto sugere que as
quimiocinas IL-8 e MIP-1B possam servir como possiveis biomarcadores capazes de
distinguir entre DA e DCL.

Este estudo vem confirmar que existem alteracdes profundas ao nivel do sistema

imune periférico de doentes de Alzheimer, sugerindo pela primeira vez uma alteragdo
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maioritaria ao nivel das células B periféricas. E essencial perceber estas alteracdes e as
possiveis relacbes com vias de sinalizacdo de forma a perceber a dimensdo do
envolvimento do sistema imune periférico nos mecanismos patoldgicos da doenga.
Muitas das alteracfes observadas coincidem com alteracBes caracteristicas de
inflamacGes cronicas, e de doencas auto-imunes que colocam o sistema imune periférico
no centro da patologia. Para além disso, estas evidéncias levantam a questdo do
momento em que o sistema imune periférico é alterado, 0 que pode contribuir para um

diagndstico precoce da doenca.
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Anexo | — Diferencas ndo significativas (ns) entre células B, suas subpopulacdes, expressdo de receptores
a sua superficie e producdo de citocinas nos diferentes grupos. Os resultados estdo expressos em
Percentagem Celular (%) e representam a médiate.p.m. Legenda: [DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL]

— Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo

Células B DA DCL CTL
Producéo Total de TGF-p 1,6+0,2 1,7£0,2 1,0+0,3
Subpopulagdes de células B
CD27-1gD+ 43,715,8 48,51+4,1 62,3+£3,4
CD27+1gD+ 21,742,9 12,8+1,8 19,3+2,6
CD27+IgD- 26,1+3,2 27,7+2,8 14,3+2,0
CD27-1gD- 8,5+1,1 11,5+1,3 9,1+1,0
Producdo de IL-10 nas Subpopulac6es de células B
CD27+IgD- 13,8+3,9 7,7£0,9 7,117
CD27-1gD- 12,0+£3,0 9,7+2,2 9,725
Producéo de TGF-B nas subpopulacdes de células B
CD27+IgD- 3,6+0,9 3,4+0,7 1,2+0,3
IL-6R 4,9+1,2 54+1,1 4,06+1,1
Plasmdcitos 1,1+0,2 1,8+0,5 1,05+0,4
CD19+BAFF-R+ 89,0+1,1 91,5+1,9 85,8+2,9
CD19+CXCR3+ 3,6+0,8 5,3+1,2 4,615
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Anexo Il — Diferengas ndo significativas (ns) entre células B, suas subpopulacBes, expressdo de

receptores a sua superficie e producdo de citocinas nos diferentes grupos. Os resultados estdo expressos

em Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) e representam a médiate.p.m. Legenda: [DA] — Doentes
de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo

Células B DA DCL CTL
Producdo Total de IL-10 4830+343,1 5033+215,3 4692+310,3
Producédo Total de TGF-$ 564,8+63,7 555,5+37,9 482,1+57,3
Producéo de IL-10 nas Subpopulac6es de células B
CD27+IgD- 1828+278,8 2081+183,3 1857+208,9
CD27-1gD- 1642+234,5 2099+188,3 1399+241,1
Producao de TGF-$ nas subpopulagées de células B
CD27-1gD+ 116,6+15,05 132,949,8 125,4+13,91
CD27+1gD+ 155,8+16,0 183,2+12,9 177,7£25,55
CD27+IgD- 167,5+15,97 185,7+6,6 166,2+16,1
CD27-1gD- 148,4+15,56 161,6+8,1 160+21,0
CD19+CD69+ 2746+673,3 3741+969,2 4416+233,9
CD19+BAFF-R+ 1210642024 15890+663,1 11094+1516
CD19+CD40+ 1135+86,4 1035+89,9 1044+162,2
CD19+CD95+ 5067+463,6 5516+495,5 7463+420,4
CD19+CCR1+ 2965+161,8 4834+752,6 3556+433,1
CD19+CXCR3+ 782141169 5865+589,6 5353+832,0
CD19+CXCR4+ 10596+1466 4381+1592 11069+1421
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Anexo |1l — Diferencas ndo significativas (ns) entre células T auxiliares (CD4+), suas subpopulacdes,

expressdo de receptores a sua superficie e producdo de citocinas nos diferentes grupos. Os resultados

estdo expressos em Percentagem Celular (%) e representam a médiate.p.m. Legenda: [DA] — Doentes de
Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo

DA DCL CTL
Células TCD3+ Totais 71,7%3,2 64,1+5,4 70,5+1,8

Células T auxiliares DA DCL CTL
CD4 Totais 45,7+39 37,1+2,5 43,5+2,2
CD4+CD28+ 82,2+9,2 92,5+1,2 86,6+4,1
CD4+FoxP3-CD25+ 3,740,5 5,5+1,0 3,6+0,4
CD4+FoxP3+CD25+ 0,3+0,0 0,4+0,0 0,3+0,1
CD4+FoxP3-CD25- 92,3+1,5 90,4+1,3 91,0+2,0
CD4+FoxP3+CD25- 3,814 3,7+0,8 3,7+1,3
CD4+CD25- 93,4+1,1 92,9+1,5 94,2+0,5
CDA4+INF-¥+ 1,8+0,8 1,4+0,3 1,4+0,2
CD4+CD28+IL-4+ 1,5+0,2 1,3+0,2 0,9+0,2
CD4+CD28+IL17a+ 0,5+0,1 0,5+0,0 0,2+0,1
CD4+CD28+INF-¥+ 1,0+0,4 0,8+0,1 1,0+0,3

Anexo 1V — Diferencas ndo significativas (ns) entre células T auxiliares (CD4+), suas subpopulaces,

expressdo de receptores a sua superficie e producdo de citocinas nos diferentes grupos. Os resultados

estdo expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) e representam a médiate.p.m. Legenda:
[DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo

Células T auxiliares DA DCL CTL
CD4+I1L4+ 951,6+119,4 1228+48,4 791,2+204,9
CDA4+IL-17A+ 316,6+13,4 317,3+10,8 298,1+15,2
CD4+INF-x+ 987+66,5 1126+105,7 1372+159,3
CD4+CD28+IL-17A+ 319,1+34,6 350,9+21,1 290,9+28,2
CD4+CD28+INF-x+ 970+73,7 1075+50,2 1292+178,9
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Anexo V — Diferencas ndo significativas (ns) entre células T citotoxicas (CD8+), suas subpopulacdes,
expressdo de receptores a sua superficie e producdo de citocinas nos diferentes grupos. Os resultados
estdo expressos em Percentagem Celular (%) e representam a médiate.p.m. Legenda: [DA] — Doentes de
Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo

Células T citotdxicas DA DCL CTL
CD8 Totais 16,4+1,8 19,543,7 22,4+1,8
CD8+CD28 Elevado Granzima B+  40,615,8 32,8+4,6 36,415,4
CD8+CD28 Baixo Granzima B+ 53,4+4,2 64,8+4,5 49,246,1

CD8+Granzima B+ 37,3£5,9 33,4+3,3 51,1+6,6
CD8+IL-10+ 0,5+0,0 0,4+0,0 0,3+0,0
CD8+INF-y+ 0,5£0,2 0,3£0,0 0,4+0,0
CD8+CD28+IL-10+ 2,7£1,5 1,5+1,2 0,3+0,1
CD8+CD28+IL-10- 34,3+4,1 34,0+4,5 37,345,0
CD8+CD28+INF-¥+ 4,3+2,6 1,1+0,3 0,5£0,2
CD8+CD28+INF-¥- 41,8+4,9 31,8+4,0 35,1+5,1
CD8+CD62L+INF-¥- 31,1+5,0 27,7£3,8 27,8+4,3
CD8+CD62L+IL-10+ 0,5+0,2 2,1£1,7 0,3+0,0
CD8+CD62L+IL-10- 31,4747 27,644 28,2+4,6
Subpopulac¢des de Células T Citotoxicas

CD27-CD62L+ 5,5+1,4 9,7+2,6 7,3£1,8
CD27+CD62L+ 26,3+4,3 21,4+3,4 21,2442
CD27+CD62L- 26,5+3,1 20,1+1,6 22,8429
CD27-CD62L- 41,6+4,8 46,8+3,7 55,8+4,1
Producédo de Granzima B nas Subpopulac6es de Células T Citotoxicas
CD27-CD62L+ 26,6%5,5 34,945,5 40,2+8,0
CD27+CD62L+ 6,3+1,0 5,40,7 6,5+1,6
CD27+CD62L- 15,3154 15,4+2 4 15,3+3,3
CD27-CD62L- 52,346,9 57,145,8 53,946,1
Producéo de CD28 nas Subpopulagdes de Células T

Citotoxicas

CD27-CD62L+ 19,1+4,5 14,3+3,9 20,0+6,4
CD27+CD62L+ 90,9+1,6 81,8+4,2 87,7+3,2
CD27+CD62L- 60,045,7 51,145,2 57,6+6,9
CD27-CD62L - 7,1+4.5 5,1+0,9 3,9+0,6
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Anexo VI - Diferencas ndo significativas (ns) entre células T citotdxicas (CD8+), suas subpopulacdes,

expressdo de receptores a sua superficie e producdo de citocinas nos diferentes grupos. Os resultados

estdo expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) e representam a médiate.p.m. Legenda:
[DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo

Células T citotoxicas DA DCL CTL
CD8+CD28 Elevado Granzima

B+ 645,6+144,7 549,5+48,1 399,6+37,1
CD8+CD28 Baixo Granzima B+ 1659+454,6 1375+212,7 2048+383,3
CD8+Granzima B+ 246115715 4168+742,2 3361+702,3
CD8+INF-x+ 1681+277,1 1456+201,8 2032++307,6
CD8+CD28+IL-10+ 420,6+39,3 401,4+38,9 671,1£119,9
CD8+CD28+INF-x+ 1189+67,6 1368+149,5 1892+215,8
CD8+CD62L+IL-10+ 521,6+129,7 383,0+30,5 659,2+103,4
Producéo de Granzima B nas Subpopulacdes de Células T Citotdxicas

CD27-CD62L+ 2517+1235 1684+418,6 2889+969,6
CD27+CD62L+ 704,3+186,5 605,4+59,6 459,5+48,3
CD27+CD62L- 683,3+135,2 684,6+77,1 418,5+35,8
CD27-CD62L - 1964+622,8 1727+278,8 2367+617,0
Producao de CD28 nas Subpopulacdes de Células T Citotoxicas

CD27-CD62L+ 1922+775,0 1420+138,9 1814+899,2
CD27+CD62L+ 7294+767,2 7038+338,3 5233+980,6
CD27+CD62L- 683411258 5252+1203 5523+945,6
CD27-CD62L- 1209+203,3 1124+95,04 815,4+£177,5
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Anexo VII — Diferencas ndo significativas (ns) entre células NK (CD3-CD56+), suas subpopulacdes,
expressdo de receptores a sua superficie e producdo de citocinas nos diferentes grupos. Os resultados
estdo expressos em Percentagem Celular (%) e representam a médiate.p.m. Legenda: [DA] — Doentes de
Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo

Células NK DA DCL CTL
NK citotdxicas
NK pro-inflamatorias 1,5+0,3 1,1+0,2 1,6+0,5
NK reguladoras 1,6+0,4 1,0+0,2 1,3+0,3

NK Citotéxicas CD62L+ 15,0+2,2 12,6+2,9 7,727
NK Citotéxicas CD62L- 85,0+2,2 89,4+2 3 92,3+2,7
NK citotoxicas

Granzima B 4,0+0,8 3,9+0,8 3,3+0,3
CRACC 21,1+11,7 1,6+0,5 6,9+3,2
NK citotdxicas CD62L+

Granzima B 6,717 6,8+1,0 5,6+3,3
NK citotoxicas CD62L -

Granzima B 4,2+1,3 4,417 1,24+0,5
NK naive

Granzima B 2,0£0,7 0,8+0,4 2,0+0,7
CRACC 0,7+0,2 1,6+0,7 1,1+0,5
NK pro-inflamatdrias

Granzima B 4,3+1,6 4,7+1.4 3,6+1,1
CRACC 4,3+0,6 5,4+0,7 3,3+0,6
NK reguladoras

Granzima B 0,6x0,3 0,0+0,0 0,1+0,0
CRACC 1,240,4 3,8+0,9 0,8+0,3
CD107A+NK 0,4+0,1 0,2+0,0 0,3+0,0
CD244+NK 0,8+0,2 0,4+0,0 0,7+0,2
INF-¥y+NK 0,5+0,2 0,1+0,0 0,3+0,1
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Anexo VIII — Diferencas ndo significativas (ns) entre células NK (CD3-CD56+), suas subpopulacdes,

expressdo de receptores a sua superficie e producdo de citocinas nos diferentes grupos. Os resultados

estdo expressos em Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) e representam a médiate.p.m. Legenda:
[DA] — Doentes de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo

Células NK DA DCL CTL
NK citotdxicas
Granzima B 499,3+107,8 488,9+120,2 529+59,1
CRACC 889,6+81,7 730,5+42,2 787,5+147,1
NK citotoxicas CD62L +
Granzima B 1636+526,7 2361+740,0 2139+861,0
CRACC 1457+141,3 1258+86,2 866,1+284,9
NK citotoxicas CD62L -
Granzima B 3199+952,8 2735+632,5 4064+784,7
NK naive
Granzima B 175,3+29,9 149,84+9,8 203,0+28,9
CRACC 467,4+31,2 544,4+46,3 424,0+61,6
NK pro-inflamatorias
Granzima B 402,5+103,3 210,3+37,2 712,5+318,5
CRACC 857,1+115,2 633,1+71,8 814,6+161,2
NK reguladoras
CRACC 410,8+49,1 384,4+68,1 504,0+86,0
CD107A+NK 7686+4534 744,6£78,1 1320+328,7
CD244+NK 558,0+78,4 480,6+60,7 1740+586,9
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Anexo IX — Diferencas ndo significativas (ns) entre Mondcitos, suas subpopulacBes, expressdo de
receptores a sua superficie e producdo de citocinas nos diferentes grupos. Os resultados estdo expressos
em Percentagem Celular (%) e representam a médiate.p.m. Legenda: [DA] — Doentes de Alzheimer;
[DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo

Mondcitos DA DCL CTL
Cléassicos 83,6+2,9 82,4123 82,8+2,2
Inflamatdrios 2,620,5 3,4%0,7 2,3+0,4
Intermediarios 4,9+0,8 6,7+0,7 4,8+0,7
Classicos
CD68+ 2,3+0,6 4,3+1,0 3,8£1,0
INF-x+ 1,8+0,4 2,0+0,4 1,6+0,2
IL-4+ 4,2+1,4 2,1+0,4 1,740,2
Inflamatérios
CD68+ 6,2+1,4 4,6+0,9 4,8+0,7
IL-4+ 9,0+1,6 5,5+1,4 6,0+1,0
Intermediarios
CD68+ 6,2+1,1 5,6+0,9 6,0+1,4
INF-y+ 34,1+10,4 46,5+9,2 35,8+13,2
IL-4+ 7,9+3,6 3,0+0,6 57+1,0

Anexo X - Diferengas ndo significativas (ns) entre Mondcitos, suas subpopulagdes, expressdo de
receptores a sua superficie e produgdo de citocinas nos diferentes grupos. Os resultados estdo expressos
em Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) e representam a médiate.p.m. Legenda: [DA] — Doentes
de Alzheimer; [DCL] — Défice Cognitivo Ligeiro; [CTL] — Grupo Controlo

Mondcitos DA DCL CTL
Cléassicos
CD68+ 1807+438,4 3152+594,5 2078+313,8
INF-y+ 1315+240,2 1988+247,2 1291+292,9
IL-4+ 1659+617,7 1229+154,3 1480+1002
Inflamatorios
CD68+ 1801+462,2 2713+462,8 1922+329,2
IL-4+ 1683+631,0 1214+152,1 1342+798,0
Intermediarios
CD68+ 2142+508,2 3458+600,4 2446+436,4
INF-x+ 2237+518,0 3464+388,9 1922+499,6
IL-4+ 21444972, 1393+188,5 1448+933,2
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