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RESUMO

As deméncias sao condi¢des de saude debilitantes, que afetam consideravelmente os
idosos no Brasil e no mundo, causando impactos ndao apenas nos pacientes
acometidos, como também em seus familiares e cuidadores. Dentre estas, destaca-
se a doenca de Alzheimer (DA) por ser a causa mais frequente de deméncia entre os
individuos. A deposicao de peptideo amiloide B (AB), em conjunto com a formagao
dos emaranhados neurofibrilares de proteina tau consistem nos principais
mecanismos que contribuem para a fisiopatologia da DA. Entretanto, fatores como
inflamacao e desregulagdes de lipidios como o colesterol, tanto periféricas quanto
centrais, também ja foram associadas a doenga. Desta forma, o objetivo deste estudo
foi avaliar associagdes entre trés fatores: alteracdes periféricas de lipidios; respostas
inflamatdrias; e DA. Para isto, o trabalho foi realizado em duas partes: em modelo
animal e em humanos. No estudo in vivo, camundongos duplo transgénicos para DA
e controles foram submetidos a uma dieta padrdo ou com acréscimo de 1,25% de
colesterol por 18 semanas. Ao final deste periodo, realizou-se a dosagem do perfil
lipidico sérico e hepatico, e de mediadores inflamatorios, incluindo moléculas
relacionadas ao inflamassoma NLRP3 — interleucinas (IL)-18 e 18, e caspase-1 —em
amostras de hipocampo e cortex pré-frontal. Nao houve diferenca em relacdo aos
niveis de colesterol total (CT) séricos comparando-se os grupos experimentais. No
entanto, em amostras de figado, os valores deste lipidio foram significativamente
maiores nos animais alimentados com a dieta enriquecida com colesterol, assim como
o indice hepatossomatico, comparando-se aos que receberam a dieta padrdo, em
ambos os gendtipos. Em relagao as citocinas inflamatérias, os animais que receberam
a dieta com adi¢ao de colesterol, tanto transgénicos quanto controles, apresentaram
maiores niveis de |IL-18 hipocampais, em comparacao aqueles alimentados com a
dieta padrao. Diante disso, estes dados demonstraram que a dieta com acréscimo de
colesterol causou alteracdes hepaticas e neuroinflamacao envolvendo a sinalizacao
de IL-18, independente do gendtipo, ou seja, nao associadas a DA no modelo animal
estudado. Na parte do trabalho com humanos, realizou-se um estudo transversal, com
coleta de dados clinicos e demograficos, medicdo de parametros antropométricos e
coleta de sangue, para obtengdo de amostras de soro e plasma. Avaliou-se 23
pacientes com diagnéstico de DA, 9 com deméncia fronto-temporal (DFT) e 33
controles. Foram feitas dosagens do perfil lipidico e de outros parametros bioquimicos,
assim como de mediadores inflamatérios, incluindo moléculas relacionadas ao
inflamassoma NLRP3. Comparou-se os resultados entre os pacientes com DA, DFT



e os controles, bem como entre os pacientes com deméncia agrupados (DA+DFT) e
os controles. Também realizou-se analise de regressao logistica multivariada, para
avaliar se alguma variavel se apresentava independentemente associada a DA ou a
presenca de deméncia (DA+DFT), e correlacdes entre as variaveis do estudo. Embora
a frequéncia de dislipidemia autorrelatada tenha sido a mesma entre os grupos,
pacientes com deméncia (DA+DFT) apresentaram concentragbes séricas do
colesterol presente na lipoproteina de baixa densidade (LDLc) significativamente
elevadas em comparagdo aos controles. Ademais, nos grupos DA+DFT e DA
observou-se maiores niveis plasmaticos de IL-1B, comparando-se aos controles, bem
como de outras citocinas, como IL-6, IL-8, IL-12p70 e fator de necrose tumoral (TNF).
As analises de regressao logistica, no entanto, ndo revelaram nenhuma variavel
associada de forma independente a estas condi¢des. Ainda, tanto no grupo DA+DFT,
quanto DA, observou-se correlagdes entre parametros do perfil lipidico (CT e LDLc),
medidas antropométricas (circunferéncia abdominal e indice de massa corporal) e
moléculas relacionadas ao inflamassoma NLRP3 (IL-18 e caspase-1). Embora os
resultados apresentados ndao permitam fazer associagdes diretas entre os fatores
avaliados no estudo (alterag¢des periféricas do colesterol, inflamassoma NLRP3 e DA),
foi possivel verificar que ha correlagdes entre eles. Além disso, a associagao entre
estes trés fatores, de forma conjunta, ainda ndo havia sido avaliada em nenhum
estudo. Desta forma, os dados aqui apresentados endossam a realizagao de estudos
posteriores que envolvam maior niumero amostral e outros desenhos experimentais,
para melhor compreensao a respeito dos mecanismos envolvidos entre os objetos
deste estudo. Isto, por sua vez, pode contribuir para o direcionamento de potenciais
alvos terapéuticos para a DA e outras deméncias, que ainda seguem sem cura.

Palavras-chave: doenga de Alzheimer, deméncia, colesterol, metabolismo lipidico,
inflamacéo, inflamassoma NLRP3



ABSTRACT

Dementias are debilitating health conditions that significantly affects the elderly in
Brazil and around the world, causing impacts not only on affected patients, but also on
their families and caregivers. Among these, Alzheimer's disease (AD) is highlighted,
as it is the most common cause of dementia among individuals. The deposition of
amyloid 3 peptide (AB), together with the formation of tau protein neurofibrillary tangles,
are the main mechanisms that contribute to the pathophysiology of AD. However,
factors such as inflammation and dysregulation of lipids such as cholesterol, both
peripheral and central, have also been associated with the disease. Therefore, the
objective of this study was to evaluate associations between three factors: peripheral
lipid changes; inflammatory responses; and AD. For this, the study was carried out in
two parts: in an animal model and in humans. In the in vivo study, double transgenic
mice for AD and controls were subjected, at six weeks of age, to a standard diet or a
diet with an increase of 1.25% cholesterol for 18 weeks. From the samples collected
at the end of this period, serum and hepatic lipid profiles and inflammatory mediators
were measured, including molecules related to the NLRP3 inflammasome -
interleukins (IL)-1B and 18, and caspase-1 — in hippocampus and prefrontal cortex
samples. After comparing the results between the experimental groups, there was no
difference in serum total cholesterol (TC) levels. However, in liver samples, the values
of this lipid were significantly higher in animals fed the cholesterol-enriched diet, as
well as the hepatosomatic index, compared to those receiving the standard diet, in
both genotypes. With regard to inflammatory cytokines, animals that received the diet
with added cholesterol, both transgenic and controls, showed higher levels of
hippocampal IL-18, compared to those fed the standard diet. Therefore, these data
demonstrated that the diet with increased cholesterol caused liver changes and
neuroinflammation involving IL-18 signaling, regardless of the genotype, i.e., not
associated with AD in the animal model studied. In humans, a cross-sectional study
was carried out, in which clinical and demographic data were collected, anthropometric
parameters were measured and blood was collected to obtain serum and plasma
samples. We evaluated 23 patients diagnosed with AD, 9 with frontotemporal dementia
(FTD) and 33 controls. Lipid profile and other biochemical parameters were measured,
as well as inflammatory mediators, including molecules related to the NLRP3
inflammasome pathway. Results were compared between patients with AD, FTD, and
controls, as well as grouped dementia patients (AD+FTD) and controls. Furthermore,
multivariate logistic regression analysis was performed to assess whether any variable



was independently associated with AD or the presence of dementia (AD+FTD), as well
as correlations between the study variables. Although the frequency of self-reported
dyslipidemia was the same between groups, patients with dementia (AD+FTD) had
significantly elevated serum concentrations of low-density lipoprotein cholesterol
(LDLc) compared to controls. Furthermore, in the AD+FTD and AD groups, higher
plasma levels of IL-13 were observed, compared to controls, as well as other
cytokines, such as IL-6, IL-8, IL-12p70, and tumor necrosis factor (TNF). Logistic
regression analyses, however, did not reveal any variables independently associated
with these conditions. Furthermore, in both AD+FTD and AD groups, correlations were
observed between lipid profile parameters (TC and LDLc), anthropometric
measurements (waist circumference and body mass index), and molecules related to
the NLRP3 inflammasome (IL-18 and caspase -1). Although the results presented do
not allow direct associations between the factors evaluated in the study (peripheral
changes in cholesterol, NLRP3 inflammasome, and AD), it was possible to verify that
there are correlations between them. Furthermore, the association between these
three factors, together, had not yet been evaluated in any study. Thus, the data
presented here support the development of further studies involving a larger sample
size and other experimental designs, for a better understanding of the mechanisms
involved among the objects of this study. This, in turn, may contribute to elucidate
potential therapeutic targets for AD and dementia, which remain without a cure.

Keywords: Alzheimer's disease, dementia, cholesterol, lipid metabolism,
inflammation, NLRP3 inflammasome
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A doencga de Alzheimer (DA) é a principal causa de deméncia no mundo, na qual
observa-se uma perda progressiva de memoria e declinio de outras fung¢des
cognitivas, bem como alteragées comportamentais e prejuizo funcional (Cipriani
et al., 2020). Embora seja altamente incapacitante, a DA consiste em um grande
desafio para a medicina moderna por ainda nao existirem estratégias
terapéuticas efetivas para o seu tratamento. Além disso, sua prevaléncia
aumenta de forma proporcional a expectativa de vida, e seus impactos s&o
observados nao apenas na vida do paciente acometido, como também de seus

familiares e cuidadores (Cipriani et al., 2020).

Embora a fisiopatologia da doenca ainda apresente inumeras lacunas, 0s
principais achados patologicos descritos para a DA consistem na deposi¢cao
cerebral da proteina [ amildide (AB), proveniente da proteina precursora
amiléide (APP), e de emaranhados neurofibrilares compostos pela proteina tau
hiperfosforilada (phosphorylated tau — p-tau) (Heppner, Ransohoff; Becher,
2015). Contudo, cabe ressaltar que a DA é uma condicao clinica complexa e de
causas multifatoriais. Nas ultimas décadas, o estudo de associacbes entre a
doenca e o colesterol recebeu destaque, entretanto, os dados disponiveis ainda

sao bem conflitantes (Mcfarlane; Kedziora-Kornatowska, 2020).

O colesterol € uma molécula que esta presente na constituicdo das membranas
celulares, sendo fundamental para a manutencdo de sua estrutura e funcgao,
além de também desempenhar outras relevantes fung¢des bioldgicas (Goedeke;
Fernandez-Hernando, 2012). No sistema nervoso central (SNC), onde cerca de
20 a 30% de todo o colesterol corporal esta presente, ele é essencial para a
producao e secregao de neurotransmissores, garantindo a plasticidade sinaptica
(Anchisi et al., 2013). Nesse sentido, sugeriu-se que alteragbes na homeostase
lipidica no SNC podem estar envolvidas no desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas. No que se refere a DA, ha a hipétese de que o excesso de
colesterol na membrana celular pode alterar a atividade das enzimas envolvidas
na clivagem da APP, levando a produgdo aumentada de AR (Ortiz et al., 2013).
Este mecanismo, por sua vez, pode induzir a hiperfosforilacdo da proteina tau,
acarretando na formagado de seus emaranhados protéicos (Ghribi, 2008).

Também ja foi demonstrado que derivados da oxidagéao do colesterol em altas
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concentracdes podem induzir apoptose e excitotoxicidade em células neuronais
(Gamba et al., 2015). Ademais, polimorfismos no gene da apolipoproteina E
(apoE), a qual possui um papel essencial no metabolismo lipidico relacionado ao
transporte e homeostase do colesterol, s&o considerados fatores de risco para
a DA (Safieh, Korczyn; Michaelson, 2019).

Embora todo o colesterol cerebral seja produzido exclusivamente no SNC,
elevados niveis de colesterol sistémicos também foram associados a DA,
sugerindo-se que a hipercolesterolemia, principalmente na meia idade, pode
aumentar o risco de desenvolvimento de quadros demenciais em idosos
(Mcfarlane; Kedziora-Kornatowska, 2020). O colesterol plasmatico em altas
concentracdes esta relacionado a maior ativacao inflamatéria, sendo, inclusive,
o principal contribuinte para a aterosclerose. A presenca de mediadores
inflamatdrios circulantes em grande quantidade, por sua vez, pode contribuir
para o aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE), o que
também ja acontece naturalmente com o processo de envelhecimento (Farrall;
Wardlaw, 2009). Com isso, foi proposto que estas substancias inflamatorias
podem ultrapassar a BHE e, assim, também contribuirem para a patogenia da
DA (Ott et al., 2018; Martins et al., 2020).

O envolvimento de diversos tipos de respostas inflamatdorias na DA, assim como
em outras doengas neurodegenerativas, € amplamente descrito (Lambracht-
Washington et al., 2011; Browne et al., 2013; Zhang et al., 2013; Oberstein et al.,
2018). Inicialmente, acreditava-se que a ocorréncia de processos inflamatorios
na DA eram induzidos em decorréncia da deposicéo de A e p-tau, ou seja, como
consequéncia da doenca. Nesse contexto, estes fatores seriam responsaveis
pela continua ativagdo microglial, levando ao estabelecimento de uma resposta
inflamatdria crénica no SNC que, por sua vez, acabaria contribuindo para os
efeitos neurotdxicos observados na DA (Kinney et al., 2018). Atualmente, porém,
ha evidéncias de que os processos inflamatérios ndo apenas atuam desta
maneira, como também podem estar presentes nos estagios iniciais da doencga,

associando-se ao seu desenvolvimento (Brosseron et al., 2014).

Dentre as respostas inflamatérias relacionadas a DA, a ativagdo do
inflamassoma NLRP3 (nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat protein

3) foi reportada na ultima década (Heneka et al., 2013; Ising et al., 2019; Zhang,
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Dong; Song, 2020) e ganhou notoriedade pelo fato de que este complexo
inflamatoério pode ser ativado por diferentes tipos de substancias, incluindo

fibrilas de AP e cristais de colesterol (Duewell et al., 2010; Rajamaki et al., 2010).

Face a complexidade dos mecanismos envolvendo altera¢gdes do metabolismo
do colesterol, respostas inflamatdrias relacionadas a ativagéo do inflamassoma
NLRP3 e DA/processos neurodegenerativos, justifica-se avaliar de forma
conjunta a associagao entre estes fatores, o que ainda n&o foi explorado em
estudos anteriores. Além disso, utilizar modelos animais, bem como avaliar esta
relacdo em seres humanos, permite compreendé-la de forma mais ampla, o que,
por sua vez, pode contribuir para o delineamento de novos alvos terapéuticos

para a DA e as deméncias.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Deméncias no Brasil e no mundo

Deméncia € um termo que abrange diversas doengas que afetam a memoria, o
pensamento, a linguagem e a capacidade de realizar atividades cotidianas, bem
como outras habilidades cognitivas, as quais tendem a piorar ao longo do tempo
em individuos acometidos por esta condigdo. Embora a incidéncia de deméncia
seja maior em pessoas mais idosas, nem todas as pessoas com idade avangada
desenvolvem este quadro (World Health Organization, 2023). As deméncias
podem apresentar diversas causas que levam a danos neuronais, promovendo
alteragdes especificas no funcionamento cerebral (Alzheimer’'s Association,
2023). O comprometimento da fungéo cognitiva frequentemente acompanha e,
muitas vezes, €& precedido por alteragdes no humor, controle emocional,
comportamento ou motivagdao. As deméncias acarretam grandes impactos nos
aspectos fisicos, psicologicos, sociais € econdmicos, nao apenas das pessoas
que vivem com a doenga, como também de seus cuidadores, familiares e a
sociedade em geral. Além disso, a falta de conscientizacdo e compreensao em
relacdo as deméncias resultam em maior estigmatizagdo, obstaculos ao
diagnostico e cuidado inadequado aos individuos afetados (World Health
Organization, 2023).

Estima-se que, em 2019, aproximadamente 50 milhdes de pessoas ao redor do
mundo estavam vivendo com algum tipo de deméncia, e cerca de 60% desses
casos ocorriam em paises em desenvolvimento (Feter; Leite, 2021). Além disso,
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) projetou que até 2050 a prevaléncia
estimada de DA e de outras formas de deméncia podera atingir 152 milhdes de
casos (World Health Organization, 2017). Embora a incidéncia das deméncias
esteja se estabilizando em algumas nagdes desenvolvidas (Wu et al., 2017), nos
paises de baixa e média renda, bem como nos paises em desenvolvimento,
observa-se um aumento na incidéncia deste quadro. Isto foi atribuido a baixa
escolaridade e a elevada prevaléncia de fatores de risco cardiovasculares
observada nestes paises (Maestre et al., 2018). Estes, por sua vez, sao
considerados fatores de risco modificaveis para o desenvolvimento de

deméncias, e estdo associados a cerca de 40% dos casos de quadros
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demenciais no mundo (Livingston et al., 2020) e de 56% em paises da América
Latina (Mukadam et al., 2019).

Em relagdo ao Brasil, desde 1990, observou-se um aumento significativo na
prevaléncia, morbidade e mortalidade atribuiveis a deméncia, com incrementos
de 2,5 34 e 2,3 vezes, respectivamente (Feter; Leite, 2021). Esses
crescimentos continuos colocaram o pais com a segunda maior prevaléncia de
deméncia padronizada por idade em todo o mundo em 2016, segundo dados do
estudo sobre a carga global de doencas, lesdes e fatores de risco (Global Burden
of Diseases, Injuries, and Risk Factors - GBD). Em 2019, a prevaléncia estimada
de brasileiros com mais de 60 anos vivendo com algum tipo de deméncia era de
1,7 milhdes, ou seja, 1.037 casos a cada 100 mil individuos (Bertola et al., 2023).
E importante considerar que o Brasil estd passando por uma transigdo
demogréfica, cuja proporgao da populagdo com 60 anos ou mais atingiu 13% em
2018, e espera-se que esse valor dobre nas proximas décadas. De acordo com
um estudo recente conduzido por Oliveira et al. (2019), cerca de 32,3% dos
casos de deméncia no Brasil podem estar relacionados a sete fatores de risco
potencialmente modificaveis, sendo eles: diabetes mellitus (DM), hipertenséo
arterial sistémica (HAS), obesidade, sedentarismo, depressao, tabagismo e
baixo nivel de escolaridade. Com base nisso, foi indicado que, caso nao ocorra
uma reducdo da prevaléncia destes fatores, o Brasil podera enfrentar um
aumento de quatro vezes no numero de pessoas vivendo com deméncia,
passando de aproximadamente 927.000 em 2010 para 3.728.000 em 2050
(Feter; Leite, 2021). Por outro lado, a reducéo da prevaléncia de cada um destes
fatores de risco modificaveis em 20%, por década, pode reduzir potencialmente
a prevaléncia de deméncia no pais em 16,2%, até 2050 (Norton et al., 2014;
Oliveira et al., 2019).

Outro ponto importante relacionado as deméncias diz respeito ao fardo
decorrente desta condicdo, que recai principalmente sobre a familia dos
pacientes acometidos (Nitrini; Ferri, 2020). Melo et al. (2020) apontaram que a
sobrecarga é especialmente maior em mulheres jovens, que muitas vezes
precisam abandonar o seu emprego formal para trabalhar como cuidadoras nao
qualificadas de um membro da familia com deméncia. De acordo com Ferreti et

al. (2018), estima-se que os custos globais com deméncias sejam de US$
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1.012,35; US$ 1.683,18 e US$ 1.372,30 por paciente/més para os estagios leve,
moderado e grave, respectivamente, com custos indiretos variando de US$
536,62 a US$ 545,17, de acordo com a gravidade. Além disso, estes autores
apontaram que os custos com a doencga sao influenciados pelo tratamento
medicamentoso, nivel de funcionalidade do paciente e nivel educacional do
cuidador. No Brasil, proje¢cdes apontam custos anuais de US$ 16.548,24 por

paciente.

Estudos recentes destacam a necessidade de conscientizagao por parte dos
formuladores de politicas publicas sobre a urgéncia e a extensao do desafio
representado pela deméncia no Brasil. Também ressaltam a importancia de
alocar recursos financeiros para viabilizar a criagdo de um Plano Nacional de
Deméncia, o qual poderia servir como um guia essencial para orientar politicas
voltadas a prevencgao e ao tratamento da doencga, estabelecendo estratégias de
assisténcia e prioridades de pesquisa especificas para o contexto brasileiro.
Isso, por sua vez, beneficiaria ndo apenas os, aproximadamente, 1,5 milhdo de
idosos que vivem com algum tipo de deméncia no Brasil, como também seus
familiares e cuidadores, podendo reduzir, inclusive, os encargos no sistema de
saude associados a doenga (Melo et al., 2020; Nitrini et al., 2020; Nitrini; Ferri,
2020; Feter; Leite, 2021).

2.2 Doenca de Alzheimer: aspectos clinicos, epidemiolégicos e

fisiopatolégicos

A DA é o tipo mais comum de deméncia, sendo responsavel por 60 a 80% dos
quadros demenciais em todo o mundo. A DA é uma doenga neurodegenerativa
progressiva caracterizada pela perda progressiva de memoria e declinio de
outras funcbes cognitivas, bem como alteragdes comportamentais e
comprometimento funcional (Cipriani et al., 2020). A progressao da doenga, que
abrange desde as alteragbes cerebrais inicialmente imperceptiveis para o
individuo acometido, até as mudancgas que irdo resultar nos déficits cognitivos e
funcionais, € conhecida como continuum da DA (Figura 1). Dentro deste, por sua
vez, sao identificadas trés fases amplas da doenca: a DA pré-clinica, o

comprometimento cognitivo leve (CCL) atribuido a DA, e a deméncia
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propriamente dita, frequentemente referida como “deméncia de Alzheimer”. Ja a
fase de deméncia € subdividida em leve, moderada e grave (Alzheimer's
Association, 2023). Embora o continuum da DA se inicie com a fase pré-clinica,
na qual os sintomas ainda n&o sao evidentes, e termine na fase de deméncia
grave, € importante considerar que o tempo que os individuos passam em cada
fase é variavel e sofre influéncia de fatores como idade, genética, sexo bioldgico,

entre outros determinantes (Vermunt et al., 2019).

Comprometimento Deméncia Deméncia
DA pré-clinica cognitivo leve devido a DA devido a DA
devido a DA LEVE MODERADA
Auséncia de Sintomas que nédo Sintomas que Sintomas que Sintomas que
sintomas, com interferemnna interferemna interferemna interferemna
presencapossivel de realizagéo de realizacdo de algumas  realizacdo de muitas realizacdo de todas
alteragdes cerebrais atividades diarias atividades diarias atividades diarias as atividades diérias

Figura 1. Continuum da doenca de Alzheimer. Traduzido de Alzheimer’s Association, 2023.

A DA pode manifestar-se precocemente, antes dos 65 anos, sendo neste caso
denominada DA de inicio precoce (early-onset Alzheimer’s disease — EOAD).
Esta manifestagdo da doenga também é referida como DA familiar (familial
Alzheimer's disease — FAD), uma vez que é decorrente de heranga autossdmica
dominante de mutag¢des que codificam os genes da proteina precursora amiloide
(APP) ou da presenilina 1 e 2 (PSEN1 e PSEN2) (Feringa; Van Der Kant, 2021).
A EOAD ¢ rara, representando apenas cerca de 5% de todos os casos de DA. A
grande maioria dos pacientes com DA desenvolve a forma de inicio tardio (/ate-
onset Alzheimer’s disease — LOAD), na qual o envelhecimento, juntamente com
influéncias genéticas e estilo de vida consistem nos principais fatores de risco
(Scheltens et al., 2016).

Em relagdo aos aspectos fisiopatoldégicos da DA, apesar das controvérsias
recentes (Lowe, 2022; Dickson et al., 2023), os principais achados patoldgicos
descritos para a doenga ainda consistem nos depdsitos de AB ao redor dos
neurdnios, e nos emaranhados neurofibrilares (neurofibrillary tangles — NFT) de
p-tau dentro destas células. Estes marcadores sdo encontrados especialmente
nas regides do hipocampo e do coértex cerebral e desempenham fungdes
patolégicas distintas (Heppner, Ransohoff; Becher, 2015). Placas e agregados

menores de AB podem causar danos neuronais, interferindo nas sinapses. Ja no
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interior dos neurbnios, os emaranhados de proteina tau podem agir
interrompendo o fluxo de nutrientes e de outras moléculas vitais para o
desempenho adequado e a preservagcdo da sobrevivéncia das células do

sistema nervoso (Alzheimer’s Association, 2023).

O peptideo AB é produzido por meio do processamento proteolitico da proteina
precursora amiloide (APP) pelas enzimas 3 e y-secretases. Inclusive, acredita-
se que mutagdes nos genes PSEN1 e PSENZ2 associadas a FAD, conforme
descrito acima, alteram a clivagem da APP pela y-secretase, levando ao
aumento da producgao de formas amiloidogénicas de AB (Seiffert et al., 2000). A
APP é uma glicoproteina de membrana que desempenha importantes fungcbes
biolégicas, as quais abrangem o desenvolvimento neuronal, a sinalizagdo
celular, o transporte intracelular, entre outros aspectos da homeostase neuronal.
Os monémeros de AB tém a capacidade de se agregar em varias formas de
oligbmeros, os quais, por sua vez, podem formar fibrilas de estrutura regular. As
fibrilas amiloides sdo maiores e insoluveis e podem se agrupar em placas, ao
passo que os oligbmeros sdo soluveis e podem se espalhar por todo o cérebro.
O AB abrange um grupo de peptideos que variam em tamanho de 37 a 49
residuos de aminoacidos (Chen et al., 2017). As principais isoformas associadas
a DA sao as que contém 40 a 42 residuos (AB1-40 € AB1-42, respectivamente) e,
embora o primeiro fragmento seja o mais comum, ja foi descrito que o segundo,
mais hidrofdbico, apresenta maior potencial amiloidogénico. Ambos, no entanto,
sdo capazes de se agregar, formando fibrilas e placas insoluveis (Falco et al.,
2016).

No que se refere a proteina tau, esta € encontrada principalmente no axénio dos
neurdnios, onde desempenha o papel de estabilizar os microtubulos neuronais
em condigdes fisiologicas (Avila et al., 2004; Long; Holtzman, 2019). No entanto,
sob condicdes anormais, esta proteina pode sofrer alteragbes, sendo a
hiperfosforilagdo uma das principais. Uma vez hiperfosforilada, a proteina tau
tende a formar agregados, que impedem o transito intracelular de fatores
neurotréficos e outras proteinas funcionais, reduzindo o transporte axonal ou
dendritrico dentro dos neurdnios (Paula, Guimarées; Forlenza, 2009). Ainda que
0os mecanismos fisiopatolégicos subjacentes a neurodegeneragdo na DA nao

estejam bem elucidados, acredita-se que o acumulo de AP inicie-se antes da
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formacdo da tau anormal, e o aumento da primeira se correlacione com
posteriores aumentos desta ultima, conforme observado em estudos prévios
(Sato et al., 2018; Hanseeuw et al., 2019).

Outras alteragdes patologicas que ocorrem na DA consistem no aumento da
atividade inflamatéria no SNC, também referida como neuroinflamacao, a qual
parece exercer papel importante na perda progressiva dos neurdnios, e na atrofia
cerebral, resultante da perda neuronal (Alzheimer's Association, 2023). Ha
evidéncias de que os neurdnios colinérgicos sdo os mais acometidos na doenga,
acarretando na reducgao dos niveis cerebrais de acetilcolina. Essas descobertas
levaram a formulagao da hip6tese colinérgica da DA, que serviu como base para
o desenvolvimento de inibidores da colinesterase para o tratamento da doencga
(Esang; Gupta, 2021). Atualmente, estdo disponiveis trés moléculas
pertencentes a esta classe farmacoldgica para a terapia medicamentosa da DA:
donepezila, indicada para todas as fases da doenga, bem como a galantamina e
a rivastigmina, para casos de deméncia leve a moderada. Além destas, também
estd aprovada para o tratamento da DA a memantina, um antagonista n&o
competitivo do receptor glutamatérgico ionotrépico N-metil-d-aspartato (NDMA),
que costuma ser utilizada em monoterapia ou em associagdo com os agentes
anticolinesterasicos nas fases mais avangadas da doenga (Scarpini, Scheltens;
Feldman, 2003). Entretanto, é importante considerar que estes medicamentos
proporcionam alivio temporario dos sintomas (tais como confusdo moderada,
insbénia, agitagdo, ansiedade e agressao), mas nao sao capazes de interromper

ou reverter a doenca (Loveman et al., 2006).

Com base nisso, nas ultimas duas décadas, inumeros esforgos foram feitos para
desenvolver "medicamentos modificadores da doenga" em vez de apenas
"medicamentos supressores de sintomas", no contexto da DA. Essas
abordagens farmacoldgicas tém como obijetivo interferir nas etapas patogénicas
que desencadeiam a manifestacdo dos sintomas clinicos da doenga, como os
agregados de AP extracelulares, os emaranhados neurofibrilares de proteina tau
no interior dos neurénios, e a neuroinflamacgao. Neste ambito, foi proposto o uso
de inibidores enzimaticos, anticorpos monoclonais anti-AB e imunoterapicos
(Kopec et al., 2020). Em 2021, a agéncia regulatéria norte-americana, a Food

and Drug Administration (FDA), aprovou o primeiro “medicamento modificador
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de doenga” para DA por uma via acelerada, o aducanumab, um anticorpo
monoclonal que demonstrou reduzir as placas de AP cerebrais. A FDA utiliza
esta via regulatoria acelerada para aprovar medicamentos que tratam doencgas
graves ou que apresentam risco a vida, condicionada a demonstragao da eficacia
destes farmacos sobre um desfecho secundario. Este ultimo consiste em um
indicador ou marcador que se acredita prever o beneficio clinico, embora nao
seja uma medida direta do mesmo (Food and Drugs Administration, 2020). No
caso do aducanumab, utilizou-se como desfecho secundario a reducao das
placas de AB no cérebro, prevendo-se que isso possa melhorar a cogni¢ao e
aspectos globais da doenga (Esang; Gupta, 2021). A aprovacgao deste farmaco
foi acompanhada por um misto de esperanga e controvérsia (Behl et al., 2022),
contudo, até o momento, pode-se considerar que nenhuma terapia
medicamentosa obteve éxito substancial no tratamento da DA (Kopec et al.,
2020).

2.3 Envolvimento de processos inflamatérios na doenga de Alzheimer

Conforme mencionado acima, a neuroinflamagao consiste em uma alteracéo
patolégica descrita na DA, que parece exercer fungdao importante na perda
progressiva neuronal (Alzheimer’s Association). Nesse sentido, ao longo dos
ultimos anos, diversos estudos reportaram que as microglias, principais células
inflamatdrias do SNC, sdo ativadas em resposta as formas anormais do peptideo
AB e de p-tau. Demonstrou-se, por exemplo, que fibrilas e oligbmeros soluveis
de AB podem se ligar a receptores expressos por micréglias, promovendo a
ativagdo dessas células. Uma vez ativadas, as microglias sofrem alteragdes
morfolégicas que promovem a fagocitose de AB e a liberagdo de diferentes
citocinas e mediadores inflamatérios, na tentativa de prevenir danos adicionais
causados por depdsitos deste peptideo (Kinney et al., 2018). No entanto, embora
a micréglia seja uma célula imune do SNC, que desempenha acodes
neuroprotetoras no cérebro em condi¢des fisioldgicas, ela também pode ser
neurotdxica, levando ao dano ou morte neuronal. Este estado € possivelmente
promovido por uma ativagao microglial continua, levando a uma "hiperatividade"
desta célula. Assim, a micréglia se torna incapaz de fagocitar os depdsitos de

AB, mas mantém a secreg¢ao de citocinas inflamatdrias, contribuindo para a
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morte dos neurdnios e, portanto, para a neurodegeneragao (Wyss-Coray;
Rogers, 2012). O papel da microglia nos processos neuroinflamatérios que
ocorrem na DA é um dos mais descritos, mas o envolvimento de diferentes
padroes de células do SNC também é relatado, como os astrécitos. Nesse
contexto, ha evidéncias de que estas células circundam as placas de AR,
tornando-se ativados e secretando mediadores inflamatérios da mesma maneira

que as células microgliais (Heppner, Ransohoff; Becher, 2015).

Face ao exposto, acreditava-se, inicialmente, que os depdsitos proteicos de AB
e proteina tau seriam responsaveis pela ativagao continua das células da glia,
levando ao estabelecimento de uma resposta inflamatdria crénica no SNC, que,
por sua vez, contribuiria para os efeitos neurotoxicos observados na DA (Kinney
et al., 2018). No entanto, ha evidéncias de que processos inflamatérios também
estdo presentes nas fases iniciais da doenga, estando associados ao seu
desenvolvimento. Dessa forma, sugeriu-se que um desequilibrio nos niveis dos
mediadores inflamatdrios periféricos pode estar envolvido na patogénese da DA
(Wyss-Coray; Rogers, 2012; Ott et al., 2018), conforme demonstrado na Figura
2.
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Figura 2. Processos inflamatérios possivelmente envolvidos na patogenia da doenca de
Alzheimer. llustragéo elaborada pela autora a partir das fontes Wyss-Coray; Rogers (2012) e Ott

et al. (2018), utilizando-se o software BioRender.

Um possivel fator que pode contribuir para isso € o aumento da permeabilidade

da BHE, que ocorre naturalmente com o envelhecimento (Farrall; Wardlaw,
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2009). Em um estudo transversal, observou-se que pacientes com DA
apresentaram alteracdo na permeabilidade da BHE, o que pode afetar os
processos de transporte passivo e ativo (Johanson et al., 2018). Vale ressaltar
que, com o envelhecimento, também ha o estabelecimento de um processo
inflamatdrio sistémico crénico, devido a desregulacdo do sistema imunolégico
(Chung et al., 2019), e que isso é outro fator que pode contribuir para o aumento
da permeabilidade da BHE. Desta forma, é possivel associar o estado
inflamatdrio exacerbado em idosos com a alteracdo da funcédo desta barreira
(Elwood et al., 2017). Com a permeabilidade da BHE alterada, por sua vez, a
passagem de moléculas inflamatdrias presentes na circulagado sanguinea para o
liquido cefalorraquidiano (LCR) também pode ocorrer (Jefferson et al., 2015;
Shah, Merchant; Delurgio, 2016; Ott et al., 2018), contribuindo para a
neuroinflamacao na DA (Takeda, Sato; Morishita, 2014). Estes fatores também
podem explicar porque condigdes clinicas nas quais ocorrem uma resposta
inflamatadria sistémica crénica foram associadas a DA, incluindo fatores de risco
para doencgas cardiovasculares (DCV), como hipertensdo arterial, diabetes
mellitus, obesidade, tabagismo e hipercolesterolemia (Choi, Choi; Park, 2018;
Kivimaki et al., 2018; Mcfarlane; Kedziora-Kornatowska, 2020; Park, Han; Mook-
Jung, 2020).

2.4 Relagao da doenca de Alzheimer com alteragdoes do colesterol e de

outros parametros do perfil lipidico

A associagao entre DA e colesterol foi reportada de forma extensa nas ultimas
décadas, mas os dados disponiveis ainda sdo consideravelmente conflitantes
(Mcfarlane; Kedziora-Kornatowska, 2020). O colesterol € uma molécula presente
na constituicdo das membranas celulares, sendo essencial para a manutengao
da estrutura e funcdo das células, além de desempenhar outras fungdes
bioldgicas relevantes (Goedeke; Fernandez-Hernando, 2012). Cerca de 20 a
30% de todo o colesterol corporal esta presente no SNC, onde essa molécula é
essencial para a producdo e secrecao de neurotransmissores, garantindo a
plasticidade sinaptica (Anchisi et al., 2013). Nesse sentido, sugeriu-se que
alteracbes na homeostase lipidica do SNC podem estar envolvidas no

desenvolvimento de doengas neurodegenerativas. Em relagado a DA, acredita-se
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que o excesso de colesterol na membrana plasmatica altera a atividade das
enzimas envolvidas na clivagem da APP, levando ao aumento da produgao de
AB (Ortiz et al., 2013). Este mecanismo, por sua vez, pode induzir a
hiperfosforilagdo da tau, resultando na formacdo dos emaranhados
neurofibrilares (Ghribi, 2008). Além disso, niveis elevados de derivados da
oxidacdo do colesterol cerebral podem desencadear a apoptose e a
excitotoxicidade em células neurais (Trousson et al., 2009; Ma et al., 2010).
Inclusive, ja foi proposto que os niveis plasmaticos de metabdlitos do colesterol
que, ao contrario deste, séo capazes de cruzar a BHE, poderiam ser indicadores
da deméncia. Os principais oxiesterois relacionados a DA em estudos anteriores
s&0 0 24S-hidroxicolesterol (24-OHC) e o 27-hidroxicolesterol (27-OHC) (Martins
et al., 2023). O primeiro, também conhecido como cerebrosterol, € produzido
somente no cérebro, ao passo que o segundo € o oxiesterol mais abundante na
corrente sanguinea, produzido principalmente no figado, embora também possa
ser metabolizado no cérebro (Gamba et al., 2019). Em condigbes fisiologicas,
ocorre um fluxo de 27-OHC para o cérebro, que é metabolizado pelos neurbnios
e depois retorna ao figado para produzir acidos biliares (Saint-Pol; Gosselet,
2019). No sentido oposto, o0 24-OHC migra do cérebro para a periferia, atuando,
assim, na depuragdo do colesterol cerebral (Weigel, Kulas; Ferris, 2019).
Pacientes com DA, contudo, apresentaram niveis anormais destes oxiesterois,
que foram associados ao grau de producao de AR, a perda de substancia
cinzenta ativa, ao acumulo de p-tau e a atrofia cerebral (Wang et al., 2016;
Agarwal; Khan, 2020).

Outro aspecto importante que associa as alteragcdes do colesterol a DA consiste
no fato de polimorfismos no gene da apoE serem considerados fatores de risco
para DA (Safieh, Korczyn; Michaelson, 2019). A apoE é uma glicoproteina que
atua como um transportador lipidico, sendo responsavel pela distribuicdo de
colesterol e fosfolipidios por todo o corpo, desempenhando papel essencial na
homeostase destas moléculas. Na periferia, a apoE é produzida principalmente
no figado, por hepatdcitos e macrofagos (Huang et al., 2004). Embora n&o possa
atravessar a BHE, esta apolipoproteina também é amplamente expressa no SNC
por células como astrécitos, microglia ativada e, em menor grau, por neurénios

em condi¢gdes de estresse (Boyles et al., 1985; Aoki et al., 2003). Existem trés
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principais isoformas da apoE humana: apoE2, apoE3 e apoE4. Essas isoformas
se distinguem pelas posicbes de seus aminoacidos, causando impacto
significativo na funcionalidade da apoE. Isto ocorre pois levam a variagdes
especificas na sua estrutura, afetando a ligacao aos lipidios, a interagdo com os
receptores, a propensao a oligomerizagao e a estabilidade da glicoproteina
(Raulin et al., 2022). Cada individuo herda uma das trés formas (alelos) do gene
APOE de cada progenitor, resultando em seis possiveis combinagdes: €2/¢2,
€2/€3, €2/e4, €3/€3, €3/e4 e €4/e4 (Alzheimer's Association, 2023). Apresentar a
isoforma E4 do gene APOE, em comparagdao a E3, aumenta o risco de
desenvolver DA, embora ndo seja uma garantia de que a pessoa desenvolvera
a doenca. Ja a presenca da isoforma E2 pode reduzir o risco, em comparacao a
E3, embora acredita-se que esta ultima n&o tenha impacto significativo no risco
da DA. Quando comparados as pessoas que possuem duas copias do alelo €3,
os individuos que herdam uma coépia do alelo €4 possuem, aproximadamente,
trés vezes mais risco de desenvolver DA, enquanto que, para aqueles que
herdam duas cépias do alelo €4, o risco chega a ser entre oito e doze vezes
maior (Loy et al., 2014; Michaelson, 2014). Além disso, em individuos que
possuem o alelo €4 ha maior probabilidade de acumular AB e desenvolver DA
em uma idade mais precoce, do que naqueles com os alelos €2 ou €3 do gene
APOE (Jansen et al., 2015).

Embora todo o colesterol cerebral seja produzido exclusivamente no SNC, niveis
elevados de colesterol sistémico também foram associados a DA, sugerindo que
a hipercolesterolemia, especialmente na meia-idade, pode aumentar o risco de
desenvolvimento de deméncia em idosos (Mcfarlane; Kedziora-Kornatowska,
2020). Cabe acrescentar que elevadas concentragdes periféricas de colesterol
estdo relacionadas com maior ativagao inflamatdria, sendo, de fato, o principal
contribuinte para a aterosclerose. Inclusive, como o colesterol elevado circulante
induz dano vascular, antes de serem propostas associa¢des entre as alteragdes
do colesterol e as caracteristicas patolégicas da DA, a conexao principal entre
estes estava relacionada ao efeito do colesterol sobre o desenvolvimento de
aterosclerose e DCVs (Wang et al., 2020).

A aterosclerose, principal causa de acidente vascular cerebral (AVC) e infarto

agudo do miocardio, € uma condi¢do inflamatdria crénica de origem multifatorial,
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que afeta principalmente a camada intima das artérias de médio e grande calibre
(Ross, 1999). As placas ateroscleréticas se formam em resposta a danos no
revestimento do endotélio arterial, que podem ser desencadeados por fatores
como dislipidemias (niveis alterados de lipidios no sangue), hipertensao arterial
e tabagismo. O processo aterogénico comega com a agressao ao revestimento
interno das artérias, levando a maior permeabilidade da camada intima as
lipoproteinas plasmaticas, facilitando a reten¢ao destas no espago subendotelial.
As particulas de colesterol presente na lipoproteina de baixa densidade (LDLc),
responsaveis pelo transporte do colesterol plasmatico as células periféricas e ao
figado, sofrem oxidagao ao serem retidas, tornando-se imunogénicas. Além da
LDLc, outra lipoproteina considerada aterogénica € o colesterol da
lipoproteina(a) — Lp(a) — que consiste em uma particula de LDL com uma
apolipoproteina adicional, a apo(a). Ambas LDLc e Lp(a) apresentam em sua
constituicdo a apoliporoteina B (apoB), que atua no transporte do colesterol
produzido no figado para as células periféricas. Ressalta-se que no processo
aterogénico, o depdsito de lipoproteinas na parede arterial € um evento crucial
no inicio da aterogénese, e esta diretamente relacionado a concentragdo dessas
lipoproteinas no sangue. Além do aumento da permeabilidade as lipoproteinas,
a disfungéo endotelial também promove o surgimento de moléculas de adeséo
leucocitaria na superficie endotelial, estimuladas pela presenca de LDLc
oxidada. Essas moléculas de adesao sédo responsaveis por atrair mondcitos e
linfécitos para a camada intima da parede arterial. Os mondcitos, em resposta a
proteinas quimiotaticas, migram para o espag¢o subendotelial, onde se
transformam em macréfagos que, por sua vez, capturam as LDLc oxidadas. Os
macrofagos carregados de lipidios sdo conhecidos como células espumosas e
representam o principal componente das lesbes iniciais da aterosclerose,
chamadas de estrias gordurosas. Ao serem ativados, o0s macrofagos
desempenham um papel significativo na progressao da placa aterosclerética ao

secretar citocinas que amplificam o processo inflamatério (Faludi et al., 2017).

Com base nisso, niveis periféricos de colesterol e de outras fragdes do perfil
lipidico sdo considerados marcadores preditivos de DCVs. Considerando a
capacidade de se acumularem e obstruirem as artérias que irrigam o coracao,

um mecanismo semelhante foi sugerido para a DA. Nesse sentido, acreditava-
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se que a deméncia poderia decorrer da ma oxigenagao do cérebro devido a
obstrugdo dos vasos pelos lipidios circulantes (Agarwal; Khan, 2020). Alguns
estudos chegaram a avaliar se a relagéo entre os parametros lipidicos e a DA
seria semelhante ao perfil de risco cardiaco. Contudo, apesar de alteragdes dos
niveis destas moléculas se associarem a DA e a outras DCVs (Helzner et al.,
2009), a avaliagao cognitiva nao foi afetada pelos parametros lipidicos, néo
permitindo inferir como o perfil de risco cardiaco afetaria a cogni¢ao (Sabbagh et
al., 2004). De qualquer maneira, interessantemente, o aumento do numero de
placas de AP cerebrais foi associado a elevados valores plasmaticos de
colesterol total (CT), LDLc e triglicérides (TG), e a niveis reduzidos do colesterol
presente na lipoproteina de alta densidade (HDLc) (Pappolla et al., 2003; Igbal,
Braidy; Ahmed, 2020). Em relagéo a esta ultima, cabe contextualizar que a HDLc
realiza o transporte do colesterol da corrente sanguinea para o figado, processo
conhecido como transporte reverso do colesterol. Além disso, também
desempenha outras fungbes protetivas contra a formagdo de placas
aterosclerdticas, tais como: remocao de lipidios oxidados da LDLc, inibicdo da
fixacdo de moléculas de adesao e mondcitos as células endoteliais, e estimulo

a liberacao de oxido nitrico (Faludi et al., 2017).

Ha estudos que consideram que, dentre os parametros do perfil lipidico, apenas
o CT se associaria com a DA, uma vez que niveis circulantes elevados deste
foram observados em pacientes com a deméncia, em comparagao a controles,
enquanto as outras moléculas lipidicas permaneceram inalteradas comparando-
se os dois grupos (He et al., 2016; Anstey, Ashby-Mitchell; Peters, 2017).
Sugeriu-se, também, que o CT poderia exercer uma associagao bidirecional com
a DA pois, em pacientes com a deméncia, observou-se valores elevados de CT
até a meia-idade, que posteriormente reduziram na idade avancada (Solomon et
al., 2009). Por outro lado, ha estudos que encontraram associa¢gdes somente
entre os niveis de LDLc e a DA (Wu et al., 2019), os quais observaram valores
desta fracao lipidica elevados nos pacientes com 60 a 70 anos de idade, que

reduziram com o envelhecimento (Zhou et al., 2020).

De qualquer maneira, diante dessas associagdes, também ja foi proposto que a
utilizacado de estatinas, que sdo os medicamentos de escolha para o tratamento

da hipercolesterolemia, poderiam apresentar efeitos protetores em relacdo a DA
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(Mejias-Trueba, Pérez-Moreno; Fernandez-Arche, 2018). Esta classe
farmacolégica compreende os farmacos inibidores da hidroximetilglutaril
coenzima A redutase (HMG-CoA), enzima responsavel pela sintese de
colesterol. Desta forma, as estatinas atuam reduzindo a producéao deste lipidio,
além de aumentarem o numero de receptores de LDLc nas membranas dos
hepatdcitos, possibilitando maior depuragéo do LDLc sanguineo e redugao do
nivel de lipoproteinas circulantes (Sizar et al., 2017). Em relagdo a DA, os efeitos
benéficos da utilizagcdo destes farmacos estariam associados a sua acdo na
redugao dos niveis de colesterol circulantes, que, por sua vez, também seria
potencialmente anti-inflamatéria (Kim et al., 2019). Estudos observacionais
demonstraram menor incidéncia de DA e outras deméncias em idosos que
faziam tratamento cronico com estatinas (Chu et al., 2018; Sinyavskaya et al.,
2018). Por outro lado, também ja foi sugerido que o uso extensivo e prolongado
destes farmacos pode causar prejuizo nas fungdes cognitivas em individuos
saudaveis e nos préprios pacientes com deméncia (Alsubaie et al., 2022). Em
ensaios clinicos randomizados e controlados envolvendo pacientes com DA leve
a moderada, o uso de estatinas tanto demonstrou efeitos benéficos na cognicéo
(Simons et al., 2002; Sparks et al., 2006), como também nao apresentou nenhum
beneficio significativo (Feldman et al., 2010; Sano et al., 2011). Diante destas
inconsisténcias, ainda n&o € possivel inferir o papel destes medicamentos na
funcao cognitiva, bem como os seus potenciais beneficios aos pacientes com

DA (Mejias-Trueba, Pérez-Moreno; Fernandez-Arche, 2018).

Diante do que foi apresentado neste topico, € possivel observar que existem
relacbes complexas entre a DA, colesterol e processos inflamatérios. Nesse
cenario, um importante componente da resposta inflamatéria que pode estar
associado a estes fatores é o inflamassoma NLRP3, que sera abordado no tépico

seguinte.

2.5 Inflamassoma NLRP3 como possivel link entre doen¢a de Alzheimer e

alteragoes do colesterol

O inflamassoma NLRP3 (nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat

protein 3) € um importante componente da resposta imune inata. Embora possa
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ser expresso por diferentes tipos de células, € produzido principalmente por
macrofagos, atuando como sensor-chave na manutengao celular em resposta a
patdgenos ou sinais estressores (Duez; Pourcet, 2021). Ja no SNC, as microglias
parecem ser as células que possuem a maquinaria mais robusta para a sua
producao (Gustin et al.,, 2015). O inflamassoma NLRP3 atua reconhecendo
padrdes moleculares associados a patdgenos (pathogen-associated molecular
patterns — PAMPs) e padrées moleculares associados a danos (danger-
associated molecular patterns — DAMPs) (Pourcet; Duez, 2020). Os
inflamassomas sdo complexos citoplasmaticos tipicamente compostos por uma
molécula sensorial, uma proteina adaptadora e uma proteina efetora. A proteina
sensorial consiste em um receptor de reconhecimento de padrbes (pattern
recognition receptors — PRRs), que é responsavel pelo reconhecimento dos
PAMPs e DAMPs. No caso do inflamassoma NLRP3, a molécula sensorial € o
NLRP3, um receptor do tipo NOD (NOD-like receptors — NLRs), ou seja, que
apresenta um dominio de ligagdo a nucleotideos (nucleotide-binding domain —
NOD), com repeticédo rica em leucina (leucine-rich repeat — LRR) e dominio de
pirina contendo proteina 3. Acoplado a este receptor, encontra-se a molécula
adaptadora ASC (apoptosis-associated-speck-like protein containing a caspase
recruitment domain). Ja a molécula efetora é a caspase-1 que, ao ser ativada,
ap6s o acoplamento junto a ASC e a proteina NLRP3, resultante do
reconhecimento de um sinal danoso, € responsavel pela maturacido das
interleucinas (IL)-1p3 e IL-18, que consistem em citocinas pré-inflamatérias (Duez;
Pourcet, 2021). Assim, inicia-se uma resposta imune inata, que acaba por
influenciar na subsequente indugéo da resposta imune adquirida (Inohara et al.,
2005).

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 geralmente ocorre em duas etapas
(ativagdo candnica), embora um processo alternativo também possa ativar esse
complexo, no qual ndo € necessario um segundo sinal (via ndo candnica). Na
ativagdo canbnica, um primeiro sinal leva ao priming, ou seja, a indugédo de
componentes transcricionais do inflamassoma. Apds isso, um segundo sinal
promove a montagem do inflamassoma, levando a atividade auto catalitica da
caspase-1 que, por sua vez, induz a posterior maturacao e secrecao de IL-1B e

IL-18 (Hanslik; Ulland, 2020). No priming, que geralmente ocorre através do
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reconhecimento de diferentes PAMPs e DAMPs por PRRs como os receptores
toll-like (TLRs) e NLRs, ocorre a ativagao do fator de transcricdo nuclear kappa
B (NF-kB) e a subsequente indugao da transcrigdo dos genes das estruturas que
compdem o inflamassoma (Duez; Pourcet, 2021). Uma vez iniciada esta etapa,
diferentes mecanismos podem desencadear o segundo sinal, como: efluxo de
ions de potassio; fagocitose de material particulado (cristais) que levam a
liberacdo de proteases como as catepsinas causando danos lisossomais; e
disfungao mitocondrial que causam a producao de espécies reativas de oxigénio
(reactive oxygen species — ROS) (Shao et al., 2015; Parsamanesh et al., 2019).
No entanto, além de estar envolvido na maturacdo dessas citocinas pro-
inflamatdrias, o inflamassoma NLRP3 também contribui para o controle da
piroptose, um tipo de morte celular programada rapida e inflamatoria (Duez;
Pourcet, 2021).

Considerando estes mecanismos, uma das moléculas que esta intimamente
associada a ativacdo do inflamassoma NLRP3 é o colesterol. Ja foi
demonstrado, por exemplo, que a LDLc oxidada pode levar ao priming de NLRP3
ao induzir os genes Nirp3 e ll1b em macréfagos derivados da medula éssea
(Sheedy et al., 2013). Além disso, demonstrou-se que os cristais de colesterol
podem induzir a liberagado de armadilhas extracelulares de neutréfilos (neutrophil
extracellular traps: NETs) e promover o priming de NLRP3 pela ativagdo de TLRs
em macroéfagos (Warnatsch et al., 2015; Duez; Pourcet, 2021). Além de estarem
envolvidos nesta fase, os cristais de colesterol podem atuar como um segundo
sinal na ativagao do inflamassoma, pois podem ser fagocitados por macrofagos,
levando a ruptura lisossomal (Duewell et al., 2010). Com base nesses fatores,
varios estudos demonstraram associagcdo entre inflamassoma NLRP3 e
aterosclerose (Rajamaki et al., 2010; Usui et al., 2012; Hendrikx et al., 2015;
Karasawa; Takahashi, 2017).

Paralelamente, a ativacao do inflamassoma NLRP3 na DA também foi reportada
nos ultimos anos (Heneka et al., 2013; Ising et al., 2019; Zhang, Dong; Song,
2020). Demonstrou-se que o peptideo AB1-42 pode estar envolvido na iniciagao
(priming) do NLRP3 (Sheedy et al., 2013; Duez; Pourcet, 2021), bem como pode
atuar na segunda sinalizagado para ativagao deste complexo proteico, uma vez

que podem ser fagocitados pela micrdglia, levando a danos lisossomais (Halle
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et al., 2008; Heneka et al., 2013). Mais recentemente, também foram relatadas
associagdes entre o inflamassoma NLRP3 e os processos patolégicos
relacionados a proteina tau (Ising et al., 2019; Stancu et al., 2019). O Quadro 1
mostra alguns estudos nos quais foi demonstrado o envolvimento do

inflamassoma NLRP3 com a DA.
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Quadro 1. Evidéncias da associacao entre o inflamassoma NLRP3 e a doencga de Alzheimer.

Principais achados

Referéncias

Aumento substancial na expressdo da caspase-1 ativada foi
observado em cérebros de individuos com DA em comparagdao com

controles.

Em modelo de camundongos transgénicos para DA e knockout para
NLRP3 ou caspase-1, observou-se menor ativagdo de caspase-1 e IL-
18 cerebral, além de aumento da depuragdo de AB e melhor

desempenho relacionado a meméria espacial.

Em camundongos transgénicos para DA e knockout para NLRP3, a
deficiéncia do inflamassoma NLRP3 levou a polarizagdo da microglia
para um fenoétipo M2 (que produz citocinas anti-inflamatorios),

causando redugao da deposi¢ao de placa AB nesses animais.

Heneka et al. (2013)

Camundongos duplo transgénicos para DA que superexpressam a
proteina precursora amiloide e a proteina presenilina-1 (APP/PS1) e
knockout para NLRP3 (NIrp3”) ndo apresentaram alteragdes
relacionadas a morfologia da micréglia e aumento de placas de AR
apos injegao intraperitoneal de lipopolissacarideo. Assim, foi proposto
que a inflamagao sistémica prejudica a depuragdo microglial de AR

através da atividade do inflamassoma NLRP3.

Tejera et al. (2019)

Em modelo murino para DA e knockout para NLRP3 (camundongos
Tau22/NIrp3), a deficiéncia de NLRP3 diminuiu a hiperfosforilagéo e
agregacgao de tau em diversas regides cerebrais, além de prevenir o
declinio cognitivo. Além disso, a proteina tau ativou o inflamassoma
NLRP3 e, apds injecao intracerebral de homogeneizados de f-
amildide, a indugcdo de p-tau ocorreu de maneira dependente do
NLRP3.

Ising et al. (2019)

Observou-se aumento de IL-18 e caspase-1 no lobo frontal cerebral
em amostras post-mortem de individuos com DA. Além disso,
microglias, astrocitos e neurdnios foram co-localizados aos depdsitos

amiléides e emaranhados neurofibrilares de proteina tau.

Ojala et al. (2009)

Em pessoas com comprometimento cognitivo leve, os niveis de IL-18
livre no plasma foram significativamente mais elevados em
comparagdo com pacientes com DA e controles. Sugeriu-se que 0s
niveis circulantes de citocinas e receptores da familia IL-1 poderiam

ser marcadores potenciais da progressao da DA.

Italiani et al. (2018)

Adaptado de: Martins et al. (2023).
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Diante do exposto, € plausivel sugerir que perturbacbes do metabolismo do
colesterol e processos patologicos envolvidos na DA podem se relacionar a
ativagdo do inflamassoma NLRP3, conforme esquema disposto na Figura 3.
Nesse ambito, ja foi sugerido, inclusive, que os oxisterdis podem também estar
envolvidos na ativagao deste complexo inflamatério implicada a DA (Martins et
al., 2023).
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Figura 3. Desregulagdes do colesterol e patologia da DA como potenciais sinalizadores para
ativagcao do inflamassoma NLRP3. llustragdo elaborada pela autora a partir das fontes Heneka
et al. (2013); Sheedy et al. (2013); Warnatsch et al. (2015); Duez; Pourcet, (2021), utilizando-se

o software BioRender.

Em conjunto, os dados apresentados permitem propor que uma desregulacao
dos niveis de lipidios podem estar associados aos processos patoldgicos e
neurodegenerativos na DA por meio de mecanismos inflamatérios mediados
pela atividade do inflamassoma NLRP3. Dentre os lipidios, o colesterol se
destaca por ser um dos membros mais abundantes, presente em quantidades
consideraveis tanto no cérebro quanto em 6rgaos periféricos. Desta forma, este

estudo teve como proposta avaliar as associagdes entre estes fatores.
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3 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi avaliar associagdes entre alteragdes periféricas
do colesterol, respostas inflamatorias (com énfase no inflamassoma NLRP3) e
DA/processos neurodegenerativos, considerando a hipotese de que um melhor
entendimento a respeito dos mecanismos envolvidos nesta relagdo pode
possibilitar o desenvolvimento de estratégias terapéuticas futuras. Para este fim,
o trabalho foi dividido em duas partes: estudo em modelo animal (PARTE I) e

estudo em humanos (PARTE Il), as quais serdo apresentadas separadamente.



PARTE | - ESTUDO EM MODELO ANIMAL
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I. 4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizar uma dieta com acréscimo de colesterol em camundongos

C57BL/6, capaz de causar aumento nos niveis sericos de CT destes animais;

e Administrar em camundongos duplo-trdnsgénicos que superexpressam a
proteina precursora amiloide e a proteina presenilina-1 (APP/PS1) e em wild
type (WT), dieta acrescida de colesterol padronizada e dieta padréo

(controle);

e Avaliar, nos animais APP/PS1 e WT, que receberam a dieta acrescida de
colesterol padronizada e a dieta padrao (controle) por dezoito semanas, as

variaveis abaixo, comparando-se os valores entre 0s grupos experimentais:

— Parametros antropométricos/biométricos (massa corporal, indice

hepatossomatico e indice de adiposidade);
— Niveis de CT e TG, séricos e hepaticos;

— Niveis do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), do fator
neurotréfico derivado da glia (GDNF), do fator de crescimento neural

(NGF) em amostras de hipocampo;

— Niveis de mediadores inflamatérios relacionados a ativacdo do
inflamassoma NLRP3 (IL-1B, IL-18 e caspase-1) e de outras citocinas
inflamatorias classicamente estudadas (IL-6, IL-10 e fator de necrose

tumoral — TNF) em amostras de hipocampo e cortex pré-frontal.

PARTE |
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I. 5 MATERIAL E METODOS
l. 5.1 Animais

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), numero de
protocolo CEUA: 374/2018 (Anexo ). Para a padronizagao da dieta, utilizou-se
camundongos da linhagem C57BL/6 provenientes do Biotério Central da UFMG.
Ja para os demais experimentos, foram utilizados camundongos duplo-
transgénicos para DA, APP/PS1 [B6C3-Tg (APPswe, PSEN1dE9)
85Dbo/Mmijax], que superexpressam a proteina precursora amiloide (APP)
quimérica humano/camundongo (Mo/HUAPP695swe) e a proteina presenilina 1
(PS1) mutante de humano (PS1-dE9), entre a 72 e 112 geracgao. Littermates WT
foram utilizados como controle. Esses animais foram obtidos do The Jackson
Laboratory e reproduzidos no biotério do Departamento de Farmacologia da
UFMG. O gendtipo foi diferenciado a partir da técnica de reagdo em cadeia da
polimerase quantitativo em tempo real (RT-gPCR). Todos os animais utilizados
foram mantidos sob temperatura ambiente (24°C) e ciclo de 12:12 horas de luz

€ escuro, com acesso livre a agua e alimentacéo.

I. 5.1.1 Analise de expressado génica por PCR quantitativo em tempo real
(RT-qPCR)

A diferenciagado dos genotipos foi realizada no Laboratério de Neurobioquimica
do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB)/UFMG. Inicialmente, isolou-se o acido
ribonucleico (RNA) das amostras do hipocampo de animais APP/PS1 ou WT,
utilizando-se o reagente TRIzol™, conforme as instru¢des do fabricante (Thermo
Fisher Scientific, MA, EUA). Em 20 uL de agua livre de nuclease, ressuspendeu-
se 0 RNA, cuja concentracao foi analisada pelo espectrofotometro NanoDrop™
(Thermo Fisher Scientific, MA, EUA). Foi feita a preparagdo dos acidos
desoxirribonucleicos complementares (cDNAs) a partir de 2 uyg de RNA total
extraido em uma reacao final de transcrigao reversa de 20 pL, e realizou-se o
RT-qPCR pelo Power SYBR® Green PCR Master Mix, na plataforma do sistema
de PCR em tempo real QuantStudio™ 7 Flex (Applied Biosystems, MA, EUA).
Realizou-se todos os ensaios de RT-qgPCR para quantificar os niveis de RNA
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mensageiro dos seguintes genes: proteina de densidade pos-sinaptica (PSD-95-
Dgl4) e sintaxina (Mm-Stx71a). Utilizando o programa Primer3Plus, foi feita a
projecdo dos primers: PSD-95 (5-TCTGTGCGAGAGGTAGCAGA-3';5'-

AAGCACTCCGTGAACTCCTG-3'), sintaxina (5'-
GAACAAAGTTCGCTCCAAGC-3;5-TGGCGTTGTACTCGGACAT-3’) e rpl32
(5-GCTGCCATCTGTTTTACGG-3’; 5TGACTGGTGCCTGATGAACT-3)).

Verificou-se previamente a presenca de formagdes secundarias indesejadas ou
dimeros entre os primers por meio da ferramenta “OligoAnalyser 3.1” (Integrated
DNA Technologies©, IA, EUA). Validou-se todos os primers utilizados neste
trabalho por ensaio de diluicado em série e foi realizado o calculo da eficiéncia da
reagdo, compreendendo 90-110%. Todos os RT-qPCRs apresentaram boa
qualidade de amplificagdo e determinou-se as alteragcées na expressédo génica

pelo método 2-ACt, utilizando Rpl32 para normalizagao.

l. 5.2 Dieta

l. 5.2.1 Padronizagao da dieta acrescida de colesterol em animais C57BL/6,
determinacdo de medidas antropométricas/biométricas e coleta de

amostras

A fim de se padronizar a concentragcao de colesterol a ser utilizada na dieta,
camundongos C57BL/6 machos, com oito semanas de idade, foram divididos em
trés grupos (n = 6). Cada grupo foi submetido, durante dezoito semanas, a dieta
padrdao AIN-93M, conforme a American Institute of Nutrition (Reeves, Nielsen;
Fahey Jr, 1993), ou a mesma dieta acrescida de 1,25% ou 2,5% de colesterol,
ad libitum. As ragdes, cuja composi¢ao nutricional esta apresentada na Tabela

1 foram produzidas no Laboratério de Neurofarmacologia do ICB/UFMG.
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Tabela 1. Composicao das dietas.

Dieta padrao Dieta acrescida com colesterol

(AIN-93M) (AIN-93M modificada)
Quantidade (g) / Quantidade (g) /
kg de racao kg de ragéo
Carboidratos — 77,06% Carboidratos — 77,06%
Amido de milho 465,692 Amido de milho 465,692
Amido dextrinizado 155 Amido dextrinizado 155
Celulose 50 Celulose 50
Sacarose 100 Sacarose 100
Proteinas — 14,43% Proteinas — 14,43%
Bitartarato de colina 2,5 Bitartarato de colina 2,5
Metionina 1,8 Metionina 1,8
Caseina 140 Caseina 140
Gorduras — 4% Gorduras — 5,25% / 6,5%
Oleo de soja 40 Oleo de soja 40
Colesterol (1,25%) / (2,5%) 12,5/25
Minerais - 3,5% Minerais — 3,5%
Mix de minerais 35 Mix de minerais 35
Vitaminas - 1% Vitaminas - 1%
Mix de vitaminas 10 Mix de vitaminas 10

A medida da massa corporal foi determinada semanalmente e, ao término do
periodo da dieta, submeteu-se os camundongos a indugdo anestésica com
quetamina (80 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg) via intraperitoneal. Em seguida,
coletou-se amostras de sangue do coragdo e, enfim, os animais foram
perfundidos e eutanasiados para obtengdo das amostras de figado e gordura
total (composta pelas gorduras mesentérica, retroperitoneal e epididimal). A
partir da medida da massa da gordura total, calculou-se o indice de adiposidade

para cada animal (Taylor; Phillips, 1996), conforme a seguinte equagéo:

indice de adiposidade (%) = massa da gordura total (g) + massa corporal (g) x 100

Com base na medida da massa do figado, por sua vez, calculou-se o indice

hepatossomatico (Grennestad et al., 2021), de acordo com a férmula a seguir:

indice hepatossomatico (%) = massa do figado (g) + massa corporal (g) x 100
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As amostras de sangue foram centrifugadas a 6500 rpm por 10 minutos para
obtencao do soro, o qual foi armazenado a -80°C, assim como o figado, para
serem utilizados para determinagao posterior dos niveis de CT e TG, conforme

descrito no item I. 5.3.

l. 5.2.2 Administracao da dieta em animais APP/PS1 e WT, determinacgao de

medidas antropométricas/biométricas e coleta de amostras

Apos a padronizacao da dieta, cujos resultados estao apresentados no item 6.1,
camundongos APP/PS1 e WT, de ambos os sexos e com seis meses de idade,
foram submetidos a dieta padrao ou a dieta acrescida com 1,25% de colesterol,
por dezoito semanas. Estes animais foram divididos em quatro grupos: WT +
dieta padrao, WT + dieta colesterol 1,25%, APP/PS1 + dieta padrdo e APP/PS1
+ dieta colesterol 1,25% (n = 25 a 40 animais por grupo para machos, e 14 a 30

para fémeas).

A massa corporal dos animais foi medida semanalmente e, ao final deste
periodo, os animais foram submetidos a anestesia, coleta de sangue do coragao,
perfusdo e eutanasia, conforme detalhado no tépico anterior. Além de figado e
gordura total, também coletou-se amostras de cérebro (cértex e hipocampo), as
quais foram armazenadas a -80°C para avaliagao de fatores neurotroficos e
inflamatadrios. O soro, obtido conforme descrito no item 3.2.1, e o figado também
foram armazenados a -80°C para determinacéo dos niveis de CT e TG. Realizou-
se o calculo dos indices hepatossomatico e de adiposidade para todos os
animais e, em relagao as fémeas, considerou-se como gordura total o conjunto

das gorduras mesentérica, retroperitoneal e periuterina.

l. 5.3 Dosagem de colesterol total e triglicérides
l. 5.3.1 Determinagdao em amostras de soro

A determinacao dos niveis séricos de CT e de TG foi realizada no Laboratério do
setor de Patologia Clinica do Colégio Técnico da UFMG, utilizando-se os kits
diagndsticos Colesterol monoreagente K083-2 e Triglicérides monoreagente

K117-1 (Bioclin®, MG, Brasil), respectivamente, cujos principios analiticos
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consistem no meétodo enzimatico colorimétrico. As analises foram feitas
conforme as instrugdes do fabricante e realizou-se a leitura das amostras no

analisador semiautomatico Bioclin 100 - R729 (Bioclin®, MG, Brasil).

l. 5.3.2 Determinacao em amostras de figado

A dosagem dos niveis hepaticos de CT e TG foi realizada no LABIN (Laboratério
de Lipideos, Aterosclerose e Bioquimica Nutricional) do ICB/UFMG. Para isto,
primeiramente, realizou-se a extragao dos lipidios do figado conforme o método
descrito por Folch et al. (1957). De forma resumida, realizou-se o procedimento
a seguir: homogeneizou-se 100 mg de tecido hepatico, em tubo de vidro, com
1900 pL de solugao cloroférmio: metanol (2:1). Adicionou-se 400 uL de metanol
e os tubos foram centrifugados a 3000 rpm, por 5 minutos. Transferiu-se o
sobrenadante para um tubo previamente pesado, no qual foram adicionados 800
ML de cloroférmio e 640 uL de cloreto de sodio (NaCl) 0,73%, jato forte. Apds
homogeneizagao lenta, centrifugou-se os homogenatos durante 5 minutos, a
3000 rpm. Em seguida, desprezou-se a fase superior e a parede do tubo foi
lavada 3 vezes com 600 pL de solucdo de Folch (3% de cloroférmio, 48% de
metanol, 47% de agua destilada e 2% de NaCl). Por fim, os tubos foram
colocados para secar em estufa, a 60 °C. Calculou-se a quantidade de lipidios
extraida considerando-se a diferenga de peso entre o tubo apds secagem (com

lipidios) e o tubo vazio.

Suspendeu-se os extratos lipidicos novamente em 500 uL de isopropanol para a
determinacao do teor de CT e TG, a qual foi realizada utilizando-se kits
comerciais (Labtest®, MG, Brasil) baseados em método enzimatico colorimétrico,

seguindo as instru¢des do fabricante.

l. 5.4 Dosagem de fatores neurotréficos e mediadores inflamatérios

Estas dosagens foram realizadas no Laboratério de Imunologia e Genémica de
Parasitos (LIGP) e no Laboratério de Neurobiologia Conceigdo Machado, ambos
do ICB/UFMG. Primeiramente, realizou-se o processamento das amostras de
hipocampo e cortex pré-frontal obtidas dos animais APP/PS1 ou WT, machos e
fémeas, submetidos a dieta padrdo ou com acréscimo de colesterol. Para isto,
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estas amostras foram homogeneizadas em tampao de extragdo de citocinas
[Tris-acido cloridrico (HCI) 0,5 M pH 8,0; NaCl 5 M; 1% NP40; glicerol 10%; florido
fenilmetilsulfonil  (PMSF) 200 mM; pepstatha A 1 ppM; acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) 0,5 M; E-64 1 mM e vanadato de sodio 1 mM
diluidos em agua destilada] e centrifugadas a 16.000 rpm a 4°C por 20 minutos.
Em seguida, para a quantificagdo dos analitos, procedeu-se ao ensaio de
imunoabsorgao enzimatica (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay — ELISA) ou
ao ensaio de quantificagdo por microesferas (Cytometric Bead Array — CBA),

conforme descrito nos subtépicos 1.5.4.1 e 1.5.4.2 a sequir.

l. 5.4.1 Quantificagao por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Para detectar a concentragao dos fatores neurotréficos BDNF, GDNF e NGF e
da citocina IL-1B nas amostras de hipocampo, procedeu-se ao ensaio de ELISA
sandwich, utilizando kits da R&D Systems (DuoSet, Minneapolis, MN, EUA). Ja
para a dosagem de IL-18 e caspase-1, os quais foram determinados tanto em
amostras de hipocampo, quanto de cortex pré-frontal, utilizou-se os Kkits
comerciais Mouse IL-18 (MyBioSource, San Diego, CA, EUA) e Mouse Caspase-
1 (CASP1) (MyBioSource, San Diego, CA, EUA), respectivamente. Em todos os
ensaios, a quantificacao foi realizada com base em curva padrao, conforme as
instrucdes de cada fabricante. Os dados foram expressos em pg/mL em 100 mg

de tecido.

1.5.4.2 Quantificagao por microesferas - Cytometric Bead Array (CBA)

Os niveis das citocinas IL-6, IL-10 e TNF, presentes nas amostras de hipocampo
e cortex pré-frontal dos animais, foram determinados utilizando o kit BD
Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine (BD Bioscience,
San Diego, CA, EUA). Esse ensaio utiliza microesferas (“beads”) de captura para
deteccdo das citocinas nas amostras analisadas. Os procedimentos foram
realizados conforme as instrugcdes do fabricante. A aquisicdo das amostras foi
realizada no citbmetro BD FACS Calibur e o processamento dos dados, no

software FlowJo (Tree Star, Ashlan, OR).
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l. 5.5 Anadlises estatisticas

Nos animais C57BL/6, utilizados para a padronizagado da dieta, realizou-se a
analise de variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas para avaliar
o efeito das variaveis dieta e tempo sobre a massa corporal. Para as demais
analises, realizou-se o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, e comparagdes
entre os grupos foram feitas por ANOVA de uma via com pés-teste de Bonferroni
(distribuicdo normal), ou pelo teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn
(distribuicdo ndo normal). Ja nos animais APP/PS1 e WT, para avaliagdo do
efeito das variaveis dieta, genétipo e tempo sobre a massa corporal, utilizou-se
um modelo linear de efeitos mistos ajustado por maxima verossimilhancga restrita.
Nas demais situagdes em que avaliou-se o efeito da dieta e do gendtipo sobre
as variaveis independentes, utilizou-se ANOVA de duas vias, com poés-teste de
Bonferroni. Todos os testes estatisticos foram bicaudais, e considerou-se
estatisticamente significativos os valores de p < 0,05. As analises foram feitas
utilizando-se o software GraphPad Prism® versao 6.07 (GraphPad Software, La
Jolla, CA, EUA).
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. 6 RESULTADOS
l. 6.1 Padronizacao da dieta

Durante as dezoito semanas em que os animais C57BL/6 foram submetidos as
dietas padrdo ou com acréscimo de colesterol, observou-se aumento de massa
corporal em todos os grupos, com efeito da variavel tempo [F (3,261, 48,92) =
21,26, p < 0,001] e da interagao entre as variaveis tempo e dieta administrada [F
(34, 255) = 2,464, p < 0,001]. Entretanto, ndo houve efeito da variavel dieta, de
forma isolada [F (2, 15) = 3,351, p = 0,063], indicando que, entre os grupos que
receberam as diferentes dietas, ndo houve diferenca em relacdo a massa

corporal no decorrer das semanas (Figura 4).
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Figura 4. Avaliagdo da massa corporal dos camundongos C57BL/6 machos utilizados para a
padronizacdo da dieta durante dezoito semanas, por ANOVA de duas vias com medidas

repetidas.

Em relacdo a massa corporal final, observou-se diferenga significativa [F = 3,91,
p = 0,043, Figura 5A], porém, apés a realizagao dos testes a posteriori, esta ndo
foi diferente entre os grupos. O indice hepatossomatico [F = 2,5, p = 0,116,
Figura 5B] e o indice de adiposidade [F = 2,375, p = 0,127, Figura 5C] também

nao diferiram entre os grupos avaliados.
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Figura 5. Avaliagdo da massa corporal final (A), do indice hepatossomatico (B) e do indice de
adiposidade (C) nos camundongos C57BL/6 machos utilizados para a padronizagéo da dieta (n

= 6 animais por grupo). Comparagdes entre os grupos foram feitas por ANOVA de uma via, com
pos-teste de Bonferroni.

No que se refere a dosagem de lipidios, os animais que receberam a dieta com
acréscimo de 1,25% de colesterol apresentaram niveis mais elevados de CT
séricos, quando comparados aos das dietas padrao e colesterol 2,5% [F = 13,34,
p < 0,001, Figura 6A]. Ja para os niveis de TG no soro, ndo houve diferenga
entre os grupos [F = 1,828, p = 0,030, Figura 6B]. Adicionalmente, observou-se
niveis elevados de CT [F = 19,06, p < 0,001, Figura 6C] e de TG [F = 8,646, p =
0,003, Figura 6D] no figado dos animais que receberam ambas as dietas com

adicao de colesterol, em comparacao aqueles da dieta padrao.

Como o objetivo desta fase era padronizar uma dieta com acréscimo de
colesterol que fosse capaz de promover hipercolesterolemia, em comparacao a
padrao, a dieta com acréscimo de 1,25% de colesterol foi escolhida para a
realizacao dos experimentos com os animais transgénicos, cujos resultados

serdo apresentados nos topicos a seguir.
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Figura 6. Avaliagdo dos niveis séricos e hepaticos de colesterol total (A e C) e de triglicérides (B
e D, respectivamente) em camundongos C57BL/6 machos utilizados para a padronizagédo da
dieta (n = 6 animais por grupo). Comparagdes entre os grupos foram feitas por ANOVA de uma

via, com pos-teste de Bonferroni. *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001.
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l. 6.2 Avaliagdo dos efeitos da dieta com acréscimo de colesterol em

animais transgénicos para doeng¢a de Alzheimer
l. 6.2.1 Analise das medidas antropométricas

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados da avaliacdo do efeito das
variaveis: tempo, genoétipo e dieta sobre a massa corporal dos camundongos
APP/PS1 ou WT, durante as dezoito semanas de experimento. Observou-se que
o tempo levou ao aumento de massa tanto nas fémeas (Figura 7A), quanto nos
machos (Figura 7B). Além disso, a dieta exerceu influéncia sobre o tempo para
este desfecho em ambos os sexos, embora, isoladamente, ndo tenha se
associado a elevagcdo da massa corporal. Nas fémeas, observou-se também
efeito do gendtipo, ou seja, o fato do animal ser transgénico contribuiu para o

ganho ponderal.

Tabela 2. Avaliacao do efeito das variaveis tempo, genétipo e dieta sobre a massa corporal dos
camundongos APP/PS1 ou WT, fémeas e machos, submetidos as dietas padrao ou colesterol

1,25% durante dezoito semanas.

Fémeas Machos

Variaveis F (gl num, gl den) p F (gl num, gl den) P

Tempo (semanas) F (1,556, 91,21) = 113,4 <0,001 F (1,288, 113,8) =190,1 < 0,001

Gendtipo F (1, 65) = 7,024 0,010 F(1,93)=0,670 0,438
Dieta F (1, 65) = 0,550 0,461 F(1,93)=2,438 0,122
Tempo x gendtipo F (18, 1055) = 0,587 0,911 F (18, 1590) = 1,008 0,446
Tempo x dieta F (18, 1055) = 1,863 0,012 F (18, 1590) = 3,700 < 0,001
Gendtipo x dieta F (1,65)=0,415 0,523 F(1,93)=0,012 0,914

Tempo x gendtipo x

dieta F (18, 1055) = 1,063 0,386 F (18, 1590) = 0,340 0,996

Modelo linear de efeitos mistos ajustado por maxima verossimilhanca restrita. Resultados com
p < 0,05 (significativos) estdo destacados em negrito e sombreados. gl = grau de liberdade,

num = numerador, den = denominador.
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Figura 7. Variagdo da massa corporal dos camundongos APP/PS1 ou WT, fémeas (A) e machos
(B), submetidos as dietas padrdo ou colesterol 1,25%, durante dezoito semanas. APP/PS1 =
duplo-transgénico que superexpressa a proteina precursora amiloide e a proteina presenilina-1;
WT = wild-type.

Os resultados da avaliagéo do efeito do gendétipo e da dieta sobre massa corporal
final, indice hepatossomatico e indice de adiposidade estdo apresentados na
Tabela 3.
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Tabela 3. Avaliagdo do efeito das variaveis gendtipo e dieta sobre massa corporal final, indice
hepatossomatico e indice de adiposidade nos animais APP/PS1 ou WT submetidos as dietas

padrao ou colesterol 1,25%.

Fémeas Machos
Variaveis F (gl num, gl den) P F (gl num, gl den) p
Massa corporal final
Gendtipo F (1, 64) = 5,804 0,019 F (1,93) = 0,405 0,526
Dieta F (1,64)=0,176 0,676 F (1, 93) = 8,391 0,005
Gendtipo x dieta F (1, 64)= 0,080 0,778 F (1,93)=5,094 x 10°° 0,994
indice
hepatossomatico
Gendtipo F (1, 54) = 0,007 0,934 F (1, 66) = 0,059 0,808
Dieta F (1, 54) = 30,630 <0,001 F(1,66)=79,740 < 0,001
Gendtipo x dieta F (1, 54)=0,692 0,409 F (1,66)= 0,434 0,512
Indice de adiposidade
Gendtipo F (1,54)=0,661 0,420 F (1, 66) = 2,520 0,117
Dieta F (1, 54) = 0,001 0,971 F (1, 66) = 11,380 0,001
Gendtipo x dieta F (1, 54) = 3,895 0,054 F(1,66)=2,899 x 10* (987

ANOVA de duas vias. Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados em negrito e

sombreados. gl = grau de liberdade, num = numerador, den = denominador.

Em relagcdo a massa corporal final (na 182 semana), apesar de ter sido observado
efeito do gendtipo nas fémeas [F (1, 64) = 5,804, p = 0,019], no pds-teste ndo
encontrou-se diferenga significativa entre os grupos experimentais (Figura 8A e
D). Nos machos, a massa corporal final também nao foi diferente. O indice
hepatossomatico, por sua vez, teve efeito da dieta e foi maior nos camundongos
que receberam a suplementagcao com colesterol comparando-se a dieta padrao,
tanto nas fémeas [F (1, 54) = 30,63, p < 0,001, Figura 8B], quanto nos machos
[F (1, 66) = 79,74, p < 0,001, Figura 8E]. Ja o indice de adiposidade nao foi
significativamente diferente entre as fémeas (Figura 8C), mas sofreu efeito da
dieta nos machos, tendo sido maior naqueles que receberam a dieta padréo,
comparando-se aos da dieta com colesterol [F (1, 66) = 11,38, p = 0,001, Figura
8F).
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Figura 8. Avaliagdo de massa corporal final (A, D), indice hepatossomatico (B, E) e indice de
adiposidade (C, F) em camundongos APP/PS1 ou WT, fémeas e machos, respectivamente,
submetidos as dietas padrao ou colesterol 1,25% (n = 14 a 28 para fémeas e 25 a 35 por grupo
para machos). O efeito das variaveis foi analisado por ANOVA de duas vias, com pds-teste de
Bonferroni. *p< 0,05 e ***p< 0,001 para dieta padréo x dieta colesterol 1,25%. APP/PS1 = duplo-
transgénico que superexpressa a proteina precursora amiloide e a proteina presenilina-1; WT =

wild-type.

l. 6.2.2 Avaliagao dos niveis de colesterol total e triglicérides

As dosagens de CT e TG foram realizadas em amostras de soro e tecido
hepatico, em animais de ambos os sexos. Entretanto, devido a questbes
experimentais (numero amostral de fémeas disponivel insuficiente), obteve-se
somente os resultados das dosagens séricas nos camundongos machos. Na
Tabela 4 estdo apresentados os resultados das analises estatisticas realizadas
para avaliar o efeito do gendtipo e dieta sobre o CT e TG séricos nestes animais,

os quais nao foram diferentes entre os grupos experimentais (Figura 9A e B).
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Tabela 4. Avaliagcao do efeito das variaveis gendtipo e dieta sobre os niveis de CT e TG séricos

nos animais APP/PS1 e WT, machos, submetidos as dietas padrao ou colesterol 1,25%.

Machos

Variaveis F (gl num, gl den) P
Colesterol total sérico

Genotipo F (1,43)=0,187 0,668

Dieta F (1,43)=3,012 0,090

Gendtipo x dieta F (1,43)=1,411 0,241
Triglicérides sérico

Gendtipo F(1,42)=0,177 0,676

Dieta F (1,42)=1,846 0,182

Gendtipo x dieta F (1,42)=2,296 0,137

ANOVA de duas vias. gl = grau de liberdade, num = numerador, den = denominador.
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Figura 9. Avaliagdo dos niveis séricos de colesterol total (A) e de triglicérides (B) em

camundongos WT ou APP/PS1, machos, submetidos as dietas padréo ou colesterol 1,25% (n =

6 a 16 animais por grupo). O efeito das variaveis foi analisado por ANOVA de duas vias, com

pos-teste de Bonferroni. APP/PS1 = duplo-transgénico que superexpressa a proteina precursora

amiloide e a proteina presenilina-1; WT = wild-type.

Em relacdo a dosagem destes lipidios no tecido hepatico, os resultados das

andlises estatisticas realizadas para avaliar o efeito das variaveis estao

dispostos na Tabela 5.
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Tabela 5. Avaliacdo do efeito das variaveis gendétipo e dieta sobre os niveis de CT e TG hepaticos

nos animais APP/PS1 ou WT submetidos as dietas padrao ou colesterol 1,25%.

Fémeas Machos

Variaveis F (gl num, gl den) p F (gl num, gl den) P
Colesterol total hepatico

Genotipo F (1, 20) = 3,230 0,087 F (1,19)= 1,096 0,308

Dieta F (1, 20) = 105,0 < 0,001 F (1, 19) = 55,260 < 0,001

Gendtipo x dieta F (1,20) = 1,093 0,308 F(1,19)=0,676 0,421
Triglicérides hepatico

Gendtipo F (1, 20) = 9,722 0,005 F (1, 20) = 7,320 0,014

Dieta F (1, 20) = 68,03 < 0,001 F (1,20)=2,406 0,137

Gendtipo x dieta F (1,20)=0,478 0,497 F (1, 20) = 0,841 0,370

ANOVA de duas vias. Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados em negrito e

sombreados. gl = grau de liberdade, num = numerador, den = denominador.

Os camundongos que receberam a dieta com incremento de colesterol
apresentaram niveis mais elevados de CT hepatico, comparando-se aos da dieta
padrao. Observou-se efeito da dieta sobre este parametro, tanto em fémeas [F
(1, 20) = 105, p < 0,001, Figura 10A], quanto em machos [F (1, 19) = 55,26, p <
0,001, Figura 10C].

Ja os niveis de TG hepaticos sofreram influéncia da dieta [F (1, 20) = 68,03, p <
0,001] e do gendtipo [F (1, 20) = 9,722, p = 0,005] nas fémeas. Além de terem
sido mais elevados nos animais que receberam a dieta com colesterol,
comparando-se a padrao, para ambos os genodtipos, dentre aqueles que
receberam a dieta com colesterol, os niveis deste lipideo no figado foram
maiores nos animais WT em comparagao aos APP/PS1 (Figura 10B). Nos
camundongos machos, por sua vez, observou-se efeito somente do gendtipo
sobre os niveis de TG hepaticos [F (1, 20) = 7,320, p = 0,013], os quais também
foram maiores nos animais WT em comparagcao aos APP/PS1, dentre aqueles

que receberam a dieta com incremento de colesterol (Figura 10D).
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Figura 10. Avaliagao dos niveis hepaticos de colesterol total e de triglicérides em camundongos
WT ou APP/PS1, fémeas (A e B) e machos (C e D), submetidos as dietas padrdo ou colesterol
1,25% (n = 6 a 16 animais por grupo). O efeito das variaveis foi analisado por ANOVA de duas
vias, com pés-teste de Bonferroni. ***p< 0,001 para dieta padrdao x dieta colesterol 1,25%; #p<
0,05 para WT x APP/PS1. APP/PS1 = duplo-transgénico que superexpressa a proteina

precursora amiloide e a proteina presenilina-1; WT = wild-type.

l. 6.2.3 Avaliagao de mediadores inflamatérios relacionados a ativagao do

inflamassoma NLRP3 em amostras de hipocampo e cértex pré-frontal

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados das analises estatisticas
realizadas para avaliar o efeito do gendtipo e da dieta sobre os niveis dos
mediadores inflamatdrios relacionados a ativagéo do inflamassoma NLRP3: IL-
18, IL-18 e caspase-1, dosados em amostras de hipocampo.
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Tabela 6. Avaliagdo do efeito das variaveis genétipo e dieta sobre a concentracao de IL1-83, IL-
18 e caspase-1 hipocampais nos animais APP/PS1 ou WT submetidos as dietas padréo ou
colesterol 1,25%.

Fémeas Machos

Variaveis F (gl num, glden) p F (gl num, gl den) p
IL1-B (hipocampo)

Gendtipo F (1,22) =0,271 0,608 F (1,24) = 0,246 0,624

Dieta F (1,22) = 0,081 0,778 F(1,24)=2,721 0,112

Gendtipo x dieta F (1,22) = 1,424 0,246 F (1,24) = 0,849 0,366
IL-18 (hipocampo)

Genotipo F(1,12) = 1,462 0,250 F (1,20)=0,012 0,912

Dieta F(1,12)=0,015 0,905 F (1, 20) = 14,730 0,001

Genoctipo x dieta F(1,12)=0,030 0,866 F (1, 20) = 0,002 0,966
Caspase-1 (hipocampo)

Gendtipo F(1,14)=0,077 0,785 F(1,21)=0,292 0,595

Dieta F(1,14)=0,736 0,406 F (1,21) = 2,697 0,115

Gendtipo x dieta F(1,14)=0,358 0,559 F(1,21)=0,155 0,698

ANOVA de duas vias. Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados em negrito e

sombreados. IL = interleucina; gl = grau de liberdade, num = numerador, den = denominador.

Para estes analitos, houve diferenca significativa apenas em relagcdo a
concentracao de IL-18 nos machos, a qual teve efeito da dieta [F (1, 20) = 14,73,
p = 0,001]. Observou-se, em ambos os animais WT e APP/PS1 que receberam
a dieta com adig¢ao de colesterol, que os niveis deste mediador inflamatério foram
mais elevados, em comparagao aos que foram submetidos a dieta padrao
(Figura 11E).
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Figura 11. Avaliacao das concentragdes de IL-1[3, IL-18 e caspase-1 em amostras de hipocampo
de camundongos WT ou APP/PS1, fémeas (A, B e C) e machos (D, E e F), submetidos as dietas
padréo ou colesterol 1,25% (n = 6 a 7 animais por grupo). O efeito das variaveis foi analisado por
ANOVA de duas vias, com pés-teste de Bonferroni. *p < 0,05 para dieta padrao x dieta colesterol
1,25%. APP/PS1 = duplo-transgénico que superexpressa a proteina precursora amiloide e a
proteina presenilina-1; IL= interleucina; WT = wild-type.

Em amostras de cértex pré-frontal, por outro lado, ndo foi obtida a dosagem de
IL-18, devido a questdes experimentais. Para os mediadores inflamatérios que
foram, portanto, dosados nestas amostras (IL-18 e caspase-1), n&o observou-se
diferenga significativa entre os grupos experimentais, em ambos 0s sexos
(Tabela 7, Figura 12).
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Tabela 7. Avaliacado do efeito das variaveis gendtipo e dieta sobre a concentracéo de IL-18 e
caspase-1 em amostras de cortex pré-frontal dos animais APP/PS1 ou WT submetidos as dietas

padrao ou colesterol 1,25%.

Fémeas Machos
Variaveis F (gl num,glden) p F (gl num,glden) p
IL-18 (cértex pré-frontal)
Gendtipo F (1, 14) = 0,036 0,853 F (1,15)=0,346 0,565
Dieta F (1,14)=1,183 0,295 F (1,15)=0,018 0,896
Gendtipo x dieta F (1, 14) = 0,426 0,525 F(1,15)=0,737 0,404
Caspase-1 (cortex pré-frontal)
Gendtipo F (1,13) = 2,632 0,129 F (1,15)=0,036 0,852
Dieta F (1, 13) = 0,094 0,764  F (1, 15) = 0,089 0,770
Genotipo x dieta F(1,13)=0,517 0,485 F (1, 15)=0,005 0,945
ANOVA de duas vias. IL = interleucina; gl = grau de liberdade; num = numerador;
den = denominador.
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Figura 12. Avaliagado das concentragdes de IL-18 e caspase-1 em amostras de coértex pré-frontal
de camundongos WT ou APP/PS1, fémeas (A e B) e machos (C e D), submetidos as dietas
padrao ou colesterol 1,25% (n = 6 a 7 animais por grupo). O efeito das variaveis foi analisado por
ANOVA de duas vias, com poés-teste de Bonferroni. APP/PS1 = duplo-transgénico que
superexpressa a proteina precursora amiloide e a proteina presenilina-1; IL= interleucina; WT =

wild-type.
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. 6.2.4 Avaliagdo de outras citocinas inflamatérias em amostras de

hipocampo e cértex pré-frontal

Os resultados da avaliagao do efeito do gendétipo e da dieta sobre a concentragéo
das citocinas IL-6, IL-10 e TNF, determinadas em amostras de hipocampo, estado

dispostos na Tabela 8.

Tabela 8. Avaliagao do efeito das variaveis genétipo e dieta sobre a concentragéo de IL-6, IL-10
e TNF hipocampais nos animais APP/PS1 ou WT submetidos as dietas padrdo ou colesterol
1,25%.

Fémeas Machos

Variaveis F (gl num, glden) p F (gl num, gl den) P

IL-6 (hipocampo)

Gendtipo F(1,20)=0,009 0,925 F(1,17)=1,656 0,215
Dieta F(1,20)=0,124 0,729 F (1,17) = 1,403 0,253
Gendtipo x dieta F (1,20)=0,467 0,502 F (1,17)=2,160 0,159

IL-10 (hipocampo)

Genotipo F(1,22)=1456 0,240 F (1, 16) = 0,924 0,351

Dieta F(1,22)=0,314 0,581 F (1, 16) = 3,159 0,095

Gendtipo x dieta F(1,22)=0,080 0,780 F (1, 16) = 0,620 0,443
TNF (hipocampo)

Gendtipo F(1,22)=0,160 0,693 F(1,17)=1,764 0,202

Dieta F(1,22)=0,020 0,889 F(1,17)=0,085 0,775

Gendtipo x dieta F(1,22)=1,417 0,247 F (1,17) = 5,070 0,038

ANOVA de duas vias. Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados em negrito e
sombreados. IL = interleucina; TNF = fator de necrose tumoral; gl = grau de liberdade; num =

numerador; den = denominador.

Para estes analitos, houve diferenga significativa somente em relagdo ao TNF
em machos, no qual observou-se efeito da interagéo entre as variaveis dieta e
genotipo [F (1, 17) = 5,070, p = 0,038]. Neste caso, dentre os animais que
receberam a dieta padrdo, a concentragao deste mediador inflamatério foi maior

no grupo WT, em comparagao ao APP/PS1 (Figura 13F).

PARTE |



76

B C
25— i 600- 100+ 1 Padra
adrao
201 o s - i B3 Col, 1,25%
a o
0w £ 400
< £ 15- = E 60
(1] a o g
E © 10 e w40
2 %, 200+ Z
5+ - 20-
0 1 1 0 1 1 0 1 I
WT APP/PS1 wT APP/PS1 wT APP/PS1
D E F
20 30 = 50 )
e T o # [ Padrio
 —
404 — = Col. 1,25%
— 15 - o
2 S < 20- =
O E %, E 30-
G B 2 2
< © = w 20+
] v 10 4
= 2 ] - =
104
0 1 1 0 1 1 0 I )
WT APP/PS1 wT APP/PS1 wT APP/PS1

Figura 13. Avaliagcdo das concentragdes de IL-6, IL-10 e TNF em amostras de hipocampo de
camundongos WT ou APP/PS1, fémeas (A, B e C) e machos (D, E e F), submetidos as dietas
padrao ou colesterol 1,25% (n = 6 a 7 animais por grupo). O efeito das variaveis foi analisado por
ANOVA de duas vias, com pos-teste de Bonferroni. #p < 0,05 para WT x APP/PS1.
APP/PS1 = duplo-transgénico que superexpressa a proteina precursora amiloide e a proteina

presenilina-1; IL= interleucina; TNF = fator de necrose tumoral; WT = wild-type.

No que concerne a dosagem destas mesmas citocinas em amostras de cortex
pré-frontal, por sua vez, ndo observou-se diferenga significativa entre os grupos

experimentais, em ambos os sexos (Tabela 9, Figura 14).
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Tabela 9. Avaliagao do efeito das variaveis gendtipo e dieta sobre a concentragéo de IL-6, IL-10

e TNF em amostras de cortex pré-frontal dos animais APP/PS1 ou WT submetidos as dietas

padrao ou colesterol 1,25%.

Fémeas Machos
Variaveis F (gl num,glden) p F (gl num, gl den) P
IL-6 (cortex pré-frontal)
Gendtipo F (1, 20) = 0,090 0,768 F(1,17)=0,323 0,578
Dieta F (1, 20) = 1,201 0,286 F (1,17) = 3,951 0,063
Gendtipo x dieta F (1,20)=0,115 0,738 F(1,17)=0,818 0,379
IL-10 (cértex pré-frontal)
Gendtipo F (1, 20) = 0,827 0,374 F(1,17)=0,925 0,350
Dieta F (1, 20) = 3,184 0,090 F(1,17)=0,903 0,355
Gendtipo x dieta F (1, 20) = 0,042 0,839 F(1,17)=0,284 0,601
TNF (cortex pré-frontal)
Gendtipo F (1, 20) = 0,033 0,858 F(1,17) = 2,446 0,136
Dieta F (1,20)=2,707 0,116 F(1,17)=1,127 0,303
Gendtipo x dieta F (1,20)=0,311 0,583 F(1,17)=0,144 0,709
ANOVA de duas vias. IL = interleucina; TNF = fator de necrose tumoral; gl = grau de liberdade;

num = numerador; den = denominador.
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Figura 14. Avaliagcao das concentragdes de IL-6, IL-10 e TNF em amostras de cortex pré-frontal

de camundongos WT ou APP/PS1, fémeas (A, B e C) e machos (D, E e F), submetidos as dietas

padrao ou colesterol 1,25% (n = 6 a 7 animais por grupo). O efeito das variaveis foi analisado por

ANOVA de duas vias, com poés-teste de Bonferroni.
superexpressa a proteina precursora amiloide e a proteina presenilina-1; IL=

fator de necrose tumoral; WT = wild-type.
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l. 6.2.5 Avaliacao de fatores neurotréficos em amostras de hipocampo

Os resultados da avaliagao do efeito do gendtipo e da dieta sobre os niveis dos
fatores neurotréficos BDNF, GDNF e NGF dosados em amostras de hipocampo

estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Avaliacdo do efeito das variaveis gendtipo e dieta sobre os niveis dos fatores
neurotréficos BDNF, GDNF e NGF hipocampais nos animais APP/PS1 ou WT submetidos as
dietas padrao ou colesterol 1,25%.

Fémeas Machos

Variaveis F (gl num, glden) p F (gl num,glden) p
BDNF (hipocampo)

Gendtipo F (1, 22) = 8,176 0,009 F(1,24)=1,262 0,272

Dieta F (1,22) = 1,291 0,268 F(1,24)=1,753 0,198

Gendtipo x dieta F(1,22)=0,0480 0,829 F (1,24)=0,016 0,900
GDNF (hipocampo)

Gendtipo F(1,21)=0,398 0,535 F (1,24)=0,343 0,564

Dieta F (1,21)=2,004 0,172 F (1, 24) = 6,490 0,018

Gendtipo x dieta F(1,21)=0,395 0,536 F (1,24)= 0,300 0,589
NGF (hipocampo)

Gendtipo F (1,22) = 5,880 0,024 F (1,23)=0,102 0,753

Dieta F (1,22)= 0,096 0,759 F(1,23)=3,172 0,088

Gendtipo x dieta F (1,22)=0,256 0,618 F (1,23)=2,053 0,165

ANOVA de duas vias. Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados em negrito e
sombreados. BDNF = fator neurotréfico derivado do cérebro; GDNF = fator neurotréfico derivado
da glia; NGF = fator de crescimento neural; gl = grau de liberdade, num = numerador,

den = denominador.

Houve diferenca significativa em relagao ao nivel de BDNF nas fémeas, em que
observou-se efeito do gendtipo [F (1, 22) = 8,176, p = 0,009]. Neste caso, os
niveis deste fator neurotrofico estavam mais elevados nos animais APP/PS1 que
receberam a dieta padrao, comparando-se com os WT que receberam a dieta
com colesterol (Figura 15A). Embora tenha sido observado efeito da dieta em
relacdo aos niveis de GDNF em machos [F (1, 24) = 6,490, p = 0,018], e do
gendtipo sobre a concentragdo de NGF em fémeas [F (1, 22) = 5,880, p = 0,024],
nos testes a posteriori ndo foram encontradas diferengas entre os grupos

experimentais.
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Figura 15. Avaliagdo das concentragdes dos fatores neurotréficos BDNF, GDNF e NGF em
amostras de hipocampo de camundongos WT ou APP/PS1, fémeas (A, B e C) e machos (D, E e
F), submetidos as dietas padrao ou colesterol 1,25% (n = 6 a 7 animais por grupo). O efeito das
variaveis foi analisado por ANOVA de duas vias, com poés-teste de Bonferroni. #p < 0,05 para WT
x APP/PS1. APP/PS1 = duplo-transgénico que superexpressa a proteina precursora amiloide e
a proteina presenilina-1; BDNF = fator neurotréfico derivado do cérebro; GDNF = fator

neurotréfico derivado da glia; NGF = fator de crescimento neural; WT = wild-type.
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l. 7 DISCUSSAO
l. 7.1 Padronizacao da dieta

Na fase de padronizagdo da dieta, os parametros avaliados foram: massa
corporal longitudinal e final, indices de adiposidade e hepatossomatico, niveis
séricos e hepaticos de CT e TG. As dietas com adigéo de colesterol (tanto 1,25%
quanto 2,5%) nao levaram ao aumento da massa corporal e dos indices de
adiposidade e hepatossomatico, nos animais C57BL/6 (Figura 5). No entanto, a
ingestdo da dieta acrescida com 1,25% de colesterol por dezoito semanas foi
eficaz em causar aumento dos niveis séricos de CT nestes animais, enquanto
nao promoveu hipertrigliceridemia (Figura 6A e B). Em relacdo aos niveis
hepaticos, ambos CT e TG foram elevados nos animais que receberem ambas
as dietas com adigao de colesterol, em comparacéo a padréo (Figura 6C e D).
Apesar disso, considerou-se a dieta com acréscimo de 1,25% a mais adequada
a ser utilizada nos experimentos subsequentes, devido ao efeito

hipercolesterolémico observado.

Uma possivel explicacado para a dieta com adicao de 2,5% de colesterol néo ter
aumentado os niveis séricos de CT pode ser atribuida a uma reducao da
absorgao da quantidade de colesterol ingerida nos animais que receberam esta
dieta. Este efeito ja foi citado anteriormente em um estudo com seres humanos.
McNamara et al. (1987) observaram que um aumento na ingestao de colesterol
de 200 para 800 mg/dia apresentou um efeito minimo sobre os niveis de
colesterol plasmaticos. Isso foi atribuido a redugao da absor¢ao do colesterol
exogeno, o que também levou a diminui¢cado da sintese de colesterol enddgeno,
sendo estes efeitos considerados mecanismos compensatoérios pelo aumento da

quantidade de colesterol proveniente da dieta (Afonso et al., 2018).

I. 7.2 Avaliagcao dos efeitos da dieta com acréscimo de colesterol em

animais transgénicos para doenga de Alzheimer
I. 7.2.1 Analise das medidas antropométricas/biométricas

Foi possivel observar alteracbes em diversos parametros avaliados nos animais
APP/PS1 e WT submetidos as dietas padrdao e com adicao de 1,25% de
colesterol. Dentre estas, inclui-se a influéncia da dieta sobre o tempo, em relacéo
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ao ganho ponderal em ambos o0s sexos, embora, isoladamente, a dieta ndo tenha
exercido efeito direto sobre o aumento da massa corporal. Além disso, nas
fémeas, também foram observados efeitos do genétipo sobre o ganho de massa
corporal longitudinal, que foi maior nas transgénicas, comparando-se aos
controles (Tabela 2Tabela 3). Em um estudo que utilizou camundongos 3xTg-
AD, outro modelo transgénico de DA, administrou-se dieta controle ou rica em
gorduras (high fat diet) por 4 meses em fémeas, e as transgénicas também
apresentaram maior massa corporal, em relagcdo as WT (Robison et al., 2020).
Estes dados sugerem, portanto, que animais modelos para DA, do sexo
feminino, podem apresentar certa propensao ao ganho ponderal com o tempo.
Ressalta-se, porém, que em relagdo a massa corporal final, no presente estudo
nao foi observada diferenga entre os grupos, em nenhum dos sexos (Figura 8A
e D).

Em ambos os gendtipos e sexos, o indice hepatossomatico foi maior nos animais
alimentados com a dieta enriquecida com colesterol, em comparagao aqueles
que receberam a ragao padrdo (Figura 8B e E). Este indice representa o
percentual de massa do figado em relagéo ao peso corporal, e consiste em uma
medida biométrica muito utilizada em estudos na area de aquacultura para
quantificar o estoque de energia (glicogénio) do animal (Silva, 2015). Embora
nao tenha sido objetivo do estudo presente avaliar o metabolismo energético dos
camundongos, o indice hepatossomatico foi calculado para se ter um parametro
a respeito da massa do figado destes animais, uma vez que este 6rgao possui
papel central no metabolismo do colesterol. Nesse sentido, em outro estudo que
administrou em camundongos machos da linhagem Kunming uma dieta
hiperlipidica (com adigdo de aproximadamente 10% de colesterol) por 28 dias,
também observou-se maior indice hepatossomatico, em comparagcdo aos
animais alimentados com dieta padrao comercial (Zhang et al., 2017). De forma
semelhante, ratos Wistar machos que receberam uma dieta com acréscimo de
1% de colesterol e 0,5% de acido codlico por 28 dias apresentaram maior indice
hepatossomatico, quando comparados aos animais submetidos a dieta padrao
(Ferreira et al., 2011). J& em camundongos APP/PS1 que receberam dieta
enriquecida com 1,25% de colesterol e 0,5% de acido codlico por 18 semanas,

embora este indice ndo tenha sido calculado, a massa hepatica foi maior, em
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comparagao aos animais alimentados com dieta padrdo (Pingon et al., 2019).
Com base nisso, pode-se considerar que a ingestdo em maior quantidade de

colesterol pode levar ao aumento da massa do figado em roedores.

No que se refere ao indice de adiposidade, o qual avalia a gordura corporal, e €
considerado um parametro de obesidade central (Della Vedova et al., 2016), este
indice foi menor nos machos que receberam a ragéo acrescida de colesterol, em
comparacgao aqueles alimentados com a dieta padrao (Figura 8F). Nas fémeas,
todavia, nenhum efeito foi observado (Figura 8C). A adiposidade central,
definida como o acumulo de gordura na parte inferior do tronco ao redor da area
abdominal (Bacon, 2013), € uma das condigcdes que estd associada ao
desenvolvimento de sindrome metabdlica, a qual, ndo necessariamente, &
acompanhada por aumento da massa corporal (Bosomworth, 2019). De fato, ndo
obstante a diferenca em relacéo ao indice de adiposidade nos machos, a massa

corporal destes animais nao foi diferente (Figura 8D).

A sindrome metabdlica, por sua vez, consiste em um grupo de condigdes clinicas
e bioquimicas que, em conjunto, aumentam o risco de doenga arterial
coronariana, diabetes, acidente vascular cerebral, entre outros problemas graves
de saude (Della Vedova et al., 2016). Esta sindrome é caracterizada quando,
alem de adiposidade central, observa-se também uma ou mais das seguintes
condigbdes: hipertensao arterial, hiperglicemia, hipertrigliceridemia, e baixos
niveis de colesterol HDL (Nilsson, Tuomilehto; Rydén, 2020). Como né&o foi
objeto deste estudo a avaliacdo de sindrome metabdlica, com exceg¢ao dos
niveis séricos de TG (que nao foram diferentes entre os grupos experimentais,
conforme disposto na Figura 9B), os demais fatores ndo foram mensurados nos
animais. Cabe mencionar, também, que ainda ndo existem critérios
padronizados para definir sobrepeso e obesidade em animais de laboratdrio,
nem mesmo um valor de referéncia para o indice de adiposidade (Leopoldo et
al., 2016). Os resultados do estudo presente, portanto, permitem inferir apenas
que a adicao de 1,25% de colesterol na dieta destes animais ndo promoveu
aumento da gordura corporal, observando-se, inclusive, o contrario, nos

camundongos do sexo masculino.
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l. 7.2.2 Avaliagao dos niveis de colesterol total e triglicérides
l. 7.2.2.1 Concentragao sérica

Em relacdo a dosagem de lipidios no sangue, a dieta com acréscimo de
colesterol ndo induziu hipercolesterolemia nos camundongos avaliados (Figura
9A), ao contrario do que foi observado na fase de padronizagdo. Os animais
APP/PS1 utilizados possuem background da linhagem C57BL/6 (Finnie et al.,
2017), no entanto, a sua obtencéao e reproducéao sao limitadas. Com isso, optou-
se pela utilizacdo de camundongos C57BL/6 para a padronizagdo da dieta, e
esperava-se que resultados semelhantes fossem observados nos animais
transgénicos, uma vez que se reproduziu o mesmo tempo de dieta e
concentracdo de colesterol adicionada. Por outro lado, este resultado pode
também estar associado ao fato de camundongos selvagens apresentarem
maior resisténcia a desenvolverem hipercolesterolemia por meio da dieta (Chan
et al., 2015). Fisiologicamente, estes animais apresentam niveis séricos de HDL
mais elevados, em comparagao a humanos, o que ¢é atribuido a deficiéncia da
proteina de transferéncia de colesterol esterificado (cholesteryl ester transfer
protein — CETP) em murinos (Shrestha et al., 2018). Em humanos, por sua vez,
esta proteina transporta ésteres de colesterol e TG entre diferentes fragcées de
lipoproteinas no plasma. Mais especificamente, a CETP transfere ésteres de
colesterol do HDL para o LDL ou para o colesterol presente na lipoproteina de
muito baixa densidade (VLDLc), em troca de TG (Chirasani; Senapati, 2017).
Com base nisso, a inibicao de CETP em humanos tem sido associada a atividade
ateroprotetora, embora haja controvérsias (Shrestha et al., 2018). Em
camundongos, onde tal proteina ndo é sintetizada, cerca de 80% do colesterol
plasmatico é transportado na forma de HDL. Assim, esses animais sdo mais
resistentes a desenvolverem um estado hipercolesterolémico por meio da dieta
(Chan et al., 2015). Isto, por sua vez, pode justificar porque camundongos do
estudo vigente ndo apresentaram concentragdes séricas elevadas de CT,
embora tenham recebido uma quantidade exorbitante de colesterol na dieta
(1,25%), que equivale a cerca de 10.000 mg/dia da ingestado de colesterol em

humanos (Fernandez; Murillo, 2022).

Apesar disso, em diferentes estudos, que tem como objetivo avaliar doencgas

cardiovasculares em roedores, sdo empregadas dietas hiperlipidicas, as quais
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sao capazes de induzir hipercolesterolemia nestes animais. Entretanto,
geralmente também levam ao desenvolvimento de outras condi¢gdes, motivo pelo
qual sao utilizadas em modelos murinos para estudo de aterosclerose,
obesidade ou sindrome metabdlica, por exemplo (Getz; Reardon, 2006). Estas
dietas, comumente denominadas de “ricas em gordura” (high fat diet — HFD),
apresentam variagdes, mas geralmente sdo compostas por 20 a 35% de
gorduras totais (Estadella et al., 2004; Pakiet et al., 2020). Além disso, algumas
HFD também s&o complementadas com colesterol, em concentragdes variaveis,
sendo denominadas neste caso como “dietas ricas em gordura e em colesterol”
(high fat high cholesterol diet — HFHC) (Getz; Reardon, 2006). Outros modelos
de HFD utilizados em estudos na area cardiovascular sdo a dieta ocidental
(Western diet — WD), normalmente composta por 21% de gorduras (Teklad, s.d.),
e a dieta de Paigen (1995), cuja composigao apresenta 15% de gorduras, 1,25%
de colesterol e 0,5% de acido célico (Getz; Reardon, 2006). Quando estes
esquemas dietéticos sdo administrados a camundongos que possuem maior
susceptibilidade a desenvolver um quadro hiperlipidémico, tais como animais
transgénicos com expressao deficiente de ApoE (Apoe”) ou do receptor de LDL
(IdIr”), o incremento nos niveis de CT séricos sdo ainda mais acentuados (Chan
et al., 2015). Entretanto, mesmo em animais selvagens das linhagens C57BL/6,
Kunming, ou BALB/c, a administragdo de diferentes tipos de HFD também foi
eficaz em induzir dislipidemia, caracterizada principalmente pelos elevados

niveis de colesterol séricos (Getz; Reardon, 2006; Li et al., 2020).

Pincon et al. (2019) induziram hipercolesterolemia em camundongos APP/PS1
e WT utilizando a dieta de Paigen, que possui a mesma concentragdo de
colesterol na dieta empregada no estudo presente (1,25%), e pelo mesmo
periodo, de 18 semanas. Ressalta-se, porém, que o objetivo destes autores era
estudar os efeitos da doenga hepatica gordurosa nao alcodlica nestes animais.
No estudo atual, por outro lado, o objetivo inicial era avaliar os efeitos dos niveis
elevados de CT séricos, de forma isolada, nos animais modelo para DA, o que
motivou a n&o utilizagdo das HFD ja utilizadas em estudos prévios. Como a dieta
empregada tinha quantidade de colesterol considerada relativamente alta, mas
apenas 4% de gorduras em sua composicao, este também pode ser outro fator
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relacionado ao ndo desenvolvimento de hipercolesterolemia nos animais deste

estudo.

E importante acrescentar a esta discussdo que, ndo obstante diferencas
fisiologicas entre roedores e humanos, nestes ultimos, estudos epidemiologicos
e meta-analises demonstraram auséncia de correlacdo entre o colesterol
dietético e o sanguineo (Fernandez; Murillo, 2022). A ingestao de colesterol tem
sido discutida desde a década de 1960, quando foram definidas, nos Estados
Unidos, as primeiras diretrizes dietéticas que limitavam a ingestdo deste lipidio
a nao mais que 300 mg/dia (American Heart Association, 1968). Tais
recomendagdes foram seguidas nos anos subsequentes, e somente comegaram
a ser contestadas na década de 1990, a partir dos estudos realizados na época.
No entanto, foi em 2015 que os limites maximos de colesterol dietético foram
finalmente retirados das diretrizes alimentares norte americanas (U.S.
Department of Health and Human Services and U.S. Department of Agriculture,
2015).

Além de ter sido demonstrada a falta de associacdo entre a ingestdo de
colesterol e os niveis sanguineos deste (Fernandez; Murillo, 2022), também
sugeriu-se que o corpo humano possui mecanismos especificos para controlar
0 excesso de colesterol na dieta. Dentre estes, inclui-se a redu¢éo da absorgao
ou a supressao da sintese deste lipidio (Mcnamara et al., 1987), conforme

mencionado no tépico 1.7.1.

A taxa de absorg¢ao do colesterol proveniente da dieta é variavel em cada
pessoa, e engloba o colesterol presente nos préoprios alimentos ingeridos, o
derivado da bile e, até certa medida, a descamacao epitelial do intestino (Betters;
Yu, 2010). Ja o processo de transporte do colesterol em diregdo ao figado
compreende uma sequéncia de etapas, abrangendo sua dissolugdo em micelas,
o transporte para as células intestinais, a incorporagcdo em quilomicrons e a
subsequente transferéncia pelos sistemas linfatico e sanguineo até o figado e
outros tecidos corporais (Fernandez; Murillo, 2022). A porcentagem de colesterol
absorvido pode variar entre 29% e 80%, com uma média aproximada de 60%, e
o receptor Niemann-Pick C1-Like-1 (NPCL1), localizado nas células intestinais,
desempenha importante fungao no processo de absorgao deste lipidio (Bosner
et al., 1999).
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No que diz respeito a sua sintese, o colesterol presente dentro das células
exerce um controle de retroalimentagcao negativo sobre a HMG-CoA redutase,
enzima que limita a sua taxa de produgao. Desta forma, quando ha excesso de
colesterol intracelular, ha redugdo da atividade desta enzima (Altmann et al.,
2004). A HMG-CoA redutase pode ser regulada por mudangas na sua estrutura
através da fosforilagdo, mas ocorre principalmente por alteragbes na sua
transcricdo (Chambers; Ness, 1998), envolvendo a interagao entre a proteina de
ligacdo ao elemento regulador de esterol (sterol regulatory element-binding
protein — SREBP) e os segmentos de resposta ao colesterol, localizados na

porcao 5' do gene que codifica a enzima (Brown; Goldstein, 1997).

Diante disto, propde-se os mecanismos envolvidos na redu¢ao da absorgao ou
na supressao da sintese do colesterol, os quais garantem que, mesmo que haja
um grande consumo de colesterol dietético, os niveis de colesterol sanguineos

sdo mantidos (Fernandez; Murillo, 2022).

I. 7.2.2.1 Concentragcao hepatica

Ao contrario do que foi observado em relacdo aos niveis séricos dos lipidios
dosados, a dieta com acréscimo de colesterol promoveu aumento na quantidade
de CT no figado, em ambos os sexos e gendtipos (Figura 10A e C). Nos animais
C57BL/6 utilizados para a padronizagao da dieta, o mesmo foi observado (Figura
6C). Efeito semelhante ocorreu no estudo conduzido por Ferreira e
colaboradores (2011), no qual ratos Wistar machos que receberam dieta com
acréscimo de 1% de colesterol e 0,5% de acido cdlico, por 28 dias, apresentaram
concentragdes significativamente mais elevadas de CT e TG no figado, e maior
indice hepatossomatico, em comparacdo aos animais que foram alimentados
com dieta padrdo. Em outro estudo, Wouters et al. (2008) também observaram
maiores niveis de CT e TG no figado de camundongos C57BL6/J e knockout
para o receptor de LDL (/dIr’-), machos e fémeas, que receberam dieta
hiperlipidica com adicdo de 0,1% de colesterol por 7 dias, comparando-se
aqueles que receberam a racao padrao. Adicionalmente, os animais alimentados
com a racao hiperlipidica apresentaram inflamacdo hepatica grave,
caracterizada por infiltracdo de macrofagos e aumento da sinalizacado do NF-kB.
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No que se refere aos niveis de TG hepaticos no presente estudo, estes foram
maiores nas fémeas que receberam a dieta com acréscimo de 1,25% colesterol,
comparando-se a dieta padrao, em ambos os gendétipos (Figura 10B). Além
disso, dentre as fémeas submetidas a racdo acrescida de colesterol, a
concentracéo de TG no figado foi menor nos animais APP/PS1, comparando-se
aos WT. Nos machos, por sua vez, houve diferenga em relagao aos niveis de TG
somente dentre os camundongos que receberam a dieta colesterol 1,25%,
observando-se também menor concentragdo nos transgénicos, em comparagao

aos controles (Figura 10D).

Estes resultados demonstram o efeito do gendtipo sobre este parametro,
indicando que, neste estudo, animais modelo para DA, alimentados com a ragao
enriquecida com colesterol, foram resistentes a elevacao da concentracdo de TG
no figado mediada pela dieta. Entretanto, ndo ha relatos de achados
semelhantes na literatura. Kim et al. (2016) induziram doenga hepatica
gordurosa nao alcodlica em camundongos APP-transgénicos (Tg) e WT, de
ambos o0s sexos, ao submeter estes animais a dieta rica em gordura com
acréscimo de 1% de colesterol, 0,5% de acido colico e 18% de TG, por 2, 5 ou
12 meses. Observou-se anormalidade hepatica significativa, evidenciada por
hepatomegalia grave, acumulo de gordura e aumento significativo no tamanho e
peso do figado, apds 2 e 5 meses, tanto nos animais transgénicos, quanto nos
WT, que receberam a dieta hiperlipidica. Além disso, esta dieta também induziu
um estado inflamatério no figado destes animais, caracterizado por aumento nas
células CD4+, CD8+, B220+ e F4/80+ e da expressao de TNF, IL-6 e IL-17.
Adicionalmente, no cérebro dos animais APP-Tg alimentados com a dieta rica
em gorduras observou-se aumento do numero de placas de AR, apés 2 e 5
meses, e de p-tau, apos 12 meses, em comparagao aos que receberam a ragao
padrdao. Com base nisso, estes autores consideraram que a dieta hiperlipidica
induziu um quadro inflamatdrio sistémico que, por sua vez, foi associado a maior

neurodegeneragao nestes animais.

Em outro estudo, Pingon e colaboradores (2019) induziram doencga hepatica
gordurosa nao alcodlica em camundongos APP/PS1, pela administragdo de
dieta enriquecida com 1,25% de colesterol e 0,5% de acido cdlico por 18

semanas. No figado destes animais, observou-se maiores niveis de CT e TG,
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bem como maior expressao génica de IL-1 e TNF, em comparagdo aos que
receberam a ragao padrao, enquanto no cérebro, somente a expressdo de TNF
estava aumentada. Além disso, observou-se anormalidades vasculares nos
animais APP/PS1 que receberam a dieta com adic&o de colesterol, uma vez que
apresentaram hipoperfusdo cerebral. Embora ndo tenha ocorrido alteragdes
cerebrais nos depésitos de AB destes camundongos, em conjunto, estes
resultados sugerem que a indugao de doenca hepatica gordurosa nao alcodlica

pode contribuir para a patogénese da DA.

Nesse contexto, cabe elucidar que a doencga hepatica nédo alcéolica, também
denominada de esteatose hepatica nao alcoolica, consiste em uma condi¢ao
clinica na qual ha um acumulo de mais de 5% de gordura nos hepatécitos, mais
especificamente de TG, que n&o foi provocada pelo consumo excessivo de alcool
(Nassir et al., 2015; Ress; Kaser, 2016). O armazenamento prolongado de
lipidios no figado, por sua vez, pode levar a maior comprometimento hepatico
pelo desenvolvimento de esteato-hepatite ndo alcodlica, situagdo na qual ha uma
exacerbacao da resposta inflamatéria que pode causar fibrose avancada, cirrose

e hepatocarcinoma (Sociedade Brasileira de Hepatologia, s.d.).

Embora no estudo atual tenha se observado elevados niveis de CT e TG no
figado dos camundongos alimentados com a dieta enriquecida com colesterol,
nao foram realizadas analises histoldgicas que permitam caracterizar um quadro
de esteatose hepatica nestes animais. Além disso, mediadores inflamatérios nao
foram dosados nas amostras de figado. Contudo, considerando as alteragdes
hepaticas observadas, e os dados da literatura que relacionam tais alteracoes
ao desenvolvimento de uma resposta inflamatéria sistémica, que pode contribuir
para neuroinflamacdo na DA, esperava-se que os marcadores inflamatoérios
dosados nas amostras de hipocampo e cortex pré-frontal pudessem estar

alterados. Estes resultados serao discutidos nos topicos a seguir.
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l. 7.2.3 Avaliagao de mediadores inflamatorios relacionados a ativagao do
inflamassoma NLRP3 e de outras citocinas em amostras de hipocampo e

cortex pré-frontal

Neste trabalho, quantificou-se os niveis de mediadores inflamatérios
relacionados a ativagéo do inflamassoma NLRP3 (IL-13, IL-18 e caspase-1) e de
outras citocinas inflamatérias (IL-6, IL-10 e TNF) em amostras de hipocampo e
cortex pré-frontal de todos os grupos experimentais. Contudo, diferengas
significativas foram observadas somente em relagdo a concentragéo de IL-18 e
TNF no hipocampo dos animais do sexo masculino (Figura 11E e Figura 13F,

respectivamente).

Considerando as evidéncias de que o colesterol pode ativar o inflamassoma
NLRP3, induzindo a maior secregao de IL-13 e IL-18 (Duez; Pourcet, 2021), no
presente estudo, esperava-se que a dieta com acréscimo deste esterol pudesse
estimular a produgao destas citocinas, especialmente no cérebro dos animais
APP/PS1. No entanto, a dieta suplementada com colesterol exerceu efeito
somente em relagcdo aos niveis de IL-18 hipocampais, que foram maiores em
ambos 0s genotipos. J& em relagdo a caspase-1, por ndo ser uma citocina
inflamatdria per si, mas sim uma enzima que atua na maturacao de IL-13 e IL-
18, ndo surpreende o fato de ndo estar aumentada nas amostras analisadas,
pois quantificou-se os seus niveis nos homogenatos dos tecidos coletados, e
nado a sua atividade. Entretanto, a associacdo desta proteina a DA ja foi
reportada em estudos anteriores. Flores e colaboradores (2018) avaliaram o
efeito de VX-765, um inibidor de caspase-1, em camundongos J20. Estes
animais consistem em um modelo transgénico para DA que superexpressa a
APP humana com duas mutag¢des ligadas a DA familiar (suica e indiana) e que,
desta forma, apresentam mais AR do que camundongos que expressam
quantidades equivalentes de APP humana do tipo selvagem. Os autores
demonstraram que a droga reverteu, de forma dose-dependente, a inflamagéo
cerebral e o comprometimento da memoria episddica e espacial, além de ter

evitado a deposi¢ao progressiva de AB no hipocampo destes animais.

Heneka et al. (2013) detectaram maior clivagem de caspase-1 e niveis
aumentados de IL-1B no parénquima cerebral de camundongos APP/PS1 com

16 meses, em comparagao a animais WT. Estes autores também observaram
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que, em animais APP/PS1 knockout para caspase-1 (APP/PS1/Casp1”’) e
NLRP3 (APP/PS1/Nirp37), houve reducdo da ativagdo de caspase-1 e IL-1
cerebrais, aumento da depuragao de A, e efeito protetor em relagdo aos déficits
de aprendizado e memoria espacial. Com base nestes dados, Tzeng et al. (2018)
imaginaram que camundongos APP/PS1 com expressédo deficiente de IL-18
também pudessem ser prevenidos dos sintomas da DA. No entanto, observaram
que estes animais desenvolveram um disturbio convulsivo letal, que foi
associado a maior transmisséo da rede neuronal. Assim, sugeriram que, embora
o direcionamento do inflamassoma NLRP3 possa ser uma abordagem potencial
para interromper a neuroprogressao na DA, €& importante considerar que a
inibicao de citocinas especificas no cérebro pode acarretar em efeitos deletérios

nao intencionais.

Corroborando as evidéncias a respeito da associacdo entre os mediadores
inflamatorios avaliados neste estudo e a DA, em estudos prévios in vivo, niveis
elevados de IL-18 e TNF foram detectados no cérebro de camundongos
transgénicos para DA (APPsw/Tg2576) com 12 e 18 meses, em comparagao ao
grupo controle (Benzing et al., 1999). No cortex cerebral de animais APP/PS1,
machos, com 12, 20 e 22 meses, houve aumento da expressao de IL-1B e IL-10,
comparando-se a camundongos transgénicos mais jovens (Lopez-Gonzalez et
al., 2015). Também em animais APP/PS1, com 7 e 8 meses de idade, observou-
se maior expressao de AB1-42 e elevados niveis de IL-6 e IL-10 em amostras de
hipocampo, quando comparados aos WT (Hashiguchi, 2019). Em outro estudo
que utilizou dois modelos transgénicos para DA (TgAPPsw e PS1/APPsw), com
15 meses de idade, maiores niveis de IL-1[3, IL-6, IL-12p40 e TNF em fatias de
cérebro foram encontrados, comparando-se aos animais controle (Patel et al.,
2005). Ainda, no hipocampo de animais APP/PS1, de ambos os sexos e com
aproximadamente 20 meses, observou-se ativagdo de micréglias e astrocitos.
Apods estimulo com lipopolissacarideo (LPS), a micréglia demonstrou produgao
aumentada de IL-13, e os astrocitos, uma resposta exacerbada a quimiocinas e
IL-6. Desta forma, sugeriu-se que estimulos agudos no cérebro destes
camundongos podem levar a amplificacao das respostas inflamatérias em loop
(Lopez-Rodriguez et al., 2021).
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No que concerne as alteragbes dos niveis cerebrais dos mediadores
inflamatdrios avaliados no estudo em tela em decorréncia da administragao de
dietas ricas em gordura e colesterol, evidéncias também ja foram reportadas em
estudos anteriores. Thirumangalakudi et al. (2008) induziram hipercolesterolemia
em camundongos com expressdo deficiente do receptor de LDL (/dIr-/-)
alimentados com uma dieta rica em gordura (21%) e colesterol (1,25%), por um
periodo de 8 semanas, a qual foi demonstrada por niveis de CT séricos e LDL
elevados, em comparagao aos animais que receberam a racédo padrao. Aos 6
meses, estes camundongos também apresentaram prejuizo na memoria de
trabalho, apds avaliagdo comportamental, e expressdo aumentada de IL-1p, IL-
6 e TNF hipocampais. Com base nisso, sugeriu-se uma relagao entre a
hipercolesterolemia e a disfungao cognitiva observada, potencialmente mediada
pelo aumento da neuroinflamacédo nestes animais. Em outro estudo, ratos
machos Sprague Dawley, com 6 meses de idade, foram submetidos a dieta
padréo ou hipercolesterolémica (suplementada com 5% de colesterol) por 5
meses. Apds esse periodo, estes animais apresentaram maiores niveis
plasmaticos de CT, quando comparados aos animais da dieta controle.
Adicionalmente, apresentaram prejuizos na aprendizagem e na memoria a longo
prazo, bem como niveis aumentados de AR, proteina tau hiperfosforilada e das
citocinas IL-6, IL-10 e TNF no coértex cerebral. Desta forma, propbs-se que a
hipercolesterolemia pode induzir alteragdes patoldgicas semelhantes as que
ocorrem na DA (Ullrich, Pirchl; Humpel, 2010). Por fim, em estudo que empregou,
por 6 meses, dieta suplementada com 1,2% de colesterol em camundongos
APP/PS1 machos com 4 meses de idade, estes animais desenvolveram
hipercolesterolemia. Além disso, também apresentaram elevados niveis séricos
de IL-1B e, de forma inesperada, menores concentragdes desta mesma citocina
no tecido cerebral, comparando-se aos WT e transgénicos que receberam a
racdo padrao. Desta forma, estes autores atribuiram a atenuacdo da

neuroinflamacao observada a dieta enriquecida com colesterol (Fan et al., 2021).

Apesar das controvérsias, os estudos supramencionados apresentam um ponto
em comum: a maioria dos animais experimentais eram mais velhos. No estudo
atual, todavia, os camundongos avaliados estavam com aproximadamente 10

meses de idade. Assim, embora ja fossem considerados adultos, ainda nao
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apresentavam idade avancada. Este fator, por sua vez, pode estar associado ao
fato de nao ter sido observado aumento da maioria dos mediadores inflamatoérios

cerebrais, em especial nos animais APP/PS1.

I. 7.2.5 Avaliacao de fatores neurotréficos em amostras de hipocampo

Neste estudo, determinou-se os niveis de BDNF, GDNF e NGF em amostras de
hipocampo em todos os grupos experimentais. No entanto, diferenca significativa
foi observada somente em relagdo aos niveis de BDNF nas fémeas (Figura
15A), os quais estavam elevados nos animais APP/PS1 que receberam a dieta
padrao, comparando-se com os WT que receberam a dieta com adi¢céo de

colesterol.

Os fatores neurotroéficos sédo proteinas que desempenham um papel importante
no crescimento sinaptico e neuronal, bem como na poda neural, mielinizagao,
diferenciacao e sobrevivéncia dos neurénios. Eles agem como mensageiros
quimicos que auxiliam no desenvolvimento, manutengcdo e plasticidade do
sistema nervoso (Skaper, 2012). Nesse contexto, redug¢des nos niveis de fatores
neurotroficos, como o BDNF, GDNF e NGF, foram associadas aos déficits
cognitivos, consequéncias comuns do processo de envelhecimento. Na DA,
condicdo na qual os pacientes apresentam declinio cognitivo progressivo,
também tem sido reportada diminui¢do da concentracao destes fatores (Budni et
al., 2015).

Neste ambito, um dos principais fatores neurotréficos cuja associagao com DA
foi amplamente reportada consiste no BDNF. Este fator é expresso em todo o
SNC, incluindo as regides cortical, hipocampal, nigral, amigdala e talamica, e
maiores concentragdes sdo encontradas no hipocampo (Gao et al., 2022). O
BDNF é crucial para o aprendizado e a memoria, uma vez que regula os
processos de potenciagcao de longa duragéo (long-term potentiation — LTP) e
depressao de longa duracédo (long-term depression — LTD), envolvidos na
aquisicao e consolidagdo da memoria (Trombetta et al., 2020). Além disso,
também atua na regulacdo da plasticidade sinaptica, brotamento axonal,
proliferagdo da arvore dendritica e diferenciagédo neuronal (Tyler et al., 2002;
Budni et al., 2015).
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De volta ao cenario da DA, a deplecdo de BDNF foi associada ao acumulo de
AB, hiperfosforilagdo da proteina tau, neuroinflamacéo e apoptose neuronal,
tanto in vivo, quanto em humanos (Wang et al., 2019). Em um estudo com
camundongos APP/PS1, déficits de memodria e prejuizos na neurogénese
hipocampal em animais adultos (6 meses) foi demonstrada, e a superexpressao
de BDNF pareceu reverter este quadro (Hsiao et al., 2014). Maior expressao
deste fator neurotréfico também demonstrou aumentar LTP hipocampal e inibir
o efeito de AB e da proteina tau na perda neuronal em roedores (Nagahara et
al., 2009; Nagahara et al., 2013; Jiao et al., 2016).

Em estudos clinicos, pacientes com DA apresentaram niveis séricos de BDNF
reduzidos, em comparagao a controles (Laske et al., 2007; Forlenza et al., 2010;
Platenik et al., 2014). Em avaliagdo post-mortem também observou-se niveis
diminuidos de BDNF em amostras de hipocampo e cértex parietal de pacientes
com DA, comparando-se a individuos controle (Hock et al., 2000). Em
contrapartida, concentragdo elevada de BDNF plasmatico também ja foi
reportada em pacientes com DA, comparando-se a controles ou individuos com
CCL (Faria et al., 2014). Nesse sentido, foi proposto que estas alteragdes nos
niveis de BDNF podem estar relacionadas aos diferentes estagios da DA, uma
vez que menores concentragdes foram observadas, principalmente em fases
mais avang¢adas da doenca, ao passo que niveis maiores foram detectados
especialmente nos estagios iniciais. Isto, por sua vez, pode estar relacionado a

um mecanismo organico de regulacao da perda de memoaria (Budni et al., 2015).

Em relacdo aos demais fatores neurotroficos avaliados, embora ndo tenham
apresentado diferengca significativa neste trabalho, estudos prévios ja
demonstraram associagdes destes com a DA. Neste cenario, niveis mais
elevados de GDNF, importante fator de crescimento para o desenvolvimento,
sobrevivéncia e manutencdo dos neurbnios dopaminérgicos do mesencéfalo
(Deister; Schmidt, 2006), foi detectado no LCR de pacientes em estagios iniciais
de DA, comparando-se a controles. Por outro lado, em amostras de soro, este
fator neurotréfico apresentou-se reduzido nos pacientes avaliados, sugerindo-se
que estas diferencas podem estar associadas a um processo de adaptacao
cerebral em decorréncia da doencga (Straten et al., 2011). Em estudos in vivo,

animais APP/PS1 apresentaram niveis mais baixos de GDNF em amostras de
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hipocampo, comparando-se aos WT (Xiao et al., 2021). Em camundongos triplo
transgénicos para DA (3xTgAD), observou-se baixa expressdo de GDNF
hipocampal (Revilla et al., 2014a) e, ao serem tratados com terapia génica para
superexpressao deste fator neurotréfico na regido do hipocampo, por 6 meses,
estes animais apresentaram melhoras no aprendizado e memoria. Este efeito
neuroprotetor do GDNF foi acompanhando por maior regulagédo de BDNF, tendo
sido proposto que, em conjunto, estes fatores neurotréficos podem apresentar

funcdo importante contra atrofia e degeneragao neuronal (Revilla et al., 2014b).

No que se refere ao NGF, este fator neurotréfico desempenha importante fungcao
na plasticidade neuronal e sobrevivéncia de neurdnios colinérgicos do
prosencéfalo (cértex cerebral, hipocampo, prosencéfalo basal e hipotalamo), os
quais estéo relacionados a memoria e cognicao (Budni et al., 2015). Na DA, foi
reportado que o NGF pode exercer efeitos neuroprotetores, como manutengao
do crescimento neuritico e inibicdo de apoptose (Calissano, Matrone; Amadoro,
2010; Matrone et al., 2011). Além disso, em camundongos APP/PS1, a
expressao de NGF no hipocampo foi menor, em comparagdo a animais WT,
sugerindo-se que sua baixa expressédo pode contribuir para a deposigédo de AB
(Liu et al., 2014). Em estudos clinicos, todavia, ha resultados conflitantes. Alguns
trabalhos nao encontraram diferencas entre os niveis de NGF no soro, LCR e no
tecido encefélico (hipocampo e coértex parietal) de pacientes com DA, em
comparagao a controles (Murase et al., 1993; Faria et al., 2014). No entanto,
niveis séricos reduzidos de NGF ja foram reportados tanto em pacientes com
DA, quanto com CCL, comparando-se a individuos sem prejuizo cognitivo
(Forlenza et al., 2015). Assim, propds-se que diminuicées nos niveis de NGF
nestes pacientes podem ser atribuidas a reducdo da atividade colinérgica,

caracteristica da DA (Hellweg et al., 1998).
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I. 4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar pacientes com diagndstico de DA (provavel ou possivel) e
deméncia fronto-temporal (DFT), para compor o grupo caso (pacientes com

deméncia), assim como um grupo controle;
e Realizar a caracterizacdo demografica e clinica da populagéao do estudo;
¢ Realizar medidas antropométricas e coleta de sangue dos participantes;

e Proceder a determinacdo do perfil lipidico e de outros parametros

bioquimicos em amostras de soro;

e Quantificar os niveis de mediadores inflamatérios relacionados ao
inflamassoma NLRP3 (IL-1B, IL-18 e caspase-1) e de outras citocinas
inflamatdrias classicamente descritas na literatura (IL-6, IL-8, IL-10, IL12p70

e TNF) em amostras de plasma;

e Comparar as variaveis analisadas (dados clinicos, medidas antropométricas,
perfil lipidico e mediadores inflamatérios) entre dois grupos: controles versus
pacientes com deméncia, e entre trés grupos: controles versus DA versus
DFT;

e Avaliar se os mediadores inflamatorios estdo associados de forma

independente a deméncia ou a DA, corrigindo-se para os fatores de confusao;

e Avaliar correlagdes entre as variaveis estudadas dentro de cada grupo.
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Il. 5 MATERIAL E METODOS
Il. 5.1 Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
(CAAE - 68081416.8.0000.5149, Anexo Il). Antes da realizagdo de qualquer
procedimento do estudo, os participantes foram convidados e esclarecidos sobre
a pesquisa com a apresentacao do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE — Apéndice 1), na presenga ou ndo de um acompanhante, a depender
do seu estado de funcionalidade e cogni¢cdo. Aqueles que concordaram em
participar (ou 0os seus responsaveis, quando aplicavel) assinaram o presente

termo e receberam uma via do documento.

Il. 5.2 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo observacional, analitico e transversal envolvendo a
participacao de individuos com diagndstico de DA (provavel ou possivel) e DFT,

assim como um grupo controle.

Il. 5.3 Periodo e local

Os pacientes foram selecionados, durante o periodo de maio de 2019 a margo
de 2020, no Ambulatério de Neurologia Cognitiva e do Comportamento do
Hospital das Clinicas da UFMG, e o grupo controle, na comunidade, consistindo,
em uma amostragem por conveniéncia. Cabe ressaltar que a selegado de
participantes foi interrompida em marco de 2020, em decorréncia da pandemia
de covid-19. O projeto sofreu grande impacto no seu desenvolvimento devido a
essa situacéao, pois, além do distanciamento social, o publico-alvo da pesquisa
compreendia idosos, considerados grupo de risco para a covid-19, dificultando
ainda mais o contato com essa populacao. Desta forma, a coleta dos controles
somente foi concluida em margo de 2022.
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Il. 5.4 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos pacientes diagnosticados, por médicos neurologistas e
geriatras, com DA provavel ou possivel, apds avaliagdao de exame de imagem
(tomografia computadorizada de cranio ou ressonancia magnética com indicativo
de atrofia hipocampal) ou dosagem em LCR de AB1-42, proteina tau total e p-tau.
Também foram incluidos pacientes com DFT, diagnosticados de acordo com os
critérios do consenso internacional publicado por Rascovsky et al. (2011).
Pacientes com diagnostico de qualquer outra sindrome demencial ou que ainda
estavam sob investigacdo diagndstica foram excluidos. Também excluiu-se
participantes com qualquer quadro clinicamente relevante de: doencga hepatica;
doenca renal crénica; doengas auto-imunes e inflamatérias (IlUpus, doenga de
Crohn, etc.); doenga pulmonar obstrutiva crénica e asma; doencgas infecciosas;
neoplasias; histérico de doengas psiquiatricas (esquizofrenia, transtorno afetivo
bipolar, transtorno por uso de alcool, etc); epilepsia; neuroinfecgao; traumatismo
cranioencefalico e outros antecedentes neurolégicos (esclerose multipla,
aneurisma cerebral, etc.). Uso de recente de anti-inflamatorios ndo-esteroidais,
corticosteroides, imunossupressores, antirretrovirais e terapia hormonal também

foram considerados como critérios de exclusao.

Em relagao ao grupo controle, foram adotados os mesmos critérios descritos
acima, admitindo-se individuos com as mesmas comorbidades clinicas

observadas nos pacientes.

Il. 5.5 Coleta de dados clinicos e demograficos

Durante entrevista, os participantes responderam as perguntas dispostas na
ficha clinica (Apéndice 2). Em seguida, realizou-se a coleta de sangue,
conforme descrito no item 5.6 e, ao final, foram obtidas as medidas
antropométricas peso e altura, para o calculo do indice de massa corporal (IMC),
e circunferéncia abdominal. Em relagdo ao grupo controle, também foi aplicado
o mini-exame do estado mental (MEEM), teste de rastreio cognitivo realizado nos
pacientes durante as consultas ambulatoriais pela equipe médica. No caso dos

pacientes, demais dados clinicos também foram obtidos a partir dos prontuarios.
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Il. 5.6 Coleta e preparo das amostras biolégicas

Coletou-se, de cada participante do estudo, 20 mL de sangue venoso em tubos
do sistema Vacutainer®, sem jejum, sendo: 10 mL em tubos sem anticoagulante
e 10 mL em tubos contendo EDTA. Centrifugou-se as amostras a 1100 g por 15
minutos e, tanto o plasma quanto o soro, foram aliquotados e transferidos para
tubos tipo eppendorfs®, os quais foram estocados a -80°C para determinagao

posterior dos parametros bioquimicos e inflamatérios.

Il. 5.7 Determinacgao do perfil lipidico e outros parametros bioquimicos

A partir das amostras de soro obtidas, realizou-se a determinacado do perfil
lipidico, compreendendo os valores de CT, HDLc e TG. Calculou-se os valores

do colesterol ndo HDL (n&o HDLc) conforme abaixo:
ndo HDLc = CT - HDLc

Os valores do VLDLc e do LDLc foram calculados de acordo com a férmula de
Martin et al.(2013), em que:

VLDLc=TG +x
e
LDLc = CT - HDLc - VLDL

Nesta formula, x corresponde aos divisores de TG, que variam conforme os
valores deste e do ndo HDLc. Estes divisores sao tabelados e foram obtidos por
meio de calculos estatisticos que permitem estimar com maior fidedignidade os
valores de VLDLc, conforme o método proposto por Martin et al. (2013), que tem

como referéncia a ultracentrifugagéo para o calculo do LDLc (Faludi et al., 2017).

Adicionalmente, também foram determinados outros parametros bioquimicos,
tais como: proteina C reativa (PCR); enzimas hepaticas alanina
aminotransferase = (ALT)/ transaminase piruvica (TGP), aspartato
aminotransferase (AST)/ transaminase glutdmico-oxalacética (TGO), gama-
glutamil transferase (GGT); e o marcador renal creatinina. Estas dosagens foram
realizadas no Laboratério Distrital Norte/Venda Nova da Secretaria Municipal de
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Saude da Prefeitura de Belo Horizonte (SMSA-PBH) no analisador automatico

AU480 Beckman Coulter®, seguindo as orientagdes do fabricante.

Os valores de referéncia para estes analitos estao descritos na Tabela 11.

Tabela 11. Valores de referéncia dos pardmetros bioquimicos.

Analito Valor de referéncia
CT Acima de 20 anos:
o Desejavel: <200 mg/dL
e Limitrofe: 200 - 239 mg/dL
e Aumentado: > 240 mg/dL
HDLc Acima de 20 anos: 40 - 60 mg/dL
Desejavel: > 60 mg/dL
LDLc Acima de 20 anos:
e Otimo: < 100 mg/dL
e Desejavel: 100 - 129 mg/dL
e Limitrofe: de 130 a 159 mg/dL
e Aumentado: > 160 mg/dL
TG Acima de 20 anos:
e Desejavel: < 150 mg/dL
e Limitrofe: 150 - 200 mg/dL
e Aumentado: 200 - 499 mg/dL
PCR <5mg/L
ALT Homens: < 50 U/L
Mulheres: < 35 U/L
AST Homens: <50 U/L
Mulheres: < 35 U/L
GGT Mulheres: < 38 U/L
Homens: < 55 U/L
Creatinina Mulheres: 0,51 - 0,95 mg/dL

Homens: 0,67 - 1,17 mg/dL

Il. 5.8 Dosagem de mediadores inflamatérios

A partir das amostras de plasma obtidas, foram feitas dosagens de mediadores

inflamatorios relacionados a ativagao do inflamassoma NLRP3 (IL-183, IL-18 e

caspase-1), e de outras citocinas inflamatoérias (IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, TNF),

conforme detalhado nos subtopicos Il. 5.8.1 e 1. 5.8.2 a seguir.
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Il. 5.8.1 Quantificacao por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Os niveis de IL-18 e caspase-1 foram determinados, no plasma de pacientes,
por meio da técnica de ELISA sandwich, utilizando os kits comerciais Human
IL18 (Sigma-Aldrich, EUA) e Human Caspase-1 (Sigma-Aldrich, EUA). Em todos
0S ensaios, a quantificagcdo dos niveis destes analitos foi realizada com base em

curva padrao, conforme as instru¢des de cada fabricante.

Il. 5.8.2 Quantificagao por microesferas - Cytometric Bead Array (CBA)

Os niveis das citocinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 e TNF, presentes no
plasma de pacientes, foram determinados utilizando o kit BD Cytometric Bead
Array (CBA) Human Inflammatory Cytokines (BD Bioscience, San Diego, CA,
EUA). Esse ensaio utiliza microesferas (“beads”) de captura para detec¢éo das
citocinas nas amostras analisadas. Os procedimentos foram realizados seguindo
as instrugdes do fabricante. A aquisicao das amostras foi feita no citbmetro BD
FACS Calibur e o processamento dos dados, no software FlowJo (Tree Star,
Ashlan, OR).

Il. 5.9 Analises estatisticas

Variaveis categoricas foram expressas em frequéncia absoluta (N) e relativa (%),
e associacoes entre estas variaveis foram avaliadas pelo teste Qui-Quadrado de
Pearson. Variaveis continuas foram submetidas ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. Aquelas que apresentaram distribuicdo normal foram expressas
em media e desvio padrao, e as com distribuigdo ndo normal, em mediana e

intervalo interquartil [quartil 3 — quartil 1(Q3-Q1)].

Comparacdes entre os dois grupos (controles versus pacientes com deméncia)
foram feitas usando o teste t de Student, quando os dados se mostraram com
distribuicao normal, ou Mann—Whitney, para dados com distribuicdo ndo normal.
Ja comparagdes entre os trés grupos (controles versus DA versus DFT) foram
realizadas por ANOVA de uma via ou pelo teste de Kruskall-Wallis (para dados

normais e ndo normais, respectivamente).

Para avaliar a associagdo de mediadores inflamatérios, de forma independente,
a deméncia ou a DA, realizou-se analises de regressao logistica. Para isto,
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primeiramente, foi feita analise univariada, tendo os mediadores inflamatérios
como variaveis independentes, e a presenga de deméncia ou DA, como variaveis
dependentes. Em seguida, realizou-se a analise multivariada (modelo final), na
qual foram incluidas todas as variaveis independentes que apresentaram
resultado significativo na analise univariada. No modelo final também foram
incluidos os fatores de confusdo: idade, sexo, escolaridade, MEEM, HAS, DM,
dislipidemia, IMC e circunferéncia abdominal. Para avaliar a adequagao deste
modelo, utilizou-se o teste de Hosmer and Lemeshow, o qual consiste em um
teste Qui-quadrado que verifica se existem diferengas significativas entre as
classificagdes feitas pelo modelo e a realidade observada. O melhor ajuste do
modelo é indicado por uma menor diferenga entre estas classificagdes, ou seja,

por um valor de Qui-quadrado n&o significativo (Hair, 1998).

Por fim, correlagdes entre as variaveis do estudo foram avaliadas pelo teste de
correlagdo de Spearman. A interpretacao da magnitude da associacgao foi feita
de acordo com os valores do coeficiente de correlagao (rho), conforme descrito
por Schober; Boer; Schwarte (2018), como: insignificante (0,00 — 0,10), fraca
(0,20 — 0,39), moderada (0,40 - 0,69), forte (0,70 — 0,89) ou muito forte (0,90 —
1,0).

Todos os testes estatisticos foram bicaudais, e considerou-se estatisticamente
significativos os valores de p < 0,05. As analises foram feitas utilizando-se o
software SPSS versao 25.0 (Statistical Package for Social Sciences Inc.,
Chicago, IL, EUA). Para a elaboracdo dos graficos utilizou-se o software
GraphPad Prism® versao 6.07 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).
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Il. 6 RESULTADOS
Il. 6.1 Selecao dos participantes do grupo caso

Durante o periodo de maio de 2019 a margo de 2020, foram acompanhados 272
pacientes no ambulatério e, dentre estes, foram incluidos 23 com DA e 9 com
DFT (Figura 16), totalizando em 32 individuos no grupo de pacientes com
deméncia (grupo caso). Os motivos que levaram a n&o inclusdo dos demais
pacientes estdo apresentados na Figura 17. Nota-se que, dos 240 nao
selecionados, a maioria dos individuos estava na primeira consulta ou triagem
(16,7%), apresentava diagnostico de outra condicdo clinica diferente das
descritas (13,8%), ou ainda estava sob investigacdo diagndstica (13,3%).
Ressalta-se, também, que foram excluidos 9,6% dos pacientes com diagndstico
de DA provavel ou possivel (n = 23), e 13,8% dos pacientes com DFT (n = 33)

por terem apresentado algum dos critérios de exclusao definidos.

B DA
B DFT
1 Excluidos

240

Total = 272

Figura 16. Frequéncia de pacientes incluidos e excluidos do estudo.
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DA excluidos= |23(9,6%)

DFT excluidos= |33(13,8%)
Deméncia mista-: 16(6,7%)
Deméncia vascular =|___]6(2,5%)
Deméncia carpos Lewy -:'(3(2,5%)

Outras deméncias= | 12(5%)

Comprometimento cognitivo leve= |8(3,3%)

Transtornos psiquiatricos= I 16 (6,7%)

12 consulta ou triagem= |40(16,7%)
Investigagdo diagndstica= 132(13,3%)
Qutra condigdo clinica = |33(13,8%)
N&o descrito = |24 (10%)

T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Frequéncia absoluta
Figura 17. Fatores de nao elegibilidade dos pacientes acompanhados no ambulatério, dentre o

total de 240 que foram excluidos. DA = doencga de Alzheimer; DFT = deméncia fronto-temporal.

Il. 6.2 Caracterizagcao demografica e clinica dos participantes

Participaram desse estudo um total de 65 individuos, compreendendo 23
pacientes com DA, 9 com DFT e 33 controles. Os pacientes com DA e DFT
também foram agrupados formando o grupo de pacientes com deméncia (n =
32). Na Tabela 12 estdo apresentadas as caracteristicas demograficas e clinicas

dos participantes, comparando-se os grupos controle e deméncia (DA+DFT).

Na amostra avaliada, a maioria dos individuos era do sexo feminino, com média
de idade em torno de 70 anos. Os controles foram pareados com o grupo caso
para idade e sexo, ndo havendo, portanto, diferenga para estas variaveis entre
0s grupos. Em contrapartida, pacientes com deméncia apresentaram menor
escolaridade, medida pelo tempo de estudo em anos, em comparagao ao grupo
controle. Também houve diferenga entre os grupos em relagdo as medidas
antropométricas. Individuos do grupo controle apresentaram maior IMC e
medida da circunferéncia abdominal, comparando-se ao grupo de pacientes com
deméncia. Ao avaliar este ultimo em relagdo ao sexo, todavia, observou-se que

esta diferenca somente foi observada entre as mulheres.

A pontuagcdo no MEEM foi menor nos pacientes com deméncia, quando

comparados aos controles. Estado civil, prevaléncia de comorbidades (HAS, DM
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e dislipidemia), uso de estatinas e pratica de atividade fisica nao foi diferente

entre os grupos.

Tabela 12. Caracteristicas demogréficas e clinicas dos grupos controle e deméncia.

Controle Pacientes com deméncia
(N = 33) (N = 32) P

Sexo, N (%)

Feminino 25 (75,8%) 23 (71,9%) 0,783A

Masculino 8 (24,2%) 9 (28,1%)
Idade (anos) 718 72+ 10 0,7318
Escolaridade (anos) 125 95 0,006°

Analfabeto 0 1(3,9%) 0,017A

1 a4 anos 5(15,2%) 9 (28,1%)

5 a 8 anos 0 6 (18,8%)

9a 11 anos 14 (42,4%) 6 (18,8%)

Mais de 11 anos 14 (42,4%) 10 (31,3%)
Estado civil, N (%)

Solteiro 10 (30,3%) 3(9,4%) 0,188

Casado 14 (42,4%) 16 (50%)

Divorciado ou separado 3(9,1%) 3 (9,4%)

Viavo 6 (18,2%) 10 (31,3%)
HAS, N (%) 20 (60,6%) 16 (50%) 0,390
DM, N (%) 8 (24,2%) 5 (15,6%) 0,385%
Dislipidemia, N (%) 10 (30,3%) 8 (25%) 0,633~
Uso de estatina, N (%) 10 (30,3%) 8 (25%) 0,633~
Atividade fisica, N (%) 18 (62,1%) 11 (34,4%) 0,058~
IMC (kg/m?) 29,27 + 42,43 25,37 £ 3,94 0,0018
Circunferéncia abdominal (cm) 101,49 + 15,39 86,87 £ 14,11 0,0018

Homens 110,10 £ 15,92 93 + 14,58 0,0648

Mulheres 99,11 £ 14,82 84,36 £ 13,45 0,0028
MEEM 28 (5,25) 14 (13,25) <0,001¢

ATeste Qui-Quadrado de Pearson (valores expressos como frequéncia absoluta e relativa).
BTeste t de Student (valores expressos como média e desvio padrao).

CTeste de Mann-Whitney (valores expressos como mediana e intervalo interquartil: Q3-Q1).
Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados em negrito e sombreados.
DA = doenga de Alzheimer; DFT = deméncia fronto-temporal; DM = diabetes mellitus; HAS =
hipertenséo arterial sistémica; IMC = indice de massa corporal; MEEM = Mini exame do estado

mental.

As caracteristicas demograficas e clinicas dos participantes, comparando-se os
grupos controle, DA e DFT, estdo apresentadas na Tabela 13. Pacientes com
DA apresentaram menor escolaridade em comparacéo aos controles, mas esta
diferenca nao foi encontrada para os pacientes com DFT. Os controles, por sua

vez, apresentaram IMC e medida da circunferéncia abdominal maiores, em
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comparagao tanto aos pacientes com DA, quanto aos com DFT. Interessante
notar que a medida circunferéncia abdominal também foi significativamente
maior nos pacientes com DA, comparando-se aos individuos com DFT. Ao
avaliar este parametro em relagdo ao sexo, observou-se estas mesmas
diferengas, mas somente entre as mulheres. Ainda, ambos os grupos de
pacientes apresentaram menor pontuagcao no MEEM em relagao aos controles,

mas esta nao foi diferente entre os dois tipos de deméncia.

Adicionalmente, na Tabela 12 também estdo apresentados dados clinicos que
estavam disponiveis apenas para pacientes com DA, tais como idade de inicio
dos sintomas e da primeira consulta, tempo decorrido desde esta e a pontuacgao
no primeiro MEEM realizado. Também estdo apresentados os valores dos
marcadores AB1-42, tau total e p-tau dosados no LCR, descritos em prontuario.
Interessante observar que, do tempo decorrido desde a primeira consulta, que
foi de cerca de 4 anos, a pontuagao no MEEM reduziu (de 19 para 16,5), o que

€ um demonstrativo da progressao da doencga.

Tabela 13. Caracteristicas demograficas e clinicas dos grupos controle, DA e DFT.

Controle DA DFT
(N = 33) (N =23) (N =09) P
Sexo, N (%)
Feminino 25 (75,8%) 17 (73,9%) 6 (66,7%) 0,860
Masculino 8 (24,2%) 6 (26,1%) 3 (33,3%)
Idade (anos) 718 72+ 11 719 0,8358
Escolaridade (anos) 125 84 105 0,01781
Analfabeto 0 1(4,3%) 0 0,010~
1 a4 anos 5(15,2%) 6 (26,1%) 3 (33,3%)
5a 8 anos 0 6 (26,1%) 0
9a 11 anos 14 (42,4%) 5(21,7%) 1(11,1%)
Mais de 11 anos 14 (42,4%) 5(21,7%) 5 (55,6%)
Estado civil, N (%)
Solteiro 10 (30,3%) 3(13%) 0
Casado 14 (42,4%) 11 (47,8%) 5 (55,6%) 0,2694
Divorciado ou separado 3(9,1%) 3 (13%) 0
Viavo 6 (18,2%) 6 (26,1%) 4 (44,4%)
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Tabela 13. Caracteristicas demograficas e clinicas dos grupos controle, DA e DFT (continuacéo).

Controle DA DFT
(N = 33) (N =23) (N=9) P

HAS, N (%) 20 (60,6%) 11 (47,8%) 5 (55,6%) 0,6394
DM, N (%) 8 (24,2%) 4 (17,4%) 1(11,1%) 0,633A
Dislipidemia, N (%) 10 (30,3%) 8 (34,8%) 0 0,1264
Uso de estatina, N (%) 10 (30,3%) 8 (34,8%) 0 0,1264
Atividade fisica, N (%) 18 (62,1%) 9 (39,1%) 2 (22,2%) 0,077A
IMC (kg/m?) 29,27 £ 42,43 26,04 £ 4,12 23,46 £ 2,82 0,00282
Circunferéncia abdominal (cm) 101,49 +15,39 90,67 + 13,28 75,94 + 10,71 <0,00183

Homens 110,10 £ 15,92 97,17 £ 16,06 84,67 £ 7,02 0,099

Mulheres 99,11 £ 14,82 88,38 £ 11,86 70,70 £ 9,19 <0,001¢4
MEEM 28 (5,25) 16,5 (11,5) 11 (18) <0,001¢5
MEEM na primeira consulta - 19 (9,25) - -
Idade de inicio dos sintomas - 65+ 9,93 - -
(anos)
Idade na primeira consulta - 68 £ 10,76 - -
(anos)
Tempo desde a primeira - 4 +259 - -
consulta (anos)
Dosagem em LCR, N (%) - 8 (34,8%) - -

ABa42 (ng/L)
tau total (ng/L)
P-tau (ng/L)

594,93 + 149,06
717,33 + 342,66

78,69 = 25,48

ATeste Qui-Quadrado de Pearson (valores expressos como frequéncia absoluta e relativa).
BANOVA de uma via (valores expressos como média e desvio padréo). cTeste de Kruskal-Wallis
(valores expressos como mediana e intervalo interquartil: Q3-Q1).

'Pos-teste de Tukey: p controle vs DA = 0,013; p controle vs DFT = 0,456; p DA vs DFT = 0,655.
2Pos-teste de Tukey: p controle vs DA = 0,025; p controle vs DFT = 0,003; p DA vs DFT = 0,287.
3Pos-teste de Tukey: p controle vs DA = 0,029; p controle vs DFT < 0,001; p DA vs DFT = 0,034.
4Pos-teste de Tukey: p controle vs DA = 0,049; p controle vs DFT < 0,001; p DA vs DFT = 0,031.
5Pos-teste de Dunn: p controle vs DA < 0,001; p controle vs DFT < 0,001; p DA vs DFT = 0,780.
Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados em negrito e sombreados.
AB1-42 = peptideo B-amildide 142; DA = doenga de Alzheimer; DFT = deméncia fronto-temporal;
DM = diabetes mellitus; HAS = hipertensao arterial sistémica; IMC = indice de massa corporal;
LCR = liquido cefalorraquidiano; MEEM = Mini exame do estado mental; p-tau = proteina tau

fosforilada.

Il. 6.3 Avaliagao do perfil lipidico e de outros parametros bioquimicos

Dentre os parametros do perfil lipidico avaliados, observou-se diferenca
significativa somente em relagédo ao LDLc, que foi maior nos pacientes com

deméncia, em comparacéo aos controles (Tabela 14).
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Tabela 14. Niveis séricos de parametros do perfil lipidico comparando-se os grupos controle e

deméncia.

Controle Pacientes com deméncia

(N = 33) (N = 32) p
CT (mg/dL) 188,23 £ 52,56 208,88 + 41,37 0,088
LDLc (mg/dL) 97,72 £ 48,15 120,43 £ 34,41 0,033
HDLc (mg/dL) 56,94 £ 9,59 59,78 £ 13,50 0,338
Nao HDLc (mg/dL) 131,29 £ 50,73 149,09 + 41,67 0,133
TG (mg/dL) 165,74 £ 107,68 167 + 111,43 0,964

Teste t de Student (valores expressos como média e desvio padrao). Resultados com p < 0,05
(significativos) estdo destacados em negrito e sombreados. CT = colesterol total; HDLc =
colesterol presente na lipoproteina de alta densidade; LDLc = colesterol presente na lipoproteina

de alta densidade; TG = triglicérides.

Ja na comparagéao entre os grupos controle, DA e DFT, os parametros do perfil

lipidico ndo foram diferentes entre os grupos (Tabela 15).

Tabela 15. Niveis séricos de paradmetros do perfil lipidico comparando-se os grupos controle, DA
e DFT.

Controle DA DFT

(N=33) (N =23) (N=9) P
CT (mg/dL) 188,23 £ 52,56 208,87 £ 44,40 208,89 + 34,83 0,235
LDLc (mg/dL) 97,72 + 48,15 118,88 + 36,82 124,39 + 28,90 0,099
HDLc (mg/dL) 56,94 + 9,59 60,52 + 14,36 57,89 £ 11,57 0,542
Nao HDLc (mg/dL) 131,29 £ 50,73 148,35 + 45,38 151 + 32,58 0,322
TG (mg/dL) 165,74 + 107,68 172,30 £ 121,29 153,44 + 85,85 0,909

ANOVA de uma via (valores expressos como média e desvio padrdo). CT = colesterol total;
DA = doenga de Alzheimer; DFT = deméncia fronto-temporal; HDLc = colesterol presente na
lipoproteina de alta densidade; LDLc = colesterol presente na lipoproteina de alta densidade;

TG = triglicérides.

Nas analises adicionais dos outros parametros bioquimicos, todavia, observou-
se que os valores de creatinina foram maiores nos pacientes com deméncia, em

comparacgao aos controles (Tabela 16).
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Tabela 16. Niveis séricos de outros parametros bioquimicos comparando-se 0s grupos controle

e deméncia.

Controle Pacientes com deméncia

(N = 33) (N = 32) p
ALT (U/L) 15,5 (9,5) 13,5 (8,5) 0,262
AST (U/L) 20,32 + 4,39 21,56 + 6,07 0,3588
GGT (U/L) 19 (35,25) 17 (10,25) 0,093
Creatinina (mg/dL) 0,87 £ 0,16 1,01 £ 0,22 0,0048
PCR (mg/L) 1,10 (1,14) 1,23 (1,67) 0,257A

ATeste de Mann-Whitney (valores expressos como mediana e intervalo interquartil: Q3-Q1).
BTeste t de Student (valores expressos como média e desvio padrdo). Resultados com p < 0,05
(significativos) estao destacados em negrito e sombreados. ALT = alanina aminotransferase;

AST = aspartato aminotransferase; GGT = gama-glutamil transferase; PCR = proteina C reativa.

Comparando-se os trés grupos, observou-se que esta diferenga foi encontrada

somente entre pacientes com DA, em relagédo aos controles (Tabela 17).

Tabela 17. Niveis séricos de outros pardmetros bioquimicos comparando-se os grupos controle,
DA e DFT.

Controle DA DFT

(N = 33) (N =23) (N=9) P
ALT (U/L) 15,5 (9,5) 15,5 (8,5) 9 (4,25) 0,0624
AST (UIL) 20,32+4,39  21,83+6,28 20,89 £ 5,80 0,5958
GGT (UIL) 19 (35,25) 17,5 (9,5) 15,5 (18) 0,170
Creatinina (mg/dL) 0,87 £ 0,16 1,04 £ 0,18 0,93 £ 0,30 0,0058
PCR (mg/L) 1,10 (1,14) 1,33 (1,56) 0,97 (2,31) 0,517A

ATeste de Kruskal-Wallis (valores expressos como mediana e intervalo interquartil: Q3-Q1).
BANOVA de uma via (valores expressos como média e desvio padréo).

'Pos-teste de Tukey: p controle vs DA = 0,003; p controle vs DFT = 0,689; p DA vs DFT = 0,256.
Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados em negrito e sombreados.
ALT = alanina aminotransferase; AST = aspartato aminotransferase; DA = doenca de Alzheimer;

DFT = deméncia fronto-temporal; GGT = gama-glutamil transferase; PCR = proteina C reativa.

Il. 6.4 Avaliacdo de mediadores inflamatérios relacionados a ativagao do

inflamassoma NLRP3

Os valores plasmaticos dos mediadores inflamatérios relacionados a ativagéo do
inflamassoma NLRP3, comparando-se 0s grupos controle e pacientes com

deméncia, estdo apresentados na Tabela 18.
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Tabela 18. Niveis plasmaticos de mediadores inflamatdrios relacionados a ativagdo do

inflamassoma NLRP3 comparando-se os grupos controle e deméncia.

Controle Pacientes com deméncia

(N = 33) (N = 32) p
IL-1B (pg/mL) 17,79 (1,37) 19,00 (2,65) 0,005
IL-18 (pg/mL) 16,51 (14,65) 22,40 (29,04) 0,439
Caspase-1 (ng/mL) 0,22 (0,04) 0,20 (0,20) 0,892

Teste de Mann-Whitney (valores expressos como mediana e intervalo interquartil: Q3-Q1).
Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados em negrito e sombreados.

IL = interleucina.

Pacientes com deméncia apresentaram niveis plasmaticos mais elevados de IL-
18, em comparagdo aos controles (Figura 18A). Entretanto, para IL-18 e

caspase-1, nao houve diferenca entre os grupos (Figura 18B e C,

respectivamente).
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Figura 18. Niveis plasmaticos de mediadores inflamatdrios relacionados a ativagdo do
inflamassoma NLRP3 comparando-se os grupos controle e deméncia. IL = interleucina; ns = ndo

significativo.

Resultados semelhantes foram encontrados nas comparacdes entre os trés
grupos. Neste caso, observou-se que os niveis plasmaticos de IL-13 estavam
mais elevados nos pacientes com DA, quando comparados aos controles, mas
esta diferenga nao foi observada para os pacientes com DFT (Figura 19A). Os
valores plasmaticos destes mediadores inflamatérios, para cada grupo, estdo

apresentados na Tabela 19.
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Tabela 19. Niveis plasmaticos de mediadores inflamatdrios relacionados a ativagdo do

inflamassoma NLRP3 comparando-se os grupos controle, DA e DFT.

Controle DA DFT

(N = 33) (N =23) (N=9) P
IL-1B (pg/mL) 17,79 (1,37) 19,28 (2,99) 17,38 (1,35) 0,017
IL-18 (pg/mL) 16,51 (14,65) 21,97 (18,11) 36,62 (48,32) 0,620
Caspase-1 (ng/mL) 0,22 (0,04) 0,18 (0,21) 0,25 (0,45) 0,864

Teste de Kruskal-Wallis (valores expressos como mediana e intervalo interquartil: Q3-Q1).
'Pés-teste de Dunn: p controle vs DA = 0,016; p controle vs DFT = 0,432; p DA vs DFT = 0,999.
Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados em negrito e sombreados.

DA = doencga de Alzheimer; DFT = deméncia fronto-temporal; IL = interleucina.
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Figura 19. Niveis plasmaticos de mediadores inflamatérios relacionados a ativagdo do
inflamassoma NLRP3 comparando-se os grupos controle, DA e DFT. DA = doenga de Alzheimer,

DFT = deméncia fronto-temporal; IL = interleucina; ns = ndo significativo.

Il. 6.5 Avaliagao de outras citocinas inflamatérias

Os pacientes com deméncia apresentaram niveis mais elevados de todas as
outras citocinas inflamatérias avaliadas (IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 e TNF) em
comparagao aos controles (Figura 20), cujos valores estdo apresentados na
Tabela 20.

PARTE II



112

Tabela 20. Niveis plasmaticos de IL-6, IL-8, IL-10, IL12p10 e TNF comparando-se 0s grupos

controle e deméncia.

Controle Pacientes com deméncia

(N = 33) (N = 32) p
IL-6 (pg/mL) 13,20 (2,35) 14,26 (5,66) 0,004
IL-8 (pg/mL) 30,05 (5,55) 33,23 (4,33) <0,001A
IL-10 (pg/mL) 6,70 £ 1,09 7,46 £ 1,59 0,0328
IL-12p70 (pg/mL) 10,58 (1,44) 11,33 (1,68) 0,008~
TNF (pg/mL) 7,95 (0,71) 8,38 (1,75) 0,005~

ATeste de Mann-Whitney (valores expressos como mediana e intervalo interquartil: Q3-Q1).

BTeste t de Student (valores expressos como média e desvio padrdo). Resultados com p < 0,05

(significativos) estao destacados em negrito e sombreados. IL = interleucina; TNF = fator de

necrose tumoral.
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Figura 20. Niveis plasmaticos de IL-6 (A), IL-8 (B), IL-10 (C), IL12p10 (D) e TNF (E) comparando-

se os grupos controle e deméncia. IL = interleucina; TNF = fator de necrose tumoral; ns = nédo

significativo.
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Na comparagao entre os trés grupos, cujos valores plasmaticos das citocinas
estdo dispostos na Tabela 21, ndo houve diferenga significativa somente para
IL-10 (Figura 21C). IL-6, IL-12p70 e TNF estavam mais elevadas nos pacientes
com DA em comparagao aos controles (Figura 21A, D e E, respectivamente). Ja
IL-8 estava mais elevada em ambos os grupos DA e DFT, comparando-se aos

controles (Figura 21B).

Tabela 21. Niveis plasmaticos de IL-6, IL-8, IL-10, IL12p10 e TNF comparando-se 0s grupos
controle, DA e DFT.

Controle DA DFT

(N = 33) (N =23) (N=9) P
IL-6 (pg/mL) 13,20 (2,35) 15,39 (7,46) 13,16 (1,62)  0,006A
IL-8 (pg/mL) 30,05 (5,55) 33,92 (5,40) 32,45 (3,30)  0,002A2
IL-10 (pg/mL) 6,70 £ 1,09 7,52 0,94 7,29 £ 2,70 0,0958
IL-12p70 (pg/mL) 10,58 (1,44) 11,64 (1,75) 10,73 (1,20)  0,025A3
TNF (pg/mL) 7,95 (0,71) 8,69 (1,80) 7,78 (0,88) 0,021A4

ATeste de Kruskal-Wallis (valores expressos como mediana e intervalo interquartil: Q3-Q1).
BANOVA de uma via (valores expressos como média e desvio padréo).

'Pos-teste de Dunn: p controle vs DA = 0,004; p controle vs DFT = 0,999; p DA vs DFT = 0,408.
2Pos-teste de Dunn: p controle vs DA = 0,004; p controle vs DFT = 0,032; p DA vs DFT = 0,999.
3Pos-teste de Dunn: p controle vs DA = 0,025; p controle vs DFT = 0,464; p DA vs DFT = 0,999.
4Pos-teste de Dunn: p controle vs DA = 0,031; p controle vs DFT = 0,206; p DA vs DFT = 0,999.
Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados em negrito e sombreados.
DA = doenga de Alzheimer; DFT = deméncia fronto-temporal; IL = interleucina; TNF = fator de

necrose tumoral.
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Figura 21. Niveis plasmaticos de IL-6, IL-8, IL-10, IL12p10 e TNF comparando-se 0os grupos
controle, DA e DFT. DA = doenga de Alzheimer; DFT = deméncia fronto-temporal;

IL = interleucina; TNF = fator de necrose tumoral; ns = ndo significativo.

Il. 6.6 Avaliagao da associagao de mediadores inflamatérios por regressao

logistica
Il. 6.6.1 Associacao dos mediadores inflamatérios a deméncia

Nas analises realizadas para avaliar a associacdo de cada mediador inflamatério
a deméncia (regressao logistica univariada), IL-13, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12p70
demonstraram estar associadas a esta condigao clinica (Tabela 22). Entretanto,
ao incluir estes mediadores inflamatorios em um mesmo modelo estatistico
(regressao logistica multivariada), ajustando-se para os principais fatores de
confusdo, nédo foram encontradas associagdes, ou seja, (Tabela 23) nenhuma
destas citocinas apresentou-se associada de forma independente a deméncia.
Os fatores de confusao incluidos no modelo foram: idade, sexo, escolaridade,
MEEM, HAS, DM, dislipidemia, IMC e circunferéncia abdominal.
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Tabela 22. Avaliagdo da associacdo dos mediadores inflamatérios a deméncia por analise

univariada.
OR p
IL-1B 1,73 0,016
IL-18 1,01 0,686
Caspase-1 1,08 0,537
IL-6 1,35 0,017
IL-8 1,21 0,014
IL-10 1,75 0,049
IL-12p70 2,01 0,016
TNF 1,07 0,452

Regresséo logistica univariada. Cada mediador inflamatério foi incluido como variavel
independente em modelos separados, e, em todos, a presenca de deméncia foi incluida como
variavel dependente. Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados em negrito e

sombreados. IL= interleucina; OR = odds ratio.

Tabela 23. Avaliacdo da associagdo dos mediadores inflamatérios a deméncia por analise

multivariada.
OR p
IL-1B 9,18 x 10° 0,998
IL-6 9,18 x 10* 0,997
IL-8 1,23 1,000
IL-10 1,16 x 103 0,999
IL-12p70 1,08 x 10° 0,998

Regresséo logistica multivariada. Todos os mediadores inflamatérios foram incluidos no mesmo
modelo como variaveis independentes, juntamente com as variaveis de confusdo: idade, sexo,
escolaridade, mini-exame do estado mental, hipertensado arterial sistémica, diabetes melitus,
dislipidemia, indice de massa corporal e circunferéncia abdominal. A presenga de deméncia foi
incluida como variavel dependente. p Hosmer e Lemeshow = 1,000. IL= interleucina; OR = odds

ratio.

Il. 6.6.2 Associacao de mediadores inflamatérios a DA

Os mesmos resultados para as associacdées com deméncia foram encontrados
nas analises realizadas para avaliar a associacdo dos mediadores inflamatorios
a DA. Na regressao logistica univariada, IL-183, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12p70
demonstraram estar associadas a doenca (Tabela 24).
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Tabela 24. Avaliagao da associagcdo dos mediadores inflamatdérios a DA por analise univariada.

OR P
IL-1B 1,83 0,014
IL-18 1,00 0,962
Caspase-1 1,09 0,488
IL-6 1,44 0,010
IL-8 1,19 0,034
IL-10 2,35 0,015
IL-12p70 2,10 0,015
TNF 1,03 0,745

Regresséo logistica univariada. Cada mediador inflamatério foi incluido como variavel

independente em modelos separados, e, em todos, a presenga de DA foi incluida como variavel

dependente. Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados em negrito e

sombreados. IL= interleucina; OR = odds ratio.

No entanto, ao incluir estes mediadores inflamatérios no mesmo modelo

estatistico (regressao logistica multivariada), ajustando-se para os principais

fatores de confusao (idade, sexo, escolaridade, MEEM, HAS, DM, dislipidemia,

IMC e circunferéncia abdominal), ndo foram encontradas associagbes (Tabela

25). Assim, este resultado indica que nenhuma destas citocinas apresentou-se

independentemente associada a DA.

Tabela 25. Avaliagao da associagdo dos mediadores inflamatérios a DA por analise multivariada.

OR P
IL-18 3,86 x 10% 0,976
IL-6 2,81 x 10" 0,977
IL-8 9,22 x 107 0,977
IL-10 0 0,981
IL-12p70 3,16 x 10?7 0,978

Regresséo logistica multivariada. Todos os mediadores inflamatérios foram incluidos no mesmo

modelo como variaveis independentes, juntamente com as variaveis de confusdo: idade, sexo,

escolaridade, mini-exame do estado mental, hipertensado arterial sistémica, diabetes melitus,

dislipidemia, indice de massa corporal e circunferéncia abdominal. A presenca de DA foi incluida

como variavel dependente. p Hosmer e Lemeshow = 1,000. IL= interleucina; OR = odds ratio.
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Il. 6.7 Avaliagao de correlagoes entre as variaveis do estudo

Il. 6.7.1 Correlagoes entre MEEM, medidas antropomeétricas e parametros

do perfil lipidico

Nao observou-se correlagdes significativas entre MEEM e os parametros do
perfil lipidico, em nenhum dos grupos. A respeito das medidas antropométricas,
no grupo controle, também nao foram observadas correlagbes significativas
destas com os lipidios circulantes dosados, como pode ser visto na Tabela 26.
Por outro lado, no grupo de pacientes com deméncia, observou-se correlagéo

negativa fraca entre a medida da circunferéncia abdominal e o CT (Tabela 27).

Tabela 26. Correlagdes entre MEEM e medidas antropométricas com parametros do perfil

lipidico no grupo controle.

Controle (N = 33)

MEEM IMC Circunferéncia
abdominal

oT rho 0,077 0,204 -0,186

p 0,720 0,338 0,384

rho 0,102 0,146 -0,211
LDLc

p 0,636 0,496 0,322

rho 0,177 0,111 0,180
HDLc

p 0,409 0,605 0,399

rho 0,048 0,146 -0,265
Néao HDLc

p 0,823 0,496 0,211
G rho -0,257 0,320 -0,165

p 0,226 0,128 0,441

Teste de correlagdo de Spearman. CT = colesterol total; HDLc = colesterol presente na

lipoproteina de alta densidade; IMC = indice de massa corporal; LDLc = colesterol presente na

lipoproteina de alta densidade; MEEM = Mini exame do estado mental; TG = triglicérides.
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Tabela 27. Correlagdes entre MEEM e medidas antropométricas com paradmetros do perfil

lipidico no grupo de pacientes com deméncia (DA + DFT).

Pacientes com deméncia (N = 32)

MEEM IMC Circunferéncia
abdominal

oT rho -0,010 -0,202 -0,367

p 0,958 0,275 0,043

rho -0,028 -0,204 -0,323
LDLc

p 0,889 0,271 0,076

rho 0,112 -0,271 -0,208
HDLc

p 0,570 0,141 0,262

rho -0,004 -0,103 -0,290
Nao HDLc

p 0,984 0,583 0,114
G rho 0,094 0,355 0,130

p 0,635 0,050 0,486

Teste de correlagao de Spearman. Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados

em negrito e sombreados. CT = colesterol total; HDLc = colesterol presente na lipoproteina de
alta densidade; IMC = indice de massa corporal; LDLc = colesterol presente na lipoproteina de

alta densidade; MEEM = Mini exame do estado mental; TG = triglicérides.

No grupo de pacientes somente com DA, além de ter sido observada correlagéo
negativa moderada entre a medida da circunferéncia abdominal e o CT, a medida
da circunferéncia abdominal também se correlacionou de forma negativa com os
valores de LDLc (Tabela 28).
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Tabela 28. Correlagdes entre MEEM e medidas antropométricas com pardmetros do perfil

lipidico no grupo de pacientes com DA.

DA (N = 23)
MEEM IMC Circunferéncia
abdominal

oT rho 0,045 -0,280 -0,514

p 0,845 0,196 0,012

rho 0,043 -0,267 -0,435
LDLc

p 0,853 0,218 0,038

rho 0,256 -0,172 -0,306
HDLc

p 0,262 0,432 0,155

rho -0,020 -0,215 -0,393
Nao HDLc

p 0,933 0,323 0,064
G rho -0,207 0,173 -0,025

p 0,368 0,429 0,909

Teste de correlagao de Spearman. Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados

em negrito e sombreados. CT = colesterol total; DA = doenga de Alzheimer; HDLc = colesterol
presente na lipoproteina de alta densidade; IMC = indice de massa corporal; LDLc = colesterol
presente na lipoproteina de alta densidade; MEEM = Mini exame do estado mental; TG =

triglicérides.

Il. 6.7.2 Correlagoes entre MEEM, medidas antropométricas e mediadores

inflamatorios

A pontuagdgo no MEEM nao correlacionou-se aos niveis dos mediadores
inflamatorios periféricos, em nenhum dos grupos. Ja em relagdo as medidas
antropométricas, no grupo controle, tanto o IMC quanto a circunferéncia
abdominal apresentaram correlagdo negativa forte e moderada,

respectivamente, com os niveis de caspase-1 plasmaticos (Tabela 29).
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Tabela 29. Correlagbées entre MEEM e medidas antropométricas com mediadores inflamatorios

no grupo controle.

Controle (N = 33)

MEEM IMC Circunferéncia
abdominal

rho -0,172 -0,010 -0,201
IL-1B

p 0,422 0,963 0,346

rho -0,070 -0,023 -0,114
IL-18

p 0,745 0,916 0,597

rho 0,426 -0,788 -0,581
Caspase-1

p 0,129 0,001 0,029
L6 rho -0,266 0,248 0,215

p 0,208 0,242 0,313
L8 rho -0,395 0,099 0,007

p 0,056 0,646 0,973

rho -0,030 0,006 -0,112
IL-10

p 0,889 0,979 0,604

rho 0,086 0,048 0,017
IL-12p70

p 0,691 0,822 0,935

rho -0,126 -0,048 0,015
TNF

p 0,557 0,824 0,943

Teste de correlacdo de Spearman. Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados

em negrito e sombreados. IL = interleucina; IMC = indice de massa corporal; MEEM = Mini exame

do estado menta; TNF = fator de necrose tumoral.

No grupo de pacientes com deméncia, por sua vez, além de correlacdo negativa

moderada entre IMC e caspase-1, ambos IMC e circunferéncia abdominal

apresentaram correlacao positiva moderada com IL-18 (Tabela 30).
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Tabela 30. Correlagbées entre MEEM e medidas antropométricas com mediadores inflamatorios

no grupo de pacientes com deméncia (DA + DFT).

Pacientes com deméncia (N = 32)

MEEM IMC Circunferéncia
abdominal

LB rho 0,260 -0,026 0,049

p 0,182 0,888 0,793

rho 0,154 0,586 0,422
IL-18

p 0,453 0,001 0,022

rho -0,354 -0,528 -0,403
Caspase-1

p 0,164 0,020 0,087
L6 rho 0,268 0,270 0,285

p 0,168 0,141 0,121
L8 rho 0,050 0,153 0,037

p 0,801 0,412 0,844

rho 0,089 0,116 0,230
IL-10

p 0,653 0,533 0,212

rho 0,190 0,226 0,128
IL-12p70

p 0,332 0,222 0,492

rho 0,348 0,131 0,161
TNF

p 0,070 0,481 0,388

Teste de correlacdo de Spearman. Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados
em negrito e sombreados. IL = interleucina; IMC = indice de massa corporal; MEEM = Mini exame

do estado mental; TNF = fator de necrose tumoral.

De maneira similar, avaliando somente os pacientes com DA, também observou-
se correlagao negativa moderada entre IMC e caspase-1, e correlagao positiva

moderada de IMC e circunferéncia abdominal com IL-18 (Tabela 31).
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Tabela 31. Correlagbées entre MEEM e medidas antropométricas com mediadores inflamatorios

no grupo de pacientes com DA.

DA (N = 23)
MEEM IMC Circunferéncia
abdominal

LB rho 0,302 -0,025 0,023

p 0,183 0,909 0,915
18 rho 0,045 0,635 0,596

p 0,854 0,002 0,004

rho -0,333 -0,543 -0,486
Caspase-1

p 0,266 0,045 0,078
L6 rho 0,189 0,292 0,246

p 0,412 0,177 0,257
L8 rho 0,078 0,143 0,108

p 0,738 0,515 0,625

rho 0,123 0,199 0,272
IL-10

p 0,596 0,363 0,209

rho 0,269 0,315 0,200
IL-12p70

p 0,239 0,143 0,359

rho 0,433 0,210 0,328
TNF

p 0,050 0,335 0,127

Teste de correlacdo de Spearman. Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados

em negrito e sombreados. DA = doenga de Alzheimer; IL = interleucina; IMC = indice de massa

corporal; MEEM = Mini exame do estado mental; TNF = fator de necrose tumoral.

Il. 6.7.3 Correlagdoes entre parametros do perfil lipidico e mediadores

inflamatorios

No grupo controle, observou-se correlacdes positivas fracas de TG com IL-1B e
IL-10; assim como correlagdes negativas moderadas de HDLc com IL-10, IL-
12p70 e TNF (Tabela 32).

PARTE II



123

Tabela 32. Correlagbes entre pardmetros do perfil lipidico e mediadores inflamatérios no grupo

controle.
Controle (N = 33)
CT LDLc HDLc Nao HDLc TG
LB rho 0,249 0,225 -0,326 0,341 0,363
p 0,185 0,223 0,078 0,065 0,049
L8 rho 0,081 -0,085 -0,313 0,126 0,230
p 0,670 0,643 0,093 0,508 0,221
Caspase-1 rho -0,174 -0,211 -0,137 -0,167 -0,147
p 0,504 0,416 0,600 0,522 0,573
L6 rho -0,015 0,067 -0,552 0,068 0,308
p 0,938 0,720 0,002 0,722 0,097
L8 rho -0,022 0,035 -0,305 0,035 0,247
p 0,908 0,853 0,101 0,856 0,188
L0 rho 0,203 0,239 -0,418 0,294 0,389
p 0,282 0,195 0,022 0,114 0,034
IL-12p70 rho 0,149 0,190 -0,430 0,217 0,169
p 0,431 0,305 0,018 0,249 0,372
rho -0,040 -0,072 -0,404 0,008 -0,022
TNF p 0,832 0,700 0,027 0,968 0,909

Teste de correlagao de Spearman. Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados

em negrito e sombreados. CT = colesterol total; HDLc = colesterol presente na lipoproteina de
alta densidade; IL = interleucina; LDLc = colesterol presente na lipoproteina de alta densidade;

TG = triglicérides; TNF = fator de necrose tumoral.

Por outro lado, no grupo de pacientes com deméncia, houve somente
correlagdes positivas moderadas de caspase-1 com CT e LDLc e ndo HDLc
(Tabela 33).
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Tabela 33. Correlagbes entre pardmetros do perfil lipidico e mediadores inflamatérios no grupo

de pacientes com deméncia.

Pacientes com deméncia (N = 32)

CT LDLc HDLc Nao HDLc TG

1B rho 0,093 0,110 0,160 0,006 -0,294
p 0,611 0,550 0,383 0,976 0,103

L8 rho -0,113 -0,052 -0,199 -0,016 0,189
p 0,550 0,786 0,292 0,931 0,316

Caspase-1 rho 0,559 0,583 -0,111 0,567 0,155
p 0,010 0,007 0,642 0,009 0,514

L6 rho -0,108 -0,186 0,327 -0,214 -0,220
p 0,555 0,309 0,068 0,239 0,227

L8 rho 0,197 0,106 -0,238 0,218 0,255
p 0,281 0,566 0,190 0,231 0,159

L0 rho 0,100 0,035 0,170 0,027 -0,179
p 0,585 0,850 0,351 0,882 0,326

IL12p70 rho 0,061 0,016 0,066 0,032 0,050
p 0,739 0,930 0,721 0,861 0,788

rho 0,034 0,034 -0,170 0,082 0,048

TNF p 0,852 0,852 0,353 0,654 0,794

Teste de correlagao de Spearman. Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados

em negrito e sombreados. CT = colesterol total; HDLc = colesterol presente na lipoproteina de
alta densidade; IL = interleucina; LDLc = colesterol presente na lipoproteina de alta densidade;

TG = triglicérides; TNF = fator de necrose tumoral.

De forma semelhante, no grupo de pacientes com DA, houve correlagées
positivas moderadas de caspase-1 com CT, LDLc e ndao HDLc, e,
adicionalmente, de IL-8 com TG (Tabela 34).

PARTE II



125

Tabela 34. Correlagbes entre pardmetros do perfil lipidico e mediadores inflamatérios no grupo

de pacientes com DA.

DA (N =23)
CT LDLc HDLc Nao HDLc TG

LB rho -0,031 -0,012 0,083 -0,097 -0,390

p 0,889 0,957 0,706 0,661 0,066
L8 rho -0,283 -0,266 -0,047 -0,256 -0,142

p 0,213 0,243 0,838 0,263 0,538

rho 0,649 0,626 -0,271 0,701 0,326
Caspase-1

p 0,012 0,017 0,349 0,005 0,256
L6 rho -0,286 -0,308 0,389 -0,356 -0,332

p 0,186 0,152 0,067 0,095 0,122

rho 0,278 0,229 -0,260 0,344 0,421
-8 p 0,199 0,294 0,232 0,108 0,045
L0 rho -0,154 -0,162 -0,058 -0,155 -0,215

p 0,482 0,461 0,791 0,481 0,326
IL-12p70 rho -0,030 -0,065 0,086 -0,058 0,036

p 0,891 0,767 0,696 0,792 0,870

rho -0,079 -0,014 -0,202 0,019 -0,028
TNF p 0,719 0,950 0,355 0,932 0,900

Teste de correlagao de Spearman. Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados

em negrito e sombreados. CT = colesterol total; DA = doenca de Alzheimer; HDLc = colesterol

presente na lipoproteina de alta densidade; IL = interleucina; LDLc = colesterol presente na

lipoproteina de alta densidade; TG = triglicérides; TNF = fator de necrose tumoral.

Il. 6.7.4 Avaliacao de correlagdoes entre as variaveis do estudo com os

marcadores de LCR em pacientes com DA

Ao avaliar correlagdes entre dados clinicos e medidas antropométricas com os

marcadores de LCR nos pacientes com DA (Tabela 35), observou-se correlagcao

negativa forte entre idade na primeira consulta e AP142 Também houve

correlagdo negativa forte entre IMC e p-tau.
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Tabela 35. Correlagdes entre dados clinicos e medidas antropométricas com os marcadores de

LCR em pacientes com DA.

DA (N = 23)
AB1-42 p-tau tau total

rho -0,775 0,299 0,228
Idade na primeira consulta

p 0,041 0,471 0,588

rho -0,543 -0,559 0,036
MEEM

p 0,266 0,192 0,939

rho -0,250 -0,810 -0,571
IMC

p 0,589 0,015 0,139

rho -0,179 -0,714 -0,476
Circunferéncia abdominal

p 0,702 0,047 0,233

Teste de correlagao de Spearman. Resultados com p < 0,05 (significativos) estdo destacados
em negrito e sombreados. AB142 = peptideo B-amildide 142; DA = doenca de Alzheimer; IMC =
indice de massa corporal; LCR = liquido cefalorraquidiano; MEEM = Mini exame do estado

mental; p-tau = proteina tau fosforilada.

Em contrapartida, parametros do perfil lipidico e mediadores inflamatérios nao
correlacionaram-se aos marcadores de LCR nos pacientes com DA (Tabela 36

e Tabela 37, respectivamente).

Tabela 36. Correlagbes entre pardmetros do perfil lipidico com os marcadores de LCR em

pacientes com DA.

DA (N = 23)
AB1-42 p-tau tau total

rho 0,071 0,476 -0,214
CT

p 0,879 0,233 0,610

rho 0,143 0,214 -0,429
LDLc

p 0,760 0,610 0,289

rho -0,143 0,405 0,071
HDLc

p 0,760 0,320 0,867

rho 0,143 0,310 -0,333
Nao HDLc

p 0,760 0,456 0,420

rho -0,143 -0,333 -0,310
TG

p 0,760 0,420 0,456

Teste de correlagdo de Spearman. AB1-42 = peptideo B-amildide 1-42; CT = colesterol total; DA =

doenga de Alzheimer; HDLc = colesterol presente na lipoproteina de alta densidade; LCR

liquido cefalorraquidiano; LDLc = colesterol presente na lipoproteina de alta densidade; p-tau

proteina tau fosforilada; TG = triglicérides.
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Tabela 37. Correlagbes entre mediadores inflamatérios com os marcadores de LCR em

pacientes com DA.

DA (N = 23)
AB1-42 p-tau tau total

rho -0,180 -0,240 0,000
IL-1B

p 0,699 0,568 1,000

rho -0,657 -0,750 -0,500
IL-18

p 0,156 0,052 0,253

rho 0,100 0,714 0,714
Caspase-1

p 0,873 0,111 0,111
L6 rho -0,036 -0,333 -0,310

p 0,939 0,420 0,456
L8 rho -0,750 0,048 -0,143

p 0,052 0,911 0,736

rho 0,143 -0,429 -0,548
IL-10

p 0,760 0,289 0,160

rho -0,342 -0,539 -0,395
IL-12p70

p 0,452 0,168 0,333

rho 0,198 -0,611 -0,455
TNF

p 0,670 0,108 0,257

Teste de correlagéo de Spearman. AB142= peptideo B-amildide 1.42; DA = doenga de Alzheimer;
IL = interleucina; LCR = liquido cefalorraquidiano; p-tau = proteina tau fosforilada; TNF = fator de

necrose tumoral.
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Il. 7 DISCUSSAO
Il. 7.1 Selegao dos participantes do grupo caso

Como mencionado anteriormente, a DA ¢é o tipo de deméncia mais prevalente no
Brasil e no mundo, e foi o foco principal de investigacdo deste trabalho.
Evidéncias apontam que o segundo tipo de deméncia com maior prevaléncia é
a deméncia vascular (Souza et al., 2019; Wolters; lkram, 2019). Entretanto, no
ambulatério onde foram selecionados os participantes do grupo caso do estudo,
a sindrome demencial mais prevalente, apds a DA, era a DFT. Tal situagao pode
estar associada ao fato de se tratar de um ambulatério voltado para o tratamento
de doencgas neurocognitivas especificas. Desta forma, optou-se por incluir
individuos com esta condigao clinica para compor o grupo de pacientes com
deméncia (DA+DFT).

A DFT constitui um espectro de sindromes clinicas que se caracterizam pela
deterioragdo das células nervosas nos I6bulos frontal e temporal anterior do
cérebro (Mulkey, 2019). Quando observada em individuos com 65 anos ou mais,
representa a terceira causa mais frequente de deméncia. Ja em pessoas com
menos de 65 anos, € a segunda causa mais prevalente de deméncia de inicio
precoce, afetando principalmente aqueles com idades entre 45 e 65 anos (Khan;
De Jesus, 2023). Esta condicdo clinica envolve regides cerebrais que
desempenham papéis essenciais na formacado da personalidade, controle do
comportamento, aprendizado de idiomas, motivagdo, pensamento abstrato e
fungdes executivas (Chan et al., 2011). As manifestacdes clinicas predominantes
sdo mudancgas comportamentais ou dificuldades na linguagem. Posteriormente,

ocorre a perda das habilidades executivas e cognitivas (Khan; De Jesus, 2023).

A DFT abrange trés classificagdes clinicas distintas: variante comportamental
(behavior variant fronto-temporal dementia — bvFTD), afasia progressiva primaria
(primary progressive aphasia — PPA) e disturbios de movimento, sendo as duas
primeiras as mais prevalentes (National Institutes of Health, 2021). Essas
categorias divergem com base no mecanismo patoldgico subjacente que, em
geral, é caracterizado pelo acumulo anormal de agregados proteicos
intracelulares nos I6bulos frontal e temporal. Esse processo, por sua vez, culmina
na degeneragao neuronal, formagdo de microvacuolos e aumento de células

astrocitarias (Khan; De Jesus, 2023). Dentre os agregados de proteina
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envolvidos neste processo fisiopatoldgico, os principais constituem na proteina
de ligagao de DNA transativa 43 (fransactive DNA-binding protein 43 — TDP-43)
e a proteina tau. Neste ultimo caso, demonstrou-se que os pacientes apresentam
mutagdes no gene MAPT (microtubule-associated protein tau), que codifica esta
proteina (Ghetti et al., 2015). Com base nisso, a DFT também é considerada

uma taupatia, assim como a DA (Ising et al., 2019).

Outra caracteristica compartilhada entre DA e DFT ¢é o fato de que em ambas as
condi¢cbes ocorre um processo neuroinflamatério, evidenciado pela ativacéo
microglial com subsequente liberagao de citocinas (Lok et al., 2023). Em estudos
prévios, observou-se a presenga de microglia ativada em regides afetadas pela
doenga, por imuno-histoquimica, e também houve correlagdo positiva entre
neuroinflamacéo, agregados proteicos e a progressado da doenga (Bevan-Jones
et al., 2020; Pascual et al., 2021).

Individuos acometidos pela variante comportamental da DFT, que é a forma mais
prevalente, costumam apresentar no inicio da doenga um conjunto de mudancas
comportamentais e alteracdes na personalidade. Dentre estas, pode-se incluir:
falta de inibigao, diminuicao da expressdo emocional e da percepg¢ao sobre sua
prépria condigao, falta de motivagao, dificuldades em pensar de maneira abstrata
e uma deterioragdo gradual das habilidades de tomada de decisao ao longo do
tempo (Khan; De Jesus, 2023). Além disso, esses pacientes podem apresentar
mudancas nos seus habitos alimentares, diminuicdo das emocdes basicas e da
empatia, e problemas de cogni¢cdo, embora geralmente a memoria seja pouco
afetada (Bretag-Norris, Gallur; Flynn, 2019).

No caso da variante afasia seméantica, o segundo tipo mais comum de DFT, os
pacientes apresentam altera¢cées na capacidade de comunicagéo, ou seja, de
usar a linguagem para falar, ler, escrever e entender o que os outros estao
dizendo. Isso pode incluir dificuldade em usar ou compreender palavras (afasia)
ou em falar corretamente (por exemplo, podem apresentar “fala arrastada”),
podendo, inclusive, ficarem mudos ou incapazes de falar (National Institutes of
Health, 2021). A perda de memdéria tende a se manifestar mais tardiamente no
curso da doencga (Khan; De Jesus, 2023). Dentre os nove pacientes com DFT
incluidos no presente estudo, oito apresentavam a variante comportamental, e

apenas um, afasia semantica.
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E importante considerar que DA e DFT se divergem em diversos aspectos, tais
como: faixa etaria acometida, sintomas e progressao. Embora possa ocorrer em
diferentes idades, a DA é mais comum em idades mais avangadas, geralmente
apds os 65 anos, enquanto a DFT costuma se manifestar em individuos com
idade inferior, geralmente entre os 40 e o inicio dos 60 anos. Nos estagios
iniciais, a perda de memoria costuma ser um sintoma mais evidente na DA do
que na DFT. Entretanto, em fases avangadas desta ultima, prejuizos na memoéria
podem tornar-se mais pronunciados, além dos efeitos caracteristicos da doenca,
que afetam o comportamento e a linguagem. No caso da variante
comportamental da DFT, as alteracbes do comportamento costumam ser os
primeiros sinais perceptiveis. Por outro lado, apesar de mudangas
comportamentais também surgirem com a progressdo da DA, normalmente se
manifestam mais tardiamente nesta condicao clinica. Em relagao a orientacao
espacial, problemas como desorientagcdo em lugares familiares sao mais
prevalentes na DA em comparagao a DFT. Ja em relagdo a comunicagao, por
mais que pacientes com DA tenham dificuldades para encontrar as palavras
corretas ou recordar nomes, geralmente apresentam mais facilidade para leitura,
compreensao de palavras, e entendimento da fala de outras pessoas, quando
comparados aqueles com DFT. Por fim, ao passo que alucinagdes e delirios
frequentemente se manifestam a medida que a DA avanca, estes sintomas sao
relativamente raros na DFT (Alzheimer's Association. Frontotemporal Dementia.,
2023). Em todo caso, ambas DA e DFT nao apresentam cura e até o momento
nao esta disponivel nenhum tratamento efetivo que seja capaz de retardar ou

interromper a progressao das doengas (National Institutes of Health, 2021).

Il. 7.2 Caracterizacao demografica e clinica dos participantes

Neste estudo, casos e controles foram pareados em relacao a idade e sexo, néo
havendo, portanto, diferengca para estas variaveis entre os grupos. Os
participantes apresentaram média de idade em torno de 70 anos (Tabela 12 e
Tabela 13). Destaca-se que a idade é o maior fator de risco para as deméncias
€, na maioria dos casos, as pessoas sao diagnosticadas com DA apods os 65
anos, condigdo que € chamada de DA de inicio tardio. Contudo, a idade

avancgada, isoladamente, ndo é responsavel pelo desenvolvimento de quadros
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demenciais (Nelson et al., 2011). Em relagcdo ao sexo, observou-se maior
prevaléncia de individuos do sexo feminino (71,9% dentre os pacientes com
deméncia e 73,9% dentre aqueles somente com DA, Tabela 12 e Tabela 13).
Mundialmente, dois ter¢cos dos casos de DA e outros tipos de deméncia é
observado em mulheres (Alzheimer’s Association, 2023). Como estas condi¢des
estao associadas ao envelhecimento, essa diferenga entre os sexos foi atribuida
a maior longevidade em individuos do sexo feminino. No entanto, ainda nao esta
bem definido se mulheres, por questdes bioldgicas, podem também apresentar

maior risco para o desenvolvimento de deméncias (Beam et al., 2018).

No que tange a escolaridade, medida pelo tempo de estudo em anos, esta foi
menor em pacientes com deméncia, ou apenas DA, em comparagao ao grupo
controle (Tabela 12 e Tabela 13). Baixa escolaridade é outro fator de risco para
o desenvolvimento de DA e outras deméncias (Alzheimer’s Association, 2023).
Ja foi demonstrado que pessoas com mais anos de educagao formal apresentam
menor probabilidade de desenvolver estas condigdes, em comparagao aquelas
com menos tempo de estudo (Stern, 2012). Estudos mais recentes, todavia,
sugerem que, em vez de reduzir o risco de desenvolver as alteragdes cerebrais
que ocorrem na DA, a educacao formal pode ajudar a manter a fungcao cognitiva
na meia idade e na velhice, além de retardar o desenvolvimento dos sintomas

relacionados aos déficits na cognigao (Wilson et al., 2019).

Em relagdo as principais comorbidades observadas nos grupos de pacientes
com deméncia ou apenas DA neste estudo, de forma decrescente, estas foram:
HAS, dislipidemia, e DM (Tabela 12 e Tabela 13). Estudos epidemioldgicos
estdo demonstrando extensivamente uma associagao entre deméncias e DCVs,
sendo o aumento da prevaléncia destas condigdes em idades mais avancadas
considerado um fator que possa correlaciona-las (Tini et al., 2020). Também ja
foi reportado que a DA e outros tipos de deméncia apresentam fatores de risco
em comum com as DCVs, tais como: HAS, diabetes, hipercolesterolemia,
obesidade, entre outras (Yu et al., 2020). Um estudo clinico randomizado
recente, o SPRINT MIND (Systolic Blood Pressure Intervention Trial Memory and
Cognition in Decreased Hypertension), demonstrou que o tratamento intensivo
da hipertensao associou-se de forma significativa a uma redugao na incidéncia

do comprometimento cognitivo em idosos. Desta forma, foi proposto que o
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manejo da hipertensdo, com manutengao da pressao arterial sistolica entre 110
e 114 mmHg, pode atenuar o aparecimento de deméncia em individuos com
idade avangada (Decarli, 2021; Li et al., 2023b). No entanto, embora a HAS seja
um importante fator de risco para o desenvolvimento de DA e deméncias como
um todo, os mecanismos subjacentes a esta associagdo ainda precisam ser
elucidados. Analises de autdpsias obtidas de estudos observacionais sugeriram
que a hipertensdao pode estar associada as alteragbes neuropatologicas que
ocorrem na DA, como a deposicdo de placas de AB e emanharados
neurofibrilares de proteina tau, mas os dados ainda sao inconsistentes
(Abdulrahman et al., 2022).

Relativo a DM, a associacgao entre esta condicdo e a DA foi proposta ha alguns
anos com a realizagao do estudo Rotterdam, que acompanhou mais de 6000
idosos por dois anos e observou que a presenca de DM tipo 2 aumentou
consideravelmente o desenvolvimento de deméncias e DA nestes individuos (Ott
et al., 1999). Desde entao, o diabetes passou a ser considerado um potencial
fator de risco para DA. Contudo, ha dados que sugerem que os pacientes com a
deméncia também podem apresentar maior probabilidade de desenvolverem
DM2, sugerindo-se a existéncia de uma relagao bidirecional entre estas duas
condi¢cbes (De Nazareth, 2017). Embora a maioria dos estudos epidemioldgicos
apontem associacdes entre DA e principalmente DM tipo 2, a DM tipo 1 também
ja foi implicada na deméncia, demonstrando-se que eventos hipoglicémicos ou
hiperglicémicos graves podem aumentar o risco de deméncia em idosos com
esse tipo de diabetes (Whitmer et al., 2021). Além disso, correlagdes entre
alteragdes do metabolismo glicidico e declinio cognitivo sdo tdo proeminentes,
que alguns autores passaram a se referir a DA como diabetes tipo 3 (Kroner,
2009). Essa terminologia foi sugerida apods estudo realizado pelo grupo de
pesquisa conduzido por Suzanne de la Monte (2005) que, ao avaliar o tecido
encefalico pés-mortem de pacientes com DA, identificou sinais de ambas DM1 e
DM2, como: reducdo da producido de insulina e resisténcia dos receptores
cerebrais a insulina. Desta forma, estes autores sugeriram que a DA pode
consistir em uma doenca neuroenddcrina relacionada a alteragdes da regulacéo
deste hormdnio (Steen et al., 2005; Falco et al., 2016).
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Considerando a associacdo entre deméncias e DCV, no presente estudo
também foram avaliadas algumas medidas antropométricas. Nesse ambito, tanto
na amostra de pacientes com deméncia (Tabela 12), quanto nos pacientes
apenas com DA (Tabela 13), o IMC, obtido pela divisdo da massa (em kg) pela
altura ao quadrado (em metros), encontrou-se dentro da faixa normal
preconizada para idosos de acordo com as Diretrizes Brasileiras de Obesidade,
que é de 22 a 27 kg/m?2. Este valor foi definido para pessoas com sessenta anos
ou mais, em decorréncia da redu¢cao de massa, forca e desempenho muscular
em individuos a partir dessa idade (Abeso, 2016). No entanto, nos controles, o
IMC apresentou-se acima destes valores. Ressalta-se que, embora o IMC seja
utilizado para avaliagdo da adiposidade corporal e obesidade, ele ndo é um
indicador preciso para este parametro, por sofrer influéncia de idade e sexo e

nao distinguir massa muscular de massa gordurosa (Feitosa-Filho et al., 2019).

Neste estudo, na comparacao entre os dois grupos, pacientes com deméncia
apresentaram IMC significativamente menor em relagao aos controles (Tabela
12). J& comparando-se os trés grupos, ambos pacientes com DA ou DFT
apresentaram menor IMC em relagao aos controles (Tabela 13). Aparentemente
estes dados podem parecer controversos, uma vez que a obesidade €
considerada um fator de risco para ambas DA e DFT (Rasmussen Eid et al.,
2019). No entanto, embora a obesidade na meia-idade seja associada a maior
risco de deméncia e declinio cognitivo quando atinge-se uma idade mais
avancgada, também ja demonstrou-se que individuos mais idosos obesos
apresentaram menor risco de ter estes desfechos (Monda et al., 2017). Tal
situagao foi descrita como “paradoxo da obesidade” (Waki et al., 2020). De fato,
em uma coorte britdnica na qual 475.813 individuos foram acompanhados por
10 anos, nos participantes com 60 anos ou mais, maior IMC foi associado a
menor risco de DA, mesmo naqueles que apresentavam risco genético de DA
intermediario ou alto (Yuan et al., 2022). Adicionalmente, Kang et al. (2021), em
uma coorte que avaliou 45.076 individuos com mais de 60 anos, reportaram que
a diminuicdo do IMC ao longo de um periodo de 2 a 4 anos foi associada ao
aumento do risco de DA, e este foi ainda maior em mulheres, que apresentam
maior variabilidade de IMC. Desta forma, estes autores recomendaram o controle

adequado do peso corporal como estratégia para prevengao da deméncia. Ainda
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corroborando estes achados, Li et al. (2023a), ao avaliar participantes da coorte
de Framingham, observaram que o aumento do IMC no inicio da meia-idade,
com posterior redugdo deste indice, associou-se ao risco aumentado de
deméncia, quando comparado a individuos que permaneceram cognitivamente

saudaveis.

Além destes fatores, é importante salientar que durante a progressao de
deméncias, como a DA, os pacientes geralmente encontram cada vez mais
dificuldade para comer, o que pode levar a redugao da ingestado de alimentos.
Outra questdo é que a neurodegeneragcdo que ocorre na DA também
compromete areas cerebrais responsaveis pela regulagdo do apetite. Assim, a
realizacao de avaliagdes nutricionais periddicas e a manutengao de medidas
dietéticas adequadas sao aspectos importantes que devem ser considerados no
manejo de um paciente ja diagnosticado com DA (Sergi et al., 2013). Em relagéo
a DFT, curiosamente, ja foi reportado que pacientes com a variante
comportamental da doenca, ou até mesmo com afasia semantica, apresentaram
maior IMC e circunferéncia abdominal, em comparagdo com os controles
(Ahmed et al., 2014). Isto, por sua vez, foi associado a mudanca nos habitos
alimentares destes pacientes, que normalmente passam a ter maior preferéncia
pelo consumo de carboidratos e doces (Miller et al., 1995). No entanto, este nédo
parece ser o caso dos pacientes com DFT avaliados neste estudo, pois
apresentaram menor IMC comparando-se aos grupos controle e DA (Tabela 13).
O pequeno numero amostral de pacientes com DFT (n = 9) neste estudo também

pode estar relacionado a estes resultados, o que constitui uma limitagao.

Outro parametro antropométrico aqui avaliado foi a circunferéncia abdominal.
Sugeriu-se importante funcdo desta medida para avaliacdo de sindrome
metabdlica e risco cardiovascular, especialmente em idosos. Isso € motivado
pelo fato de o envelhecimento levar a alteragcbes na composicdo corporal,
refletidas n&o apenas pela diminuicdo de massa muscular, como também por
aumento da gordura visceral (De Hollander et al., 2012). A OMS e o Painel de
Tratamento do Adulto Il do Programa Nacional de Educagéo sobre Colesterol
(National Cholesterol Education Program — NCEP) dos Estados Unidos
consideram como ponto de corte para risco de sindrome de metabdlica a medida

de 102 cm para homens e de 88 cm para mulheres (Ncep, 2002; Andrade, 2022).
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Considerando essas diretrizes, na amostra avaliada, a circunferéncia abdominal
dos pacientes com deméncia ou apenas DA, do sexo masculino, encontra-se
dentro da faixa. No entanto, nas mulheres, este parametro esta ligeiramente
acima do valor preconizado. Pacientes com DFT, de ambos os sexos, estdo
dentro do ponto de corte, ao passo que os controles estdo acima do limite
recomendado. De fato, os individuos do grupo controle apresentaram medidas
de circunferéncia abdominal significativamente maiores em comparagdo aos
pacientes com deméncia em conjunto (DA+DFT, Tabela 12), e aos pacientes

com DA e DFT, separadamente (Tabela 13).

Em um estudo populacional que avaliou 872.082 participantes acima de 65 anos,
a obesidade abdominal, determinada pela medida da circunferéncia do
abdémen, foi associada a um risco significativamente maior de deméncia, apés
ajuste para obesidade geral (Cho et al., 2019). De maneira similar, em uma meta-
analise que avaliou estudos de coorte envolvendo mais de 5.060.687 pessoas,
a obesidade central, medida pela circunferéncia abdominal, foi associada a
maior risco de comprometimento cognitivo e deméncia em individuos com mais
de 65 anos de idade (Tang et al., 2021). Por outro lado, Zhou e colaboradores
(2019) reportaram resultados distintos. Estes autores realizaram analises de
randomizagdo mendeliana (Mendelian randomization - MR) usando dados
resumidos do estudo de associagdao gendmica, para verificar se existe uma
relacdo causal entre DA e o formato corporal, sendo este ultimo avaliado por
medidas antropométricas como IMC e circunferéncia abdominal. As analises de
RM, por sua vez, mostraram que o formato corporal nao exerce efeito sobre o
risco de DA. Embora os dados sejam controversos, cabe acrescentar a esta
discussao importantes consideragdes levantadas por outros estudos, tais como:
a adiposidade central na meia-idade pode predizer o desenvolvimento de
deméncia na velhice; a relagao entre elevada adiposidade e deméncia parece
ser atenuada com a idade; e a perda de massa corporal pode predizer o
diagndstico de deméncia, o que explica resultados aparentemente contraditérios
(Luchsinger et al., 2007; Whitmer et al., 2008). Também foi reportado que menor
IMC pode predizer deméncia em idosos, e que a medida da circunferéncia
abdominal em individuos com idade avancada poderia ser um indicador de

deméncia mais preciso do que o IMC, uma vez que ela mede o acumulo de tecido
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adiposo no abdémen, local onde ha maior depdsito desse tecido a medida que

ocorre o processo de envelhecimento (Luchsinger; Gustafson, 2009).

No que se refere as caracteristicas clinicas relacionadas a DA, os pacientes
apresentaram meédia de idade de inicio dos sintomas de 65 * 9,93 anos,
conforme é observado na pratica clinica e extensivamente relatado na literatura
(Alzheimer's association., 2021). A idade na primeira consulta, por sua vez, foi
um pouco posterior (68 £ 10,76 anos). Antes do aparecimento dos sintomas
clinicos caracteristicos de deméncia, os pacientes podem apresentar um quadro
de CCL, no qual alteragdes cognitivas ja sao observadas, mas ha ainda
preservagao da funcionalidade (Winblad et al., 2004). Em pessoas com maior
escolaridade, que tendem a realizar atividades que exigem maior demanda
cognitiva, a procura por atendimento médico pode ser mais precoce, sendo
possivel identificar quadros de CCL nestes individuos (Souza et al., 2020). Por
outro lado, em individuos com menor tempo de estudo, como observado na
amostra em questao, a busca por atendimento ambulatorial pode ocorrer algum

tempo apos a manifestagéo das primeiras alteragdes cognitivas.

Para auxiliar o diagnéstico clinico de deméncia, bem como para o
acompanhamento de pacientes ja diagnosticados, sado utilizadas diversas
baterias cognitivas. Dentre estas, destaca-se o MEEM, um dos instrumentos de
rastreio cognitivo de maior utilizagdo no Brasil e no cenario internacional,
composto por questdes que avaliam diferentes dominios cognitivos, tais como:
orientagao temporal e espacial, memoria, atencao, calculo e linguagem (Folstein,
Folstein; Mchugh, 1975). O somatdrio das perguntas totaliza 30 pontos e, quanto
mais alta a pontuagdo, melhor é o desempenho cognitivo, sendo os resultados
influenciados pelo nivel de escolaridade (Bertolucci et al., 1994). Na amostra
avaliada, a pontuagao no MEEM foi menor nos pacientes com deméncia, quando
comparados aos controles (Tabela 12), o que indica maior declinio cognitivo
nesse grupo, conforme esperado. Ainda, na comparagao entre os trés grupos,
pacientes com DA e DFT, separadamente, apresentaram menor pontuacao no
MEEM em relagéo aos controles, mas esta nao foi diferente entre os dois tipos
de deméncia (Tabela 13). E importante considerar que a pontuacdo dos
pacientes com DA no MEEM na primeira consulta, ajustada pela escolaridade,

ja indicava déficit cognitivo. A pontuagéo destes pacientes no ultimo MEEM, por

PARTE II



137

sua vez, foi ainda menor em comparagdo ao primeiro, demonstrando a
progressao do prejuizo cognitivo em um periodo médio de 4 + 2,59 anos, tempo
em que iniciaram o acompanhamento ambulatorial. Isso demonstra a
aplicabilidade do MEEM para acompanhar a evolugdo de pacientes
diagnosticados com deméncia. Salienta-se que a utilizagdo deste instrumento,

em combinagdo com outras escalas, € recomendada (Araujo; Lopes, 2013).

A avaliagao de pacientes com suspeita de DA por meio de escalas é essencial
para auxiliar no diagnéstico clinico, entretanto, este ainda costuma ser bastante
dificil, sendo, muitas vezes, necessario fazer um continuum de avaliacdo para
se obter uma definicdo diagnéstica (Araujo; Lopes, 2013). Atualmente, a
avaliacao de biomarcadores em amostras de LCR, obtidas por punc¢éo lombar,
também esta disponivel. No entanto, devido a dificuldades inerentes ao
procedimento de coleta e a auséncia de padronizacdo para avaliagao dos
resultados, esta ainda nao é utilizada na rotina clinica, sendo empregada
primariamente em pesquisa (Apolinario et al., 2011). Na amostra selecionada,
oito pacientes (34,8%) apresentaram resultados para dosagem de
biomarcadores em LCR (Tabela 13). No que se refere a utilizacdo destes
analitos, durante as ultimas décadas, demonstrou-se que pacientes com DA
apresentam niveis reduzidos de AB1-42e aumentados de tau total e p-tau, quando
comparados a individuos controle (Souza et al., 2014). Entretanto, em outras
condigdes neurolégicas também pode ser observada diminuicdo dos niveis
AB1-42 (deméncia de corpos de Lewy, deméncia vascular) e aumento dos niveis
de tau total (acidente vascular cerebral, doenga de Creutzfekd-Jakob) (Forlenza,
Diniz; Gattaz, 2010). Nesse sentido, apenas elevados niveis de p-tau parecem
ser mais especificos para DA (Schoonenboom et al., 2012). Desta forma, para
se obter melhor acuracia no diagndstico diferencial de DA, recomenda-se a
analise destes trés biomarcadores em conjunto (Souza et al., 2014). Foram
propostos por Magalhaes et al. (2015) os seguintes valores de corte: AB1-42< 680
pg/mL, tau total > 265,7 pg/mL e p-tau > 47,7 pg/mL, com sensibilidade e
especificidade superiores a 60%. Os pacientes selecionados no presente estudo,
cujas amostras de LCR foram obtidas, apresentaram critérios para o diagndstico
de DA de acordo com estes valores.
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Face ao exposto, é notavel a observacao de que a DA é uma doenca complexa,
que pode apresentar diferentes estagios conforme a sua evolugao, os quais se
distinguem em relacao as caracteristicas clinicas e patoldgicas observadas nos
pacientes. Além disso, o diagndstico diferencial de DA, em relagdo a outras
deméncias, € um grande desafio. Na amostra obtida neste estudo, porém, pode-
se considerar que, apesar do pequeno numero amostral, trata-se de uma

populagdo com DA bem caracterizada.

Il. 7.3 Avaliagao do perfil lipidico e de outros parametros bioquimicos

No estudo em tela, dentre os parametros do perfil lipidico avaliados, somente o
LDLc foi diferente entre os grupos, o qual foi maior nos pacientes com deméncia,
em comparagao aos controles (Tabela 14). Na comparacéo entre os grupos
controle, DA e DFT, por sua vez, ndo foram observadas diferencas (Tabela 15).
A ultima atualizagao das Diretrizes Brasileiras de Dislipidemias e Preveng¢ao da
Aterosclerose (2017) sugeriu os seguintes valores de referéncia para o perfil
lipidico, sem jejum (que foi o0 caso da coleta realizada neste estudo): CT < 190
mg/dL, HDLc > 40 mg/dL e TG < 175 mg/dL. Ja para o LDLc e o ndo HDLc, os
valores referenciais variam conforme o risco cardiovascular individual estimado,
sugerindo-se valores de alvo terapéutico conforme a categoria de risco. Para o
LDLc, os valores sdo, em mg/dL: <130, <100, <70 e < 50, para os riscos baixo,
intermediario, alto e muito alto, respectivamente. Ja para o ndo HDLc (em
mg/dL), na mesma ordem, consideram-se os valores: < 160, < 130, < 180 e <
80. Tendo como base, portanto, os pontos de corte definidos nestas diretrizes,
pode-se considerar que o0s pacientes com deméncia apresentaram niveis de CT
acima do preconizado, o que nao foi observado para os controles. Nestes
pacientes, os valores de LDLc e ndo HDLc também estdo acima do
recomendado para individuos com risco cardiovascular intermediario, ao passo
que para os controles, estdo dentro do limite. Ja os valores de HDLc e TG estao
conforme os valores de referéncia, em ambos os grupos. Avaliando-se os
pacientes com DA e DFT separadamente, cabem as mesmas interpretacbes
feitas para o grupo de pacientes com deméncia, em conjunto. E importante
destacar que, neste estudo, os controles foram pareados com os pacientes no

que diz respeito a prevaléncia de dislipidemia; esta condicdo foi relatada
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somente nos pacientes com DA, e todos os participantes dislipidémicos, sejam
controles ou individuos com DA, estavam em uso de estatinas. Nesse contexto,
€ relevante constatar que os pacientes com deméncia deste estudo
apresentaram valores de CT e LDLc acima das faixas terapéuticas, ainda que

estivessem em terapia com os farmacos inibidores da HMG-CoA redutase.

Nas ultimas décadas, ganhou destaque a discussao a respeito da associagao
entre dislipidemias, especialmente relacionada a elevados niveis de colesterol
sanguineo, e o desenvolvimento DA, embora as informacgdes disponiveis ainda
sejam divergentes (Mcfarlane; Kedziora-Kornatowska, 2020). Por outro lado, a
hipercolesterolemia ainda n&o foi implicada na DFT, e ha poucos relatos
abordando a associacdo entre estas condigdes. Nesse ambito, em estudo
realizado por Soppela et al. (2022), foi reportada menor prevaléncia de
hipercolesterolemia em pacientes com DFT do que em controles cognitivamente
saudaveis ou em pacientes com DA. Wang e colaboradores (2020), por sua vez,
além da avaliagao do perfil lipidico, por meio da dosagem de TG, CT, LDLc e
HDLc em amostras de sangue, também fizeram a genotipagem dos alelos de
APOE em pacientes com DA, DFT (variante comportamental) e controles. Estes
autores nao observaram diferencas entre os grupos em relagdo aos niveis
sanguineos de TG, porém, pacientes com DA e DFT apresentaram maiores
concentracdes de CT e LDLc em comparacdo aos controles. Além disso, os
niveis de CT e HDLc nao foram diferentes entre os pacientes com DA e DFT,
entretanto, nestes ultimos, o LDLc foi significativamente maior, em comparacao
aos pacientes com DA. Em relagdo a genotipagem, a frequéncia do alelo APOE-
€4 foi maior no grupo DA do que nos controles, mas nenhuma diferenga foi
encontrada comparando-se pacientes com DA e DFT. Ao dicotomizar os trés
grupos de acordo com a presenca do alelo APOE-€4, observou-se valores mais
elevados de CT em pacientes com DA e nos controles que possuiam este alelo,
comparando-se aos respectivos grupos com a auséncia de APOE-¢4. No
entanto, nenhuma diferenca foi observada ao fazer esta comparagao entre os
pacientes com DFT. De toda forma, estes autores consideraram que alteracdes
nos niveis plasmaticos de colesterol estdo implicadas em ambas as deméncias,

e podem oferecer perspectivas futuras para tratamentos direcionados.
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No que tange aos demais pardmetros bioquimicos avaliados neste estudo, os
quais contemplavam PCR, creatinina e as enzimas hepaticas ALT, AST e GGT,
estas analises foram realizadas para verificar se os participantes apresentavam
alguma condigao clinica potencialmente relevante, que pudesse levar a sua
exclusao do estudo. No caso, todos os participantes apresentaram resultados
para estes parametros dentro dos valores de referéncia padronizados pelo

laboratério clinico onde foram feitas as analises (Tabela 11).

Dentre esses parametros bioquimicos, o unico que apresentou diferenca
significativa entre os grupos foi a creatinina sérica, que apresentou niveis
aumentados nos pacientes com deméncia ou apenas DA, em comparagao aos
controles (Tabela 16 e Tabela 17, respectivamente). Todavia, embora estivesse
dentro dos valores de normalidade em todos os casos, seria necessario realizar
uma investigacdo mais detalhada para se ter melhor conhecimento a respeito da
funcao renal destes participantes, o que nao foi feito por ndo ser o foco deste

trabalho.

Neste ambito, contudo, diferentes estudos epidemioldgicos demonstraram haver
elevada incidéncia de comprometimento cognitivo ou deméncia do tipo DA em
pacientes com doenca renal crénica (Coppolino et al., 2018; Shi et al., 2018). Em
um estudo que comparou idosos com DA e controles, pacientes com a deméncia
apresentaram valores de clearance de creatinina (calculado com base nos niveis
de creatinina séricas e estimado de acordo com idade, peso e sexo)
significativamente menores, em comparacao aos individuos cognitivamente
preservados (Do Carmo et al., 2013). Por outro lado, também ja foi demonstrada
auséncia de diferenga significativa em relagdo aos niveis de creatinina sérica
entre pacientes com DA e idosos sem deméncia (Erbayraktar et al., 2017). Em
uma coorte que avaliou 6.256 individuos, a alteracdo da funcao renal nao foi
associada ao risco de deméncia, incluindo DA e deméncia vascular (Stocker et
al., 2023). Além disso, em um estudo que avaliou pacientes com DA em
tratamento medicamentoso, o uso de inibidores de acetilcolinesterase foi
associado a menor perda de funcdo renal e consequente risco de

desenvolvimento de doencga renal cronica (Xu et al., 2023).
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ll. 7.4 Avaliagao dos niveis periféricos de mediadores inflamatoérios

relacionados a ativagao do inflamassoma NLRP3 e de outras citocinas

Neste estudo, ao determinar os niveis plasmaticos de mediadores inflamatérios
relacionados a ativagéo do inflamassoma NLRP3, houve diferenga somente em
relacdo aos niveis de IL-1B3. O grupo de pacientes com deméncia (DA+DFT)
apresentou maior concentragao desta citocina em relagéo aos controles (Tabela
18 e Figura 18A), porém, ao comparar os trés grupos, observou-se que 0s niveis
de IL-1 estavam maiores somente nos pacientes com DA, em relagao ao grupo
controle (Tabela 19 e Figura 19A).

Apesar disso, possivel atuagao do inflamassoma NLRP3 na patogenia da DFT
ja foi reportada previamente. Em um estudo que avaliou amostras de cértex de
pacientes com DFT que apresentavam mutacdo da proteina tau, detectou-se
elevada clivagem de caspase-1 e niveis aumentados de IL-13. Assim, sugeriu-
se que a ativacdo de NLRP3 pode estar implicada nos processos patoldgicos
que ocorrem nas taupatias (Ising et al., 2019). Além disso, também ja foi proposto
que a relacao entre inflamassoma NLRP3 e a proteina tau parece ser reciproca,
ou seja, a ativagao deste complexo inflamatorio nas microglias pode aumentar a
formacgao dos emaranhados de tau, e vice-versa (Stancu et al., 2019). Outro fator
que pode relacionar o inflamassoma NLRP3 a DFT é o fato deste complexo
inflamatorio também regular a expressao de TDP-43, outra proteina que pode

estar envolvida na patogenia desta deméncia (Zhuang et al., 2017).

De toda forma, poucos estudos avaliaram os niveis plasmaticos das citocinas
relacionadas ao inflamassoma NLRP3 em pacientes com DFT. Nesse sentido,
menciona-se o trabalho conduzido por Lok et al. (Lok et al.), no qual niveis
aumentados de IL-18 foram detectados em amostras de soro e do cortex frontal
superior de pacientes com DFT (variante comportamental), em comparagao aos
controles. Assim, os autores sugeriram que estes resultados podem estar
associados a ativagado do inflamassoma NLRP3, o qual pode desempenhar um

papel importante nos processos patologicos da DFT.

No que tange a DA, como ja abordado anteriormente, ha uma série de evidéncias
que associam o inflamassoma NLRP3 a doenca. Aqui, todavia, serao
enfatizados os estudos que avaliaram os niveis sanguineos das citocinas

relacionadas ao inflamassoma nos pacientes com DA. Neste ambito, Forlenza et
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al. (2009), detectaram valores aumentados de IL-13 em amostras de soro de
pacientes com DA e CCL, em comparacdo a controles. Desta forma,
consideraram que esta citocina pode ser produzida no inicio da doenga e
permanecer elevada apods o estabelecimento da DA. Outros autores também
reportaram maiores niveis de IL-13 em pacientes com DA, comparando-se a
individuos cognitivamente preservados (Swardfager et al., 2010; D'anna et al.,
2017; Ng et al., 2018), embora existam resultados controversos (Pirttila et al.,
1994; Yasutake et al., 2006; Koca et al., 2022).

No trabalho atual, os niveis de IL-18 ndo foram diferentes comparando-se
pacientes com DA e controles. Os dados relacionando os niveis periféricos desta
citocina em pacientes com a doencga na literatura também sao conflitantes.
Malaguarnera et al. (2006) e Swardfarger et al. (2010) detectaram niveis
plasmaticos de IL-18 significativamente maiores em pacientes com DA, em
comparagao a controles. Em contrapartida, em outros estudos, a concentragao
de IL-18 circulante nao foi diferente comparando estes grupos (Lindberg et al.,
2005), embora, ainda assim, Bossu et al. (2008) tenham verificado que os niveis
periféricos de IL-18 nos pacientes com DA estavam correlacionados com o
declinio cognitivo nestes individuos, evidenciado por menor pontuagdo no
MEEM. Motta et al. (2007), por sua vez, observaram valores plasmaticos de IL-
18 significativamente maiores em pacientes com DA leve, e ligeiramente
maiores, mas ainda significativos, em pacientes com DA moderado,
comparando-se ao grupo controle. Ja em pacientes com DA avangada, nao
foram observadas diferengas significativas. Com isso, estes autores sugeriram
que os niveis plasmaticos de IL-18 podem acompanhar a evolucdo da doencga,
propondo a ocorréncia de um declinio gradual da resposta imune com a sua

progressao (Motta et al., 2007).

Ainda, no atual estudo ndao houve diferenga significativa em relacdo aos niveis
plasmaticos de caspase-1. Semelhante resultado foi reportado por Lindberg et
al. (2005), que nao encontraram diferengas nos niveis séricos desta enzima
comparando-se ambos pacientes com DA leve e avancada com controles. Como
mencionado anteriormente, a caspase-1 € a enzima que atua, dentro das células,
na maturagao de IL-1(3 e IL-18. Desta forma, ndo surpreende o fato de nao estar

alterada nas amostras de plasma avaliadas.
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Em relagdo aos niveis plasmaticos das outras citocinas determinadas neste
estudo, no grupo de pacientes com deméncia observou-se niveis mais elevados
de IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 e TNF em comparagao aos controles (Figura 20).
Ja na comparagao entre os trés grupos, IL-6, IL-12p70 e TNF foram maiores
somente nos pacientes com DA (Figura 21A, D e E, respectivamente), e IL-8
estava aumentada em ambos os grupos DA e DFT, comparando-se aos

controles (Figura 21B).

Consistente com os dados deste estudo, Chu et al. (2023) e Galimberti et al.
(2015) também n&o observaram diferengas significativas nos niveis plasmaticos
de IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF ao comparar pacientes com DFT e controles. No
entanto, a associagao dos fatores inflamatérios aqui avaliados com esta doenca
ja foi relatada em alguns estudos, nos quais observou-se maiores niveis de IL-6
(Phan et al., 2020), IL12p70 (Chu et al., 2023) e TNF (Vieira et al., 2021) em

pacientes com DFT em comparacéao a individuos controle.

Em relacdo a DA, assim como observou-se neste trabalho, outros estudos
também ja reportaram niveis mais elevados de IL-6 (Kim, Lee; Kim, 2017,
Boccardi et al., 2021), IL-8 (Zhu et al., 2017), IL-12p70 (Kaiyrlykyzy et al., 2022)
e TNF (Swardfager et al., 2010; Brosseron et al., 2014) em pacientes com a
doenca, quando comparados a controles. No entanto, também ha autores que
nao reportaram diferengcas nos valores destas citocinas comparando-se
pacientes com DA e controles (Yasutake et al., 2006; Ng et al., 2018). Essas
divergéncias, por sua vez, podem estar associadas ao estagio da doenca,
conforme discutido por Koca et al. (2022), que observaram que niveis mais
elevados de fatores inflamatérios geralmente sado detectados em pacientes nos
estagios mais iniciais da doenga, em comparagdo a pacientes com quadros
moderados a avancados. Desta forma, destacaram que ha reducdo da
responsividade imune a medida que a DA evolui. Realmente, € possivel associar
estas evidéncias aos resultados encontrados neste estudo, pois a maioria
tratava-se de pacientes com DA em estagio inicial, na transicao para quadros
moderados. Desta forma, caso estas moléculas inflamatérias venham a ser
utilizadas como biomarcadores para a doenga em um futuro proximo, €
importante considerar o estagio da DA para a sua utilizagdo. Isto, pois, além de

aparentemente estarem mais elevadas nos estagios iniciais, também é
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interessante que a sua quantificagdo seja realizada o mais cedo possivel, a fim
de se poder elaborar melhores estratégias para o enfrentamento da doenca,

inclusive no ambito familiar, devido ao impacto na vida dos cuidadores.

Outro resultado interessante encontrado neste estudo foi o fato de, na
comparagao entre os trés grupos, IL-10 foi a unica citocina que nao se
apresentou elevada em pacientes com DA, em comparagao aos controles. Esta
molécula, ao contrario dos outros mediadores inflamatorios avaliados, é uma
citocina anti-inflamatdria. IL-10 atua suprimindo as citocinas produzidas pelas
células T; aumentando a sobrevivéncia, proliferacdo e produgcido de anticorpos
pelas células B; e bloqueando a sinalizagao inflamatéria via NF-kB (Harada, Van
Wagoner; Nattel, 2015). Embora aumento nos niveis séricos desta citocina ja
tenham sido associados a patogenia da DA (D'anna et al., 2017), também ja foi
apontado o seu papel na atenuagdo da neuroinflamacdo, perda cognitiva e

neurodegeneracao (Magalhaes et al., 2017).

Faz-se mister salientar que os dados relacionados aos niveis circulantes dos
mediadores inflamatérios avaliados neste estudo ndo podem ser interpretados
sem considerar os resultados encontrados apds a analise por regressao logistica
multivariada realizada. Ao incluir no mesmo modelo todos os mediadores
inflamatodrios que apresentaram diferenca significativa na analise univariada
prévia, em conjunto com os principais fatores de confusdo para deméncia e DA,
nenhuma citocina apresentou-se independentemente associada a qualquer uma

destas condi¢des clinicas (Tabela 23 e Tabela 25).

Estes achados, de fato, corroboram o fato de que DA é uma doenca complexa e
multifatorial, ou seja, realmente pode ser dificil encontrar um fator que esteja
associado de forma independente a doenca. No entanto, reforca a atual
abordagem voltada a reducdo dos fatores de risco modificaveis, tais como
obesidade, hipertensao, diabetes, tabagismo, consumo excessivo de alcool,
baixa escolaridade, inatividade fisica, entre outros (Livingston et al., 2020). Uma
vez que a hipercolesterolemia € uma condigdo que normalmente esta associada
aos fatores de risco cardiovasculares (como obesidade e hipertensao), sugere-
se que a manutencado dos parametros do perfil lipidico periféricos dentro das
faixas recomendadas pode ser uma das estratégias relacionadas a prevencéao

dos riscos modificaveis.
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Il. 7.5 Avaliagao de correlagoes entre as variaveis do estudo

Il. 7.5.1 Correlagdes entre MEEM, medidas antropométricas e parametros

do perfil lipidico

Neste estudo, ndo foram observadas correlagdes significativas entre MEEM e os
parametros do perfil lipidico, em nenhum dos grupos. Por outro lado, Hall et al.
(2014) ao avaliar uma coorte de idosos com DA moderado a avangado,
observaram que a pontuacdo no MEEM foi menor dentre aqueles que
apresentaram maiores niveis séricos de CT (> 200 mg/dL). Desta forma,
sugeriram que um aumento deste parametro pode estar associado ao pior

desempenho cognitivo nos pacientes avaliados.

Em relagao as medidas antropométricas, no presente estudo, também nao foram
observadas correlagdes significativas destas com os niveis dos lipidios
periféricos quantificados nos controles (Tabela 26). Por outro lado, no grupo de
pacientes com deméncia, observou-se correlagao negativa fraca entre a medida
da circunferéncia abdominal e o CT (Tabela 27). No grupo de pacientes somente
com DA, além de ter sido observada correlagdo negativa moderada entre a
medida da circunferéncia abdominal e o CT, este parametro antropométrico
também se correlacionou de forma negativa com os valores de LDLc (Tabela
28). Estes dados indicam que, neste grupo de pacientes, quanto maiores os

niveis de CT e LDLc, menor é a medida da circunferéncia abdominal.

Embora comumente a hipercolesterolemia seja associada a obesidade, é
importante salientar que pessoas que nao apresentam sobrepeso podem
também ter niveis séricos de CT aumentados. Isto ocorre especialmente em
individuos que possuem hipercolesterolemia familiar, uma condi¢cdo monogénica
comum, causada principalmente por mutagdes em genes que codificam o
receptor de LDL, mas que pode também estar relacionada a mutacdes nos genes
codificadores da ApoB e da pro-proteina convertase subtilisina kexin tipo 9
(PCSK?9), que atua na degradagao dos receptores hepaticos de LDL (Faludi et
al., 2017).

Estudos prévios demonstraram que individuos com hipercolesterolemia familiar
apresentaram maior incidéncia de comprometimento cognitivo leve em

comparacgao aqueles sem esta condicdo (Zambon et al., 2010). Uma coorte mais
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recente, contudo, nao verificou associagdes entre hipercolesterolemia familiar e

maior risco de desenvolvimento de deméncias (Mundal et al., 2022).

Il. 7.5.2 Correlagoes entre MEEM, medidas antropométricas e mediadores

inflamatorios

Em nenhum dos grupos, a pontuagédo no MEEM correlacionou-se aos niveis dos
mediadores inflamatérios periféricos. No entanto, no que concerne as medidas
antropomeétricas, no grupo controle, tanto o IMC quanto a circunferéncia
abdominal apresentaram correlagdo negativa forte e moderada,
respectivamente, com os niveis de caspase-1 plasmaticos (Tabela 29). Ja nos
grupos de pacientes com deméncia ou apenas DA, além de correlagdo negativa
moderada entre IMC e caspase-1, IMC e circunferéncia abdominal apresentaram
correlagdo positiva moderada com IL-18 (Tabela 30 e Tabela 31). Ressalta-se
que, dentre os mediadores inflamatorios relacionados ao inflamassoma NLRP3,
somente IL-1[3 estava elevada nos pacientes com deméncia ou apenas DA, e ela

nao apresentou correlacdo com nenhuma das variaveis aqui avaliadas.

As correlagdes negativas entre IMC e caspase-1 observadas em todos os grupos
(controles, pacientes com deméncia ou apenas DA), sugerem que, quando o
IMC é maior (que era o caso dos controles), os niveis desta enzima estao
possivelmente reduzidos. Por outro lado, correlagdes positivas entre IL-18 e as
medidas antropométricas (IMC e circunferéncia abdominal) foram observadas
somente nos grupos dos pacientes com deméncia ou DA isoladamente. Tais
resultados indicam que, quando o IMC e a circunferéncia abdominal sao
menores (conforme observado nos pacientes), os niveis circulantes desta
citocina também estdo reduzidos. Realmente, no presente trabalho, além das
medidas antropométricas nos pacientes com deméncia/DA estarem
significativamente menores do que nos controles (Tabela 12 e Tabela 13),
também nao observou-se diferengca nos niveis plasmaticos de IL-18,
comparando-se estes com os individuos do grupo controle (Tabela 18 e Tabela
19), conforme discutido previamente. De toda maneira, correlagdes positivas
entre IL-18 e medidas antropométricas podem ser explicadas pelo fato de que
esta citocina é produzida por diferentes tipos celulares, incluindo células do

tecido adiposo (Skurk et al., 2005). Além disso, ja foram reportados niveis
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circulantes elevados de IL-18 em individuos com sindrome metabdlica, quadro
no qual observa-se aumento da circunferéncia abdominal devido ao acumulo de

gordura nesta regiao (Zirlik et al., 2007).

ll. 7.5.3 Correlagdes entre parametros do perfil lipidico e mediadores

inflamatorios

Dentre as correspondéncias observadas entre estas variaveis, destacam-se as
correlagdes negativas moderadas de HDLc com IL-10, IL-12p70 e TNF, no grupo
controle (Tabela 32), e as correlagbes positivas moderadas de caspase-1 com
CT, LDLc e ndo HDLc, nos grupos de pacientes com deméncia ou apenas DA
(Tabela 33 e Tabela 34).

Conforme descrito anteriormente, o HDLc € uma lipoproteina que transporta o
colesterol da corrente sanguinea para o figado, a qual também desempenha
outras fungdes protetoras nas paredes dos vasos sanguineos contra a formacgéao
de placas ateroscleréticas. Desta forma, recomenda-se a manutencgao dos niveis
séricos de HDLc acima de 40 mg/dL (Faludi et al., 2017). Em relagdo aos
marcadores inflamatérios que apresentaram correlagdo com esta lipoproteina, a
IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria, conforme descrito no topico 11.7.4. Ja a IL-
12p70 é uma citocina proé-inflamatéria produzida por macrofagos e células
dendriticas que, dentre outras funcdes, induz a producado de IFN-y por células
Th1, formando um link entre as repostas imune inata e adaptativa (Eley; Beatty,
2009). O TNF, por sua vez, € uma citocina que possui efeitos pleiotropicos em
diferentes tipos celulares, consistindo em um importante regulador das respostas
inflamatdrias. Produzido principalmente por macréfagos ativados, linfécitos T e
células natural killer, o TNF é funcionalmente conhecido por desencadear a
liberagcdo de diversas moléculas inflamatdrias, incluindo outras citocinas e

quimiocinas (Jang et al., 2021).

Com base nas correlagdes aqui observadas, pode-se dizer que, nos individuos
do grupo controle, quanto maiores os niveis circulantes de HDLc, menor € a
resposta imune mediada por TNF, IL-12p70 e IL-10. Ressalta-se que, embora
esta ultima seja uma citocina anti-inflamatdria, ela é liberada por linfécitos T, os

quais estao envolvidos em respostas inflamatérias crénicas. Assim, pode-se
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sugerir que a liberacdo de IL-10 pode ocorrer em decorréncia aos estimulos pro-
inflamatdrios prévios, como um mecanismo de regulagdo. Em todo caso, estes
resultados demonstram uma relacdo inversa entre os niveis de HDLc e a
ativacdo de uma resposta inflamatéria, o que foi observado somente nos

individuos controle.

De forma interessante, tais correlagbdes ndao foram observadas nos pacientes
com deméncia/DA. Nestes, o CT, bem como o LDLc e o ndo HDLc, que
consistem nas fragdes que possuem maior associagao com hipercolesterolemia
e eventos aterogénicos, correlacionaram-se de forma moderada e positiva com
a caspase-1. O LDLc é a lipoproteina que transporta o colesterol plasmatico pela
circulagao sanguinea as células periféricas e ao figado. Contudo, em excesso, o0
colesterol presente na LDL oxidado € absorvido pelos macrofagos e depositado
em placas ateromatosas que podem evoluir para lesdes aterosclerdticas
(Aherne, 2011). Ja o nao HDLc representa todas as particulas aterogénicas, ou
seja, as lipoproteinas que contém a apoB, exceto o HDLc, que é composto pela
apoA-l. Desta forma, este parametro é utilizado para estimar a quantidade de
lipoproteinas aterogénicas na circulagdo sanguinea, em especial naquelas
pessoas que possuem niveis de TG elevados. Desta forma, conforme ja citado,
as Diretrizes Brasileiras de Dislipidemia (2017) sugerem valores de referéncia
para estes parametros que variam conforme o risco cardiovascular individual,
recomendando-se valores de pelo menos < 130 mg/dL e < 160 mg/dL para LDLc
e nao HDLc, respectivamente, em individuos com risco cardiovascular baixo. De
toda maneira, os resultados dessas correlagdes merecem destaque, pois,
permitem considerar que pode haver uma relacao entre hipercolesterolemia e o
inflamassoma NLRP3 na DA.

Por fim, neste estudo também observou-se correlagdes positivas moderadas
entre TG e IL-8 no grupo de pacientes com diagndstico de DA (Tabela 34). Os
TG se originam da unido de trés acidos graxos a uma molécula de glicerol e
representam uma das principais formas de armazenamento de energia no
organismo, sendo armazenados nos tecidos adiposo e muscular (Faludi et al.,
2017). Ja a IL-8 é uma quimiocina liberada por diferentes tipos celulares em
resposta a um processo inflamatorio, incluindo mondcitos, macrofagos,

neutrofilos, entre outros. Como fator quimiotatico, atrai células T, baséfilos e
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neutrofilos, estando também envolvida na ativagdo destes ultimos (Brennan;
Zheng, 2007). Alguns estudos ja reportaram associagbes entre
hipertrigliceridemia e IL-8, as quais foram atribuidas ao fato de que lipoproteinas
ricas em TG sao possivelmente pro-inflamatorias (Rosenson et al., 2014;
Bernardi et al., 2018). No entanto, implicagdes a respeito destas correlagbes na

DA ainda nao foram reportadas.

Il. 7.5.4 Avaliagcao de correlagdes entre as variaveis do estudo com os

marcadores de LCR em pacientes com DA

Na avaliacdo de correlagdes entre dados clinicos e medidas antropométricas
com os marcadores de LCR nos pacientes com DA (Tabela 35), observou-se
correlagdo negativa forte entre idade na primeira consulta e AB1-42. Este resultado
sugere que os niveis de AB1-42no LCR vao reduzindo a medida que a doenga vai
progredindo. De fato, ja foi demonstrado que os valores de AB42no LCR parecem
diminuir com a evolugdo da DA, podendo ocorrer antes mesmo de serem
observadas perdas cognitivas nos pacientes (Riemenschneider et al., 2000;
Wiltfang et al., 2009). Nao por acaso, valores liquoricos de AB42 reduzidos sao

propostos como biomarcadores para DA (Bertens et al., 2017).

Neste estudo, também houve correlacdo negativa forte entre IMC e p-tau. Isto
indica que, nos pacientes com DA, quanto menores os valores de IMC (conforme
observado neste grupo), maior € a concentragao de p-tau. Desta forma, pode-se
considerar que maior fosforilagdo de proteina tau pode estar relacionada a perda
de peso observada nestes pacientes. Embora estudos prévios ndo tenham
reportado a correlacdo entre estes fatores em pacientes com DA, é possivel
compreendé-la ao considerar que ja foi demonstrado que idosos com a deméncia
apresentam menor IMC, comparando-se aqueles sem esta condigao (Kang et
al., 2021), assim como os valores de p-tau liquéricos aumentam na doenga
(Schoonenboom et al., 2012).

Os parametros do perfil lipidico e os mediadores inflamatérios avaliados neste
estudo, entretanto, ndo mostraram estar correlacionados com os biomarcadores
dosados no LCR dos pacientes diagnosticados com DA. Ressalta-se aqui o

pequeno numero amostral de pacientes com DA para os quais as dosagens
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destes fatores estavam disponiveis (n = 8), o que pode ter influéncia sobre estes
resultados. Em estudos com maior numero de participantes, todavia,
associagdes entre estes fatores foram relatadas. Em uma metanalise, reportou-
se que os niveis séricos de CT e LDLc estavam associados a maior
concentracéo de proteina tau no LCR (Wu et al., 2019). Além disso, esterificagdo
do colesterol plasmatico em pacientes com DA foi significativamente associada
aos niveis de AB142 no LCR (Turri et al., 2023). Em relacdo aos mediadores
inflamatdrios, correlagdes entre os niveis destes e dos biomarcadores para DA,
ambos dosados em amostras de LCR de pacientes com a doenca, ja foram
relatados, especialmente entre IL-8 e AR (Corréa et al., 2011; Burgos et al.,
2022). Com base nisso, correlagdes entre os niveis periféricos de citocinas e
biomarcadores liquéricos em pacientes com DA é algo que precisa ser melhor

investigado.
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8 LIMITAGOES

Os resultados apresentados precisam ser interpretados considerando-se as
limitagbes do estudo, relacionadas a reprodugdo dos animais transgénicos e
numero restrito de amostras na parte animal, bem como pequeno numero
amostral e desenho transversal, na parte realizada com humanos. Portanto, n&o
podem ser extrapolados para a populagao geral. O contexto de pandemia da
covid-19 também foi um importante fator limitante, uma vez que exerceu

influéncia direta na coleta de dados e nas atividades laboratoriais.



152

9 CONCLUSOES

Os dados obtidos com a realizagdo deste estudo, em conjunto, permitem as

seguintes conclusdes:

No estudo in vivo: a dieta com acréscimo de 1,25% colesterol causou

alteracbes hepaticas e neuroinflamacéo, relacionada a sinalizagao de I1L-18

no hipocampo, tanto nos animais transgénicos para DA, quanto nos

controles. Desta forma, nao é possivel associar o seu efeito a DA no modelo

animal estudado. Contudo, a avaliagao destes fatores em animais com idade

mais avangada € aconselhada.

No estudo com humanos:

Embora a presenca de dislipidemia autorrelatada, bem como a utilizacao
de estatinas, seja igual entre os pacientes e controles, individuos com
DA+DFT apresentaram valores séricos de LDLc significativamente
maiores em comparagao aos controles. Isto pode ser um indicativo de que
as alteracdes nos niveis periféricos de lipidios podem estar associadas a
deméncia, ainda que este resultado, isoladamente, ndo permita fazer esta
afirmacao.

Pacientes com DA+DFT, ou somente com DA, apresentaram maiores
niveis plasmaticos de citocinas inflamatdrias, como IL-1p, IL-6, IL-8, IL-
12p70 e TNF, em comparagao aos controles, evidenciando apresentarem
um estado inflamatdrio sistémico. No entanto, de acordo com as analises
de regressao logistica, ndo foi possivel associar estes mediadores
inflamatdrios de forma independente as deméncias ou somente a DA.
Em individuos com DA+DFT, ou apenas com DA, houve correlacdes
significativas entre parametros do perfil lipidico (CT e LDLc), medidas
antropométricas (circunferéncia abdominal e IMC) e moléculas
relacionadas ao inflamassoma NLRP3 (IL-18 e caspase-1). Apesar deste
tipo de analise ndo permitir fazer associagdes diretas entre estes fatores,
estes dados sugerem a investigacdo desta relagcado em estudos

posteriores.
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E relevante considerar que este estudo avaliou a associacdo entre trés fatores —
alteragdes periféricas do colesterol, inflamassoma NLRP3 e DA — que, apesar
de ja terem sido associados separadamente em estudos anteriores, ainda nao
haviam sido investigados em conjunto. Os resultados aqui reportados, por sua
vez, embasam a realizagdo de estudos posteriores empregando metodologias
mais robustas, para melhor compreensdo a respeito dos mecanismos
envolvendo os objetos deste estudo, contribuindo para o direcionamento de
potenciais alvos farmacoldgicos para estas doencgas. Isto é de fundamental
importancia, pois as deméncias, incluindo a DA, sdo condicbes que causam
grande impacto na sociedade e ainda n&o apresentam estratégias terapéuticas
curativas.

Por fim, conforme mencionado anteriormente, apesar de néao ter sido possivel
associar o efeito do acréscimo de 1,25% colesterol a dieta ao desenvolvimento
de deméncia no modelo animal estudado, foi possivel observar alteragdes
hepaticas e neuroinflamacgao relacionada a sinalizagao de IL-18 no hipocampo,
tanto nos animais transgénicos para DA, quanto nos controles. Tal fato sugere
fortemente um link entre disturbios lipidicos e desencadeamento do processo de
neuroinflamacao que, por sua vez, constitui um evento importante no processo
de instalacdo da deméncia, notadamente a DA. Além disso, as alteracdes
observadas na parte do estudo com humanos, relacionados particularmente a
dislipidemia e a inflamacdo, reforcam a ideia da participagdo destes

componentes no processo de desenvolvimento de deméncias.
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APENDICE |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa “Papel do inflamassoma NLRP3 associado a
dislipidemia e processos neurodegenerativos em modelo animal de

Doenca de Alzheimer e em humanos.”

Prezado (a) Sr. (a),

A pesquisa que o (a) senhor (a) estd sendo convidado (a) a participar como
voluntario (a) € um estudo cientifico que tem como objetivo avaliar alguns
parametros relacionados a inflamacgao, neurodegeneracdo e colesterol. O
beneficio que vocé recebera sera através da possibilidade contribuir com o
avango da pesquisa nesses campos citados. Paralelamente, vocé contara com
uma nova bateria de exames rotineiros e do controle laboratorial que auxiliara o
seu médico responsavel em uma melhor conduta terapéutica.

A pesquisa que o (a) senhor (a) estd sendo convidado (a) a participar como
voluntario (a) tem o objetivo de coletar dados sobre o processo de
neurodegeneragao e suas associagdes com inflamacéao e colesterol no sangue.
O beneficio que vocé recebera sera através do melhor conhecimento de seu
perfil lipidico. Isso é importante para que seu médico possa planejar melhor o
tratamento para vocé.

Nesta pesquisa, cada participante devera responder a um questionario, que sera
aplicado pela equipe da pesquisa, e devera doar uma unica amostra de sangue,
na qual serdo realizados varios exames laboratoriais gratuitos, cujos resultados
serdao encaminhados para o seu médico.

A coleta de sangue venoso inclui um pequeno risco de acidente durante a
puncdo, representado, principalmente por extravasamento sanguineo
subcuténeo de pequena gravidade, que pode resultar em leve dor localizada e
formagdo de pequeno hematoma (mancha roxa) que desaparece em poucos
dias. Sem nenhuma outra complicagao decorrente direta. Para minimizar este

risco, a coleta de sangue sera realizada em local adequado, por um profissional
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com capacidade técnica e experiéncia que estara atento e tomara todas as
providéncias necessarias. Na coleta de 20 mL de sangue todo o material que
sera utilizado é descartavel, esterilizado e de boa qualidade (agulhas e tubos a
vacuo), visando o éxito do procedimento sem riscos adicionais a sua saude.

As amostras de sangue extraidas da coleta ficardo congeladas em ultra freezer
(-80°C) no departamento de Farmacologia (ICB-UFMG) até a realizagdo das
dosagens.

O nome do participante e, também, os resultados dos exames serdo mantidos em sigilo
e privacidade, sob a responsabilidade da equipe de pesquisadores. Os resultados serao
apresentados em reunides clinicas nos setores da instituicdo ligados ao estudo. Ao final
do trabalho estarao disponiveis inclusive para os participantes. Este projeto visa também
publicacdo dos resultados em revistas especializadas da area e em trabalhos de
formacao de recursos humanos na UFMG, como dissertacdes de mestrado e/ou tese
de doutorado.

Nao havera despesas pessoais para o paciente, ficando o custo (material, recurso
humano, despesa com laboratério) para o coordenador/agéncia financiadora (caso em
aprovagao por editais de chamada publica), também ndo havera compensacao
financeira pela sua participacdo, nem remuneracao financeira do pesquisador, cujo
interesse é apenas cientifico.

Caso vocé nao queira participar da pesquisa, ndo havera qualquer prejuizo no seu
tratamento ou na assisténcia recebida pelo seu médico. Para qualquer duvida sobre
esta pesquisa vocé devera entrar em contato, por telefone, com as pessoas

responsaveis pela mesma, cujos nomes estao relacionados a seguir:

e Prof. Dr. Helton J Reis — Tel: (31) 3409-2719, 99114-2231.
Professor do Departamento de Farmacologia ICB/UFMG.
Assinatura:

e COEP - UFMG: Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas
Gerais. Endereco: Avenida Anténio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il, 2°
andar - Sala 2005, Campus Pampulha, BH, MG. Tel: (31) 3409-4592.

Agradecemos sua valiosa participagao!
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TERMO DE CONSENTIMENTO

Declaro que, apos convenientemente esclarecido (a) pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, concordo em participar como voluntario (a) do
projeto de pesquisa “Papel do inflamassoma NLRP3 associado a
dislipidemia e processos neurodegenerativos em modelo animal de
Doenca de Alzheimer e em humanos”, e autorizo a coleta de 20 mL de sangue

e que recebi copia do presente Termo de Consentimento.

Nome completo:

Documento de identificacio:

Assinatura: Data: / /
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APENDICE Il
FICHA CLINICA

Data: /|
Projeto de Pesquisa: “Papel do inflamassoma NLRP3 associado a dislipidemia
e processos neurodegenerativos em modelo animal de Doenga de Alzheimer e
em humanos”

Diagnéstico:

A) IDENTIFICAGAO:

. Nome:
. Data de nascimento: ‘ 3. Idade:
. Endereco:
. Municipio/UF:
. Telefone/celular:
. Informante: Parentesco: Telefone/celular:
B) DADOS DEMOGRAFICOS:
.Sexo: ( )M ( )F \ 2. Estado Civil: ( ) solteiro ( )casado ( )viuvo ( )separado ( ) divorciado
. Grau de escolaridade: anos

O IN OB~ N =

1

3

() Fundamental incompleto () Médio completo

() Fundamental completo ( ) Graduagéo

() Médio incompleto () Pdés-Graduagao

4. Profissao:

5. Renda familiar mensal:

() Até 1 salario minimo. () De 6 a9 salarios minimos.
( ) De 1 a 3 salarios minimos. ( ) De 9 a 12 salarios minimos.
( ) De 3 a 6 salarios minimos

6. Etnia:

() Caucasiano () Asiatico

( ) indio ( ) Negro

() Mestigo: mulato, pardo () Outros:

C) DADOS CLINICOS:
Tabagista: ( )Nao ( ) Sim Quantos cigarros por dia, em média:
Ex-tabagista: ( ) Nao ( ) Sim Parou ha quanto tempo:
Etilista: ( )Nao ( )Sim Qual bebida: Quantidade/dia:
Ex-etilista: ( )N&o ( ) Sim Parou ha quanto tempo:
Doencga aguda nos ultimos 10 dias (inflamatérias/infecciosas)? ( ) Sim ( ) Nao
Condigoes clinicas cronicas:
Hipertenséo arterial sistémica
Doenca arterial coronariana
Insuficiéncia cardiaca congestiva

) DPOC / asma / enfisema
) Doenca tireoidiana
) Doenca hepética

Arritmias ) Doenca renal

Doenca hemorragica ) Doenca infecciosa. Qual:
Tromboses ) Doencga autoimune. Qual:
Diabetes mellitus ) Neoplasia

Intolerancia a glicose ) Epilepsia

Obesidade

Osteoporose

) Apneia Obstrutiva do Sono
) AVC prévio. Quantos:
Outras:

) Doenca psiquiatrica prévia. Qual:
) Neuroinfecg¢do. Qual:

) Traumatismo cranio encefalico

) AVC po6s deméncia

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

~—_——m—m— A~~~ A~~~ oA WIN -
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7. Diagnéstico de dislipidemia prévia: ( ) Nao ( ) Sim Qual:

Tempo de diagnéstico: Em tratamento com estatina? ( ) Nao ( ) Sim

8. Cirurgias prévias:

9. Atividade fisica regular? ( ) Nao ( ) Sim Qual modalidade:
Frequéncia semanal: Duracéo dos exercicios:

10. Medicamentos em uso e posologia:

D) HISTORIA FAMILIAR:

1. Parentes de primeiro grau: ( ) Nao ( ) Sim
Membros afetados e doencgas:

2. Parentes de sequndo grau: ( ) N&o ( ) Sim
Membros afetados e doencgas:

E) EXAME FiSICO:

1. Peso: 2. Altura: 3. IMC:
4. Medida da cintura: 5. Medida do quadril: 6. RCQ:
7. Circunferéncia abdominal:
F) AVALIAGAO NEUROCOGNITIVA: (apenas para pacientes do ambulatério)
1. Mini Exame do Estado Mental: Primeiro: Data: | Ultimo: Data:
2. Teste de memoria de figuras:
3. Fluéncia de animais: Primeiro: Data: | Ultimo: Data:
4. Desenho do relégio: Data:
5. Pfeffer: Data:
G) EXAMES NEUROPATOLOGICOS: (apenas para pacientes do ambulatério)
1. Ressonéancia magnética: ( ) Ndo ( ) Sim Data:
2. LCR:( )N&o( )Sim Data: Resultado:

OBSERVAGOES:
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ANEXO |

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Avaliagdo da associacdo entre dislipidemia e neurodegeneracdo através da via
PI3K/mTOR e do inflamassoma NRLP3 em modelo de Doenca de Alzhimer", protocolo do CEUA: 374/2018 sob a
responsabilidade de Antonio Carlos Pinheiro de Qliveira que envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunigo de 03/12/2018.

Vigéncia da Autorizacdo 03/12/2018 a 02/12/2023

Finalidade Pesquisa




ANEXO I

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 68081416.8.0000.5149

Interessado(a): Prof. Helton José dos Reis

Depto. Farmacologia
ICB- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 06 de marco de 2018, o projeto de pesquisa intitulado “Papel do
inflamassoma NLRP3 associado a dislipidemia e processos
neurodegenerativos em modelo animal de Doenga de Alzheimer e
em humanos” bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto atraves da Plataforma Brasil.

Profa. Dra Vivian Résende
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Adminiztrativa I - 1° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 34094592 - e-mail: coepiaprpg . ufime br
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