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Resumo

Resumo

O termo clinico deméncia frontotemporal (FTD) ¢ usado para designar as condi¢des
clinicas degenerativas, decorrentes do acometimento do lobo frontal e/ou da por¢do anterior
do lobo temporal. A FTD ¢ subdividida em trés sindromes principais: variante
comportamental da FTD (bv-FTD), deméncia semantica e afasia progressiva ndo fluente. Na
variante comportamental, prevalecem as alteracdes de comportamento; nas outras entidades
clinicias a alteracdo de linguagem. Algumas vezes, associam-se, ainda, a doenca distlrbios
do movimento. Apesar de caracteristicas aparentemente distintas, o diagnéstico da FTD nem
sempre ¢ facil, o que motiva a busca por métodos capazes de elucidar o quadro, como um

biomarcador molecular associado ao diagndstico clinico.

Quanto ao processo inflamatério, envolvido na maioria das doencgas
neurodegenerativas, incluindo a doenca de Alzheimer (AD), ¢ frequentemente denominado
“neuroinflamacgdo”.  Adimite-se que a neuroinflamacdo seja elemento importante na
fisiopatologia da FTD. Portanto, no presente trabalho, estudou-se a expressio de
imunomoduladores em sangue periférico de pacientes com AD e FTD o que reforca a

importancia do sistema imune na fisiopatologia da FTD.

Ao analisar, entdo, a frequéncia de expressdo de imunomoduladores em células
mononucleares do sangue periférico de pacientes com FTD, observaram-se, principalmente:
reducio da expressdo da citocina (IL-1a), quimiocina (CCL3) em monécitos CD14", reducio
do receptor HLA em linfocitos T CD4", aumento de TNF-a em linfécitos T CD4" e CDS",
aumento de BDNF em linfocitos T CD4" além da expressiva reducio de CTLA-4 em
linfocitos CD4".

Essas alteragdes observadas na expressdo de imunomoléculas em células
mononucleares demonstram que os processos inflamatorios que ocorrem na FTD e AD sao

distintos.



Abstract

Abstract

Frontotemporal dementia (FTD) is an umbrella term that groups several different
neurodegenerative diseases characterized by predominant destruction of the frontal and
temporal lobes. It is a clinical syndrome characterized by progressive changes in behaviour,
personality and/or language. FTD presents three clinical variants: behaviour variant
frontotemporal dementia (bvFTD), progressive non-fluent aphasia (PNFA) and semantic
dementia (SD).

There is growing evidence to support that central nervous system (CNS) function is
integrated with the immune system. Crosstalking between CNS and the immune system
occurs mainly via cytokines, neurotransmitters and neuropeptide secretion. Peripheral
cytokines can also promote signalling inside CNS. Studies suggest that inflammation is
involved in the neurodegenerative cascade of dementias. Immunological mechanisms may be
part of the pathophysiological process in frontotemporal dementia (FTD), but up till now only
vague evidence of such mechanisms has been presented. The aim of this study was to
compare the expression of immune molecules in peripheral blood mononuclear cells of FTD
to Alzheimer disease (AD).

This study shows an increased expression of TNF-a in CD4" and CD8" T cells from
frontotemporal dementia patients and an increase of BDNF in CD4". A reduction of IL-1a,
CCL3 in monocytes CD14", and CTLA-4 and HLA-DR in CD4" were also observed.

These alterations clearly show that immune system involved in FTD and AD is

different.
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HC-PIB oo, C-labeled Pittsburgh Compound-B
AD Doenca de Alzheimer
APC Célula apresentadora de antigeno
BDNF e Fator neurotréfico derivado do cérebro
BPSD Sintomas comportamentais e psicologicos
relacionados a deméncia
bV-FTD oo Variante comportamental da deméncia
frontotemporal
CBA e Cytometric bead array
CBD e, Degeneracgao corticobasal
CYS e, Fluorocromo cianina - 5
DLDH oo, Dementia lacking distinctive histopatologic
features (deméncia sem achado histopatolégico
especifico)
DSM-IV e Manual diagndstico e estatistico de transtornos
mentais - 4* edigao
FITC o Fluorocromo fluoresceina
FTD o, Deméncia frontotemporal
FTLD i, Degeneracao lobar frontotemporal
FTLD-U oo, FTLD com ubiquitina positiva
FUS Fused in sarcoma protein
GCP-ICH .o, Good Clinical Practice-International
Conference on Harmonisation
IL e Inteleucina
IP-10 o Interferon-y-inducible protein-10
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MCP-1 e, Monocyte chemotactic protein-1
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PBS Solugdo tampao fosfato

1 . e . S
Optou-se, neste estudo, pelo uso das abreviaturas em inglés, ja consagrado na literatura de cunho cientifico.
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1.1 Consideracgoes histdricas

A deméncia frontotemporal (FTD) ¢ termo clinico usado para designar as condic¢des
clinicas degenerativas decorrentes do acometimento do lobo frontal e/ou a por¢ao anterior do
lobo temporal. Apesar de a FTD comumente ser empregada por alguns autores como
sindnimo de degeneracdo lobar frontotemporal (FTLD), adotou-se, neste trabalho, o uso do
termo FTD para descrever os aspectos clinicos, reservando o termo FTLD para referir aos

aspectos patoldgicos dessas sindromes como recomendado na literatura (1,2).

Com efeito, a FTD ¢ subdividida em trés sindromes principais: variante
comportamental da FTD (bv-FTD), deméncia semantica (SD), afasia progressiva naofluente
(PNAF) e pode-se associar a distirbios extrapiramidais do movimento (parkinsonismo e
degeneracdo corticobasal [CBD]), ou , ainda, a doenga do neurénio motor (FTD-NMD)
(3.,4).

Historicamente, a literatura reconhecia a FTD como doenga de Pick em homenagem
ao neurologista Arnold Pick, quem primeiro relatou essa condicdo em 1892, em um paciente
de 71 anos (5). Pick descreveu-a, originalmente, como um quadro clinico que se caracteriza
pela deterioragdo progressiva da cogni¢do e com uma afasia grave incomum cuja avaliacio
post-mortem demonstrava atrofia do lobo temporal esquerdo. Hoje, o diagnostico desse
paciente seria de deméncia semantica (SD), que ¢ uma das entidades nosoldgicas que
compdem a FTD. Doze anos apos (1904), esse mesmo autor publicou um artigo com relato de

trés novos casos (6).

Em 1911, Alzheimer descreveu alteragdes microscopicas que seriam caracteristicas da
FTD. Tais alteragdes se referiam a inclusdes neuronais argentofilicas e as células
edemaciadas, localizadas em lobos frontais e temporais atrofiados. Alois nomeou, entdo, essas
alteracdes corpusculos e células de Pick respectivamente. Mas somente alguns anos depois, o
eponimo doenca de Pick foi utilizado. Inicialmente, por Onari e Spatz em 1926 (7) e
fortalecido por Carl Schneider (8,9). Entretanto, esses autores concentraram seus esfor¢cos no

componente frontal da sindrome (1).

Na década de 1980, pesquisadores de Lund na Suécia relataram uma série de casos
de pacientes dementados, com degeneracdo do lobo frontal. Tais pacientes ndo apresentavam

os corpusculos de Pick e, portanto, empregou-se o nome degeneragdo frontal do tipo ndo
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Alzheimer (10,11). No mesmo periodo, outros pesquisadores em Manchester, no Reino
Unido, também publicaram trabalhos sobre estudos clinicopatolégicos em deméncia pré-senil
e empregaram o termo deméncia do tipo frontal (12,13). Pouco depois, outros grupos
descreveram casos semelhantes empregando outros nomes. Knopman, por exemplo, utilizou o
termo deméncia carecendo de achados histopatoldgicos distintos (14) enquando Miller
preferiu o termo degeneragdo do lobo frontal (15). Todos esses trabalhos chamaram a atencao
para a sintomatologia decorrente da atrofia do lobo frontal, ressaltando alteragdes na conduta
social, no controle inibitério, no comportamento sexual, bem como alteragdes do apetite, do
comportamento ritualistico e estereotipado além da redugdo da empatia e desenvolvimento de

apatia.

Afinal, o emprego de diferentes nomes para descrever a mesma condicdo clinica e a
falta de um critério diagndstico tinico motivaram a confec¢ao de um consenso para normatizar
o nome ¢ os critérios diagnosticos. Deve-se, portanto, ao trabalho conjunto do grupo de Lund
e de Manchester, o primeiro critério clinico para o diagnostico FTD (16). Mas as afasias
ainda ndo eram consideradas dentro de grupo. Somente quatro anos depois, numa nova
reunido de especialistas, houve a inclusdo das afasias progressivas primarias dentro desse
grupo. Surgiu, assim, a sugestdo do emprego do termo degeneragdo lobar frontotemporal

(FTDL) (3).

Assim sendo, os diversos nomes até entdo empregados, como degeneracdo do lobo
frontal do tipo ndo Alzheimer, doenca de Pick, complexo demencial de Pick, deméncia do
lobo frontal, degeneracdo do lobo frontal, deméncia pré-senil ndo deveriam mais ser mais
adotados. Apesar de os critérios de Neary e colaboradores (3) constituirem um marco em

termos de diagndstico dessa sindrome, esse critério era destinado, primariamente, a pesquisa.

Mais recentemente, foi publicado o consenso internacional para o diagnostico de bv-
FTD, por grau de probabilidade (FTD possivel, provavel e definitivo), a exemplo de outras
deméncias (17). Tal consenso foi baseado nos critérios revisados em 2007, por Rascovsky e

colaboradores (2).

Dessa forma, no encontro de pesquisadores realizado em 2000, foram revisados os
marcadores neuropatologicos da FTLD em decorréncias das novas descobertas. Nesse
encontro foi proposto, também, um guia para orientar os médicos em geral (aqueles nao

vinculados diretamente aos centros de pesquisa em FTD) no processo diagnostico dessa
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sindrome (18). J& em 2006, com os avangos da genética molecular, bioquimica e métodos
imuno-histoquimicos ampliaram-se as proteinopatias com a inclusdo da TDP-43, reconhecida,
entdo, como o achado histopatologico mais comum da FTLD com ubiquitina positiva (FTLD-
U) (com ou sem doenca do neurénio motor associado) e, também, da esclerose lateral
amiotrofica (19,20). Esses avancos permitiram sistematizar os diversos achados presentes na
degeneragdo lobar frontotemporal. Posteriormente, em 2007 foi publicado um novo consenso
para diagnostico histopatologico da FTLD, sendo descritos 7 tipos distintos de padrodes

histopatologicos (21).

Didaticamente, pode-se separar a FTLD em dois grupos principais: FTLD com Tau' e
FTLD Tau'. Pouquissimos casos ndo se encaixardo nesses dois grupos e serdo classificados
como FTLD Tau e sem inclusdes Ub ou p62. Este ultimo grupo, que representa
aproximadamente 10% dos pacientes em estudo, ¢ heterogéneo, composto por uma cole¢do de
condicdes incomuns. Um percentual significativo desses pacientes apresenta
imunorreatividade para proteina FUS (22,23) Estdo, aqui incluidos, também, os pacientes com

doencas por prion e DLDH.

Contudo, apesar dos avangos tanto no reconhecimento das formas clinicas de FTD
quanto dos marcadores histopatologicos da FTLD, ndo hé ainda clara associagdo

clinicopatologica.
1.2 Aspectos epidemioldgicos

Sabe-se que o processo de envelhecimento da populagdo gera mudancga significativa
nos padrdes de morbimortalidade da populacdo, que passa a enfrentar o impacto das doencas
cronicodegenerativas, especialmente as sindromes demenciais. Ressalta-se que as deméncias
contribuem com 11,2% dos anos vividos com incapacidade por pacientes acima de 60 anos de
idade. Esse percentual ¢ superior ao causado por acidentes vasculares encefalicos (9,5%); por
doengas musculoesqueléticas (8,9%); por doencas cardiovasculares (5,0%); por todas as
formas de cancer (2,4%) (24). Ressalta-se, ainda, que deméncias ndo ocorrem somente em
idosos. Nas deméncias de inicio precoce (pré-senil), apesar de ndo serem as mais prevalente,

das deméncias, o impacto social e econdmico sobre os familiares pode ser muito maior.

No Brasil, embora as estimativas ndo sejam fidedignas em relacdo a real prevaléncia

da deméncia, estima-se que ha cerca de um milhdo de idosos afetados. O primeiro estudo de
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base populacional, realizado em nosso meio, neste sentido, foi o de Veras e Coutinho no Rio
de Janeiro cujo objetivo era estimar a prevaléncia de sindrome cerebral organica. Esses
pesquisadores detectaram 6% de casos de sindrome cerebral orgdnica na regido de
Copacabana; 9,8% na regido do Méier; e 27,8% no distrito de Santa Cruz. Com relagdo aos
dados de Santa Cruz, questiona-se a interferéncia da escolaridade na sensibilidade do
instrumento usado para a identificagdo dos casos dessa sindrome (25). A incidéncia mundial
anual de deméncia ¢ estimada em 7,5 casos a cada 1000 habitantes idosos. Taxas semelhantes
foram encontradas na América Latina quando se analisaram os estudos epidemioldgicos
desenvolvidos nessa regido. Na América Latina, a taxa de prevaléncia ¢ de 7,1% e no Brasil

varia entre os estudos de 6,0% a 7,1% (26).

No estudo de base populacional conduzido na cidade de Catanduva, Sdo Paulo, por
Herrera e colaboradores (27) encontrou-se prevaléncia de deméncia de 7,1%, em individuos
acima de 65 anos de idade. A doenga de Alzheimer foi responsavel por 55,1% dos casos; a
deméncia vascular por 9,3%; e a doenga de Alzheimer, associada a deméncia vascular, por
14,4%. A deméncia frontotemporal (FTD) e a deméncia com corpos de Lewy responderam,
respectivamente, por 2,6% e 1,7% dos casos. J& um estudo retrospectivo, realizado em um
centro universitario especializado em disturbios cognitivos no Brasil detectou que a FTD era
a terceira causa (5,1% dos casos) mais comum de deméncia. Nesse estudo foram analisados

os prontuarios dos pacientes atendidos no periodo de 1991 a 2001 (28).

Mais recentemente, um grupo da Suécia publicou a prevaléncia de FTD nos pacientes
atendidos naquele servico, no periodo de 1974 a 2004 e reporta uma prevaléncia de FTD de
4%, com idade média de 73 anos (variava de 52-86 anos). Todos os pacientes desse estudo,
além do diagnostico clinico de deméncia, tiveram o diagnéstico etioldégico de deméncia

confirmado por avaliagdo post-mortem neuropatologica (29).

FTD, até alguns anos, era considerada uma deméncia rara, restrita aos centros
especializados. Contudo, com o avango da neurociéncia e o aumento da possibilidade de
diagnosticar os pacientes com elevado grau de confiabilidade, ainda vivos, observa-se que a
prevaléncia dessa condigcdo ¢ maior que se admitia no passado. Nos pacientes entre 45 ¢ 65
anos de idade, a prevaléncia dela se aproxima da doenga de Alzheimer. Considerando-se
apenas os pacientes com idade inferior a 50 anos, possivelmente ela seja a deméncia mais

prevalente (30). Tipicamente, todas as formas de FTD iniciam-se entre 45-65 anos de idade
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(casos extremos aos 20 e 90 também ja foram descritos), contudo, os pacientes com PNFA

eram mais velhos (30-35).

Em relagdo a incidéncia da FTD de inicio tardio (ap6s 65 anos), os dados sdo mais
variados. Tradicionalmente, considerava-se que sua ocorréncia apés os 70 anos fosse rara e
isso ¢ corroborado pelos estudos realizados no Japao (3%) (36). Entretanto, outros estudos
demonstram que a prevaléncia de FTD de inicio tardio ¢ mais comum que se pensava
anteriormente. No estudo realizado por Johnson e colaboradores (37), comparando-se a data
de inicio da doenca em trés centros universitarios americanos € um alemao, demonstrou que o
inicio da doenca se deu entre 35 a 80 anos de idade e que aproximadamente 25% dos
pacientes com bv-FTD ou SD foram diagnosticados depois dos 65 anos. Ja com relagdo aos
pacientes com PNFA, 50% dos casos eram de aparecimento tardio. Ja no estudo populacional
na provincia de Zuid, na Holanda, 22% dos pacientes tiveram diagnostico no inicio dos
sintomas, apds 65 anos. Esse mesmo estudo estimou a prevaléncia de FTD naquela regido em

9.4%, na faixa etaria de 60-69 anos e 3.8% na faixa etaria de 70-79 anos (35).

No entanto, segundo um levantamento epidemioldgico realizado em Gothenburg, na
Suécia, com idosos acima de 85 anos, 19% dos casos pesquisados, apresentaram sindrome
do lobo frontal, e 3%, FTD (38). Admite-se, hoje, que FDT ocorre em torno de 5%-15% dos
pacientes dementados, sendo a segunda causa mais frequente de deméncia na populacdo pré-
senil. A prevaléncia de FTD na populacdo entre 45-65 anos de idade, estimada nos dois
maiores estudos de base populacional, ¢ de 15 casos por 100 mil habitantes enquanto a
prevaléncia de deméncia (todas as causas, degenerativas ou ndo) varia de 81a 98 pacientes por

100 mil habitantes (30,34).

Parece que, em decorréncia de fatores genéticos, essa doenca seja mais prevalente no
Ocidente que no Oriente. Nos Estados Unidos da América e na Europa, parece que um tergo
dos portadores de FTD apresentaram casos de familiares vitimados por essa sindrome

enquanto no Japdo, casos dessa natureza sao mais esporadicos (39,40).

Em relagdo a distribuicdo de cada subtipo de FTD, os estudiosos chegaram a um
consenso: a bv-FTD ¢ a forma mais prevalente. Contudo, a propor¢do de cada tipo ¢ variavel
entre os estudos. Assim, de acordo com alguns trabalhos, a propor¢cdo de bv-FTD ¢ de
aproximadamente 50% (31,37,41); em outros, ela atinge aproximadamente 75% dos casos

(34).
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Quanto a variacao da incidéncia dessa doenca entre os sexos, ¢ prematuro dizer se ha
diferenga, pois a literatura ndo registra, ainda, dados confidveis em quantidade suficiente e os
relatos sdo, algumas vezes, contraditorios. Os dados oriundos de estudos realizados em
Manchester, mostram incidéncia igual entre os sexos na bv-FTD e PNFA, mas
preponderancia de mulheres com SD (2:1). Em outros estudos, observou-se um predominio
do sexo masculino, particularmente, nos pacientes com bv-FTD, SD ou com FTD-NMD
(34,37,42). Dois outros estudos, porém, ndo encontraram diferenga estatistica significante na

distribui¢ao de FTD, entre os sexos (35,41).

Em sintese, dir-se-ia que a evolucdo DFT tende a ser mais rapida que da doenga de
Alzheimer (43,44)com estimativa de sobrevida de aproximadamente de 8 anos como
inicialmente descrita e, mais recentemente, de aproximadamente 6 anos (35). Para os
pacientes do subtipo bv-FTD, esses valores variam de 2 a 20 anos, 3 a 15 anos para SD e 4 a
12 anos, para PNFA (1). A presencga de anormalidades neuroldgicas a ela associadas reduz a
sobrevida dos pacientes (45), tornando a forma FTD-NMD a mais grave, com sobrevida de

apenas 2 anos (46).

1.3 Aspectos clinicos

Ao contrario da doenga de Alzheimer, tanto a apresentacdo clinica quanto o substrato
histopatologico da FTD sdo heterogéneos. Duas sdo as formas principais de manifestacao da
deméncia frontotemporal (FTD): variante comportamental da FTD (bv-FTD) e a afasia
progressiva primdria. Esta ltima ¢ representada pela deméncia semantica (SD) e pela afasia
progressiva ndo-fluente (PNAF). Essas entidades nosoldgicas podem associar-se, ainda, a
distarbios cujo comprometimento neurolégico sdo classicamente descritos como motores.
Incluem-se, aqui, as doencas que se desenvolvem com disturbios extrapiramidais do
movimento (paralisia supranuclear progressiva [PSP] e degeneracdo corticobasal [CBD]), ou ,
ainda, aquelas ligadas ao comprometimento do neur6énio motor (FTD-NMD) como, por
exemplo, esclerose lateral amiotrofica. Todas essas condi¢cdes devem apresentar os sinais de
uma doenca neurodegenerativa. Dessa forma, sinais ou sintomas de comprometimento
progressivo da cogni¢do ou do comportamento, por um periodo minimo de 6 meses, sao
necessarios. Tal comprometimento deve ocasionar declinio no desempenho de testes
neuropsicologicos e, além disso, repercutir na funcionalidade do paciente. Tais alteragdes nao

podem, contudo, serem decorrentes de comorbidade clinica (3,4).
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3.1 Variante comportamental da deméncia frontotemporal
Ao contrario da doenca de Alzheimer, cujas formas cléssicas o primeiro sintoma ¢

uma reducdo na memoria episodica, na variante comportamental da deméncia frontotemporal
(bv-FTD), a forma mais prevalente da FTD, marcadamente se manifesta por meio de alteracao
nas condutas sociais, na personalidade e controle emocional em relagdo ao estado pré-
moérbido. Sdo caracteristicas dessa variante: apatia (inércia e perda da motivagdo),
desinibicdo social e desatencdo (3). Os pacientes vitimas de bv-FTD podem ser,
didaticamente, subdivididos em dois grupos contrastantes, de acordo com a sintomatologia
predominante: um grupo em que prevalecem apatia, inércia e perda da volicdo; outro em que
prevalecem desinibicdo, falta de atencdo e hiperatividade sem propdsito (47). Cabe ressaltar
que essas duas formas de apresentacdo podem estar presentes no mesmo paciente € que o

meio social pode influenciar na ocorréncia destas.

Como tais alteracdes decorrem de alteragdes degenerativas, as quais provocam
desintegracao dos circuitos cerebrais envolvidos no controle comportamental, emocional, bem
como na adaptacdo social e nos processo de tomada de decisdo, o aparecimento dessa
sintomatologia ¢ insidioso e progressivo (48,49). Assim, ¢ muito dificil estabelecer o inicio
dos sintomas da doenga, especialmente pela perda da autopercepcdo (anosognosia), que €
muito comum ocorrer nesses pacientes. A entrevista isolada com as pessoas que convivem de
perto com o paciente ¢ fundamental para elucidar esses declinios. Contudo, as alteragdes
precoces no afeto e a redugdo na autopercepgdo sdo elementos que podem ser uteis para
distinguir a FTD e da AD (50,51). Apesar de a memoria estar preservada nas fases iniciais da
bv-FTD, cerca de 10% dos pacientes com FTD sdo acometidos pela sindrome amnéstica como

sintoma inicial da doenga (52,53).

Com efeito, os principais sintomas da bv-FTD sdo: reducdo do insight (anosognosia),
apatia, desinibicdo, desatencdo, comportamento alimentar anormal, comportamento
estereotipado e ritualistico, diminui¢do da empatia, rigidez mental, sindrome disexecutiva
(disfungdo das fungdes executivas), alteragdo da linguagem (adinamismo) e alteragdo na

memoria (11,54,55). Cada um desses sintomas serd descrito a seguir:

* Anosognosia- Redu¢do da consciéncia pessoal, com perda da percep¢ao dos

proprios sintomas mentais. Isso fica evidente pela franca negacdo da
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sintomatologia ou falta de preocupagdo com as consequéncias sociais,
ocupacionais e financeiras, decorrentes de estado mental do paciente (54-56).

* Apatia - Sintoma praticamente presente em todos os pacientes, manifestado por
passividade, inércia e inatividade associadas com isolamento social. Paciente pode
permanecer horas sentado ou deitado quieto, descarta os robes. Pode ser
confundido com depressdo, mas, ao contrario da depressdo, ndo apresentam
sentimento de culpa, tristeza e pessimismo (57-61). Apatia nesses pacientes estd
relacionada a regiao medial dos lobos frontais incluindo o cortex dorsal anterior do
cingulo, regido medial do cortex oOrbito frontal medial, porcao inferior dos lobos
frontais, regido dorsolateral direita do cortex pré-frontal e regido anterior do lobo
temporal (47,62).

* Desinibigdo - Sintoma comum nas fases iniciais. Parece estar particularmente
relacionado com a atrofia do cortex do oOrbito frontal medial. Contudo a porg¢do
inferior dos lobos frontais, da regido anterior do lobo temporal e da regido anterior
do lobo temporal e do cortex dorsolateral do cortex pré-frontal esquerdo também
estio afetadas (62,63). E detectada pela presenca de comportamentos
incongruentes com o comportamento pré-morbido do paciente. Pacientes agem de
forma impulsiva, sem se preocupar com as consequéncias de seus atos, perdem o
tato social e apresentam comportamento anomico (faux pas). Irritabilidade,
inquietude, hiperatividade, agressividade, gestos inapropriados, violagdo dos
espagos interpessoais, comentdrios rudes com conteudos sexuais, exibicionismo e
comportamentos explosivos podem ocorrer (55,64-66). O paciente pode ainda se
tornar um jogador patologico (67), envolver-se em furtos ou desenvolver
hiperreligiosidade (17,68).

* Comportamento alimentar anormal - Trata-se de altera¢do no padrao alimentar.
Os individuos tornam-se tipicamente gulosos, vorazes para alimentar, mudam as
preferencias alimentares, com fixag@o por certos tipos de alimentos (carboidratos e
doces por exemplo), t€m dificuldade em experimentar novas comidas. Com o
avangar da doenga, podem surgir combinacdes bizarras de alimentos e
hiperoralidade. Consumo excessivo de liquidos, bebidas alcodlicas e cigarro
ocorrem com frequéncia (69-71). E, com o avangar da doenca, podem aparecer

ainda hiperoralidade e hipersexualidade, sintomas da sindrome de Kliiver-Bucy.
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Esta geralmente ocorre quando ha lesdo extensa da amigdala e pode ocorrer
também nos pacientes com AD (72).

* Comportamentos estereotipados e ritualisticos - Repeticdes excessivas de atos
motores ou verbais simples (maneirismos, bater palmas, esfregar as maos,
movimentos com labios ou bater os pés) estdo presentes em até 75% dos pacientes,
mas esses atos ndo apresentam grande valor discriminatorio no diagnostico
diferencial. Comportamentos mais complexos, por exemplo, colecionismo (lixo,
pedras, selos, papéis), preocupagdes ritualisticas com limpeza e vestudrio, ou andar
no mesmo ritmo e trajeto também sdo comuns. Repeti¢des do mesmo termo ou
expressoes nas diversas situagdes de linguagem também ocorrem (47,69,73,74).

* Diminui¢do da empatia e embotamento do afeto - Perdem a preocupagdo com
aspectos emocionais que envolvem outras pessoas tornando-se aparentemente
egoistas ou desrespeitosos. A compreensdo e expressdo das emocgdes estdo
reduzidas. Frequentemente, ndo se observa pesar diante da morte de um familiar,
ou remorso apds um acidente, ou periodo de grande violéncia. A falta de
sentimentos pelos cuidadores (familiares ou ndo) ¢ uma das principais causas de
estresse para o cuidador. As respostas dos pacientes sdo desprovidas de emocdo
(robdticas). Sintomas depressivos podem ocorrer, € muitos pacientes com FTD
acabam recebendo o diagnostico de transtorno do humor, antes do quadro
demencial ficar evidente. Os sintomas depressivos sdo geralmente atipicos
podendo ser uma pista para o diagnoéstico de FTD (47,75,76). Ja delirios e
alucinagdes sdao mais raros, mas, quando presentes, sdo tipicamente de
grandiosidade ou bizarros (77). J4 na FTD-MND, esses sintomas psicéticos sdo
prevalentes e podem, inclusive, anteceder os sintomas motores (78,79).

* Rigidez mental - Egocentrismo e perda da capacidade mental de adaptar-se
evidenciada pela falta da capacidade de perceber o ponto de vista do outro, pela
aderéncia fixa a rotina, a falta de criatividade e incapacidade de adaptar-se diante
novas circuntancias (3). A falta de atitude abstrata, associada a reducdo da
empatia, forma a base para a teoria da mente (ToM), que ¢ o elemento central
presente também no autismo ou na sindrome de Asperger (80,81).

* Sindrome disexecutiva - Ocasiona a redu¢do dos quatro componentes da funcao

executiva: voli¢do, planejamento, acdo objetiva (transformagdo de uma inten¢do
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em uma atividade produtiva) e execu¢ao efetiva (capacidade de monitorar, corrigir,
regular a intensidade, o tempo e outros aspectos qualitativos da agao) (82). Apesar
de poderem ser o primeiro sintoma da FTD, esses sintomas ndo sdo uteis para
discriminar de FTD de AD, mas indicam a gravidade da deméncia e (69,83).
Estudos sugerem que pacientes com AD, em fases iniciais apresentam
comprometimento do circuito dorsolateral, o que est4 associado com essas fungdes
(84). Reducao da capacidade de trabalho podem ocasionar demissdes, busca de
trabalhos progressivamente mais simples, ou até mesmo aposentadorias precoces.
Tudo isso pode ter impactos financeiros importantes no paciente ou na familia.

* Negligéncia no auto-cuidado - Declinio na capacidade de realizar as atividades
de vida diaria ¢ comum tornando esses pacientes funcionalmente mais
comprometidos que os pacientes com AD (85). Sem cuidados de terceiros, esses
pacientes podem ficar imundos e, em casos extremos, apresentar sindrome de
Diogenes (86,87).

* Alteragdo da linguagem - Caracteriza-se, principalmente, por reducdo
progressiva do discurso (economia na expressao verbal e falta de espontaneidade),
estereotipia de linguagem. Paciente tem dificuldade de iniciar a conversacao,
mesmo quando incentivado, as respostas sdo curtas ou expressas por uma Unica
palavra.

* Alteragdes de memodria - S3o caracteristicamente decorrentes de um
comprometimento da memoria de trabalho caracterizado e se expressam pela
dificuldade em registrar e evocar as informagdes (88). J& o comprometimento da
memoria episddica, em fases precoces, ¢ um bom indicativo de AD. Entretanto, ha
varios trabalhos mostrando que a memoria episddica estd comprometida em uma

parcela dos pacientes com FTD (52,53).

3.2 Afasia progressiva primdria
Na variante temporal da FTD, ocorre comprometimento precoce da linguagem. O

comportamento, a personalidade, a fungdo executiva, a memoria episddica e as habilidades
visoespaciais estdo preservadas no inicio da doenca. Esse quadro ¢ denominado afasia
progressiva primdria, que se subdivide em deméncia semantica e afasia progressiva nao-

fluente.
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3.3 Deméncia Semdntica
A deméncia semantica ¢ uma sindrome caracterizada pela perda progressiva do

conhecimento semantico ou do conhecimento sobre as pessoas, objetos, fatos e palavras. A
perda neuronal acomete a por¢do anterior do neocortex temporal, bilateralmente. As queixas
referem-se ao comprometimento da linguagem, descritas como perda do significado das
palavras e de conceitos. O paciente geralmente estd consciente da dificuldade de expressar,
mas usualmente ndo percebe suas dificuldades de compreensdo. O discurso ¢ fluente, mas,
frequentemente, ocorre parafrasias semanticas e utilizagdo repetida de termos vagos,
genéricos (coisa, negocio, trem) em substituicao de termos especificos ou frases. A repeticao,
prosodia, sintaxe e gera¢do de verbos estdo preservadas. Nesses casos, a atrofia envolve
predominantemente a por¢ao anterior do neocdrtex temporal esquerdo. Por outro lado, quando
a atrofia predomina na porcao anterior do neocortex direito, o paciente apresenta déficit no
reconhecimento de faces familiares (prosopagnosia) e objetos. Dai, que, geralmente, se
manifesta por uso inapropriado ou incapacidade de reconhecer utensilios domésticos, por

exemplo, abridor de lata.

3.4 Afasia progressiva ndo fluente
Na afasia progressiva ndo fluente, a atrofia ¢ assimétrica e compromete a area

perissylviana esquerda (insula, regides frontal inferior e temporal superior). O quadro clinico
¢ caracterizado pela presenca de anomia (dificuldade para encontrar as palavras), hesitagao,
alteracdo da pronuncia e reducdo da fluéncia verbal. A anomia ¢ mais pronunciada com
relagdo a verbos que a nomes. Geralmente, os pacientes com AF ndo apresentam as
anormalidades comportamentais tipicas da variante frontal da FTD. O discurso torna-se

progressivamente mais empobrecido e, nos estagios finais, ocorre mutismo.

4 Sistema Imune e neuroinflamacao

Classicamente, inflamagdo ¢ considerada uma resposta imune especializada do
organismo a um agente patogénico invasor ou a um trauma, em termos gerais, um agente
nocivo. Se o agente ¢ patogénico, a resposta inflamatoria torna-se necessaria e crucial.
Entretanto, sabe-se de respostas inflamatorias aberrantes que causam danos aos tecidos e
podem provocam doencgas. A inflamag¢do envolve respostas do sistema imune inato e
adaptativo (adquirido). A resposta imune inata ¢ mediada tipicamente por macréfagos, células

natural killer, sistema complemento, citocinas, quimiocinas e proteinas de fase aguda. Ja a
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resposta imunitaria adaptativa utiliza os mesmos mediadores soltiveis além dos linfocitos T e
B e anticorpos especificos (89).

A integragdo entre os sistemas fisioldgicos, principalmente entre os sistemas
regulatorios (sistema imunoldgico, nervoso e endocrino), ¢ vital para manutencdo da
homeostase do organismo. O sistema imune ndo ¢ mais visto apenas como mecanismo de
defesa. Juntos, os sistemas nervoso, o imune e o enddcrino compdem um mecanismo de
regulacdo das funcdes celulares de todo o organismo. A comunicagdo entre os sistemas imune
e nervoso ocorre, principalmente, via secre¢do de citocinas, neurotransmissores e
neuropeptidios. Prejuizos nos processos de comunicacdo entre esses sistemas estdo
envolvidos na génese de diversas patologias. E crescente, portanto, a importancia dada, na
literatura, aos mecanismos imunologicos envolvidos nas doengas cronico-degenerativas,
como, por exemplo, nas sindromes demenciais (90-93).

O processo inflamatorio envolvido na maioria das doencas neurodegenerativas,
incluindo a doenca de Alzheimer, ¢ frequentemente denominado ‘“neuroinflamagado"
basicamente, uma resposta imune inata (94-96). A microglia ativada e os astrocitos sdo as
principais células que participam dessa resposta. A micrdglia ¢ reconhecida como macrdofagos
residentes do cérebro e apresenta papel fundamental na resposta imune inata em varios
distirbios neuroldgicos, incluindo a doenga de Parkinson (97), esclerose multipla (98),
esclerose lateral aminotrofica (99), AD (Mandrekar-Colucci e Landreth 2010), e outros. A
microglia apresenta notavel capacidade de examinar vastas extensdes do cérebro (saudavel
ou ndo) (Davalos et al 2005;. Nimmerjahn et al 2005; Wake et al . de 2009) e expressar os
mediadores pro e anti-inflamatorios, além de seus receptores (Lue et al, 2001a, b;. Wyss-
Coray 2006; Cameron e Landreth 2010). (100).

J& o papel da resposta imune adquirida com infiltragdo de linfécitos ou células
polimorfonucleares ¢ limitado nas sindromes demenciais, por exemplo, na doenca de
Alzheimer. Contudo, mais recentemente, tem-se demonstrado, também, crescente
participagdo de elementos da resposta imune adquirida na doenca de Alzheimer (101-103).

Considerando a importancia do sistema imune nas sindromes demenciais, muitos
estudiosos tém analisado os imunomoduladores nestas condigdes. Assim, alguns trabalhos
analisaram os niveis de citocinas no liquido cefalorraquidiano de pacientes com FTD e outras
deméncias, particularmente a AD. Nesse sentido, as moléculas classicamente consideradas

como pro-inflamatérias ganharam destaque, mas, posteriormente, outras citocinas,
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quimiocinas e proteinas envolvidas nas vias de sinaliza¢do intracelular também foram
destacadas.

O primeiro trabalho a sugerir que mediadores inflamatdrios poderiam estar envolvidos
na patogenia da DFT foi da autoria de Sjogren e colaboradores (104). O objetivo deste estudo
era comparar niveis de citocinas pro-inflmatérias (TNF-a e IL-1p) e anti-inflmatérias (TGF-)
no liquido cefalorraquidiano de pacientes com FTD e controles. Observou-se, entdo, aumento
significativo de TNF-a e TGF- nos pacientes FTD. O TNF-a ¢ produzido no sistema nervoso
central pelos macrdofagos, astrocitos e microglia, tem propriedades pro-inflamatorias e pode
induzir apoptose e destrui¢do celular. J4 o TGF-f} apresenta propriedades anti-inflamatorias
inibindo a producdo de citocinas pro-inflamatérias como, por exemplo, a TNF-B, IL-1 e a IL-
6 pelos astrocitos. o TGF-f ¢ regulado por outras citocinas, inclusive pelo TNF-a. Assim
sendo, parece que o aumento de TGF-B observado possa ser decorrente da alga de
retroalimentagdo existente. O aumento de TNF-a também ja havia sido observado na AD
anteriormente (105). De forma similar, Galimberti e colaboradores analisaram niveis de
quimiocinas em pacientes com FTD, AD e pacientes do grupo controle. Eles verificaram que
MCP-1(CCL2) e IL-8(CXCLS8) estavam aumentados nos pacientes com DFT, enquanto os
niveis de IP-10 ndo se alteraram na DFT, mas estavam aumentados nas fases iniciais da AD
(106). MCP-1 parece estar envolvido em processos de protecdo neuronal, pois apesar de ser
um agente quimotaxico e estimular a proliferagdo da micréglia, estimula liberacdo de
citocinas pro-inflmatoérias (107).

Mais recentemente, foram publicados estudos correlacionando os niveis de citocinas
ou quimiocinas com polimorfismos. MCP-1 A-2518G, um polimorfismo de peptideo unico
(SNP), parece exercer um papel protetor no desenvolvimento de FTD (108). Niveis de MCP-1
aumentados foram observados nos portadores do alelo G ancestral, quando comparados com
os nao-portadores. Villa e colaboradores testaram polimorfismo de MCP-2(CCL8) uma vez
que esta quimiocina ¢ da mesma familia da MCP-1. Esta sequéncia apresenta 62% de
semelhanca com a sequéncia peptidica de MCP-1 e, em culturas infectadas com HIV, induz
neurodegeneragdo. Entretanto, diferente da correlagdo com MCP-1 e A-2518G, o
polimorfismo CCL8/MCP-2 rs1133763 nao apresentou diferenga significativa entre os
pacientes do grupo-controle, com FTD e AD (109).

Outra citocina muito estudada em idosos ¢ a IL-6. Trata-se de uma citocina pro-

inflamatoria e estd associada a sindrome de fragilidade em idosos (110,111). J4 em relagao
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aos dados referentes a IL-6, nos pacientes com AD, os primeiros estudos demonstravam
dados conflitantes (112-120). Mais recentemente, Galimberti e colaboradores, tentando
elucidar essa questdo, observaram que os niveis de IL-6 ndo diferiam entre os pacientes com
AD, FTD e grupo controle. Nesse mesmo trabalho, os autores observaram que os niveis de
leukaemia inhibitory factor (LIF) ndo eram detectados no liquor e os niveis de IL-11 estavam
presentes nos pacientes com AD e FTD, mas reduziam-se ao avancar da doenca (121).

J& no que tange a IL-12, Rentzos e colaboradores observaram que seus niveis se
apresentam reduzidos nos pacientes com FTD e com AD em relagdo ao grupo- controle. No
caso especifico dos pacientes com AD, os niveis de IL-12 correlacionavam-se, positivamente,
com os niveis totais de tau (122). A reducdo de IL-12 observada nesse trabalho se opde ao
esperado uma vez que ela ¢ produzida pela célula apresentadora de antigeno (APC), micréglia
e ¢ responsavel por estimular a diferenciacdo e proliferacdo dos linfocitos T (Thl), além de
estimular a produgdo de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a e INF-y). No mesmo periodo,
Rentzos também analisou os niveis de IL-15. IL-15 ¢ uma citocina pro-inflamatoria,
produzida por mondcitos, macrofagos, células dendriticas e células da glia ativadas. Ela
promove a proliferacdo das células T, a inducdo das células citoliticas efetoras (células
natural killer (NK) e células citotoxicas) e, ainda, estimula os linfécitos B a proliferarem e
secretarem imunoglobulinas. Com relacdo ao presente estudo, os niveis de IL-15
encontraram-se aumentados nos pacientes com FTD e AD, quando comparados com pacientes
com doenga de Parkinson, e esclerose lateral amiotrofica (123).

Em suma, fica claro, com os trabalhos supracitados, o envolvimento do sistema imune
na FTD. Por se tratar de uma entidade clinica mais rara que a AD e estudada de forma mais
aprofundada, somente nos Ultimos anos, poucos trabalhos tém descrito a participagdo do
sistema imune nessa sindrome, quando comparado com a doenga de Alzheimer.

Quanto a ativacdo das células T, para que seja eficiente, ¢ necessario haver dois
sinais: um sinal antigeno especifico e um sinal coestimulador. O primeiro ¢ ocorre pelo
receptor de células T (sinal 1), que ¢ fornecido pela interagdo do antigeno com o complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) e receptor de células T-(TCR). O segundo sinal, o
coestimulador (sinal 2), ¢ fornecido por fatores soluveis ou moléculas pela superficie celular a
célula apresentadora de antigenos (APC ) (124). Na auséncia do sinal 2, os linfocitos
normalmente se tornam anérgicos, mas, quando esse sinal ¢ intenso, a ativagdo dos linfocitos

pode ocorrer. O segundo sinal pode ser de natureza estimuladora ou inibitéria. O sinal
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inibitorio induz tolerancia de células T, enquanto que um sinal estimulador promove ativagao
das células T (125). O equilibrio de ambos os sinais ¢ crucial para o sistema imunologico. O
principal sinal coestimulador ¢ a via B7-1/B7-2-CD28. B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86)
localizam-se na superficie da APC e s@o especificos para o receptor estimulador (CD28), ou
para o receptor inibitorio CTLA-4 (CD152). A sinalizagdao feita por CD28 promove a
produgdo de citocinas (IL-2 e TNF-a), aumenta a expressao de CD40L acarretando, também,
a sobrevivéncia de células T, através da ativacdo de NF-kB e aumento da expressdo de Bcl-
XL (126-128). O resultado oposto ¢ observado com o acoplamento do CTLA-4, acoplamento
esse que inibe a sintese de IL-2 e o ciclo proliferativo das células T. CD28 esta expresso nas
células tanto em repouso quanto ativadas. Entretanto, a expressdo de CTLA-4 ¢ induzida pela
ligagdo com TCR, particularmente pela ligagdo TCR-CD28. Portanto CTLA-4 exerce um
papel crucial na regulagdo da tolerancia de células T periféricas (129,130).

Afinal, varios estudos publicados ressaltam o papel das vias coestimuladoras em
algumas condigdes clinicas. Assim, Abatacept (CTLA-4-Ig) impede ndo sé que os linfocitos
sejam ativados quando ligados, com alta afinidade, ao receptor B7 das APCs como também
que as APCs gerem estimulo para células T. Seu uso ¢ sugerido para casos de artrite
reumatoide (131) e diabetes mellitus tipo 1 (132). O seu analogo, belatacept, ¢ indicado em
casos de nefrite lipica, para preven¢do da rejei¢do no transplante renal (133), ou, ainda, para
tratamento de esclerose multipla (134). Entretanto, até 0 momento, ndo ha nenhum trabalho
sobre o papel das vias coestimuladoras na deméncia de Alzheimer, ou na deméncia
frontotemporal.

Com referéncia a artrite reumatoide, modulagdes em vias imunoldgicas foram capazes
de alterar, por exemplo, a historia natural dessa doenga. Contudo, at¢ o momento, nenhuma
intervengdo se mostrou efetiva em termos de alterar a historia natural das sindromes
demenciais. Supde-se que entendimento maior a respeito da integragdo entre os sistemas
nervoso, endocrino e imunoldgico propicie a identificagdo de novos alvos terapéuticos
capazes de modificar o tratamento das deméncias (95) como, por exemplo, a deméncia de
Alzheimer (135,136)e a afasia progressiva primaria (137).

Por outro lado, a melhor compreensdo da intera¢do do sistema imune com o sistema
nervoso central, além de abrir novas perspectivas terapéuticas, quebrou antigos paradigmas,
como: o sistema nervoso central ¢ provido de privilégio imunoldgico e, portanto, encontra-se

isolado da periferia; células e moléculas deste segmento ndo tém acesso a ele. Apesar da
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reconhecida importancia de se “isolar” um 6rgdo vital cuja capacidade regenerativa ¢ restrita,
sabe-se que esse privilégio ndo ¢ absoluto (138). Sabe-se também que barreira
hematoencefalica permite a interagdo do sistema imune com os elementos do sistema nervoso
central. Isso pode ocorrer das seguintes formas: perda da integridade da barreira, transporte de
citocinas por esta barreira, ativagdo de células endoteliais na barreira e consequente secre¢ao
de citocinas no parénquima cerebral, diapedese de células imunes pela barreira ou ativagdo do
aferente do nervo vago e diretamente nos Orgdos circunventriculares (que ndo possuem
barreira hematoencefalica) (139). Compreende-se, assim, que alteragdes que ocorrem na
periferia e afetam o sistema imune podem trazer consequéncias centrais, sendo o contrario
também verdadeiro. Um bom exemplo dessa ultima condi¢do ¢ a febre. Ela decorre da
ativacao do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal pela IL-1 que foi produzida na periferia. (140)
Diante do exposto, fica evidente que ainda muito pouco se sabe a cerca dos processos
imunologicos envolvidos na FTD. Acredita-se que estudos que avaliem imunomediadores em
sangue periférico possam ser uteis na compreensdo das alteragdes que afetam o sistema
imune, consequentemente a FTD. Nesse sentido, este trabalho exploratorio da expressdo de
imunomediadores em sangue periférico visa a identificar potenciais candidatos a
biomarcadores da deméncia frontotemporal que auxiliem a diferengar FTD de AD e,

sobretudo, corroborar a elucidacdo do papel imune na FTD.
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1 Objetivo Geral

Analisar a expressdo de moléculas do sistema imune no sangue periférico de pacientes
portadores de FTD comparados com AD visando identificar possiveis candidatos a

biomarcadores para FTD.

2 Objetivos especificos

Avaliar a frequéncia da expressdo de citocinas pro-inflamatorias (TNFa, IL-6 e IL-17)
em linfocitos T auxiliares (CD4") e linfocitos T citotoxicos (CDS") dos pacientes
portadores de FTD e AD.

Avaliar a frequéncia da expressdo de citocinas anti-inflamatorias (IL-10, IL4 e TGF-B)
em linfocitos T auxiliares (CD4"), linfécitos T citotoxicos (CD8") e mondcitos
(CD14") dos pacientes portadores de FTD e AD.

Avaliar a frequéncia da expressdo da neurotrofina BDNF e GM-CSF em linfocitos T
auxiliares (CD4") dos pacientes portadores de FTD e AD.

Avaliar a frequéncia da expressio de CD80 em monécitos (CD14") e em linfocitos B
(CD19") dos pacientes do grupo controle, FTD e AD.

Avaliar a frequéncia da expressdo de CD28, CTLA-4, CD45RA, HLA-DR e CD95 em
linfocitos T auxiliares (CD4") dos pacientes do grupo controle, FTD e AD.

Avaliar a frequéncia da expressdo do receptor de quimiocina CCRS em linfocitos T
auxiliares (CD4") e das quimiocinas (CCL3, CXCL10, CCL2) em mondcitos (CD14")
dos pacientes portadores de FTD e AD.

Avaliar a frequéncia da expressdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1a e IL-1B) em

monocitos (CD14") dos pacientes portadores de FTD e AD.
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3.1 Casuistica da populacao estudada

Valeu-se, para o desenvolvimento da presente pesquisa, dos pacientes provenientes do
Centro de Referéncia em Atencdo ao Idoso do Estado de Minas Gerais (Portaria GM/MS n°
703 /2002), com sede no Instituto Jenny de Andrade Faria. Trata-se de um servigo
multiprofissional de assisténcia integrada a idosos, que prioriza o atendimento de idosos
frageis e portadores de sindromes demenciais. Sdo realizados aproximadamente 1.000
atendimentos por més. As especialidades médicas vinculadas ao Nucleo de Geriatria e
Gerontologia da UFMG sdo geriatria, psicogeriatria, clinica médica, reumatologia,
otorrinolaringologia, oftalmologia, patologia clinica, medicina paliativa e acupuntura.
Também as seguintes especialidades ndo médicas integram o Centro: enfermagem,
fisioterapia, terapia ocupacional, fonoaudiologia, servigo social, farmacia, nutrigdo,

neuropsicologia, odontologia e musicoterapia.

Especificamente, para o presente trabalho, os pacientes selecionados para a pesquisa

foram categorizados nos seguintes grupos:

* Deméncia Frontotemporal;
* Doenga de Alzheimer;

e Controle.

Todos os pacientes foram atendidos por membros do referido Instituto e, apds
avaliacdo formal, apresentados a um dos preceptores da geriatria para esclarecimento e
confirmacdo diagnéstica. Todos os pacientes foram submetidos ao protocolo
multidimensional dos idosos, descrito por Moraes (141) por ser esse o instrumento padrao de
avaliagdo dos idosos no supracitado centro. Tal avaliacdo é composta, sumariamente, dos

seguintes itens:

1. Queixa principal
2. Revisdo dos sistemas fisiologicos
3. Avaliagdo funcional:
a. Indice de Katz (142)
b. Escala de Lawton-Brody (143)
4. Mobilidade:
a. Timed get up and go (144).
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5. Avaliagdo cognitiva:

a. Mine-exame do estado mental (145)
b. Fluéncia verbal (146)

c. Lista palavras do CERAD (147)

d. Reconhecimento de figuras (148)

e. Teste do relogio (148)
f. Inventario neuropsiquiatrico (149)
g. Frontal Assessment Battery (150)
6. Avaliagdo do humor (DSM-IV (151), Yesavage (152,153))
7. Revisdo dos medicamentos
8. Historia pregressa
9. Exame fisico completo
10. Revisdo laboratorial (hemograma, glicose, TSH, sodio, potassio, vitamina B12,
acido folico, VDRL, creatinina e transaminases)
11. Avaliagdo por método de imagem (tomografia computadorizada ou ressonancia

nuclear magnética do encéfalo)

Foram selecionados, para compor o grupo controle, pacientes encaminhados ao
Instituto para avaliagdo médica e/ou realizacdo de exames preventivos de rotina. J& os
pacientes atendidos por qualquer membro da equipe do Instituto, com suspeita de FTD, foram
encaminhados ao pesquisador, responsavel pela presente pesquisa, para confirmagao
diagnostica e acompanhamento do paciente até o momento da coleta da amostra de sangue

para analise.
3.2 Critérios de inclusio e exclusao na pesquisa

Os pacientes incluidos neste estudo foram selecionados de acordo com os critérios de

inclusdo e exclusdo comuns e especificos para cada grupo descritos a seguir.

3.2.1 Critérios de inclusdo
Para inclusdo dos pacientes no estudo obedeceram-se, rigorosamente, os seguintes

critérios de inclusao:
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1. Assinatura voluntéria pelo paciente do termo de compromisso livre e esclarecido,
aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da UFMG, seguindo as normas
internacionais de condu¢do de pesquisa em humanos e de boas praticas clinicas
(ICH-GCP), estabelecidas a partir da declaragdo de Helsinki;

2. Ter mais de 18 anos;

3. Preencher os critérios de inclusdo especificos para cada um dos grupos de analise
(controle, deméncia frontotemporal e doenga de Alzheimer);

4. Nao apresentar nenhum dos critérios de exclusdo apresentados a seguir.

3.2.2 Critérios de excluséo

1. Apresentar sinais, sintomas ou evidéncias, nos métodos de imagem, de
comprometimento vascular encefélico significativo.

2. Apresentar sinais sugestivos de deméncia vascular pela analise da escala isquémica
de Hachinski versao original ou modificada por Loeb (154,155).

3. Apresentar doencas agudas com repercussdo sistémica (pneumonias, diarreia
aguda infecciosa, pancreatite aguda, infecg¢des sistémicas, traumas, queimaduras,
trombose venosa profunda) que, na opinido do investigador, possam influenciar os
parametros imunologicos analisados no momento da coleta do sangue;

4. Apresentar, no momento da coleta de sangue, quadro de descompensacgdo aguda de
algumas doengas cronicas tais como: insuficiéncia cardiaca, diabetes mellitus,
tireoideopatias, doenga pulmonar obstrutiva cronica, osteoartrose ou outras que, na
opinido do investigador, possam influenciar os pardmetros imunologicos
analisados;

5. Apresentar patologias que, caracteristicamente, apresentem elevada atividade
inflamatoria, tais como: artrite reumatoida, arterite de células gigantes, polimiosite
reumadtica, doengca de Cronh, doenca inflamatdria intestinal, lipus eritematoso
sistémico ou outras patologias que, na opinido do investigador, possam influenciar

os parametros imunoldgicos analisados.
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3.2.3 Critérios de inclusé@o no grupo Controle

1.
2.
3.
4.

Nao apresentar sindrome deméncia
Nao apresentar transtorno do humor
Nao apresentar comprometimento cognitivo leve

Nao ser cuidador de pacientes com sindrome demencial.

3.2.4 Critérios de inclus@o no grupo Doencga de Alzheimer

1.
2.

Apresentar todos os critérios de deméncia, segundo o DSM-IV.
Ser portador de diagndstico da doenca de Alzheimer (provéavel ou possivel),
segundo critérios estabelecidos pelo NINCDS-ADRDA (156).
Nao ter o diagndstico de deméncia vascular como possibilidade mais plausivel

que a doenga de Alzheimer, na opinido do investigador.

3.2.5 Critérios de inclus@o no grupo Deméncia Frontotemporal

1.
2.

Apresentar todos os critérios de deméncia, segundo o CID-10.

Ser portador do diagnostico de deméncia frontotemporal (bv-FTD, SD, ou
PNFA) conforme estabelecido por Neary e colaboradores (3) e McKhann e
colaboradores (18).

Ter feito ressonancia nuclear magnética do encéfalo.

Apresentar diagnoéstico de FTD, sugerido por mais de um profissional
habilitado.

Ser observado por mais de um ano por um médico do estudo ou possuir
relatério médico detalhado de acompanhamento por mais de um ano, com o
diagnostico de FTD.

Nao apresentar sinais, sintomas ou evidéncias radioldgicas de
comprometimento vascular encefélico significativo.

Nao ter diagnéstico de deméncia vascular ou mista como possibilidade mais

possivel.

Cabe ressaltar, ainda, que os pacientes com FTD foram avaliados por mais de um

profissional, todos eles treinados em diagnosticar sindromes demenciais. Além disso, foram

avaliados, inclusive, por profissionais de outras especialidades além da geriatria e, ainda,

submetidos a avaliagdo neuropsicolégica com neuropsicologo especializado. Também

realizou-se, nos pacientes desse grupo, durante as avaliagdes clinicas, a avaliagdo cognitiva
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entitulada Addenbrooke's Cognitive Examination (157) revisada e adaptada para lingua

portuguesa (158).

3.3 Coleta de sangue

Amostras de sangue venoso periférico foram colhidas de cada participante do estudo.
A quantidade total de sangue extraida de cada individuo foi de 20 mililitros (mL). As
amostras foram colhidas em tubo com heparina para culturas celulares e posteriores analises
de citometria de fluxo e preparadas dentro do prazo maximo de 3 horas, para extracdo das

células mononucleares (monocitos e linfocitos) do sangue periférico (PBMC).

3.4 Cultura celulares

Do sangue proveniente dos pacientes dos grupos experimentais ¢ de controle foram
obtidas as células mononucleares do sangue periférico (PBMC) por gradiente de Ficoll-
Hypaque™ (GE), a 25°C por 40 minutos. Retiradas, entdo, as células, estas foram “lavadas”
duas vezes por centrifugacdo (1400 RPM, 4°C, 10 mim) em solu¢ao de PBS (Sigma). Em
seguida, as PBMC foram contadas em cdmara hemocitométrica de Newbawer e suspendidas
em meio completo RMPI (RMPI suplementado com soro fetal bovino inativado (10%), L-
glutamina (1 mM) e antibidtico (penicilina 200U/mL) para atingir a concentragdo de 1x10’
células/mL. As células (1.5x10°) foram, entdo, incubadas em 200pL meio de cultura em uma
placa de 96 pogos, em estufa a 37°C, 5% de CO,, por aproximadamente 18 horas. As células
foram cultivadas na presenca e também na auséncia de estimulo. Foram utilizados os
estimulos para linfocitos: anticorpos monoclonais anti-CD3 monoclonais (1 pg/ml)
(PharMingen-Becton Dickinson) e anticorpos monoclonais anti-CD28 (0,5 pg/ml)
(PharMingen-Becton Dickinson) ou para mondcitos: LPS (Lipopolissacarideo). Quatro horas
antes do término da incubacdo em cultura, brefeldina A (1 pL/mL concentracdo final 1:200)
(Sigma) foi adicionada. Brefeldina A inibe o transporte de proteinas do reticulo
endoplasmatico para Golgi, induzindo, assim, um transporte retrogrado de proteinas do
complexo de Golgi para o reticulo endoplasmatico. Dessa forma, as proteinas se acumulam no

interior da célula e facilita a sua visualizagdo por citometria de fluxo.

Tais procedimentos descritos foram realizados seguindo os métodos padronizados por

Torres e colaboradores (159).
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3.5 Coloracao das moléculas de superficie e intracelulares de linfdcitos e
monacitos

Para marcagdo das populagdes de células, utilizaram-se anticorpos de superficie
monoclonais para linfécitos T (anti-CD4), linfécitos B (anti-CD19), e mondcitos (anti-CD14)
jé& acoplados aos fluorocromos fluoresceina (FITC) ou Cychrome (Cy5), ou para linféitos T
(anti-CD8) biotinilados. As células foram incubadas durante 20 minutos a 4°C, seguida de
uma lavagem por centrifugacdo (400G por 10 minutos com a temperatura controlada em 4°C)
com soluc¢do de PBS. Como os anticorpos anti-CD8 eram conjugados a biotina, foi adicionada
estreptavidina PE-Cy5, durante 20 minutos, a 4°C, nas células marcadas com anti-CDS8. Isso
porque a estreptavidina apresenta afinidade extraordinariamente elevada para biotina.
Posteriormente, realizou-se nova lavagem e centrifugacdo como ja descrito. As células foram,

entdo, fixadas em solug@o de formaldeido 2% durante 30 min, em temperatura ambiente.

Posteriormente, foram realizados os procedimentos para marcagdo intracelular. Para
isso, incubou-se as células por 30 minutos a temperatura ambiente com uma solucdo de
saponina 0,5%. Essa solucdo tem a capacidade de permeabilizar as células, ao reagirem com o
colesterol da membrana celular, formando poros. A formagdo dos poros possibilita a
marcacdo das citocinas citoplasmaticas com anticorpos especificos para cada molécula. Para
isso, apds a permeabilizacao das células, estas foram novamente incubadas com os anticorpos
monoclonais anti-IL-1a, anti-IL-1p, anti-CCL2, anti-CCL3, anti-CXCL10, anti-CCRS5, anti-
TNFa, anti-IL-6, anti-IL-17, anti-HLA-DR, anti-IL-10, anti-IL-4, anti-TGF-p, anti-BDNF,
anti-CD80, anti-CD28, anti-CTLA-4, anti-CD45RA, anti-CD95 e anti-GM-CSF. Todos os
anticorpos usados para marcacdo das citocinas citoplasmaticas, em célula unica, foram
conjugados diretamente com PE. Controles de isotipos, imunoglobulinas ndo relacionadas a
nenhum antigeno especifico conjugadas a FITC, PE e Cy5 também foram adicionados como
controle negativo. Apos a adi¢dao dos anticorpos marcados com fluorocromo, todas as etapas

foram realizadas garantindo que as células ficassem ao abrigo da luz.

Posteriormente, as células foram lavadas novamente com solu¢do de PBS ¢
centrifugadas (400G) durante 10 minutos. Seguiu-se, entdo, uma etapa onde as células foram
incubadas em solucdo de PBS, BSA 0,5% para garantir o restabelecimento das membranas
celulares. Entdo, as células foram novamente lavadas e homogeneizadas em solucdo de PBS

para aquisicao de amostras em citometro de fluxo.
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3.6 Citometria de fluxo

A analise da citometria de fluxo foi feita conforme descrito por Torres e colaboradores
(159). Assim sendo, as amostras foram adquiridas em citdmetro de fluxo GUAVA EasyCyte e
analisadas pelo software GuavaExpressPro (GE). Foram avaliadas as frequéncias totais de
linfocitos T (CD4 e CD8) e B (CD19) e monocitos (CD14), bem como a dos linfocitos T e B,
que expressavam os variados marcadores de superficie e intracelulares, listados
anteriormente. Os marcadores de superficie e intracelulares avaliados estdo descritos na tabela

1 adiante.
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TABELA 1
Anticorpos utilizados nos ensaios de citometria de fluxo
ANTICORPO FUNCAO
CTL Controle de isotipo
CD4 Marcador de linfocitos T auxiliares
CD8 Marcador de linfocitos T citotdxicos
CD14 Ligante de LPS expresso na superficie de macrofagos e monocitos
CD19 Marcador de linfécitos B
CCL3 Quimiocina, (MIP-1a) envolvida na resposta inflamatoria aguda
recrutando e ativando leucocitos polimorfonucleares
CCRS5 Receptor de quimiocina CCL3, CCL4 e CCL5
CD80 (B7-1) protoeina expressa em células B ativadas e mondcitos que
produzem sinal coestimulador para células T
CD28 Receptor para CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2) e expressos nas células T o
qual produz sinal coestimulador para células T
CTLA-4 (CD152) receptor para moléculas B (B7.1 e B7.2) linfocitos T auxiliares o
qual transmite sinal inibitorio para células T.
TNFa Fator de necrose tumoral alfa. Citocina geralmente pro-inflamatoria.
Regulacdo
IL-6 Citocina secretada por macrofagos e linfocitos T para estimular resposta
imune, participa da resposta de fase aguda.
IL-10 Citocina produzida por monocitos com propriedades anti-inflamatoria,
reduz a expressao citocinas Thl.
IL-4 Citocina que induz diferencido dos linfocitos auxiliares naive (ThO) em
células Th2, reduz células Thl.
IL-17 Induz e modula resposta inflamatdria, comumente associada com resposta
alérgica.
BDNF Fator neurotrofico, estimula sobrevivéncia, crecimento, diferencia¢do dos
neurdnios e formag@o de sinapses. Envolvido na neurogénesis
IL-1a  Citocina pro-inflamatoria produzida principalmente por macréfagos
ativados e ativa TNF-a
IL-1p  Citocina pro-inflamatoria produzida principalmente por macréfagos
ativados, envolvida em varias atividades celulares.
CCL2 Quimiocina também chamada monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1)
CXCL10 Quimiocina também chamada interferon gamma-induced protein 10 (IP-
10)
HLA-DR  Human leukocyte antigen, receptor de superficie para MHC de classe 11
TGF-B Fator de transformacdo do crescimento beta.
CD45RA Isoforma RA proteina tirosina fosfatase presente em células T naive.
CD95 Receptor FAS ou antigeno 1 da apoptose
GM-CSF Fator estimulador de colonias de granuldcitos e macrofagos

Os nomes entre os parénteses representam sindnimos para as moléculas listadas.
* Anticorpos previamente testados e titulados.
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3.7 Analise no CytoSoft

O primeiro passo da analise no CytoSoft (GE) foi selecionar a populagdo de linfécitos
(em azul, figura 1) no programa de andlise do Guava—Cytosoft versao 5.3 em um grafico de
tamanho versus granulosidade. Constatou-se, entdo, um perfil muito caracteristico dessa
populagdo, possibilitando ser facilmente identificada nos programas de andlise de citometria
de fluxo. O grafico adiante visualiza essas caracteristicas. Para determinacdo das
subpopulagdes de linfocitos, empregaram-se marcadores populacionais especificos (tabela 1).
O mesmo procedimento se repetiu com os monocitos. Selecionou-se a populacdo de
mondcitos descrita no grafico Tamanho versus Granulosidade (monocitos em vermelho, vide
o grafico) e, posteriormente, utilizaram-se as células com marcagdo positiva para anti-CD14

FITC (tabela 1).
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FIGURA 1: Grafico tamanho versus granulosidade das células extraido do programa CytoSoft
Este grafico é utilizado para selecionar as populagdes a serem estudadas de acordo com suas caracteristicas fisicas. Em
azul esta demarcada a selegdo da populagdo de linfécitos, e em vermelho, a populagdo de mondcitos.

Apos a selecdo da subpopulacdo de interesse, uma vez que as células também estavam
marcadas com outros fluorocromos (para receptores ou imunomoléculas), obteve-se o
percentual de células que apresentavam ou ndo as marcacdes de interesse. Esses dados foram
obtidos nos graficos de distribui¢do puntual de fluorescéncia 1 (marcador populacional) na
abscissa versus fluorescéncia 2 (receptor ou imunomolécula) na ordenada, como representado

na figura 2 a seguir.
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FIGURA 2: Grafico de fluorescéncia 1 (abscissa) versos fluorescéncia 2 (ordenada) extraido do programa CytoSoft

Neste grafico, as PBMC foram marcadas com o anticorpo monoclonal anti-CD4 (para linfécitos T auxiliares), visualizado
na abscissa (Green Fluorescence) e com anticorpo anti-TNFa, visualizado no eixo da ordenada (Yellow Fluorescence). As
células positivas para o anticorpo monoclonal CD4 estao em azul (A+B); as células negativas em vermelho. No quadrante
A, estdo as células positivas para CD4 e, simultaneamente para o TNFa.

Com base nesse grafico, obteve-se o percentual de células em cada quadrante.
Analisou-se, entdo, o percentual de células que apresentavam marcagdo positiva para o
fluorocromo 2, dentro do universo de células positivas para o fluorocromo 1. Por exemplo: o
percentual de células CD4 ¢ positivo para o receptor TNFa. Assim, o calculo da frequéncia de
células expressando determinada molécula (citocina/quimiocina), dentro da populacdo celular
total, foi feito da seguinte maneira: Numero de ocorréncias no quadrante A da figura 2
dividido pela soma das ocorréncias nos quadrantes A e B. Matematicamente representado
entdo por A/(A+B)*100. Esse procedimento se repetiu em todas as marcagdes, tipos celulares

e pacientes permitindo, assim, a comparacao dos grupos de pacientes.

3.8 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism, versao
5.0, para Mac, novembro de 2010. Os dados foram analisados empregando os testes nao-
paramétricos uma vez que ndo se pode assegurar que os erros tenham distribui¢do normal e
que ha, também, homocedasticidade entre os tratamentos. Conforme o numero de grupos

analisados, foram empregados o teste Mann-Whitney (160) ou Kruskal-Wallis one-way
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andlise de variancia. Mann-Whitney ¢ menos provavel do que o teste T-student para indicar
significado falso, sendo, portanto, mais robusto. Entretanto, esse teste ndo ¢ apropriado para
analisar trés ou mais grupos. Nestas situagdes, utilizou-se, entdo, o teste Kruskal-Wallis one-
way, analise de varidncia (161). Quando o teste de Kruskal-Wallis gera resultados
significativos, entdo, pelo menos uma das amostras ¢ diferente das outras amostras.
Entretanto, esse teste ndo identifica onde e como as diferengas ocorrem. Para suprir essa
deficiéncia do teste Kruskal-Wallis, realizou-se andlise post-hoc pelo Dunn’s Multiple
Comparison Test. Esse teste permite comparagdes de multiplos grupos nao pareados, como,

por exemplo, analises dos grupos FTD, AD e grupo-controle.

Em todos os casos, o valor de P<0,05 para as duas caudas foi considerado
significativo. Os valores apesentados no texto correspondem sempre ao valor da mediana+
erro padrdo. Todos os graficos foram plotados usando o grafico box-and-whisker plot
tradicional ~de Tukey (162,163). Qualquer observagdo discrepante estatisticamente
determinada, com valor além do valor maior ou menor possivel foi considerada como

observagdes extremas (outliers) e mostradas nos graficos por meio de pontos.

A vantagem da utilizagdo do box-and-whisker plot ¢ que, além das informacdes
classicas (mediana e desvio padrdo), esse tipo de grafico ainda visualiza informagdes sobre
posicao, dispersdo, assimetria, caudas e valores discrepantes “outliers” com o nivel superior
dado pelo terceiro quartil (Q3) e o nivel inferior, pelo primeiro quartil (Q1). A mediana (Q2) ¢
representada por um trago no interior da box e segmentos de reta sdo colocados da caixa até os
valores maximo e minimo, que ndo sejam observacdes discrepantes. O critério para decidir se
uma observacao ¢ discrepante pode variar; por ora, serdo chamados de discrepantes os valores
maiores do que Q3+1,5%(Q3-Q1) ou menores do que Q1-1,5%(Q3-Q1). A figura a seguir

mostra os elementos que compdem o grafico box-and-whisker plot.
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FIGURA 3: Esquema de um grafico box-and-whisker plot demonstrando os elementos que o compdem
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Foram incluidos, neste trabalho, 65 pacientes, distribuidos da seguinte forma: 22 no
grupo controle, 45 no grupo AD e 14 no grupo FTD. Dentre os pacientes com FTD
analisados, 10 apresentaram variante comportamental da deméncia frontotemporal, dois

pacientes com afasia progressiva nao-fluente e dois com deméncia semantica.

Ao analisar as caracteristicas comportamentais marcantes dos pacientes com bv-FTD
presentes no grupo FTD, observou-se que sintomas de apatia e abulia prevaleciam em 4
pacientes, e desinibi¢do e impulsividade muito evidentes em 6. No grupo FTD, dois pacientes
evoluiram com parkinsonismo pronunciado ao longo do curso da doenga. Em todos os
portadores de FTD, pesquisou-se a possibilidade da sindrome demencial apresentar carater
familiar. Em somente um caso, foram obtidas informagdes que justificassem a possibilidade
de FTD familiar. Ressalta-se, porém, ndo ter sido possivel prosseguir a investigacdo. Nos
demais casos, os pacientes e seus familiares negaram a ocorréncia de deméncia precoce, bem
como a presenca de transtornos psiquidtricos em outros membros da familia. Portanto, a
hipotese de deméncia familiar foi afastada dada a auséncia de informacdo que acenasse a

possibilidade de tal sindrome.

J& em relacdo aos pacientes com doenga de Alzheimer, 28,8% deles demonstraram
alteracdes comportamentais evidentes podendo, portanto, caracterizarem-se como portadores
de Behavioral and Psychological Symptoms of Dementia (BPSD). Basicamente, as alteragdes
comportamentais presentes nesse grupo eram: irritabilidade, desinibi¢do, agitagdo,
agressividade e impulsividade. Esses sintomas tornam esses subgrupos de pacientes com AD

muito semelhantes clinicamente com os pacientes com bv-FTD.

A guisa de ilustracdo, a Tabela 2, a seguir, apresenta a sintese das caracteristicas dos

pacientes entdo analisados.
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TABELA 2
Perfil dos pacientes incluidos
Controle Alzheimer Deméncia p value
Frontotemproral
(n=22) (n=45) (=14) P
Idade Média (x 76,9 (7,7) 78,0 (6.0) 65,5 (5.7)* 0,0001
DP)
Sexo (4:9) 11:11 10:20 6:8
MMSE (+ SD) 25,8 (2.6) 13,6 (4.3)** 17,7 (10.5) 0,0004
Escolaridade 4,5 (3,3) 3,17 (1,7) 4,1 (4,5) NS
(anos)
Tempo doenca 0 3,0 (1,9) 3,5 (2,56) NS
(anos)

“TMMSE = minexame do estado mental. DP= desvio padrao. P foram calculados pelo metodo Rruskal-wans test seguido do teste de comparacao

multipla de Dunn. *P<0.0001 vs controle ou AD. NS = N&o significativo. **P<0.0004 vs controle.

Ao longo do trabalho, foram descartados 5 pacientes com FTD (ndo incluidos na
Tabela 2) por apresentarem, pelo menos, um critério de exclusdo durante o periodo de
acompanhamento, antes da coleta de sangue para analise. Eles foram excluidos pelos
seguintes motivos: desenvolvimento de acidente vascular encefalico hemorragico (1
paciente); desenvolvimento de pneumonias de aspiracdo de repeticdo associadas a caquexia
significativa (1 paciente); desenvolvimento de trombose venosa profunda e neoplasia ovariana

(1 paciente); morte (2 pacientes).

Vale lembrar que, na fisiopatologia das doencas neurodegenerativas, o envolvimento
do sistema imune ¢ muito comum. Nesse caso, ganham destaque os processos mediados pelas
citocinas pro-inflamatorias. Neste trabalho analisou-se a expressdo dessas imunomoléculas

em mononucleares obtidos no sangue periférico.

Com referéncia a neuroinflamagdo, ¢ tradicionalmente definida como resposta do
encéfalo a um agente nocivo, caracterizada por uma resposta do sistema inato, com ativagdo e
produ¢do de imunomoléculas. IL-1 foi a primeira citocina descrita a ter agdes no encéfalo,
incluindo sua participacdo nos processos de neurodegeneragdo (140). Analises da expressao
de IL-1(a e B) em linfécitos CD14" de pacientes com AD e FTD foram realizadas com células

em repouso (estado basal) e apds estimulo com lipopolissacarideos (LPS).
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Apesar da analise da percentagem de linfécitos CD14", os quais expressam IL-1a, ndo
ter apresentado diferenca entre os grupos AD e FTD, em situagdo basal (AD 17,13+7,73; FTD
7,83+17,62; p=0,47; figura 4), quando se analisou a expressdo de IL-1a em presenca de LPS,
observou-se que o grupo FTD apresentava menor expressao dessa citocina pro-inflamatoria.
A mediana da expressdo de IL-1a no grupo AD foi 93,01£6,65 enquanto que a expressao no

grupo FTD era aproximadamente um terco desse valor (34,17+12,96; p=0,02).
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FIGURA 4: Expressio de IL-la em mondcitos CD14". As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram
marcadas com anticorpos de superficie anti-CD14, conjugados com FITC e anticorpos intracelulares IL-1a, adquiridas em
citometro de fluxo (GUAVA-GE). As analises foram feitas em software Cytosoft Pro4.1 (GE) e de estatistica GraphPad
Prism. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney foi usado e os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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J& em relagdo a IL-1PB, uma outra isoforma da IL-1, ndo se verificou diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos (AD 22.92+5,68; FTD 6,37+12,04; p=0,63).
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FIGURA 5: Expressio de IL-1B em mondcitos CD14". As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram
marcadas com anticorpos de superficie anti-CD14, conjugados com FITC e anticorpos intracelulares IL-1B, adquiridas em
citometro de fluxo (GUAVA-GE). As analises foram feitas em software Cytosoft Pro4.1 (GE) e de estatistica GraphPad
Prism. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney foi usado e os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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Durante o processo inflamatorio, células sdo atraidas para o local da inflamagdo por
quimiocinas, que sdo ou citocinas com propriedades quimiotaxicas. As quimiocinas sao
secretadas principalmente por células do sistema immune. Muitas citocinas sdo consideradas
pro-inflamatoérias e o estimulo para sua liberagdo ¢ IL-1. Nesse sentido, analisou-se, também,
a expressdo da quimiocina CCL3 (MIP-1a) a qual esta envolvida na resposta inflamatdria
aguda recrutando e ativando leucdcitos polimorfonucleares. A mediana do percentual de
monoécitos CD14" expressando essa quimiocina nos pacientes com FTD foi 5,86+2,88 e
14,4+21,10 no grupo AD; p=0,04, conforme mostrado na figura abaixo. Quando as células
eram estimuladas com LPS, a diferenca entre os dois grupos ficou mais significativa ainda.
No grupo AD, a expressdo dessa quimiocina foi 87,7+10,59 e no grupo FTD, 7,39+15,52;
p=0,01. Para certificar que a diferenca observada era decorrente da diminui¢do da expressao
de CCL3 no grupo FTD e ndo aumento na expressdo dessa quimiocina no grupo AD,
realizou-se analise pelo teste Kruskal-Wallis, incluindo, entdo, o grupo controle. Ficou entdo

evidente que tal reducdo devia a alteragdo no grupo FTD (p=0,01).
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FIGURA 6: Express3o de CCL3 em linfécitos CD4". As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram marcadas
com anticorpos de superficie anti-CD4, conjugados com FITC e anticorpos intracelulares CCL3, adquiridas em citometro
de fluxo (GUAVA-GE). As analises foram feitas em software Cytosoft Pro4.1 (GE) e de estatistica GraphPad Prism. O teste
nao paramétrico Mann-Whitney foi usado e os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
* p<0,05
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Duas outras quimiocinas foram também analisadas: CXCL10 (IP-10 — proteina 10
induzida pelo interferon gama) e CCL2 (MCP-1 — proteina 1 quimiotaxica de mondcitos). Em
ambas as analises, a expressdo destas quimiocinas por mondcitos ndo revelou diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos avaliados. A mediana da expressdo de
CXCL10 nos mondcitos CD14" no grupo AD foi 5,1943,74 e no grupo FTD foi 4,61+5,67;
p=0,983. Ja a analise de CCL2 os resultados foram 5,59+1,80 no grupo AD e 4,65+2,90 no

grupo FTD; p=0,611
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FIGURA 7: Expressdo de CCL2 (A) e CXCL10 (B) em mondcitos CD14". As células mononucleares de sangue periférico
(PBMC) foram marcadas com anticorpos de superficie anti-CD4, conjugados com FITC e anticorpos intracelulares CCL2 ou
CXCL10, adquiridas em citometro de fluxo (GUAVA-GE). As andlises foram feitas em software Cytosoft Pro4.1 (GE) e de
estatistica GraphPad Prism. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney foi usado e os valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Os pontos representam as observagées extremas (outliers).
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O passo seguinte foi analisar a expressdo do receptor das quimiocinas CCL3 e CCL4 —
CCRS. Nao se observou, entdo, diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (AD
1,07+0,94; FTD 0,65+0,12; p=0,30; figura 8). Entretanto, o0 mesmo experimento realizado
com as células estimuladas revelou reducdo da frequéncia de expressio de CCRS nos
linfocitos T CD4" de pacientes com FTD. O percentual de expressio de CCR5 no grupo FTD
foi 0,57+0,66 e 1,99+0,36 no AD; p=0,02.
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FIGURA 8: Expressdo de CCR5 em linfécitos CD4". As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram marcadas
com anticorpos de superficie anti-CD4, conjugados com FITC e anticorpos intracelulares CCR5, adquiridas em citometro
de fluxo (GUAVA-GE). As analises foram feitas em software Cytosoft Pro4.1 (GE) e de estatistica GraphPad Prism. O teste
nao paramétrico Mann-Whitney foi usado e os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os
pontos representam as observag¢oes extremas (outliers).
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Dando continuidade a andlise de imunomoléculas pro-inflmatorias, analisou-se a
expressdo da citocina TNF-a. Observou-se, entdo, aumento na frequéncia de expressido de
TNF-a em linfécitos auxiliares (linfocitos T CD4") de pacientes do grupo FTD em relagdo ao
grupo AD. Essa expressdo foi 6,24%=+7,59 erro padrdo no grupo FTD e 1,06%+2.11 no
grupo AD (p=0,009). Resultados semelhantes foram encontrados na andlise da expressao de
TNF-a, nos linfocitos citotoxicos (linfocitos CD8"). A mediana da frequéncia de expressio
dessa citocina nas células CD8" dos pacientes com FTD foi 5,93%=1,51; e 1,55%+0,43, nos
pacientes AD; p=0,050. Ja a expressdo dessa mesma citocina em monocitos nao foi diferente

entre os grupos avaliados. No grupo FTD, a expressdo foi 8,14%+14,11 e no grupo AD
9,84%+18,49, p=0,54.

A) Expressdo de TNFa em CD4+
) Exp B) Express3o de TNFa em CD8+

80 o 159
60- ®
401 (J
o 201 e 8 10
5 107 2
) — ——1 3]
2 o . 3 %
T 61 © 51
X )
5 4
A g
0 - r 0 t
Q Q
?’0 Q&o b Q&

C) Expressao TNF-a em CD14+
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FIGURA 9: Expressdo de TNF-a em linfécitos CD4" (A), linfécitos CD8" (B) e mondcitos CD14" (C). As células mononucleares
de sangue periférico (PBMC) foram marcadas com anticorpos de superficie anti-CD4, conjugados com FITC e anticorpos
intracelulares TNF-a, adquiridas em citometro de fluxo (GUAVA-GE). As andlises foram feitas em software Cytosoft
Pro4.1 (GE) e de estatistica GraphPad Prism. O teste nao paramétrico Mann-Whitney foi usado e os valores de p<0,05
foram considerados estatisticamente significativos. Os pontos representam as observag¢oes extremas (outliers).

* p<0,05; ** p<0,01
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Outra citocina pré-inflamatoria muito estudada em processo envolvendo idosos ¢ a IL-
6. Ao analisar a expressdo dessa citocina em células T CD4" e monécitos CD14", constatou-
se ndo haver diferencas entre os grupos avaliados. A mediana do percentual de expressao de
IL-6, nas células CD4", foi 2,39%+0,89 no grupo FTD e 1,42%=+0,42 no grupo AD (p=0,528).
Ja nos monocitos CD14" foi 18,02%=+11,02 no grupo FTD e 4,78%%5,41 no grupo AD

(p=0,291).
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FIGURA 10: Expressio de IL-6 em linfécitos CD4* (A) e mondcitos CD14* (B). As células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) foram marcadas com anticorpos de superficie anti-CD4, conjugados com FITC e anticorpos
intracelulares IL-6, adquiridas em citometro de fluxo (GUAVA-GE). As analises foram feitas em software Cytosoft Pro4.1
(GE) e de estatistica GraphPad Prism. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney foi usado e os valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Os pontos representam as observagoes extremas (outliers).
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Em relagdo a citocina IL-17, ndo se observou diferenga na frequéncia de expressdo

dessa citocina nas células CD4" ou CDS8" dos pacientes com FTD ou AD. Os resultados

obtidos nos linfocitos T CD4" foram: 0,49%+0,43 no grupo FTD, e no grupo AD

0,62%=0,40; p=0,822. Ja nos linfocitos T CD8", os resultados obtidos no grupo FTD foram:

de 0,44%+2,10 ¢ 0,75%+1,88 (p=0,8671).

A) Expressdo de IL-17 em CD4+
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FIGURA 11: Expressdo de IL-17 em linfécitos CD4" (A) e CD8" (B). As células mononucleares de sangue periférico (PBMC)
foram marcadas com anticorpos de superficie anti-CD4, conjugados com FITC e anticorpos intracelulares IL-17,
adquiridas em citometro de fluxo (GUAVA-GE). As analises foram feitas em software Cytosoft Pro4.1 (GE) e de estatistica
GraphPad Prism. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney foi usado e os valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos. Os pontos representam as observagées extremas (outliers).
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Com intuito de estudar a imuno reatividade entre os grupos, analisou-se também, a
expressdo do receptor para HLA nos mondcitos e linfocitos. Contatou-se, assim, que a
percentagem de linfocitos que expressa CD4" no grupo FTD (9.08%=3.59) era menor que no
grupo AD (9.08%=3.59); p=0,008.

Também ao analisar os monocitos CD14" ndo se verificou diferenca significativa em
relacdo a frequéncia de expressio HLA-DR p=0,960. A mediana da frequéncia de expressao
de HLA-DR nas células T CD14" foi 49,93%+16,41 nas células com FTD e 74,74%+10,21

nas células com AD (figure 12).
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FIGURA 12: Expressio de HLA-DR em linfécitos CD4" (A) e mondcitos CD14" (B). As células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) foram marcadas com anticorpos de superficie anti-CD4, conjugados com FITC e anticorpos
intracelulares HLD-DR, adquiridas em citometro de fluxo (GUAVA-GE). As analises foram feitas em software Cytosoft
Pro4.1 (GE) e de estatistica GraphPad Prism. O teste nao paramétrico Mann-Whitney foi usado e os valores de p<0.05
foram considerados estatisticamente significativos. Os pontos representam as observag¢oes extremas (outliers).

** n<0,01
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A resposta imune depende da complexa interagdo entre os processos pro-inflamatdrio
e anti-inflamatério. Para estudar a associacdo dessas citocinas, envolvidas a resposta
Thy/Treg/Th3, analisaram-se as citocinas IL-4, TGF-$ e IL-10. Nao foi encontrado, porém,
em nenhum desses casos, diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. A
expressao de IL-10 foi avaliada nos linfécitos CD4", CD8" e em mondcitos CD14". Nas
células CD4", a mediana do percentual de expressdo de IL-10, no grupo FTD, foi 1,88%=1,21
erro padrdo e 1,37%=*1,73 no AD; p=0,879. Quanto aos linfécitos CD8", observou-se
frequéncia de expressao de 1,54%+0,98 para FTD; 1.84%=3.81 para AD; p=0,429. No caso
dos mondcitos, a frequéncia de expressdo foi 5,65%=+2,01 para FTD; 5,77%+1,99 para AD;
p=0,731. A proposito, vejam-se os graficos abaixo:

A) Expressao de IL10 em CD4+
B) Expressao de IL-10 em CD8+
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C) Expressaode IL-10 em CD14+
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FIGURA 13: Expressio de IL-10 em linfécitos CD4* (A), linfécitos CD8* (B) e mondécitos CD14™ (C). As células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram marcadas com anticorpos de superficie anti-CD4, conjugados com
FITC e anticorpos intracelulares IL-10, adquiridas em citometro de fluxo (GUAVA-GE). As andlises foram feitas em
software Cytosoft Pro4.1 (GE) e de estatistica GraphPad Prism. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney foi usado e os
valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os pontos representam as observagdes extremas

(outliers).
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Em relagdo a IL-4, citocina caracteristica do perfil Th,, também ndo se verificou
diferenga significativa entre os grupos. A mediana da frequéncia de expressdo dessa citocina,

nas células CD4", foi 9,08%+3,59, no grupo FTD; 8.27%=+3.49 no AD; p=0.613. (figura 8).
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FIGURA 14: Expressdo de IL-4 em linfécitos CD4". As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram marcadas
com anticorpos de superficie anti-CD4, conjugados com FITC e anticorpos intracelulares IL-4, adquiridas em citdmetro de
fluxo (GUAVA-GE). As analises foram feitas em software Cytosoft Pro4.1 (GE) e de estatistica GraphPad Prism. O teste

nao paramétrico Mann-Whitney foi usado e os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os

pontos representam as observag¢oes extremas (outliers).
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Outra proteina anti-inflamatéria, que também participa do processo de
desenvolvimento, reparagdo e sobrevivéncia dos neurdnios, ¢ o fator de transformacao do
crescimento beta (TGF-B). No grupo FTD, a mediana da expressdo desse fator nas células T
CD4" foi 3,46%+6.15 ¢ 3,87%%2.32 no grupo AD (p=0,710), conforme se vé na figura 15
abaixo. Sabe-se que, dentre os pacientes com AD um subgrupo apresenta muita alteracdo
comportamental. Esse subgrupo, denominado BPSD, no presente trabalho se manifesta
clinicamente, de forma muito semelhante aos pacientes com a bv-FTD. A figura abaixo ilustra
a expressao de TGF-B nesse grupo, nos pacientes com AD (excluidos os pacientes com

BPSD) e FTD.
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FIGURA 15: Expressio de TGF-B em linfécitos CD4" em pacientes FTD e AD. As células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) foram marcadas com anticorpos de superficie anti-CD4, conjugados com FITC e anticorpos
intracelulares TGF-B, adquiridas em citometro de fluxo (GUAVA-GE). As andlises foram feitas em software Cytosoft
Pro4.1 (GE) e de estatistica GraphPad Prism. Os pontos representam as observacdes extremas (outliers). As analises
foram feitas em software Cytosoft Pro4.1 (GE) e de estatistica GraphPad Prism, usando o teste ndo paramétrico Mann-
Whitney . Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. * p<0,05
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Uma caracteristica marcante das doencas neurodegenerativas ¢ a morte neuronal
acelerada. Isso pode ocorrer por desequilibrio nas vias que sinalizam a apoptose e
sobrevivéncia da célula. Entre as proteinas que sdo capazes de estimular a sobrevivéncia
neuronal, bem como seu crescimento ou diferenciacdo, incluem-se as neurotrofinas. Nesse
grupo, incluiu-se o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), fator esse avaliado no
presente trabalho. Observou-se aumento na frequéncia de expressdo desse fator nos
linfocitos T CD4" dos pacientes com FTD. A mediana dessa expressdo, nesse grupo foi

2,72%+6,58; e no grupo AD, 1,47%=2,70 (p=0.029) como mostra a figura 16 a seguir.
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FIGURA 16: Expressio de BDNF em linfécitos T CD4". As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram
marcadas com anticorpos de superficie anti-CD4, conjugados com FITC e anticorpos intracelulares BDNF, adquiridas em
citometro de fluxo (GUAVA-GE). As analises foram feitas em software Cytosoft Pro4.1 (GE) e de estatistica GraphPad
Prism. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney foi usado e os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos. * p<0,05
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Outra proteina avaliada neste trabalho foi a CD95 (receptor FAS ou antigeno 1 da
apoptose). CD95 ¢ um receptor de superficie que faz parte de uma das vias de morte
programada (apoptose). A andlise desse receptor ndo mostrou diferenca entre os grupos aqui
pesquisados. A mediana da expressdo desse receptor foi 2,00+0,79 no grupo AD e 1,450,47
no grupo FTD; p=0,669.
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FIGURA 17: Expressdo de CD95 em linfécitos CD4". As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram
marcadas com anticorpos de superficie anti-CD4, conjugados com FITC e anticorpos intracelulares CD95, adquiridas em
citometro de fluxo (GUAVA-GE). As analises foram feitas em software Cytosoft Pro4.1 (GE) e de estatistica GraphPad
Prism. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney foi usado e os valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente

significativos.



Resultados 50

A ativagdo dos linfécitos ndo depende apenas da ligagdo do antigeno com o complexo
TRC da superficie do linfécito. Além dessa interagdo, ¢ necessaria, ainda, a ocorréncia de um
segundo sinal pelas vias coestimuladoras. Com intuito de estudar alguns elementos dessa via,

pesquisou-se a expressao de CD80, CD28 e CTLA-4.

Assim sendo, optou-se por iniciar a analise do CD80 (B7-1) o qual estd presente em
monocitos e células B ativadas. A mediana da expressao de CD80 no grupo AD foi 4,26+0,85
e no grupo FTD foi 2,67£1,56; p=0,59 (figura 18). A mesma expressdo, analisada, entdo, nos
linfocitos B CD19", ndo detectou diferenga entre os grupos. A mediana da frequéncia de
expressao de CD80, nessas células, foi 6,96+1.17 no AD; e 9,88+2,94 no FTD; p=0,177
(figura 18B). Entretanto, observando, pois, a expressdo de CD80 (B7-1) apos estimulo com
LPS, verificou-se aumento dessa proteina no grupo AD (9.00+2.27), quando comparada com
FTD (3,41£1,19) e controle (2,25+1,82); p=0,023.

B) Expressao de CD80 em CD19+
A) Expressao CD80 em CD14+
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FIGURA 18: Expressdo de CD80 em mondcitos CD14" (A), linfécitos B CD19" (B). As células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) foram marcadas com anticorpos de superficie anti-CD4, conjugados com FITC e anticorpos
intracelulares CD80, adquiridas em citometro de fluxo (GUAVA-GE). As andlises foram feitas em software Cytosoft
Pro4.1 (GE) e de estatistica GraphPad Prism. O teste nao paramétrico Mann-Whitney foi usado e os valores de p<0.05
foram considerados estatisticamente significativos. Os pontos representam as observag¢oes extremas (outliers).
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Em seguida, analisou-se a expressio de CD28, que ¢ uma das moléculas que
produzem sinal coestimulador para ativa¢do dos linfocitos T e liga-se ao CD80. Nao foi
detectada nenhuma diferenga signficativa na expressio de CD28, nos linfécitos T CD4" ou
CD8". Sua expressdo nas células CD4" foi 90,43+2,75 no grupo AD e 93,71+3,29 no FTD;
p=0,562. Ja nas células CD8", a expressio de CD28 foi 32,66 +2,85 no grupo AD e
24,38+4,85 no FTD; p=0,281.
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Figura 19: Express3o de CD28 em linfécitos CD4" (A), linfécitos CD8" (B). As células mononucleares de sangue periférico
(PBMC) foram marcadas com anticorpos de superficie anti-CD4, conjugados com FITC e anticorpos intracelulares CD28,
adquiridas em citometro de fluxo (GUAVA-GE). As analises foram feitas em software Cytosoft Pro4.1 (GE) e de estatistica
GraphPad Prism. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney foi usado e os valores de p<0.05 foram considerados
estatisticamente significativos. Os pontos representam as observagées extremas (outliers).
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Como demonstrado na figura a seguir, a mediana da frequéncia de expressao de
CTLA-4, nas células T CD4" foi 0,4340,12 no grupo AD; e 0,34+0,26 no FTD; p=0,470.
Analise semelhante foi realizada nas células CD8", também ndo se verificou diferenga na
percentagem da expressao de CTLA-4 entre os grupos (FTD=0,59%+0,24; AD=0,95%+0,22;
p=0,479. Quando o estimulo inibidor CTLA-4 da via coestimuladora foi avaliado na presenga
de estimulo, detectou-se reducdo drastica da expressio de CTLA-4 nas células T CD4".
Nessa condi¢do, a mediana da expressdo dessa molécula foi 1,00+0,58 no grupo AD e
0,45+1,55 no grupo FTD; p=0,012.

A) Expressdo de CTLA-4 em CD4+
B) Expressido de CTLA4 em CD8+
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FIGURA 20: Expressdo de CTLA-4 em linfécitos CD4" (A), linfécitos CD8" (B). As células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) foram marcadas com anticorpos de superficie anti-CD4, conjugados com FITC e anticorpos
intracelulares CTLA-4, adquiridas em citometro de fluxo (GUAVA-GE). As analises foram feitas em software Cytosoft
Pro4.1 (GE) e de estatistica GraphPad Prism. O teste nao paramétrico Mann-Whitney foi usado e os valores de p<0.05
foram considerados estatisticamente significativos. Os pontos representam as observag¢oes extremas (outliers).
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Quanto as células T ainda ndo entraram em contato com antigenos, elas expressao
CD45 a qual ¢ uma proteina tirosina fosfatase denominada CD45. Neste estudo, investigou-se
a expressdo de uma de suas isoformas, a CD45RA. Assim, a mediana da frequéncia de células
T CD4’, que expressam essa tirosina fosfatase, foi 3,25+4,36 nas células com FTD e

14,84%+4,37 nas células com AD; p=0,199. Como se vé na figura abaixo.
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FIGURA 21: Expressio de CD45RA em linfécitos CD4". As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram
marcadas com anticorpos de superficie anti-CD4, conjugados com FITC e anticorpos intracelulares CD45RA, adquiridas
em citometro de fluxo (GUAVA-GE). As anadlises foram feitas em software Cytosoft Pro4.1 (GE) e de estatistica GraphPad
Prism. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney foi usado e os valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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Por fim, outra citocina avaliada foi o fator estimulador de colonias de granulécitos e
macrofagos (GM-CSF). Esse fator € parte da resposta inflamatoéria e, quando ativado, mesmo
em pequenas quantidades, provoca aumento significativo no numero de macrofagos e
granuldcitos. Sua analise ndo revelou diferenga entre os grupos avaliados (6,70+1,84 no grupo

FTD e 4,43+1,42 no AD; p=0,746; figura 22).

Expressao de GM-CSF em CD4+
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FIGURA 22: Expressio de GM-CSF em linfécitos CD4*. As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram
marcadas com anticorpos de superficie anti-CD4, conjugados com FITC e anticorpos intracelulares GM-CSF, adquiridas
em citometro de fluxo (GUAVA-GE). As anadlises foram feitas em software Cytosoft Pro4.1 (GE) e de estatistica GraphPad
Prism. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney foi usado e os valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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Optou-se aqui por apresentar uma analise, ainda que parcial, para chamar a atencao da
importancia da continuidade deste estudo, ou seja, prosseguir a analise dos subgrupos
especificos de pacientes. Os pacientes com BPSD devem ter um comprometimento dos
circuitos frontais, que controlam o comportamento, mais significativos que o restante dos
pacientes com AD. Dessa forma, os pacientes com BPSD sdo mais semelhantes com os
pacientes com FTD. Averigou-se portanto, se ha uma correlagdo entre a semelhanca clinica

com o perfil imunolégico.

Assim sendo, a mediana da expressdo de TNF-a nos linfocitos CD4" foi: 0,9+2,2 no
grupo AD; 6,24+7,7 no FTD; e 1,4+4,1 no BPSD; p=0,02. J4 a mediana da expressdo de TGF-
B, nos linfocitos CD4" foi: 2,0£2,2 no grupo AD; 2,5+6,1 no FTD; e 19,8+2,1 no BPSD;
p=0,037.
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FIGURA 23: Expressdo de TNF-a (A) e TGF-B (B) em linfécitos CD4" apés estratificagio do grupo AD na presenga ou
auséncia de BPSD (B). As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram marcadas com anticorpos de
superficie anti-CD4, conjugados com FITC e anticorpos intracelulares TNF-a e TGF-B, adquiridas em citometro de fluxo
(GUAVA-GE). As analises foram feitas em software Cytosoft Pro4.1 (GE) e de estatistica GraphPad Prism. Os pontos
representam as observagées extremas (outliers). As andlises foram feitas em software Cytosoft Pro4.1 (GE) e de
estatistica GraphPad Prism, usando o teste ndao paramétrico Kruskal-Wallis. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. * p<0,05
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A tabelas a seguir sumarizam os resultados estatisticos obtidos relativos a expressao
das imunomoléculas nos monoécitos CD14" (tabela 3), nos linfocitos T CD4" (tabela 4) e
linfocitos T CD8" (tabela 5) quando se comparou a expressdo entre os trés grupos: controle,
FTD e AD. Utilizou-se para tal, o teste Kruskal-Wallis seguido da andlise post-hoc pelo

Dunn’s Multiple Comparison Test.

Tabela 3: Resultados estatisticos da comparagdo entre os grupos Controle, AD e FTD

nos mondcitos CD14".

Molécula Controle AD FTD Valor de p

IL-1a 6,7 £8,4 17,0£7,7 7,8+18,0 0,09
IL-1B 4,249.4 23,0+5,7 6,4+12,0 0,81
CCL2 7,8+1,3 5,6£1,8 4,629 0,37
CCL3 16,6+3,8 14,0+7,0 5,9+41,2 0,08
CXCL10 5,6+1,6 5,243,7 4,6+5,7 0,92
TNF-a 15,3+15,6 9,8+18,5 8,9+14,1 0,46
IL-6 5,01 +£10,2 4,7+5,4 18,0+11,0 0,48
IL-10 4,6+1,6 5,842,0 5,742,0 0,87
CD80t 4,5+1,4 4,3+0,8 2,6+1,5 0,80

HLA-DR 62,5+20,0 74,7+£10,2 49,9+16,41 0,97

# 0 CD8O foi avaliado em linfécitos B CD19"
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Tabela 4: Resultados estatisticos da comparagdo entre os grupos Controle, AD e FTD

nos linfécitos T CD4".

Molécula Controle AD FTD Valor de p
CCRS5 1,24+0,37 1,1£1,0 0,6+0,1 0,40
TNF-a 3,7+1,0 1,1£2,1 6,247,6 0,01*

IL-6 2,2+8,8 1,5+0,4 2,4+0,9 0,65
IL-10 0,5+0,4 1,4+1,7 1,9+1,2 0,06
IL-4 1,6+3,6 8,3+3,5 9,1£3,6 0,25
IL-17 1,2+0,4 0,6+0,4 0,5+0,4 0,53
CD80 8,5+6,8 7,0£1,2 9,9+2,9 0,29
CD28 96,0+1,3 90+2,8 94+3,3 0,11

CTLA-4 0,5+0,2 0,4+0,1 0,3+0,2 0,53
BDNF 2,6+0,7 1,5+0,23 2,7+15 0,07

HLA-DR 3,0£13,0 4,3+,09 1,7+,05 0,02*
TGF-B 3,2+1,7 3,9+2,3 3,5+6,1 0,77

CD45RA 9,0+£3,6 15,0+4,4 3,3t4,4 0,362
CD95 1,9+1,3 2,0+0,8 1,5+0,4 0,869

GM-CSF 8,0+£2,0 8,0+2,0 6,7+1,8 0,49

* p<0,05

Tabela 5: Resultados estatisticos da comparagdo entre os grupos Controle, AD e FTD

nos linfécitos T CDS8".

Molécula
TNF-a
IL-10
IL-17
CD28
CTLA-4

Controle
1,3£1,3
0,8+0,4
1,5+0,5

35,0£10,0
0,6+0,4

AD
1,5+0,4
1,8+3,8
0,9+2,1

33,0£2,8
0,9+0,2

FTD
5,9+1,5
1,5+0,9
0,4+22
24+4.9
0,6+0,2

Valor de p
0,14
0,19
0,92
0,58
0,59
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Procurou-se, no presente trabalho, comparar os aspectos imunoldgicos entre os
pacientes com FTD e AD. Entretanto, como em algumas situagdes, o grupo AD nao
constituia um grupo de comparagdo satisfatorio, optou-se, entdo, por incluir, nessas situagoes,
os dados referentes ao grupo controle. Cabe ressaltar que, do ponto de vista da pratica clinica,
tal inclusdo ndo faz sentido pois o atendimento de pessoas com incapacidade cognitiva
requer instrumentos ou exames que corroboram a determinacdo da etiologia da doenga, nao
tendo, por objetivo, definir se se trata de pessoas doentes. Segundo a literatura, até o presente
momento, ndo ha registro de trabalhos realizados em pacientes com FTD, como o que aqui se
propde, principalmente, utilizando-se células mononucleares do sangue periférico. Ademais,
ele pode ser visto, também, como um trabalho que visa a elucidar alguns elementos

envolvidos no processo degenerativo da FTD e a buscar potenciais biomarcadores para FTD.

Tendo em vista o foco do estudo, realizar uma andlise comparativa dos casos de
FTD, a discussdo sobre o proprio diagnostico de FTD aqui se impde. Afinal, a dificuldade em
diagnosticar essa entidade clinica e a falta de um exame capaz de confirma-lo podem nao
garantir, mesmo com o rigor dos critérios de inclusdo do presente trabalho, a exclusdo, com
absoluta certeza, da presenca de pacientes dementes nio portadores de FTD no grupo FTD. E
possivel, por exemplo, que portadores de doenca de Alzheimer, de inicio precoce e com
manifestagdo clinica atipica estejam contaminando o grupo FTD. Isso, porém, s6 podera ser
elucidado caso, no futuro, o encéfalo desses pacientes forem submetidos a avaliagdo
anatomopatologica. Estudos, por exemplo, que discutem a dificuldade diagndstica e/ou
estudos anatomopatologicos, realizados apds a definicdlo dos novos marcadores
histopatologicos da FTD revelaram que alguns casos descritos em centros de referéncia

internacional como FTD ndo possuiam patologia compativel com FTD (164-168).

Contudo, apesar de ndo fazer parte dos critérios diagndsticos de FTD iniciais e de ndo
se incluir no presente estudo, a tomografia por emissdo de féton tnico (SPECT) pode ser ttil
na confirmag¢do do diagnostico (169). Ressalta-se que a ndo realizacdo desse exame se deve ao
fato de ele ndo estar disponivel no Sistema Unico de Satde. Considerando a possibilidade de
AD na sua forma precoce e atipica, como um dos principais diagndsticos diferenciais do
grupo com FTD, a realizagdo da tomografia por emissdo de positron (PET), empregando o
composto B de Pittsburg ''C-labeled Pittsburgh Compound-B, (‘'C-PIB) (84) também

poderia aumentar a acuricia diagnéstica. Entretanto, além do elevado custo desse
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procedimento, ele ndo ¢ disponivel em nosso meio. Hoje, somente os grandes centros de

pesquisa dispdem de tal recurso.

A propria doenca de Alzheimer, deméncia mais estudada, e com um quadro clinico
muito caracteristico nas formas classicas, apresenta a mesma dificuldade diagnostica.
Justamente por isso que, no Ultimo consenso diagnostico de AD, recentemente publicado, se
incorporaram, pela primeira vez, os biomarcadores no processo diagnostico da AD. Além
disso, com intuito de aumentar a acuracia do diagnostico clinico de AD, incluiu-se, também,

neste consenso, o declinio cognitivo documentado como elemento capaz de aumentar a

probabilidade AD (170).

Posto isso, optou-se, neste estudo, pelo acompanhamento aos pacientes dementados
durante certo tempo, antes da realiza¢do da coleta de sangue para andlise. Essa foi a estratégia
encontrada no presente trabalho para reduzir a probabilidade de erro diagnostico. Ao contrério
de outras sindromes demenciais, no caso da FTD, esse cuidado ¢ particularmente importante
pelos seguintes motivos: existéncia de pacientes com fendtipo semelhante ao bv-FTD
(conhecidos como fenocopias) (171); e no inicio da doenca ¢ comum o paciente nao
apresentar todos os sintomas necessarios ao estabelecimento de um diagnéstico preciso
(165). Na verdade, a doenga, nos pacientes que podem ser classificados como fenocodpias,
apresenta, de acordo com a literatura, um curso benigno. Além disso, as avaliacdes do
encéfalo por RNM seriadas ndo mostram evidéncias de atrofia significativas. Dessa forma,
questiona-se se eles, na realidade, sdo portadores de doenga neurodegenerativa, ou se se trata
de alteracdes da personalidade. Nesse caso, estariam incluidos dentro do espectro dos
transtornos psiquiatricos, como, por exemplo, a sindrome de Asperger, mesmo sem ter os

critérios suficientes para nele serem incluidos (172).

Sabendo-se, entdo, que os pacientes que se enquadram no diagnostico de fenocopia
ndo apresentam atrofia significativa (173), adotou-se, como critério de inclusdo no grupo
FTD, a presenca de atrofia cortical na tentativa de reduzir essa contamina¢ao no grupo FTD.
O acompanhamento dos pacientes, ao longo do tempo, levando a incluir, na pesquisa,
somente aqueles que manifestassem declinio funcional nas atividades da vida didria,
corrobora, também, a exclusdo das fenocopias, haja vista as diferencas no declinio nas AVDs

entre os pacientes com bv-FTD (que progride) e as bv-FTD fenocopias (174).
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Em relacdo as caracteristicas demograficas dos pacientes incluidos no grupo FTD,
pode-se dizer que elas estdo em absoluta concordancia com os dados da literatura. As vitimas
de FTD, em estudo, no momento da coleta de sangue, eram mais novos que os pacientes
com Alzheimer, em média, mais de dez anos. Isso mostra que essa deméncia afeta, também,
pacientes mais jovens. Quanto a distribui¢do da doencga, entre os sexos, no grupo FTD, em
andlise, ndo houve diferenga significativa. Praticamente o mesmo niimero de homens e
mulheres apresentaram deméncia, dado esse que se assemelha aos estudos epidemiologicos
realizados (35). Cumpre ressaltar, ainda, que os pacientes com sindrome demencial avancada
foram excluidos desse grupo por apresentarem um grau de neurodegeneracdo muito
avancado. Especula-se que, nessas fases, o estado do processo inflamatdrio seja diferente das
fases iniciais. Como, na pratica clinica, as fases iniciais da FTD s3o mais importantes, optou-
se por focar as fases iniciais da doenca. Contudo, acredita-se que a analise ao longo do tempo
desses pacientes, repetindo as dosagens em diferentes momentos da doenca, possa produzir
correlagdes interessantes com o surgimento de sintomas especificos e corroborar a correlagao
da evolucdo da doenca com seus aspectos moleculares. Ressalta-se, aqui, também, que ndo ha
padronizagdo de critérios definidores de FTD nas diversas fases, como a da clinical dementia
rate (CDR) (175) usada para definir a gravidade da doenga de Alzheimer. Por conseguinte,
utilizaram-se como critério para excluir os pacientes com FTD, em fases avangadas, os
critérios do CDR=3 (deméncia avancgada) definidos para doenga de Alzheimer, acrescidos de
dois elementos a saber: alteracdes de linguagem que tornavam o individuo incapaz de se
comunicar e/ou alteracdes de comportamento suficientes para impedir o contato interpessoal
bidirecional. Tais critérios se assemelham as caracteristicas do CDR, modificados para

aplicagdo nos casos de FTD, publicados recentemente (176).

Assim sendo, a maioria dos pacientes incluidos no grupo FTD era afetada pela forma
bv-FTD o que era ja esperado. Dado tal predominio, especula-se que todos os resultados
obtidos se apliquem, principalmente, a essa forma. A forma de elucidar essa questdo de modo
mais contundente seria aumentar o nimero de pacientes em cada um dos subtipos da FTD e
compara-los com cada tipo dessa sindrome separadamente. Tal procedimento, entretanto, nao
¢ confidvel dado o numero reduzido de pacientes que integram os subtipos da afasia
progressiva primaria. Também, como se previa, a maioria dos pacientes em questdo padecia

de FTD esporadica.
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Vale lembrar, aqui, que a suspeita de FTD familiar foi remotamente aventada em
apenas um paciente. Alids, essa propor¢dao muito reduzida de casos dessa sindrome, associada
a historia familiar positiva, ¢ muito discrepante do esperado. H4 um consenso na literatura
segundo o qual uma propor¢cdo muito grande de pacientes com FTD apresenta historia de
deméncia em parentes de primeiro grau. A propoésito, a propor¢do de pacientes com historia
familiar positiva descrita oscila de 33% na série de Cambridge-Sydney, que tem confirmagao
patolégica (46), a 50% em outros trabalhos (11). Ressalva-se, porém, que a suspeita da
ocorréncia de historia familiar associada a FTD, numa parcela tdo pequena como a deste
estudo, ndo significa que, em nosso meio, a propor¢ao de casos esporadicos seja a maioria.
Acredita-se que isso se deva ao baixo nivel cultural da nossa populacdo; a caréncia de
informagdes sobre as condi¢cdes de saude dos pais, principalmente dos ja falecidos; ao
desconhecimento de tal entidade pelos profissionais da area de saude, inclusive, os médicos

que atenderam os parentes dos pacientes com FTD, h4 algumas décadas.

Em ultima andlise, revisando as estratégias utilizadas neste estudo, para garantir que os
pacientes incluidos no grupo FTD fossem, de fato, muito representativos de tal condicao, e
analisando os novos critérios adotados para o diagnéstico de bv-FTD (17), afirma-se que
todos os casos com bv-FTD, incluidos neste grupo, apresentavam o diagnéstico de deméncia

frontotemporal provavel.

No que tange as limitagdes praticas, como descritas anteriormente, um aspecto foi
positivo e relevante neste trabalho — o uso de sangue periférico como ferramenta de analise.
Assim como inumeras outras condi¢des neuropsiquiatricas, a falta de exame definidor do
diagnostico de FTD acarreta algumas dificuldades praticas e éticas. A busca por um
biomarcador de facil execucdo, baixo custo, alta sensibilidade e especificidade, além de ser
um exame ndo invasivo, ¢ quase um sonho. Além do mais, esse procedimento ndo soO
contribui, sobremaneira, para a pratica clinica assistencial, como também desafia o
pesquisador a perquirir diversos critérios necessdrios a determinada alteracio como
biomarcador. Dentre as estratégias utilizadas pela medicina, para andlise das condigdes
clinicas e diagnosticas, destaca-se a andlise de sangue. Trata-se de exame minimamente
invasivo, praticamente desprovido de complicagdes, amplamente aceito pelos pacientes, além

de inumeras outras vantagens.
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Todavia, a respeito do emprego do sangue periférico, como alvo do presente estudo,
algumas implicagdes positivas e negativas devem ser ressaltadas aqui. Como j4 dito, trata-se
de um procedimento vantajoso por ndo ser invasivo (quando comparado, por exemplo, com a
puncdo lombar para andlise do liquor), ser um exame de menor custo e elevada
reprodutibilidade. Dentre as criticas a esse método, merece destaque o seguinte
questionamento: qual a real correlagdo entre as alteragdes presentes em células do sangue
periférico e os neurdnios ou microglia central? Embora tal pergunta ndo possa ser
completamente respondida, algumas consideragdes podem ser feitas. Assim sendo, estudos
realizados mostram que ha sim uma relacdo entre os dois sistemas € ¢ possivel fazer
inferéncias sobre eventos que ocorrem no sistema nervoso central a partir de observagdes em
sangue periférico. Por exemplo, demonstrar que a expressdao génica em PBMC de pacientes
com esclerose lateral amiotroficase (ALS) se correlaciona com alteragdes centrais (177). A
proposito, Nardo e colaboradores investigaram um painel de biomarcadores em PBMC de
pacientes com ALS e demonstraram que o uso de uma combina¢do de biomarcadores em
PBMC podera ser util no diagnostico diferencial, na avaliacdo da gravidade da doenga, na sua
progressdo, podendo, ainda, elucidar mecanismos patogénicos da ALS (178). Outros
estudos demonstraram também a utilidade dessa técnica como ferramenta para estudar
doengas psiquiatricas (179-183). Ressalta-se, ainda, além das vantagens acima apontadas, que

esse procedimento pode ser repetido em varias ocasides, no mesmo paciente.

Com referéncia ao emprego da citometria de fluxo, como técnica para analise dos
parametros imunologicos, oferece, ainda, algumas vantagens ao pesquisador. Ao contrario da
detecgdo direta dos niveis de citocinas no plasma, a citometria de fluxo permite, a0 mesmo
tempo, caracterizar o tipo celular e o conteudo intracitoplasmatico da citocina estudada (184).
Parece ainda que os niveis de citocinas detectados pela citometria de fluxo com a técnica

empregada se correlacionam com a deteccdo de mRNA da citocina (159).

Considerando-se que as dosagens periféricas realizadas incluem citocinas, a literatura
demonstra claramente, como na revisdo feita por Dantzer e colaboradores, que as citocinas
periféricas influenciam o encéfalo. O sistema imune inato, ao produzir citocinas pro-
inflamatorias, pode gerar comportamento doentio (sickness behaivour) ou depressdo ao afetar

o encéfalo (185).

Afinal, as doencas neurodegenerativas sdo caracterizadas por perda neuronal
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significativa. Com relagdo a deméncia frontotemporal, ¢ uma doenga neurodegenerativa que
afeta as projecdes e os circuitos neuronais da camada superior do lobo frontal, na por¢ao
anterior do lobo temporal, cingulo anterior e cortex insular anterior ocasionando efeitos
devastadores nos circuitos corticocorticais. Apesar dos avangos na compreensdo da
fisiopatologia da FTD, muito pouco se sabe acerca dos processos moleculares nela
envolvidos. Em oposi¢do a doenca de Alzheimer, cujas inimeras evidéncias demonstram o
papel do sistema imune na patofisiologia dessa doenga, na FTD as evidéncias sdo bem
restritas, como ja descrito na introducao deste estudo. Contudo, ndo se pode desconsiderar a
possibilidade do envolvimento do sistema imune na FTD, principalmente pela crescente

importancia dele em condic¢des basais.

Antigamente, as citocinas eram vistas apenas como imunomoduladores que
participavam diretamente das respostas inflamatorias dentro do sistema nervoso central.
Atualmente, elas ja sdo amplamente aceitas como neuromoduladores e participam de
processos fisioldgicos essenciais, tais como, a plasticidade sinaptica (95). Além do mais,
citocinas pro-inflamatorias parecem produzir efeitos deletérios na disfuncdo neuronal, na
viabilidade e na plasticidade sinaptica (186). As citocinas estdo envolvidas, ainda, na apoptose

neuronal, que ocorre nas sindromes demenciais (187).

Ademais, Sjogren obsevou niveis aumentados de anticorpos contra gangliosideos e
especula um comprometimento da autoimunidade nos pacientes com FTD (188). Dessa
forma, mesmo nao tendo sido descrito ainda o real envolvimento do sistema imune na FTD,
acredita-se que ele esteja sim envolvido na doenca neurodegenerativa. Justifica-se, assim,

uma investigagdo acerca dos imunomoduladores presentes nessa deméncia.

Cumpre ressaltar, ainda, que uma das citocinas pro-inflamatorias mais estudadas no
sistema nervoso central ¢ a IL-1. IL-1a e IL-1P sdo expressas de forma constitutiva, em baixas
concentragdes no encéfalo mas sdo rapidamente upregulated ante um estimulo. Elas exercem
efeitos bioldgicos similares por agir no mesmo receptor. Acredita-se que elas estdo envolvidas
em processos relacionados com memoria (long term pontentiation, LTP) (189). Curiosamente,
foi demonstrado que, durante situagdes de estresse ou com o envelhecimento, niveis elevados
de IL-B estdo aumentados e isso se correlaciona com alteragdo na LTP no hipocampo
(95,190). Alias, diversos trabalhos correlacionam elevagdes de IL-1 com a patogénese da

doenca de Alzheimer. Assim, alguns relatos demonstram que o processo neuroinflamatério e
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os niveis elevados de IL-1 precedem a doenca clinica. Embora muitos trabalhos mostrarem
efeito deletério do aumento de IL-1 na AD, muitos autores tém demonstrado que a IL-1 pode
produzir efeito benéfico por estimular células que promovem fagocitose e a degradagdo da
placa amiloide (140). No presente trabalho, ndo se observou diferen¢a nos niveis de IL-13
entre o grupo AD e FTD. Entretanto, a frequéncia de expressdo de IL-la em monocitos
CD14" ¢ menor nos pacientes com FTD, sendo intensificada quando as células sdo
estimuladas. Tal observacao mostra que FTD e AD apresentam envolvimento distinto no

sistema imune.

Dando sequéncia as analises de imunomoduladores expressos em mondcitos CD14"
pesquisou-se a expressdo de quimiocinas uma vez que a participacdo delas nos processos
neurodegenerativos tem sido demostrada e justificada pela atividade quimiotdxica nos
fagocitos cerebrais (191). Essas moléculas constituem uma superfamilia de citocinas
quimiotaxicas as quais exercem papel essencial na ativacdo e migragdo de leucocitos (192).
Foram avaliadas, entdo, as quimiocinas CCL2, CCL3, CXCL10 e o receptor de quimiocina
CCRS5 em linfocitos T CD4 " . Dentre essas moléculas, chamou-se a atengdo, a exemplo da IL-
la, a reducdo da expressdo da quimiocina CCL3 e seu receptor CCRS5, este ultimo, somente
quando as células foram estimuladas. CCR5 mostrou-se aumentado em pacientes com
sindrome de fragilidade (193). Apesar da predomindncia de estudos relativos a IL-1B em
detrimento de IL-1a, sabe-se que os efeitos das duas isoformas sdo bem semelhantes. Estudos
demonstram que a liberagdo de CCL3 ¢ estimulada pela IL-1p e IL-1a (194,195). No presente
trabalho, foi observada a reducdo de IL-a o que poderia explicar a redugdo na expressdao de
CCL3. A expressdo de CCRS5 parece ser regulada, de forma distinta entre as células CD14" e
CD4" , por mecanismos ainda pouco elucidados (196). Embora ndo se possa explicar a razio
pela qual a expressdao de CCRS esteja reduzida no grupo FTD, quando as células foram
estimuladas, um fato chama a atencdo: seu ligante CCL3 estar reduzido. Aventa-se assim, a
possibilidade da redu¢do de CCL3, observada nos pacientes do grupo FTD, ser um estimulo
para downregulation do CCRS nesse grupo. A visdo global desses dados sugere que alguns
processos inflamatérios envolvendo citocinas produzidas por mondcitos CD14" se reduzam
nos pacientes com FTD. Mas essas quimiocinas sdo produzidas, no encéfalo, pelas células da
glia, a qual ¢ considerada o principal tipo celular envolvido na resposta imune inata no
encéfalo. Contudo, ainda ndo esta claro se as moléculas e células da imunidade inata e da

células da glia apresentam efeito neurodestrutivo ou neuroprotetor (197,198).
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Todavia, deve-se ressaltar que, mesmo considerando-se aspectos imunes associados a
AD, principalmente os ligados a resposta inata, desencadeada pela acimulo peptideos A no
cérebro (96), muitos estudos tém demonstrado a importancia das células T, nessa condigao.
Cita-se, aqui, por exemplo, a ativacdo de linfocitos T periféricos nos pacientes com AD (199-
202) além de alteragdes expressivas em linfocitos T CD4" , em pacientes com AD leve (203).

Diante do exposto, pesquisaram-se os imunomoduladores em linfocitos T, no sangue
periférico, envolvidos no processo de neuroinflamagdo. Ao correlacionar apoptose neuronal e
citocinas, pensa-se, inicialmente, na ativagdo da microglia e na liberagdo de citocinas do
perfil Thl (TNF-a, IL-1B e IFN-y). TNF tem se demonstrado importante na sinalizagdo de
diversas func¢des no sistema nervoso central, incluindo: ativagdo da micréglia e astrocitos;
regulagdo da permeabilidade da Dbarreira hematoencefalica; respostas febris e
neurotransmissdo glutamatérgica (204) e plasticidade sindptica (205,206). Ele ¢ também um

importante indutor de lesdo tecidual e morte neuronal, via seu receptor (TNF-R1) (207).

Com relacdo ao presente estudo, a frequéncia de expressdo de TNF-a em linfocitos T
CD4" e CD8" ¢ maior nos pacientes com deméncia frontotemporal. Essas observacdes estdo
em concorddncia com o estudo que analisa moléculas inflamatérias no liquido
cerebroespinhal (104). No referido trabalho, observou-se, também, aumento de TNF-o e
TGF- no liquor dos individuos com FTD. Outros estudos reportaram aumento de TNF-o em
pacientes com Alzheimer (119,208-211). Assim, fundamentando-se na literatura e nas
observacdes do presente trabalho, ressalta-se a importancia do TNF-a, central ou sua

expressdo periférica, na patofisiologia de algumas deméncias (212).

Como ja dito, as citocinas periféricas podem ativar vias de sinalizagdo no sistema
nervoso central (213). Isso ocorre, também, mediante um mecanismo de transporte do TNF-a
pela barreira hematoencefélica que permite a entrada da citocina nesse compartimento central
(214). Dai a importancia de estudo de eventos ocorridos na periferia que possam influenciar o
sistema nervoso (212). Diante disso, o estudo de Framingham, um dos estudos longitudinais
mais importantes na medicina ocidental, avaliou, também, niveis periféricos de citocinas pro-
inflamatorias. Esse autor observou que niveis aumentados na produgdo de IL-1 e TNF-a em
PBMC aumentam o risco de desenvolvimento da doenga de Alzheimer (208). Adverte-se,
porém, que alteragdes na periferia podem nao refletir exatamente o que acontece no encéfalo,

fato esse que podera comprometer a analise dos resultados. Contudo, o uso das PBMC como
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ferramenta de estudo j4 estd bem estabelecido (179-183). Assim sendo, reforca-se a

importancia desse exame, ndo invasivo, custo baixo e de facil aplicacdo no cenério clinico.

A proposito, TNF-a periférico pode ativar microglia, estimular a liberagao de IL-1P e
provocar lesdes nos hipocampo conforme verificados em camundongos que desenvolveram
declinio cognitivo apds cirurgia (215). Aventa-se, assim, uma hipdtese para explicar o
declinio cognitivo pds-cirirgico, baseando-se na capacidade do TNF-a de iniciar e amplificar
resposta inflamatoria mediada pela microglia, alids descrita na literatura como fator muito
importante na doenga de Alzheimer, ha varios anos. Tal ativagdo, tornando-se cronica, causa
lesdo neuronal via liberagdo de moléculas, potencialmente citotdxicas, tais como: citocinas
pro-inflamatérias (IL-6 and TNF-o), quimiocina (CCL4), radicais livres de oxigénio,

proteinases e proteinas dos sistema de complemento (216).

Mesmo sabendo que as dosagens em sangue periférico podem sofrer alteragdes na
presenca de diversas comorbidades, julgou-se importante averiguar as citocinas em sangue
periférico nos pacientes com deméncia. Por isso, procurou, no presente trabalho, certificar-se
de que todas as coletas de sangue fossem realizadas em pacientes cujas condigdes clinicas nao
alterassem a expressdo periférica das citocinas avaliadas. Dado o volume de trabalhos que
avaliam citocinas em sangue periféricos de pacientes com Alzheimer, foi possivel realizar
uma meta-andlise sobre citocinas AD. Observou-se, entdo, que os pacientes com AD
apresentavam aumento de citocinas pro-inflmatorias IL-6, TNF-a, IL-1B, IL-12, and IL-18
em sangue periférico quando comparados com os do grupo controle (211). Entretanto, ha
uma heterogeneidade na dosagem de citocinas em sangue periférico o que limita sua utilidade

como biomarcador para fins diagndsticos.

Foram analisadas, também, no presente trabalho, algumas citocinas anti-inflamatdrias
para averiguar se estas citocinas estariam realizando uma alga de retroalimentagdo negativa
sobre o aumento de TNF-a observado. Foram analisadas, entdo, as citocinas IL-4, IL-10 € o
fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B). Verificou-se que IL-4 estimula a
diferenciagdo das células T naive em células T ndo inflamatdrias, enquanto IL-10 ¢ um
potente agente supressor de TNF-qa, IL-1a, IL- e IL-6 (217). J4 o TGF-p apresenta efeito
neuroprotetor contra alguns insultos (excitotoxicidade, hipdxia e isquemia, por exemplo),
além de apresentar propriedades anti-inflamatorias inibindo a producdo de citocinas pro-

inflamatorias como, por exemplo, a TNF-B, IL-1 e a IL-6 pelos astrocitos (218-220). Ao
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realizar essas analises, constatou-se que a expressdo de IL-10, IL-4 e TGF-B ndo estava
alterada. Acredita-se, portanto, que o aumento de TNF-a ndo estaria sendo contrabalanceado.
Por conseguinte hd predominio de citocinas inflamatorias, pelo menos periféricas, nos

pacientes com FTD em relagdo aos pacientes com AD.

Em decorréncia dos efeitos neuroprotetores descritos para TGF-, cientistas aventam a
possibilidade do TGF-1 ser um novo alvo terapéutico para doenca de Alzheimer, haja vista
que se observa redu¢do da fun¢do da via do TGF-B1 nas células do SNC de pacientes com
AD. A redugdo desse fator parece contribuir para formac¢ao dos emaranhados neurofibrilares
os quais sdo decorrentes da hiperfosforilacdo da tau e desestabilizagdo do citoesqueleto e
constituem um dos principais marcadores histopatologicos da doenca de Alzheimer
(221,222). Assim como AD, FTD também ¢ uma tauopatia, contudo, muito pouco se
pesquisou sobre esse fator nessa sindrome. Uma andlise do nivel de TGF-B, no liquido
cefalorraquidiano de paciente com FTD mostrou-o aumentado quando comparado com o

grupo controle (104).

Foi também aferida, neste estudo, a expressdo de IL-6 uma citocina pré-inflamatoria
cujos niveis mostraram-se aumentandos em diversos estudos realizados com pacientes com
AD (211). Essa citocina ¢ considerada um elemento central na sindrome de fragilidade (223)

mas nao apresentava-se alterada no presente trabalho.

Por muitos anos, os linfocitos auxiliares eram classificados em apenas dois tipos: Th;
e Thy. Atualmente, j& ¢ bem sabido que isso ¢ uma simplificacdo e o perfil de linfocitos Thy7 €
reconhecido como capaz de causar lesdo tecidual também (224). Ao analisar entdo a IL-17,
citocina pré-inflamatoria, ndo se observou alteracdo dessa em relagdo aos pacientes com
Alzheimer. Por outro lado, estudos demonstram que TNF-a promove liberagdo de IL-17, a
qual, por sua vez, ¢ dependente de IL-23 e IL-1 (224). No entanto, mesmo tendo constatado,

no presente estudo, aumento do fator de necrose tumoral, ndo se observou aumento de IL-17.

Pode-se dizer, portanto, que os pacientes com FTD apresentam aumento especifico de
TNF-a e ndo de todas as citocinas pro-inflamatorias. Outro elemento que reforca a
importancia desse achado, se deve a constatacdo de que o aumento de expressdo de TNF-a foi
observado também em outra populagdo de linfocitos T — linfocitos T CDS", reduzindo-se,

portanto, a possibilidade de se tratar de um achado casual.
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Quanto a progressao dessas deméncias para o obito, a FTD geralmente ¢ mais rapida
que a AD (43,225), por suposi¢do, em decorréncia da progressdo mais acentuada do
processo degenerativo. Sustenta essa ideia a observagao de que a atrofia do lobo frontal na bv-
FTD e a do lobo temporal SD ¢ mais rapida que na AD. Nenhuma regido especifica do
cérebro dos pacientes com Alzheimer apresentou atrofia mais acelerada que de outros grupos
(226). Com efeito, analisando os achados do presente em estudo, dentro do cenario de atrofia
cerebral acelerada, nos pacientes com FTD, especula-se que TNF-a possa estar envolvido no
processo de neurodegeneragdo acelerada. Em outras doengas neurodegenerativas ja foi
demonstrada a participacdo de TNF-a, por exemplo: depressdo maior (227), transtorno

bipolar (228), epilepsia (229), doenca de Alzheimer (211) e doenga de Parkinson (230).

Sabe-se, porém, que, nessas doencas citadas, o sistema imune sofre ativacdes
diferenciadas ao longo do curso delas. O mesmo pode ser dito com referéncia aos paciente
com FTD. Serd que a expressao de TNF-a ¢ a mesma ao longo do curso da doenga? Mesmo
ndo sendo possivel responder a pergunta, neste momento, tal questionamento mostra a
importancia de realizar avaliagdes longitudinais com os imunomediadores. Diante dos
inameros efeitos atribuidos aos TNF-a, alguns autores postulam que sua inibi¢do possa ser
uma estratégia para tratar as doencgas neurodegenerativas (231-233). Especificamente no caso
da FTD, existe um relato de caso isolado a respeito do uso de perispinaletanercept (uma
proteina que impede a fusdo do TNF reduzindo, portanto, seu efeito bioldégico) no tratamento

de uma das variantes da FTD - a afasia progressiva ndo fluente (137).

Atualmente, muitos estudos sdo realizados visando a compreensdo dos eventos
primarios que ocorrem na fisiopatologia da FTD. O entendimento desse processo ¢ crucial
para projetar drogas para o tratamento dessa condicdo. Uma das dificuldades desse projeto
consiste em obter um método que seja viavel na pratica clinica (ndo invasivo, replicavel e de
custo efetivo) podendo ser usado para avaliar o efeito da droga. Abrem-se, assim, novas
possibilidade de utilidade da anélise da expressao de TNF-a em linfocitos T de pacientes com

deméncia.

Embora o processo inflamatorio via resposta imune inata com ativagdo da microglia e
liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias seja tradicionalmente visto como um processo lesivo
aos tecidos e responsavel pelo dano tecidual, esse fenomeno pode ser visto sobre outra otica.

J& se sabe, por exemplo, que a resposta imune inata pode ser Util na remocao de peptideos
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beta-amiloide e, por conseguinte, reduzir os danos tipicos da doenca de Alzheimer (234).
Situacdo semelhante ocorre com o TNF, o qual pode induzir ativagdo de genes ou morte
celular. Em contraste com seu efeito neurodegenerativo, acredita-se que a ativagdo do
receptor TNF-R2 ative vias de sinalizagdo relacionadas com a sobrevivéncia celular (205).
Além disso, TNF-R2 promove ativacdo persistente de NF-kB que protege os neurdnios da
excitotoxicidade (235).TNF-a também aumenta a expressdo de CREB-binding protein (CBP)
especificamente nos neurdnios e que esses, apos expressao aumentada de CBP mediada pelo
TNF, se tornam mais tolerantes a estimulos nocivos num processo chamado de pré-

condicionamento neuronal ou tolerancia neuronal (236).

Outro fator que também justifica a analise de TNF-a diz respeito a sua capacidade de
induzir a expressdo de neurotrofina, fator neurotréfico cerebral (BDNF), em astrocitos (237).
Eis outro exemplo de efeito neuroprotetor mediado pelo TNF-a. No presente estudo, além do
aumento significativo na frequéncia de expressio de TNF-a nas células CD4" de pacientes
com FTD, observou-se, também, aumento também na expressdo de BDNF. Por outro lado,
sabe-se pouco sobre neurotrofinas, BDNF, por exemplo, na FTD. Nessa direcdo, cita-se um
estudo avaliando, por imuno-histoquimica e Western Blotting, a expressdo da proteina BDNF
no cortex cerebral de pacientes com FTD, verificou-se que ela estava preservada em
diferentes regides cerebrais e ndo havia diferenca entre o grupo controle. Previamente ja

havia sido demonstrado redu¢do de BDNF nos pacientes com AD (238).

Assim sendo, considerando-se que a FTD usualmente progride mais rapidamente que
as formas esporadicas de AD e, ainda, que os mecanismos que provocam neurodegeneragao
sdo diferentes entre as duas entidades nosoldgicas, cogita-se que o aumento de BDNF
aumentado, como observado no presente trabalho, possa refletir uma tentativa de minimizar a
perda neuronal, assumindo que os niveis periféricos de BDNF possam ter alguma atividade no
SNC. Cabe ressaltar que a analise comparativa da frequéncia de expressdo de BDNF em AD
e controles (dados ndo mostrados) afasta a possibilidade da alteracdo dos niveis de BDNF
observados no FTD ser explicada pela redugdo desta no grupo AD. Outro fator que poderia
corroborar a progressdo mais rapida da FTD ¢ a ativagdo das vias de apoptose. Dentre elas,

estudou-se a expressdo de CD95, mas nao observou-se alteragdo em sua expressao.

Aprofundando as analises realizadas em linfocitos T, e considerando que as moléculas

do sistema imune estudadas e abordadas acima sdo produzidas principalmente quando os




Discussao

linfocitos T estdo ativados, pesquisou-se, entdo, outras moléculas envolvidas nesse processo
de ativagdo dos linfécitos T. O processo de ativagdo dos linfocitos T ¢ importante também
para permitir que o sistema imune adaptativo responda, de forma eficiente aos diversos
insultos sem, contudo, reagir com antigenos proprios do corpo. Esse processo ¢ reconhecido
como tolerancia e alteracdes nesse podem ocasionar doengas autoimunes. No controle da
ativagdo das células T, e no controle dos mecanismos de tolerancia, ganha-se destaque a via
CD28/B7 por ser a principal via coestimuladora. Quando B7-1 (CD80) se liga ao seu receptor
CD28, ocorre uma resposta estimuladora com produ¢do de TNF-a, IL-2 e a proteina
antipoptdtica Bcl-Xp. A IL-2, um fator de crescimento autocrino, ¢ fundamental para a
expansdo clonal das células T e para sua subsequente diferenciagdo na célula efetora e
manuten¢do da tolerancia propria. B7 (CD86) também ¢ um ligante para CD28 que, apesar de

ndo ser constitutiva, ¢ expressa quando induzida pela resposta imune (127,239,240).

Com efeito, ao averiguar na literatura o papel da via CD28/B7, na sindromes
demenciais primdrias verificou-se que quase ndo ha informagao sobre isso. Por conseguinte,
cite-se, aqui, o trabalho recente, de Xue e colaboradores. Seus autores mostram aumento de
percentagem relativa de HLA-DR e CD80, em linfocitos T, no sangue periférico, dos
pacientes com Alzheimer em comparacdo com o grupo controle. No mesmo trabalho, os
autores ndo observaram alteracdo na expressdo de CD28 nos grupos estudados (241). Fato
semelhante foi observado também, no presente estudo, ou seja: aumento na expressiao de
CDS80 em linfocitos T CD4" de pacientes com Alzheimer quando comparados com FTD ou
grupo controle. Esse dado, além de estar em concordancia com o estudo acima mencionado,
corrobora a ideia do envolvimento dos linfocitos T, na doenca de Alzheimer. Em discordancia
aos dados de Xue, a expressdo de HLA-DR nos pacientes com AD e controles foram
estatisticamente iguais. J4 no caso dos pacientes com FTD, observou que a expressao desse

receptor de classe II do MHC estava diminuida.

Todavia, CD28 ndio ¢ expresso somente nos linfocitos T CD4’, mas também nos
linfocitos T CD8". Normalmente, durante o processo de envelhecimento, espera-se reducio
na expressdo de CD28. Entretanto, essa redugdo ocorre principalmente nas populacdes de
linfocitos CD8™ e em individuos susceptiveis. Os pacientes com FTD parece ter uma
tendéncia a menor expressio de CD28 nas células CDS". Uma hipotese para explicar o

mecanismo de tal redugdo, na expressao de CD28, ¢ mediada pelo TNF-a (242).
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Contudo, além dos efeitos na producdo de citocinas mencionados pela sinalizacio
promovida pela CD28, essa expressdo promove, também, um potente sinal sinérgico para
transcri¢do de fator nuclear kB (NF-kB), fator nuclear de células T ativadas (NFAT), e
ativador de proteina 1 (AP1) (243). J& o CTLA-4, que também participa dessa via de
sinalizagdo, desempenha seu papel inibitoério inibindo a transcricdo dos fatores nucleares,

mediando, portanto, morte celular (244,245).

Ao analisar a percentagem relativa da expressdo de CTLA-4, nos linfécitos CD4" de
pacientes com deméncia frontotemporal, constatou-se redug¢do muito significativa dessa
molécula quando comparada com Alzheimer ou controle. Nessa perspectiva, a presente
pesquisa se destaca como o primeiro estudo a demonstrar alteragdo nos elementos
envolvidos na via CD28/B7, nos portadores de FTD. Acredita-se que a redugdo dessa
molécula inibitéria podera favorecer o predominio dos efeitos estimuladores promovidos
pelas proteinas CD80 e CD86. Contudo seria interessante que novas andlises fossem
realizadas com outros elementos da via, particularmente com a IL-2, pelos seus efeitos ja

descritos.

Cumpre, ainda, ressaltar que os mecanismos responsaveis pela regulagdo da expressao
CD28 ¢ CTLA-4 sdo distintos. CD28 é expresso de forma constitutiva nas células T CD4" ,
enquanto CTLA-4 apresenta expressdo induzida, ap6s ligagdo com TCR cuja maior parte do
conteudo estd localizado em compartimentos intracelulares. Sabe-se, ainda, que pequenas
alteracdes na expressdao de CTLA-4 podem proporcionar efeitos potencialmente devastadores,
como o desenvolvimento de doengas autoimunes ou linfoproliferativas (243,246). De fato,
CTLA-4 ¢ considerado um dos estimulos negativos mais potentes na regulagdo da ativagao
das células T. Como registra a literatura, camundongos deficientes de CTLA-4 desenvolvem

doengas linfoproliferativas graves e morrem poucas semanas apos o nascimento (247).

Felizmente, a via de sinalizagdo coestimuladora das células T progrediu dos estudos in
vitro e ja alcangou a pratica clinica. Exemplifica-se essa progressdo, o fato de a inibi¢do do
CD28 ser hoje uma importante estratégia para bloquear rejei¢do a transplantes ou controlar
doengas autoimunes (248,249). Recomenda-se, portanto, o uso de abatacept (por¢cdo Fc de
IgG1 conjugada ao dominio extracelular do CTLA-4, que inibe indiretamente a coestimulag¢ao
mediada pelo CD28) para tratar artrite reumatoide, lipus eritematoso sistémico e esclerose

multipla (250). Apesar da modulacdo da via coestimuladora das células T ja estar em uso na
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pratica médica diaria e sua influéncia no sistema imune ja ser bem descrita, ndo existe relato
na literatura de estudos dessa via nas deméncias primarias (degenerativas) incluindo a doenga

de Alzheimer, deméncia frontotemporal entre outros.

Ademais, se por um lado o presente estudo ndo tenha elucidado quais as vias do
sistema imune estdo alteradas na deméncia frontotemporal, por outro, ele sucitou inumeros
questionamentos dignos de outras investigagcdes. Cita-se, por exemplo, a possibilidade de
haver mecanismos imunoldgicos envolvidos em diferentes pacientes portadores da mesma
sindrome. De fato, com certo grau de heterogeneidade na resposta imunolédgica de pacientes
com AD ja foi descrito sugerindo, inclusive, a separacao deles em dois grupos distintos.
(251). Isso resforca a ideia de que a questdo da estratificacdo dos pacientes precisa ser
aprofundada. Grande parte da heterogeneidade clinica apresentada pelos pacientes com FTD ¢
explicada pelo comprometimento de seus circutos frontais distintos. Vale lembrar que os
pacientes com doenca de Alzheimer e BPSD apresentam, classicamente, disturbios de
comportamento semelhantes aos portadores de FTD. E, a agressividade, desinibicao,
impulsividade,  provavelmente, decorram do comprometimento dos circuitos frontais
orbitofrontais. Esses circuitos sdo primariamente afetados nos pacientes com FTD,
principalmente, na variante frontal. Dessa forma, os pacientes com BPSD se assemelham,
clinicamente, aos pacientes FTD. A FTD pode ser vista, também, como um modelo para
estudar os circuitos frontais. Para ilustrar melhor essa perspectiva da analise dos dados, apos
estratificacdo dos pacientes, apresentaram-se os dados dos pacientes com AD, com ou sem
BPSD (que s@o mais ou menos 30% da amostra AD), e comparou-os com o grupo FTD no
que diz respeito a expressdo deTGF-B. Apesar de o presente estudo ndo ter demonstrado
diferenga quanto a frequéncia de expressdao TGF- B, nos linfocitos T, entre o grupo AD e
FTD, quando se realisou a analise estratificando o grupo AD (com ou sem BPSD), observou-

se aumento significativo na expressdo de TGF-f nos pacientes com BPSD.

Afinal, no caso do presente estudo, poder-se-iam, entdo, estratificar os pacientes em

ambos os grupos de acordo com as caracteristicas distintas. Quem sabe, em outros tempos...
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Este estudo reforga o papel do sistema imune na deméncia frontotemporal destacando
o aumento da expressio de TNF-a e BDNF em células CD4" e a redugio de IL-1a. e CCL3,
em células CD14" ¢ CCR5 ¢ HLA-DR em células CD4". Além disso, demonstra, pela
primeira vez diminui¢ao de CTLA-4, nas deméncias primdrias, ou seja, degenerativas.

Embora reconhecendo as limitagdes deste estudo, ndo se pode negar o seu potencial:
apontar algumas informagdes tteis a elucidacdo dos elementos imunoldgicos envolvidos na

FTD.
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