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Resumo 

 

 A artrite reumatoide (AR) é uma doença autoimune inflamatória que leva à 

imunossenescência prematura e ao desenvolvimento de manifestações articulares e extra-

articulares, entre elas a destruição da articulação e o declínio cognitivo, respectivamente. 

Células do sistema imune periférico e a inflamação crônica, ambos de grande importância para 

a AR, são potenciais mecanismos envolvidos na disfunção cognitiva. Em contrapartida, estudos 

experimentais tem revelado a contribuição benéfica das células imunológicas, principalmente 

células T reativas a antígenos do sistema nervoso central (SNC), para a neurogênese e 

neuroplasticidade. Dados prévios apontam que pacientes com AR além de apresentarem piores 

desempenhos nos testes cognitivos, tem significativamente menos células B e mais células T 

com perfil senescente (CD8+CD28-). Entretanto ainda não se sabe quais subpopulações de 

células B estão relacionadas ao pior desempenho cognitivo, se a severidade clínica da doença 

(doença ativa e controlada) impacta sobre a cognição e qual fator seria responsável pelo 

remodelamento da imunidade periférica (imunossenescência). Hipóteses sobre a contribuição 

de infecções latentes, como a causada pelo citomegalovírus (CMV), para o desenvolvimento da 

imunossenescência, observada pelo encurtamento telomérico e aumento na frequência de 

células CD28-, tem sido levantadas. Porém, permanece em discussão a soroprevalência da 

infecção pelo CMV e sua real relação com o desenvolvimento da senescência imunológica 

prematura na AR. Com base nestas constatações, nesta tese nós avaliamos amplamente a 

cognição de pacientes com AR ativa e controlada, níveis periféricos de subtipos linfocitários 

(células T e B), fatores neurotróficos (FN), citocinas, além da soropositividade para CMV e perfil 

de imunossenescência prematura (encurtamento telomérico e aumento de células CD28-). Esta 

tese também se propôs explorar a relação entre mediadores imunes, FN e desempenho 

cognitivo, e a associação entre CMV e características de imunossenescência. Para esta 

finalidade, 102 pacientes com AR (67 com doença ativa e 35 com doença controlada) e 30 

controles saudáveis ajustados para idade, gênero e escolaridade foram recrutados. A função 

cognitiva, níveis de estresse e depressão foram avaliados por meio de testes neurocognitivos 

(Mini Exame do Estado Mental, Memória Lógica, Subteste de Dígitos, Trail Making Test, N-back, 



 

Stroop palavras-cores) e questionários específicos (Beck Depression Inventory –II e Escala de 

Estresse Percebido). Foram coletados 20 ml de sangue e, após a separação do plasma, as células 

mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram isoladas por gradiente de centrifugação. 

PBMCs foram imunofenotipadas por citometria de fluxo para investigar a frequência de 

subpopulações de células T e B. FN, citocinas, IgM e IgG anti-CMV foram dosados no plasma 

através da técnica de ELISA (FN e CMV) e Citometric Bead Array (CBA; citocinas). De forma geral, 

pacientes com doença ativa tiveram o pior desempenho nos testes cognitivos, seguido pelos 

indivíduos com doença controlada e grupo controle. Pacientes com AR tiveram elevados níveis 

periféricos de células B imaturas e produtoras de anticorpos, além de elevados níveis das 

citocinas, com exceção da IL-17. Maiores concentrações de BDNF foram observadas nos 

indivíduos com AR ativa, seguido pelo grupo controlado e controle. Os níveis periféricos de 

GDNF foram menores em pacientes com AR ativa do que em indivíduos controle. A IL-6 

apresentou-se como preditora do desempenho do Trail Making Test. Títulos dos anticorpos IgM 

e IgG anti-CMV não diferiram entre pacientes e controles. Somente o IgG anti-CMV foi 

relacionado positivamente com idade e células senescentes. Concluindo, pacientes com AR ativa 

apresentam pior desempenho em tarefas cognitivas as quais estão relacionadas a mediadores 

imunes periféricos. Além disso, observou-se que infecções tardias pelo CMV (títulos de 

anticorpos IgG anti-CMV) foram somente associadas a células T senescentes e não se 

correlacionaram com outras características da imunossenescência. Portanto, compreender em 

qual sentido e como a relação entre o ambiente periférico e do SNC se estabelece, pode 

contribuir para o desenvolvimento de intervenções preventivas ao déficit cognitivo e 

senescência prematura, uma vez que ambos fatores estão associados a saúde e o bem – estar 

dos indivíduos. 

 

Palavras-chave: Artrite Reumatoide, Cognição, Células B, Citocinas, Fatores Neurotróficos, 

Imunossenescência prematura e Citomegalovírus. 

 

  



 

Abstract 

 Rheumatoid Arthritis (RA) is an autoimmune and inflammatory disease which leads to 

premature immunosenescence and the development of articular and extra-articular 

manifestations, including joint damage and cognitive dysfunction, respectively. Peripheral 

immune system cells and the chronic inflammation, both of great importance for RA, are 

potentials mechanisms involved in cognitive dysfunction. In contrast, experimental studies have 

shown the beneficial contribution of immune cells, mainly T cells reactive to central nervous 

system (CNS) antigens, to neurogenesis and neuroplasticity. Previous data have shown that RA 

patients besides to have worse performance in cognitive tests, have significantly lower levels of 

B cells and higher levels of senescent T cells (CD8+CD28-). However, is not known yet which B 

cells subpopulations are related to poor cognitive performance, if clinical severity of disease 

(active and controlled disease) impacts on cognition and which factor is responsible for 

remodeling of peripheral immunity (immunosenescence). Hypotheses about the contribution of 

latent infections (Cytomegalovirus; CMV), for the development of immunosenescence 

(observed by telomere shortening and increase of CD28- cells) have been raised. However, it 

remains in discussion the CMV soroprevalence and its relation with the development of 

premature immunological senesce in RA. Based on this findings, in this work we  have broadly 

assessment the cognition of RA patients with active and controlled disease, peripheral levels of 

lymphocytes subsets (T and B cells), neurotrophic factors, cytokines besides that CMV 

soroprevalence and  immunosenescence profile (telomere length and CD28- cells). This work 

also proposed to explore the relationship between immune mediators, neurotrophic factors and 

cognitive performance, besides the association between CMV and immunosenescence. For this 

purpose, 102 RA patients (67 active and 35 controlled disease) and 30 healthy controls adjusted 

for age, gender and schooling were recruited. The cognitive function, levels of stress and 

depression were assessment by means of neurocognitive tests (Mini Mental State Examination, 

Logical memory,   digit span, Trail Making Test, N-back, Stroop word-colors) and specific 

questionnaires (Beck Depression Inventory –II for depression and Perceived Stress Scale for 

stress). Twenty ml of blood were collected and, after plasma separation, the peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs) were isolated by centrifugation gradient. PBMCs were 



 

immunophenotyped by flow cytometry to investigate the frequency of T and B cells subsets. The 

genomic DNA was isolated from PBMCs and the telomere length was evaluated by real time 

PCR. Neurotrophic factors, cytokines, IgM and IgG anti-CMV were measured in plasma by means 

of ELISA (NF and CMV) and Citometric Bead Array (CBA; cytokines). In general, patients with 

active disease had worse cognitive performance, followed by patients with controlled disease 

producing cells, in addition to high levels of cytokines, with the exception of IL-17A. Higher 

levels of BDNF were found in patients with active RA followed by controlled disease and control 

group. The peripheral levels of GDNF were lower in patients with active RA than control group. 

The IL-6 was predictor of the performance in Trail Making test. IgM and IgG anti-CMV antibody 

titers did not differ between patients and controls. Only IgG anti-CMV was positively associated 

with age and senescent cells. In conclusion, RA patients with active disease had worse 

performance in cognitive tasks that were related to peripheral immune mediators (cells and 

cytokines). Besides that, we found that late infection (IgG) by CMV were associated only with 

CD4+CD27-CD28- and haven’t correlated with other immunosenescence characteristics. 

However, understand in which sense e how the relationship between the peripheral 

environment and the CNS is established, may contribute to development of preventive 

interventions to cognitive impairments and premature immunosenescence, since both factors 

are associated to health and well-being of individuals.    

 

 

Keywords: Rheumatoid Arthritis, Cognition, B cells, Cytokines, Neurotrophic Factors, Premature 

Immunosenescence and Cytomegalovirus. 
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Figura 1. Estudos têm apontado que a interação entre gene e ambiente é potencial contribuidor para o início da autoimunidade. 

Alguns fatores ambientais, por exemplo o fumo, predispõe ao desenvolvimento de AR enquanto outros parecem ter funções 

protetoras (dieta e antioxidantes). A interação entre estes fatores contribuintes predispõe ao surgimento da autoimunidade 

(presença de Fator Reumatoide e ACPA no plasma). Ainda não foram identificados os fatores que gradualmente aumentam a 

inflamação, que por conseguinte culmina em artrite reumatoide clínica (Isaacs, 2010). Legenda: ACPA: anticorpos anti-peptídeo 

citrulinado; CRP: Proteína C Reativa. 

1.1. Conceituando a artrite reumatoide  

 

A artrite reumatoide (AR) é uma doença crônica, autoimune e inflamatória, que afeta 

múltiplas articulações, principalmente as juntas sinoviais do joelho e das mãos (Alam et al., 

2017; Harre e Schett, 2017). Ocorre em aproximadamente 1% da população mundial sendo mais 

frequente em mulheres (1 a cada 28 ≈3.5%) do que em homens (1 a cada 59 ≈2%) (Alam et al., 

2017). Indivíduos acometidos pela doença desenvolvem manifestações articulares e extra-

articulares que incluem, entre outros, inflamação sinovial e sistêmica, hiperplasia da sinóvia, 

doenças cardiovasculares, nódulos reumatoides e déficit cognitivo (Mcinnes e Schett, 2011; 

Prete et al., 2011; Corsiero et al., 2014; Joaquim e Appenzeller, 2015). Embora a AR seja a 

doença autoimune inflamatória mais prevalente, sua etiopatologia, entretanto, permanece 

parcialmente entendida (Alpizar-Rodriguez e Finckh, 2017). Estudos tem demonstrado a 

contribuição multifatorial de características genéticas, ambientais e imunológicas para o 

desencadeamento e desenvolvimento da doença (Figura 1) (Alamanos e Drosos, 2005; Goronzy 

e Weyand, 2009; Klareskog et al., 2011). 

Atualmente o desenvolvimento da AR é dividido em três fases de progressão que serão 

detalhadamente descritas ao longo dos próximos itens: 1.2 Primeiro estágio: fase pré-clínica, 

1.3. Segundo estágio: fase clínica e 1.4 Terceiro estágio: manifestações extra-articulares (Figura 
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2). O primeiro estágio compreende, ainda que sem a presença de manifestações clínicas, o início 

da autoimunidade. Na segunda fase, o desequilíbrio imunológico, marcado pela reatividade de 

células B e T contra antígenos próprios, desencadeiam fortes respostas inflamatórias que 

marcam o início clínico da doença. À medida que a doença progressivamente evolui, as 

manifestações articulares e extra-articulares tornam-se notórias (3° fase) (Holmdahl et al., 

2014). Embora o primeiro estágio abranja um período relativamente definido, não 

necessariamente os demais estágios ocorrem de forma organizada e por períodos 

estabelecidos, ou seja, uma fase não necessita ser finalizada para iniciar a subsequente, 

podendo os estágios de progressão 1, 2 e 3 ocorrerem simultaneamente (Veale et al., 2017). 

 

  

Figura 2. Fases de desenvolvimento da AR. 1) Fase pré-clínica: início da autoimunidade caracterizada pelo surgimento dos 
autoanticorpos FR e ACPA. 2) Início das manifestações articulares e diagnóstico de Artrite Reumatoide. 3) Progressão da 
inflamação articular  e sistêmica culminando em dano articular e manifestações extra-articulares (Holmdahl et al., 2014). 
Legenda: MHC: complexo de histocompatibilidade Maior; RF: Fator Reumatoide; ACPA: anticorpos antipeptídeo citrulinado, CII: 
colágeno tipo II. 
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1.2. Primeiro estágio: fase pré-clínica 

 

O primeiro estágio é referente à fase pré-clínica, cuja presença de autoanticorpos, 

classicamente o fator reumatoide (FR) e/ou os anticorpos antipeptídeo citrulinado (ACPA) no 

soro, fornecem os primeiros indícios de autoimunidade (Alam et al., 2017). O FR é um 

autoanticorpo que se liga, com alta afinidade, ao domínio Fc de uma imunoglobulina (Ig) G 

(Nakken et al., 2017). Contudo, não é exclusivamente detectado na AR, podendo ser 

transitoriamente presente em condições não reumáticas como no caso de infecções 

(Citomegalovírus; CMV; 20%), doenças crônicas (Hepatite C; 40-75%), indivíduos saudáveis 

(≈4%) e também em doenças reumáticas aquém da AR (Lúpus Eritematoso Sistêmico; LES; 15-

35%) (Ingegnoli et al., 2013; Nakken et al., 2017). Embora o FR seja um determinante muito 

utilizado para auxílio diagnóstico de AR, sua serventia tem sido substituída pela presença de 

ACPA.  

A detecção de ACPA é utilizada para critério classificação de AR desde 2010 de acordo com 

o estipulado pela iniciativa colaborativa entre o American College of Rheumatology (ACR) e 

European League Against Rheumatism (EULAR) (Aletaha et al., 2010). São utilizados para critério 

classificação devido à alta especificidade e valor preditivo da doença. Indivíduos soropositivos 

representam um grupo propenso a desenvolver uma doença mais agressiva, com dano articular 

mais acentuado (Harre e Schett, 2017). ACPA são autoanticorpos direcionados contra proteínas 

que sofreram modificações pós-tradução. Neste caso, resíduos de arginina, através da ação da 

enzima Peptidil Arginina Deaminase (PAD), são substituídos por resíduos de citrulina em um 

processo referido como citrulinização (Figura 3) (Veale et al., 2017). 

A citrulinização é um processo fisiológico que pode ser desencadeado pelo fumo, 

inflamação, estresse e apoptose, todos de grande significância para a AR (Scally et al., 2013; 

Nguyen e James, 2016). O processo massivo de citrulinização por si só não é gatilho suficiente 

para levar ao desenvolvimento de doenças autoimunes, ou seja, sem a contribuição de fatores 

adicionais como, por exemplo, o epítopo compartilhado do antígeno leucocitário humano (HLA) 

(Derksen et al., 2017).  
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O HLA é um locus genético que codifica o complexo de histocompatibilidade maior (MHC) 

o qual é expresso na superfície de células apresentadoras de antígenos (APCs) que, como o 

próprio nome sugere, apresentam antígenos para o reconhecimento de linfócitos T (Abbas e 

Lichtman, 2007). O HLA contém dois conjuntos de genes altamente polimórficos que codificam 

as moléculas do MHC de classe I (HLA-A, -B e -C) e de classe II (HLA-DR, -DQ e -DP) que 

apresentam os antígenos para as células T CD8+ (citotóxicas) e T CD4+ (helper), respectivamente 

(Abbas e Lichtman, 2007).  

A presença de determinados alelos no gene HLA-DRB1 (referentes ao MHC de classe II), 

como, por exemplo, o DRB1*04:01, são fortemente associados a AR, particularmente em 

pacientes soropositivos para ACPA e FR (Goronzy e Weyand, 2009; De Almeida et al., 2010; 

Nguyen e James, 2016; Kampstra e Toes, 2017). Estes alelos de risco codificam uma sequência 

de cinco aminoácidos referida como epítopo compartilhado nas posições 70-74 sobre a cadeia β 

do HLA-DR (De Almeida et al., 2010; Choy, 2012). Os alelos do epítopo compartilhado estão 

envolvidos na formação das cavidades (bolsos) de ligação do peptídeo, atuando na seleção do 

peptídeo que deverá ser acomodado (Kampstra e Toes, 2017). Embora ainda não se conheça a 

efetiva razão pela qual os indivíduos epítopo compartilhado positivos desenvolvam AR, algumas 

hipóteses têm sido formuladas. Entre estas hipóteses, ressalta-se o favorecimento da ligação de 

peptídeos próprios citrulinados, uma vez que a alteração da arginina pela citrulina resulta em 

alterações na massa molecular e na estrutura proteica (Figura 4). Estas mudanças favorecem a 

Figura 3. Processo de Citrulinização. Conversão da arginina, por meio da ação da enzima peptidil arginina deiminase, em 

citrulina em um processo dependente de Cálcio (Ca
2+

) (Nguyen e James, 2016). Legenda: PAD: peptidil arginina deiminase. 
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ligação da citrulina no bolso de ligação do HLA-DR e instiga respostas adaptativas celulares e 

humorais das células T e B, respectivamente, direcionadas a proteínas articulares citrulinadas 

progredindo para o início do segundo estágio da doença (Scally et al., 2013; Nguyen e James, 

2016).  

1.3.  Segundo estágio: fase clínica 

 

O segundo estágio da doença é marcado pelo início dos sintomas clínicos e onde 

normalmente os pacientes procuram auxílio médico. Existem algumas lacunas ainda não 

preenchidas sobre os eventos iniciais que desencadeiam as manifestações clínicas. Isso se deve 

à dificuldade de acesso a pessoas que estão na fase de transição entre o 1º e 2º estágio, pois 

Figura 4. Representação esquemática da ligação do peptídeo a molécula de HLA-DR. a) Representação do sulco de ligação do 
peptídeo. b)Vista lateral do peptídeo acomodado no sulco,  mostrando os bolsos de ancoragem do peptídeo.  c) Representação 
da influência do peptídeo citrulinado sobre sua acomodação no bolso de ancoragem (Kampstra e Toes, 2017).  
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devido a ausência de sintomas, torna difícil o recrutamento desta peculiar coorte para a 

realização de estudos científicos (Holmdahl et al., 2014). 

Embora grandes progressos tenham sido alcançados no entendimento da 

imunopatogênese da AR, ainda permanece elusiva a transição da autoimunidade para a 

resposta autoimune de longa duração que afeta principalmente a articulação. A AR é uma 

doença sustentada e organizada principalmente pelo sistema imune adaptativo, cujas respostas 

imunológicas causam os danos articulares (Boissier et al., 2012). Durante esta fase de 

progressão ocorre a infiltração de mediadores inflamatórios como células T, B, dendríticas, 

macrófagos, plasmócitos, mastócitos e poucos granulócitos para dentro da sinóvia reumatoide 

(Goronzy e Weyand, 2005). Esta infiltração é facilitada pelo aumento na expressão de moléculas 

de adesão nos microvasos sinoviais em resposta a ativação das células endoteliais (Mcinnes e 

Schett, 2011). Na medida em que estas células infiltram na sinóvia, elas assumem padrões 

complexos de organização que variam entre os indivíduos e influenciam a resposta imune 

patológica e a resposta terapêutica a imunomoduladores (Goronzy e Weyand, 2005).   

Existem 3 tipos organização histológica dos infiltrados inflamatórios descritas até o 

presente momento (Figura 5). Estas organizações incluem a sinovite granulomatosa, sinovite 

difusa e sinovite folicular (Van De Sande e Baeten, 2016).  

A sinovite granulomatosa é caracterizada pela formação de um granuloma que se 

assemelha a histologia de um nódulo reumatoide e representa o tipo menos comum de 

organização do infiltrado inflamatório sinovial (Klimiuk et al., 1997; Goronzy e Weyand, 2005). 

Um segundo variante da sinovite reumatoide é marcado por uma difusão de células T, B e 

macrófagos entre células teciduais residentes sem apresentar qualquer harmonia 

organizacional anatômica (sinovite difusa) (Klimiuk et al., 1997). Em contrapartida, em 40-50% 

dos pacientes com AR o infiltrado inflamatório se apresenta como estruturas linfoides ectópicas 

semelhantes a linfonodos secundários, com acúmulo central de células B envolvidas por células 

T (Van De Sande e Baeten, 2016).    
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1.3.1. Células T na artrite reumatoide 

 

Dentre os componentes do sistema imune envolvidos na progressão da doença, as células 

T helper (Th)- 17 e T regulatórias (Treg) são os subtipos linfocitários mais estudados atualmente 

na AR. A AR é uma patologia historicamente caracterizada por desequilíbrio entre células 

Th1/Th2 (pró-inflamatório/ anti-inflamatório, respectivamente) (Lina et al., 2011). Todavia, 

atualmente, não se descarta a possibilidade de ser uma desordem promovida e sustentada pelo 

desequilíbrio entre células Th17/Treg (Noack e Miossec, 2014). Ambos subtipos linfocitários 

compartilham pontos das vias de diferenciação e isto pode resultar tanto em tolerância 

imunológica (equilíbrio entre a produção de células Treg e Th17) quanto em inflamação 

(exacerbação da produção de Th17; Figura 6) (Noack e Miossec, 2014). 

As células Th17 correspondem a um subgrupo de células T CD4 efetoras e estão 

relacionadas ao desenvolvimento de doenças inflamatórias e autoimunes, pois são as principais 

produtoras de interleucina (IL)-17 (Zizzo et al., 2011; Arroyo-Villa et al., 2012). Logo, muitos 

estudos têm focado a frequência de células Th17 e IL-17 em doenças autoimunes, neste caso, 

especialmente na AR (Zizzo et al., 2011; Arroyo-Villa et al., 2012; Kim et al., 2013). Um recente 

estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa (Laboratório de Imunologia do Envelhecimento; 

LIE) não identificou alteração na quantidade de células Th17 no sangue periférico de indivíduos 

com AR com baixa atividade da doença quando estes foram comparados com controles 

saudáveis, corroborando com o estudo realizado por ARROYO-VILLA et al. (Arroyo-Villa et al., 

2012; Petersen et al., 2014). Em contrapartida, pacientes com AR tem mais células Th17 

periféricas do que pacientes com osteoartrite (OA), uma condição reumatológica também 

Figura 5. Histologia dos diferentes tipos de sinovite reumatoide. A)Infiltrado inflamatório difuso. B) agregados foliculares de 
células B e T. C) sinovite granulomatosa (Klimiuk et al., 1997). 



24 
 

 

caracterizada pela dor e perda de função articular que afeta exclusivamente a articulação  (Kim 

et al., 2013; Pereira et al., 2015). Entretanto, os estudos citados acima juntamente com o 

estudo realizado por ZIZZO et al. (Zizzo et al., 2011) concordam que há um aumento na 

frequência das células Th17 no fluido sinovial de pacientes com AR quando comparado à 

frequência das mesmas no sangue periférico destes pacientes (Zizzo et al., 2011; Arroyo-Villa et 

al., 2012; Kim et al., 2013).  

A relação entre células Th17 e AR é principalmente estabelecida pela IL-17. A IL-17 é uma 

citocina inflamatória que exerce seus efeitos através de receptores para IL-17 (IL-17R) 

(Burmester et al., 2014). Estes receptores são expressos sobre diversos tipos celulares, incluindo 

células que são encontradas na articulação reumatoide inflamada como, por exemplo, 

monócitos, macrófagos e fibroblastos (Imboden, 2009; Burmester et al., 2014). A ativação de 

células na articulação reumatoide por meio do IL-17R induz a síntese de citocinas inflamatórias 

[IL-6, IL-1β e Fator de Necrose Tumoral (TNF)-α, principalmente], que juntamente com 

Figura 6. Desequilíbrio entre células T helper 17 e T regulatórias. Células Th17 e Treg compartilham pontos das vias de 
diferenciação. A presença de TGF-β, juntamente com a IL-6 e IL-21, inibe a expressão do fator de transcrição FoxP3 e 
mantém a expressão de RORc levando a maturação do tipo Th17 (inflamação). Em contrapartida, a presença de TGF-β e 
ausência de IL-6 e IL-21, inibe a expressão de RORc e mantém a expressão de Foxp3 favorecendo a diferenciação das 
células Treg (tolerância) (Noack e Miossec, 2014).  
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quimiocinas auxiliam no recrutamento de linfócitos, neutrófilos e macrófagos para o local da 

inflamação, além de ativar fibroblastos sinoviais e macrófagos a produzir Receptor Activator of 

nuclear factor kappa-B ligand (RANKL). O RANKL é o principal componente na via de 

diferenciação de osteoclastos, que por sua vez favorece a formação do pannus caracterizando o 

aspecto patogênico destrutivo observado no desenvolvimento da doença (Lindstrom e 

Robinson, 2010; Choy, 2012; Burmester et al., 2014).  

Por outro lado, o sistema imunológico possui vias de regulação das respostas efetoras 

inflamatórias, incluindo as células Treg (Nie et al., 2013). As células Treg compreendem um 

subgrupo de células T CD4+CD25+ que expressam o fator de transcrição Forkhead box P3 (Foxp3) 

(Imboden, 2009). O fator de transcrição Foxp3 é importante para a diferenciação e função 

supressora das células Treg, as quais exercem tal função após fosforilação do Foxp3, por meio 

de contato dependente (interação célula-célula) ou contato independente (síntese de citocinas 

inibitórias) (Han et al., 2008; Wan e Flavell, 2008; Nie et al., 2013; Noack e Miossec, 2014). 

Embora de grande relevância, os dados sobre porcentagem de células Treg no sangue periférico 

de pacientes com AR são controversos. Estudos tem demonstrado que pacientes com AR 

apresentam porcentagens inferiores (Lawson et al., 2006), iguais (Nie et al., 2013) ou superiores 

(Petersen et al., 2014) no sangue periférico se comparado a indivíduos saudáveis de mesma 

idade.  

Sob condições artríticas, a população de células TCD4+CD25loFoxp3+ pode converter-se em 

células Th17 (chamadas de células Th17exFoxp3). Estas células são mais patogênicas do que as 

células Th17 originadas a partir de células T CD4 efetoras (Komatsu et al., 2014). As células 

Th17exFoxp3 tendem a acumular-se na sinóvia reumatoide, produzem mais IL-17 e RANKL do 

que as Th17, além de induzir osteoclastogênese que, como mencionado anteriormente, 

contribuem fortemente para o desenvolvimento do dano articular e inflamação (Komatsu et al., 

2014). 

Contudo, porque nesta patologia as Treg não conseguem controlar as respostas 

autoimune e inflamatória? Dados disponíveis na literatura científica indicam que células Treg de 

pacientes com AR apresentam comprometida função (Imboden, 2009). A limitação funcional 

destas células em pacientes com AR está relacionada ao meio inflamatório e principalmente a 
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presença de TNF-α (Leipe et al., 2005). O TNF-α reduz a fosforilação do Foxp3 e 

consequentemente inibe a função supressora das Treg (Nie et al., 2013). De forma contrária, a 

neutralização do TNF-α, usando um anticorpo anti-TNF-α, reestabelece a função supressora das 

Treg  (Nie et al., 2013).  

Ademais, recentemente, um estudo propôs a existência de um subgrupo de células Treg 

senescente no ambiente periférico da AR (Fessler et al., 2017). Estas células foram definidas 

como células T CD4+CD28-Foxp3+ e foram positivamente relacionadas à idade enquanto que 

associações com parâmetros clínicos, como atividade da doença e tratamento, não foram 

encontradas. É interessante observar que as células Treg senescentes de pacientes com AR, 

apresentaram defectiva capacidade supressora quando comparadas as células Treg CD28+ 

(Fessler et al., 2017).    

Embora ainda não se tenha uma resposta definitiva sobre as alterações dos subgrupos 

Th17 e Treg na AR, é estabelecido que o ambiente imune periférico da AR sofre alterações 

qualitativas e quantitativas que são compatíveis com as observadas no processo de 

imunossenescência.  

    
1.3.1.1. Imunossenescência prematura na artrite reumatoide 

 

O processo de imunossenescência é definido como uma lenta e gradual perda de 

funcionalidade do sistema imune que torna o indivíduo mais suscetível a doenças infecciosas, 

neoplasias e doenças autoimunes (Bauer, 2008). Contudo, o envelhecimento do sistema imune 

não é uma característica exclusiva de pessoas idosas, visto que infecções latentes, como a 

estimulada pelo CMV, e doenças autoimunes, como a AR, podem desencadear o 

remodelamento do sistema imune precocemente (Do Prado et al., 2013; Rizzo et al., 2013; 

Petersen et al., 2015). Embora a imunossenescência seja amplamente estudada na AR, não 

existem estudos relatando a associação e a potencial contribuição da infecção com CMV para a 

imunossenescência prematura observada nesta patologia. 

Sobre o ponto de vista das células T, a imunossenescência natural ou precoce é 

caracterizada por alterações qualitativas e quantitativas. O envelhecimento imunológico em 

pacientes com AR é evidenciado pela contração no repertório de células T naive periféricas, 
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aumento de células T efetoras terminalmente diferenciadas, identificadas pela perda da 

expressão de CD28 e encurtamento telomérico (Weyand et al., 2014).  

O envelhecimento, natural ou precoce, do sistema imune inicia pela perda da capacidade 

do timo em maturar linfócitos T. O timo é um órgão de diferenciação e maturação de células T 

naive que começa a sofrer mudanças estruturais (troca de tecido tímico por tecido adiposo) a 

partir da puberdade e, por volta dos 80 anos, sua capacidade funcional é severamente limitada 

(Weyand e Goronzy, 2002; Lindstrom e Robinson, 2010). Todavia, a relação entre função tímica 

e incidência de AR é inversamente proporcional, ou seja, à medida que a capacidade funcional 

tímica é reduzida, a incidência de AR, no entanto, aumenta (Goronzy et al., 2010).  

A alteração estrutural do timo contribui para a redução da população de células T naive na 

periferia (Goronzy e Weyand, 2005). Logo, a proliferação homeostática periférica, com o 

objetivo de manter o compartimento das células T na redução da produção tímica, gera estresse 

replicativo, que é marcado pela perda da molécula coestimulatória CD28 e erosão telomérica 

(senescência celular replicativa) (Goronzy et al., 2010). A molécula coestimulatória CD28 está 

presente na superfície de células T CD4+ e CD8+ e é responsável por garantir a apropriada 

ativação de células T via ligação com CD80/CD86, as quais se expressam sobre a superfície de 

APCs (Lindstrom e Robinson, 2010). Contudo, um estudo prévio realizado pelo nosso grupo de 

Imunologia do Envelhecimento, comparando pacientes com AR controlada e controles 

saudáveis ajustados para idade, mostrou expansão na população de células T CD8+CD28- e 

CD4+CD28- no grupo com AR, corroborando com dados prévios da literatura (Petersen et al., 

2014).  

Além de células CD28-, os telômeros também fornecem fortes indícios de senescência 

celular (Figura 7) (Rizzo et al., 2013). Telômeros são sequências repetidas de TTAGGG que se 

localizam nas porções terminais dos cromossomos e são continuamente encurtados a cada ciclo 

de divisão celular (Steer et al., 2007; Goronzy e Weyand, 2009). O comprimento telomérico, 

embora em menor extensão do que os estudos com células CD28-, também tem sido estudado 

em pacientes com AR. Os resultados apontam que, de fato, os telômeros de células 

mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pacientes com AR, apresentam-se mais curtos 

quando comparados a controles de mesma idade (Steer et al., 2007).  



28 
 

 

Por outro lado, o CMV é um herpes vírus de infecção latente e assintomática em 

indivíduos imunocompetentes que tem sido relacionado à imunossenescência prematura 

(Figura 8) (Cannon et al., 2010). Ele atinge 90% das pessoas entre 75-80 anos, cuja idade é 

equivalente ao pico de incidência de AR na população mundial (Cannon et al., 2010; Goronzy et 

al., 2010). Ademais, o CMV já foi relacionado á marcadores de imunossenescência em 

patologias como o transtorno bipolar (Rizzo et al., 2013), tireoidite de Hashimoto (Prelog et al., 

2013a) e doença renal (Meijers et al., 2013). Indivíduos com tireoidite de Hashimoto 

soropositivos para CMV apresentam expansão na população de células T CD4+CD28- e T 

CD8+CD28- quando comparados a indivíduos saudáveis CMV-soronegativos (Prelog et al., 

2013a). Da mesma forma, vimos que os pacientes com transtorno bipolar tem aumento na 

população de células T CD8+CD28- e estas, por sua vez, correlacionam-se positivamente com os 

títulos de anticorpos IgG anti-CMV (Do Prado et al., 2013; Rizzo et al., 2013).   

Figura 7. Encurtamento telómerico prematuro na AR (Colmegna e Weyand, 2011) (modificado). 
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Sob outro ângulo da imunossenescência, a presença de CMV está relacionada à erosão 

telomérica. Estudos de comparação intragrupo, que compararam os indivíduos antes e após a 

infecção primária com CMV, demonstraram que após a infecção há pronunciada redução no 

comprimento telomérico das PBMCs (Van De Berg et al., 2010). Tal efeito do CMV sobre o 

tamanho telomérico se mantém quando há uma comparação intergrupo entre indivíduos CMV 

soropositivos e soronegativos (Van De Berg et al., 2010). De mesma forma, as células CD8+ de 

pacientes com doença renal em estágio terminal soropositivos para CMV apresentam telômeros 

mais curtos quando comparados com as células CD8+ de indivíduos com doença renal em 

estágio terminal CMV soronegativo (Meijers et al., 2013). O mais interessante é que, quando os 

sujeitos do estudo foram separados por idade formando um grupo jovem e um grupo idoso, 

ambos subdivididos em CMV positivo e CMV negativo, o comprimento telomérico das células 

CD8+ dos indivíduos jovens CMV positivo apresentaram-se significativamente mais curtos se 

comparado aos indivíduos jovens CMV negativo. Essa informação forneceu estimativas de que 

Figura 8. Citomegalovírus como indutor da imunossenescência prematura. Comparação da produção tímica, frequência de 
células T naive, diversidade de células T e progressivo processo de imunossenescência entre iIndivíduos CMV-soronegativos (A) 
e CMV-soropositivos (B) (Karrer et al., 2009). 
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pacientes com doença renal em estágio terminal e sorologia positiva para CMV com idade 

cronológica de 40 anos apresentam a média dos telômeros de um indivíduo de 60 anos CMV 

soronegativo (Meijers et al., 2013).  

De acordo com o exposto, ainda não se conhece a frequência de soropositividade para 

CMV em pacientes com AR e a potencial influência desta infecção para a senescência prematura 

das células T observada na doença. A imunossenescência além de afetar a população de células 

T, como visto nos parágrafos antecessores, também promove alterações quantitativas e 

qualitativas na população de células B. As alterações quantitativas de subpopulações de células 

B na AR serão exploradas na próxima seção. 

  

1.3.2. Células B na Artrite Reumatoide 

 

Muito do conhecimento sobre a contribuição das células B para a AR tem sido construído 

por meio da utilização de terapias que as extinguem do sangue periférico. Logo, além da 

contribuição já bem estabelecida dependente de autoanticorpos, mecanismos independentes 

de anticorpos como, apresentação de antígenos (autoantígenos), secreção de citocinas e 

desenvolvimento de estrutura linfoide ectópica têm sido propostos (Martinez-Gamboa et al., 

2006; Marston et al., 2010; Mamula, 2014).       

Embora as células B sejam mediadores bem estabelecidos na estruturação e manutenção 

da AR, as diferenças periféricas nas subpopulações de linfócitos B entre indivíduos com doença 

ativa e controlada e a potencial relação com as manifestações extra-articulares tem sido 

negligenciada pelos estudos científicos. De acordo com um estudo prévio, pacientes com AR 

apresentam menores porcentagens de linfócitos B totais (CD19+) no sangue periférico do que 

indivíduos saudáveis ajustados para idade e gênero (média: 8.1±0.7 vs. 10.7±0.8, p=0.01, 

respectivamente) (Fekete et al., 2007). Corroborando com este achado, dados prévios do nosso 

grupo de pesquisa (LIE) reforçam que pacientes com AR controlada [Disease Activity Score 

(DAS)-28 = 2,6] apresentam menores porcentagens de células B totais (CD3-CD19+) periféricas 

quando comparados a indivíduos saudáveis de mesmo gênero, idade e escolaridade (média: 

6.05±3.16 vs. 10.29±3.92, respectivamente) (Petersen et al., 2015).   
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Além dos nossos achados, o estudo conduzido por FEDELE et al. (2014) aponta que estas 

diferenças periféricas parecem estar relacionadas ao tempo de doença. Os dados mostram que 

pacientes com AR muito inicial (duração dos sintomas até 3 meses e    -2    3. ) e inicial 

(duração dos sintomas > 3 meses <1 anos e    -2    3.3) apresentam maiores porcentagens de 

células B totais (CD19+; média: 10.1±4.5% e 9.8±4.2%, respectivamente) do que pacientes com 

AR de longa duração (média células B: 6.9±4.2%; duração dos sintomas > 1 ano e    -2     3. ). 

Estas diferenças periféricas nos níveis de células B podem ser explicadas pela segregação destas 

células para a sinóvia reumatoide. 

Linfócitos B são atraídos para o tecido sinovial cronicamente inflamado por meio da 

interação entre quimiocinas e seus receptores que são localizados sobre a superfície de 

leucócitos (Henneken et al., 2005). Logo, os achados de HENNEKEN et al. (2005) indicam que 

estas células podem estar sendo atraídas para a sinóvia reumatoide devido a um aumento na 

expressão do receptor de quimiocina (CXCR3) sobre a membrana de células B periféricas, 

reativo à inflamação crônica, e menor expressão de CXCR5, que é downregulated em células B 

ativadas. Células B ativadas representam o principal componente celular dos tecidos linfoides 

terciários os quais se desenvolvem com o auxílio da sinalização da citocina TNF-α e linfotoxina, 

ambas também produzidas pelas células B (Pasparakis et al., 1996).   

A síntese de citocinas é um processo bem descrito para células T. Todavia, estudos tem 

enfatizado que as células B representam uma fonte significativa destes mediadores 

imunológicos (Martinez-Gamboa et al., 2006). Linfócitos B são capazes de sintetizar uma ampla 

variedade de citocinas com atividades regulatórias, pró e anti-inflamatórias e organizadoras de 

tecido linfoide (Lund et al., 2005). Dentre as citocinas sintetizadas pelas células B destaca-se a 

IL-4, IL-6, IL-10, Fator de Transformação do Crescimento (TGF)-β, Interferon (IFN)-γ além das já 

citadas TNF-α, IL-17 e linfotoxina. Ambas citocinas contribuem fortemente para o 

desenvolvimento e progressão da inflamação articular e sistêmica; e manifestações extra-

articulares observadas na AR  (Marston et al., 2010; Schlegel et al., 2013).  
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1.4. Terceiro estágio: manifestações extra-articulares  

 

As manifestações extra-articulares afetam aproximadamente 50% das pessoas com AR e 

se desenvolvem á medida que a doença progride (Prete et al., 2011). As manifestações extra-

articulares incluem os nódulos reumatoides, déficit cognitivo, doenças cardiovasculares e 

pulmonares (Tabela 1) (Nyhall-Wahlin et al., 2009; Petersen et al., 2015). Nesta tese será 

abordado o prejuízo cognitivo e a contribuição dos fatores neurotróficos (FN) e mediadores 

imunes os quais serão apresentados nos próximos itens 1.4.1 Prejuízo cognitivo na artrite 

reumatoide, 1.4.1.1 Fatores neurotróficos e 1.4.1.2 Papel do sistema imune periférico no 

sistema nervoso central. 

 

  Prejuízo cognitivo na artrite reumatoide 1.4.1.

 

O prejuízo cognitivo está presente tanto no envelhecimento natural (Ballesteros et al., 

2013) quanto em diversas desordens, sejam elas de origem autoimune (Petersen et al., 2014) 

ou não (Grassi-Oliveira et al., 2008). Os indicadores associados ao dano cognitivo na população 

geral como, por exemplo, a inflamação (Gimeno et al., 2008), fatores de risco para doenças 

cardiovasculares e uso oral de glicocorticoides (GC) (Shin et al., 2012), são relevantes para a AR.  

Tabela 1.  Manifestações Extra-articulares na artrite reumatoide (Prete et al., 2011) (modificado). 
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O dano cognitivo e seus contribuintes vêm sendo extensivamente estudados em diversas 

patologias, incluindo a AR. Uma análise neuropsicológica da cognição realizada em indivíduos 

com AR, fibromialgia e LES, identificou que ambas as patologias são acompanhadas por 

distúrbios cognitivos (De Melo e Da-Silva, 2012). Neste trabalho, foi possível observar que 

pacientes com AR tiveram o déficit cognitivo relacionado à apraxia visual-construtiva, que pode 

estar ligada ao comprometimento físico-motor da doença (De Melo e Da-Silva, 2012).  

Afim de avaliar a memória dos pacientes com AR, um estudo prévio do nosso grupo de 

Imunologia do Envelhecimento evidenciou que os pacientes com AR controlada (média do DAS-

28 = 2,9) tiveram baixa performance nos testes quando comparados a controles saudáveis 

ajustados para idade e escolaridade (Petersen et al., 2014). Além disso, mostramos que estes 

pacientes com AR que apresentaram pior desempenho cognitivo, tiveram menos células B totais 

(CD3-CD19+) do que indivíduos com AR cognitivamente melhores (Petersen et al., 2015). Para 

expandir estes achados, recentemente mostramos que pacientes com AR ativa tiveram 

prejuízos cognitivos em diversos domínios (atenção, função executiva, velocidade de 

processamento, memória e função inibitória) e estes foram relacionados à presença de 

autoanticorpos contra antígenos do sistema nervoso central (SNC). Entretanto, permanece 

elusivo se pacientes com doença controlada e ativa apresentam diferenças cognitivas, e quais 

fatores periféricos estão associados ao seu desempenho, sobretudo a medida que grandes 

evidencias tem demonstrado a contribuição de FN  e da imunidade periférica para neurogênese 

e neuroplasticidade.  

 

1.4.1.1. Fatores Neurotróficos  

 

FN são moléculas proteicas que atuam no desenvolvimento e manutenção de estruturas 

do SNC e periférico (Popova et al., 2017) além de participar do processo de aprendizado e 

memória (Phillips, 2017). São essenciais para os processos de regulação do crescimento, 

desenvolvimento, diferenciação e sobrevivência de células neuronais, bem como não neuronais 

(Popova et al., 2017). Incluem entre outras, a família do fator de crescimento nervoso (NGF), 

também conhecida como família das neurotrofinas (NT), e a família do fator neurotrófico 
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derivado da linhagem de célula glial (GDNF) (Razavi et al., 2015). Para o tema que aqui é 

relevante, ainda não se verificou se a severidade clínica da AR é acompanhada por alterações 

nos níveis periféricos dos FN [NGF,  Fator Neurotrófico Derivado do Cérebro (BDNF) e GDNF] e 

as possíveis relações com desempenho cognitivo. 

Os FN são amplamente estudados em diversas áreas de conhecimento. Entretanto, muitos 

dos estudos na AR investigaram estes biomarcadores no principal compartimento afetado pela 

doença (sinóvia reumatoide), e não avaliaram seus níveis periféricos. Pessoas afetadas pela AR 

apresentam níveis elevados de transcritos de NGF no fluido e na membrana sinovial quando 

comparados a pacientes com OA  (Aloe et al., 1992; Barthel et al., 2009). 

A presença de grandes quantidades de NGF no fluido sinovial de pacientes com AR 

promove a proliferação dos fibroblastos sinoviais via aumento da expressão do receptor tirosina 

quinase de alta afinidade (TrKA) sobre a superfície destas células. Além disso, a produção 

desregulada de NGF devido ao ambiente inflamatório da AR aumenta a proliferação e prolonga 

o tempo de vida de células T ativadas e células B, assim também como auxilia no processo de 

diferenciação das células B em células secretoras de anticorpos (Otten et al., 1989; Bonini et al., 

2003; Raychaudhuri et al., 2011). Embora o NGF esteja envolvido na modulação da resposta 

inflamatória, ainda não se sabe se ele apresenta propriedades pró- ou anti-inflamatória (Manni 

et al., 2003). Esta questão se deve ao fato de que a inibição do NGF endógeno fortalece a 

inflamação em um modelo de inflamação articular induzida. Contrastando este efeito anti-

inflamatório, os níveis de NGF aumentam em resposta ao estímulo com citocinas pró-

inflamatórias (IL1-β e TNF-α) (Manni et al., 2003). Outro membro da família das NT também 

com propriedades imunomodulatórias é o BDNF. 

O BDNF, como mencionado anteriormente, é uma neurotrofina secretada por neurônios 

no SNC como também por células mononucleares no sangue periférico (Gielen et al., 2003; 

Phillips, 2017). Até a presente data, existem poucos estudos disponíveis que avaliaram os níveis 

de BDNF em pacientes com AR. Contudo, segundo Grimsholm et al. (2008), pacientes com AR 

apresentam elevados níveis plasmáticos de BDNF quando comparados a controles saudáveis e 

estes níveis são reduzidos após o tratamento com agentes anti-TNF-α (Grimsholm et al., 2008). 

Estes dados, apoiados por evidências do aumento na síntese de BDNF pelas PBMCs de 
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indivíduos saudáveis após ativação com citocinas inflamatórias, sugerem que a síntese de BDNF 

está relacionada à presença de mediadores inflamatórios, entre eles a IL-6 e o TNF-α (Schulte-

Herbruggen et al., 2005). Estas citocinas encontram-se abundantemente presentes na sinóvia 

reumatoide e no peculiar ambiente periférico da AR (Alam et al., 2017). 

Em paralelo ao aumento de BDNF periférico, pacientes com AR, spondiloartrite e OA 

apresentam elevados níveis de transcritos de mRNA para BDNF na sinóvia reumatoide, sendo o 

grupo com AR apresentando os maiores níveis, embora a diferença estatisticamente significante 

não tenha sido alcançada (Barthel et al., 2009). A contribuição dos elevados níveis periféricos e 

sinoviais de BDNF para as manifestações articulares e extra-articulares na AR ainda não foram 

exploradas, mas de modo geral, o BDNF esta relacionado a depressão (Phillips, 2017), 

característica frequente em pacientes com AR (Pu et al., 2017) e desempenho cognitivo (Grassi-

Oliveira et al., 2008), objeto de investigação desta tese.   

Outro fator neurotrófico que tem sido proposto para estar associado a performance 

cognitiva é o GDNF (Niitsu et al., 2014). Até a presente data não existem dados disponíveis 

sobre a contribuição e os níveis periféricos do mesmo na AR. Entretanto, dados provenientes de 

indivíduos afetados pela OA e com histórico de dor severa de longa duração, apontam que os 

níveis periféricos de GDNF não correspondem aos níveis centrais (Lundborg et al., 2010). 

Avaliando os níveis de GDNF, os pacientes com OA têm maiores níveis periféricos do que 

centrais, suportando a ideia da origem sistêmica e central deste fator (Lundborg et al., 2010).  

A principal fonte do GDNF são as células da glia, mas sua produção também tem sido 

observada em condrócitos provenientes da articulação de pacientes com OA (De Ceuninck et al., 

2004). Ao contrário do exposto para o BDNF, linfócitos T CD4+ e CD8+, B (CD19+) e monócitos 

(CD14+) não são fontes basais de GDNF e também não o sintetizam após ativação (Lundborg et 

al., 2010). Como mencionado anteriormente, não existem dados sobre o GDNF na AR, mas, em 

cultura  celular, a presença de GDNF reduz a concentração da proteína TNF-α, enquanto que 

não altera os níveis de transcrito de mRNA (Vargas-Leal et al., 2005). Logo, estes dados indicam 

que o GDNF influencia a síntese de TNF em nível pós-transcricional, sendo o TNF-α o principal 

desencadeador da cascata inflamatória na AR (Feldmann, 2002).  
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De acordo com o previamente exposto, os FN juntamente com seus respectivos 

receptores, primariamente propostos para desempenharem atividades no SNC, apresentam 

importantes alterações quantitativas no ambiente periférico de doenças reumatológicas. 

Entretanto, permanece em discussão o impacto que estas alterações tem sobre o desajustado 

sistema imune periférico da AR e o mecanismo pelo qual estes dois aspectos (sistema imune 

periférico e FN) influenciam  o desenvolvimento/ manutenção do dano cognitivo visto nesta 

doença.  

 
1.4.1.2. Papel do sistema imune periférico no sistema nervoso central  

 

Recentemente, alguns estudos têm comprovado que a neurogênese, pré-requisito para a 

cognição, ocorre ao longo da vida e que o sistema imune periférico participa deste processo (Ziv 

et al., 2006; Villeda et al., 2011). A relação entre sistema imune e SNC passou a ganhar destaque 

a partir do momento em que o conceito de “autoimunidade protetora“ começou a ser 

formulado. Este conceito baseia-se na contribuição de células T autorreativas a antígenos do 

SNC que migram para o local lesionado e amenizam a degeneração neuronal secundária. A 

degeneração neuronal secundária ocorre em consequência do excesso de liberação de 

substâncias (ex. glutamato e radicais livres), em níveis não fisiológicos, oriunda do dano 

neuronal primário (Moalem et al., 1999).  

Além da participação das células T autorreativas em processos patológicos, a contribuição 

destas para processos fisiológicos também tem sido comprovada. Camundongos geneticamente 

modificados, cujo sistema imune foi constituído de uma população normal de células B e uma 

população de células T monoespecíficas, direcionadas para peptídeos da proteína básica de 

mielina (células T-MBP) ou para antígenos não próprios (células T-OVA), foram comparados com 

camundongos selvagens, com o objetivo de avaliar a contribuição destas populações para a 

neurogênese hipocampal (Ziv et al., 2006). Os resultados demonstraram que a neurogênese foi 

fortalecida nos camundongos transgênicos que apresentavam células T-MBP o que não aconteceu 

nos camundongos com células T-OVA (Ziv et al., 2006).  

Células do sistema imune, em condições fisiológicas, são raramente encontradas no 

parênquima cerebral (Villeda et al., 2011; Baruch et al., 2013). Embora ainda não esclarecido, 
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acredita-se que a contribuição do sistema imune para a neurogênese ocorra por meio de fatores 

solúveis (Kipnis et al., 2012). Em virtude disso, um modelo experimental de parabiose isocrônica 

(jovem-jovem, velho-velho) e heterocrônica (jovem-velho) de camundongos (Figura 9), avaliou a 

contribuição do meio sistêmico para a neurogênese hipocampal (Villeda et al., 2011). É 

interessante observar que o número de neurônios recém-formados foi reduzido no 

camundongo jovem da parabiose heterocrônica, quando comparado a parabiose isocrônica 

jovem (jovem-jovem). No camundongo velho da parabiose heterocrônica, em contrapartida, a 

neurogênese foi aumentada quando comparado a parabiose isocrônica velha (velho-velho), 

demonstrando que fatores sistêmicos podem, realmente, modular a neurogênese (Villeda et al., 

2011).  

Dentre os moduladores sistêmicos, o avigoramento da neurogênese por meio das 

citocinas derivadas da imunidade adaptativa, especialmente a IL-4 e o IFN-γ, tem sido 

demonstrado (Butovsky et al., 2006). O processo foi avaliado in vitro, por meio da habilidade da 

imunidade adaptativa (IL-4 e IFN-γ), via ativação da micróglia, apoiar a diferenciação de células 

progenitoras neurais (NPC) (Butovsky et al., 2006). Os resultados demonstram que a 

neurogênese foi induzida tanto pela micróglia ativada por IFN-γ (em menor extensão) quanto 

pela micróglia ativada por IL-4 (Butovsky et al., 2006). Células T CD4+IL4+ tendem a acumular-se 

no espaço subaracnoide, paredes ventriculares e plexo coroide, após a realização de tarefas 

cognitivas, enquanto a intensidade de células T CD4+IFN-γ+ não se modifica (Derecki et al., 

2010). De acordo com o exposto, camundongos Knockout para IL-4 exibem severo fenótipo de 

prejuízo da função cognitiva quando comparados com camundongos controles (Derecki et al., 

Figura 9. Modelo de parabiose gerado para avaliação da influencia do ambiente periférico no SNC (Villeda et al., 2011). 
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2010). Este menor desempenho na tarefa cognitiva pode ser explicado pela expressão reduzida 

de BDNF, pós-tarefa, em camundongos Knockout para IL-4 quando comparados a camundongos 

controles (Figura 10) (Derecki et al., 2010). O BDNF, como mencionado anteriormente, é um 

fator neurotrófico que modula a sobrevivência neuronal e a plasticidade cerebral, sendo 

produzido por diversos tipos celulares no SNC e fora dele (Schwartz e Raposo, 2014). A 

expressão de BDNF é associada tanto com a atividade de células T autorreativas a antígenos do 

SNC (Ziv et al., 2006), quanto à ação da IL-4 sobre as células neurais (Derecki et al., 2010). 

Contudo, os níveis reduzidos de BDNF têm sido relacionados a prejuízos no desempenho das 

tarefas cognitivas (Derecki et al., 2010) e prejuízos de memória verbal na depressão maior 

(Grassi-Oliveira et al., 2008).   

Com base no exposto, o objetivo principal desta tese é correlacionar mediadores imunes 

periféricos e FN com desempenho cognitivo em pacientes com AR com doença ativa e 

controlada e avaliar o perfil de imunossenescência. 
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Figura 10. Participação do sistema imune periférico na manutenção da homeostase cerebral. Box Blood: macrófagos, 
responsáveis por realizar a imunovigilância do SNC fagocitam e processam antígenos próprios do sistema nervoso central (SNC). 
Na periferia estimulam as células T naive resultando em células T de memória reativas a antígenos do SNC. Box CSF: Células T de 
memória reativas a antígenos do SNC migram para o líquor onde podem ser novamente estimuladas por macrófagos para 
sintetizar citocinas e fatores neurotróficos como o BDNF. Células Treg podem induzir uma alteração de um perfil Th1 para Th2 
com redução de citocinas pró-inflamatória e aumento de citocinas anti-inflamatória as quais atuam como neuroprotetores. Box 
Brain: a IL-4 e TGF-β apresentam efeito protetor sobre os neurônios e células precursoras neurais.   lém disso, IL-4 estimula a 
micróglia e os astrócitos a produzir BDNF (essencial para a cognição), TGB-β e IGF-1 (atuam sobre neurônios). Baixos níveis de 
TNF-α podem ser importantes, visto que o TNF-α secretado pela micróglia hipocampal é crucial para a plasticidade sináptica, o 
qual promove aumento na força sináptica e apoia o potencial de longa duração ambos processos envolvidos no aprendizado e 
formação de memória (Di Benedetto et al., 2017).    
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CAPÍTULO 2 - Objetivos 
 

2.1. Objetivo Geral  

 

Correlacionar marcadores imunes periféricos com desempenho cognitivo em pacientes 

com artrite reumatoide com doença ativa e controlada.  

 

2.2.  Objetivos Específicos 

 

 Recrutar pacientes com artritre reumatoide (doença ativa e controlada) e controles 

saudáveis;  

 Avaliar o desempenho cognitivo; 

 Dosar IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-α e IFN-γ no plasma; 

 Dosar fatores neurotróficos (BDNF, GDNF e NGF) no plasma; 

 Correlacionar os níveis das citocinas e fatores neurotróficos (mencionados acima) com 

desempenho cognitivo; 

 Imunofenotipar marcadores linfocitários de subpopulações de células B;  

 Correlacionar o desempenho cognitivo com subpopulações de células B;  

 Imunofenotipar marcadores linfocitários associados à imunossenescência; 

 Avaliar o comprimento telomérico das células mononucleares do sangue periférico; 

 Avaliar a soropositividade para o Citomegalovírus (CMV); 

 Dosar os títulos dos anticorpos IgM e IgG anti-CMV;  

 Correlacionar o CMV com a senescência celular; 

 Avaliar a frequência das células Treg e Th17.   
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CAPÍTULO 3 - Hipóteses 
 

 Pacientes com artrite reumatoide ativa tem déficit cognitivo mais acentuado do que 

pacientes com artrite reumatoide controlada;  

 O citomegalovírus é um potencializador da imunossenescência prematura na artrite 

reumatoide; 

 Pacientes com artrite reumatoide tem mais plasmócitos periféricos e mais dano cognitivo do 

que indivíduos saudáveis. 
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CAPÍTULO 4 – Artigo Principal 
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Artigo original: COGNITIVE IMPAIRMENT IN RHEUMATOID ARTHRITIS: ROLE OF LYMPHOCYTE 

SUBSETS, CYTOKINES AND NEUROTROPHIC FACTORS. 

 

Situação: Publicado  

 

Revista: Clinical Rheumatology 
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CAPÍTULO 5 – Resultados Adicionais 
 

Esta seção é dedicada a apresentação dos resultados adicionais obtidos dos pacientes com 

AR e indivíduos saudáveis, resultados os quais constituirão, em um futuro próximo, um artigo 

científico original.  

 

5.1. Introdução 

 

Como mencionado anteriormente no Capítulo 1 item 1.3.1.1 Imunossenescência 

prematura na artrite reumatoide, a AR é uma patologia que apresenta sinais de 

imunossenescência prematura (Petersen et al., 2015). Embora ainda não se conheça a efetiva 

razão pelo qual o remodelamento do sistema imune adaptativo na AR ocorra precocemente, a 

literatura científica tem sugerido que infecções latentes, como a promovida pelo CMV, são 

potenciais contribuidores (Soderberg-Naucler et al., 2016). A infecção pelo CMV já foi associada 

a presença de marcadores de imunossenescência no envelhecimento natural e em outras 

patologias como a desordem bipolar e tireoidite de Hashimoto (Prelog et al., 2013b; Rizzo et al., 

2013; Weltevrede et al., 2016). Portanto, o objetivo principal deste estudo é avaliar a 

soroprevalência do CMV em pacientes com AR e determinar a influência da soropositividade 

para CMV sobre o perfil imunossenescente de pacientes com AR. 

 

5.2. Materiais e Métodos  

 

Recrutamento dos pacientes com AR e controles saudáveis  

Para esta finalidade, 71 pacientes com AR e 30 controles saudáveis ajustados para idade e 

gênero foram incluídos no estudo. Os pacientes foram recrutados no serviço de Reumatologia 

do Hospital São Lucas da PUCRS. Os critérios de exclusão foram: anemia, soropositividade para 

o Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) e Vírus da Hepatite C (HCV), tratamento com agentes 

biológicos e uso de altas doses de GC. O protocolo do estudo foi aprovado pelo comitê científico 

e de ética da PUCRS e o consentimento informado foi obtido de todos os participantes antes de 

sua inclusão no estudo.     
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Coleta de sangue, separação do plasma e isolamento das PBMCs 

Ambos grupos foram submetidos a uma coleta de 20 ml sangue que ocorreu entre 7-8 da 

manhã.  Para a separação do plasma, as amostras de sangue foram centrifugadas durante 5 min. 

a 1800 rpm. As alíquotas com 0,3 ml de plasma foram armazenadas a -80°C até a realização das 

análises. PBMCs foram isoladas por gradiente de centrifugação (30 min. a 1500 rpm). As células 

foram contadas por microscopia e a viabilidade sempre excedeu 95% de acordo com a 

habilidade de exclusão do azul Tripan (Sigma, st. Louis, MO).  

 

Sorologia para o CMV 

As alíquotas de plasma foram descongeladas para a avaliação de IgM anti-CMV (infecção 

recente) e IgG anti-CMV (infecção não recente) por meio do Ensaio de Imunoabsorção 

enzimática (ELISA) com o Kit de diagnóstico Euroimmun (Lübeck- Germany) de acordo com 

instruções do fabricante. A sensibilidade e especificidade dos testes foram estimadas em 100% 

para IgM e IgG anti-CMV. As amostras foram consideradas positivas quando os valores foram 

acima do cut-off de 1,0 OD para IgM- anti CMV e de 22 RU/ml para IgG anti-CMV. Os limites 

mínimos de detecção para IgM e IgG anti-CMV foram 0,05 OD e 0,4 RU/ml, respectivamente. 

  

Imunofenotipagem  

As PBMCs, previamente isoladas, foram tratadas com solução de Fc Block durante 20 min. 

Posteriormente as células foram coradas com uma combinação de anticorpos monoclonais 

(todos da BD Biosciences, San Jose, USA): anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD27, anti-CD28. Os 

fluorocromos usados foram: FITC, PE e APC. Após os 30 min em contato com os anticorpos, as 

PBMCs foram lavadas com tampão de citometria de fluxo, ressuspendidas e analisadas por 

citometria de fluxo multicolor (FACS Canto II, BD Bioscience). No mínimo 20.000 linfócitos foram 

identificados por tamanho e granulosidade. Os dados foram analisados por meio do software 

FlowJo V.10 (Tree Star Inc., Ashland, USA). 

 

Determinação do comprimento telomérico 
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O DNA genômico foi isolado das PBMCs por meio da utilização do PureLink Genomic DNA 

mini kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instruções do fabricante. 

Posteriormente, a concentração das amostras de DNA genômico foram ajustadas para 50ng/ml 

e a quantificação foi realizada com o NanoDrop (ThermoFischer, Waltham, Massachusetts, 

EUA). O comprimento telomérico foi medido de acordo com RIZZO et al. (2013) o qual, por meio 

da técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) – quantitativo, consiste na determinação 

da razão entre o número de cópias dos telômeros (T) sobre o número de cópias de um gene de 

expressão constitutiva (β-globina), ou seja, T/β-globina cuja razão é proporcional ao 

comprimento telomérico. Para este fim, foi feito uma curva padrão de cinco pontos com uma 

amostra de DNA referência. O DNA referência foi proveniente de uma única pessoa saudável e a 

diluição seriada da curva foi de 6.25 á 100ng. No mix foram adicionados os reagentes do PCR, 

primers para telômeros (tel c- TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA, tel g- 

ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT), primers para β-globina (alb u- 

CGGCGGCGGGCGGCGCGGGCTGGGCGGAAATGCTGCACAGAATCCTTG, alb d- 

GCCCGGCCCGCCGCGCCCGTCCCGCCGGAAAAGCATGGTCGCCTGTT). As concentrações finais para 

ambos primers foram 10nM. O mix também continha quantiTect SYBR Green master mix 

(Qiagen,Hilden, Alemanha). O volume final da reação foi de 25µl por poço (24µl do mix e 1µl de 

DNA genômico).  Todos os PCRs foram feitos no Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Alemanha). O 

ciclo térmico para a amplificação dos telômeros consistiu em um passo de preparação de 10 min 

a 95°C, seguido por 40 ciclos a 95° por 15 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 30 

segundos. Após a amplificação a curva Melt foi usada para confirmar a especificidade da reação.  

 

Análise estatística 

Todas as variáveis foram testadas para a normalidade de distribuição meio do teste 

Kolmogorov-Smirnov. Comparações dos dados clínicos entre pacientes e controles foram 

analisados pelo teste T de Student. A avaliação das diferenças dos parâmetros imunológicos, 

sorológicos e comprimento telomérico entre o grupo AR e controles saudáveis foi realizada pelo 

Generalized Linear Modeling (GzLM) ajustando para potenciais fatores de confusão como idade 

e sexo. Distribuição linear ou gama foi selecionado baseado no resultado do teste Kolmogorov-
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Smirnov. O relacionamento entre as variáveis foi analisado por meio dos testes de correlação 

Pearson e Spearman, quando apropriado. As análises estatísticas foram feitas no Statistical 

Package for Social Sciences, software SPSS Statistics V.20 (SPSS Inc, Chicago, USA). 

 

5.3. Resultados 

 

Table 1. Demographic and clinical data of RA patients and healthy controls. 

  Control (n=30) R  Patients (n= 1) P-value 

 ge, y  56.2±9.  55.9±9.  0.92 

Ratio: female/male 23/  52/19 0. 1 

BMI 25.1±3.2 26.9±4.4 0.05 

 chooling, y  .9±3.6  .0±3.9 0.25 

R  duration , y -  .0± .1   

RF +, n (%)  - 34 (4 .9)  

   -2  - 4.0±1.5   

V  , mm - 3 .6±26.1  

Treatment       

MTX, n (%) - 5  ( 1. )   

GC, n (%) - 42 (59.2)   

  Z, n (%) - 6 ( .5)   

LFN, n (%) - 26 (36.6)   

HQN, n (%) - 15 (21.1)   

Data are shown as mean ± SD. Data were analyzed by Student t test. Categorical variables were compared by 

means of chi-squared test. Statistical significant differences are highlighted in bold type. Abbreviations:  BMI: Body 

Mass Index, DAS: Disease Activity Score, GC: Glucocorticoid, HQN: Hydroxychloroquine, LFN: Leflunomide, MTX: 

Methotrexate, RF: Rheumatoid Factor, SSZ: Sulfasalazine, VAS: Visual Analogue Scale.  



59 
 

 

Figure 1. Immunophenotyping of CD4 T cells in early stage of diferentietion (A), intermediate 

stage of diferentiation (B and C) and fully differentiate (D). Data were analyzed by Generalized 

Linear Modeling - linear or gamma distribution, and correcting for age and sex. (A) Wald χ2= 4.6, 

(B) Wald χ2=13.7, (C) Wald χ2=13.1 and (D) Wald χ2= 2.7. Abbreviations: n.s = not significant, 

RA= Rheumatoid arthritis. 
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Figure 2. Immunophenotyping of CD8 T cells in early stage of diferentietion (a), intermediate 

stage of diferentiation (b and c) and fully differentiate (d). Data were analyzed by 

Generalized Linear Modeling - linear or gamma distribution, and correcting for age and sex. 

(A) Wald χ2= 4.6, (B) Wald χ2= 6.4, (C) Wald χ2= 1.9 and (D) Wald χ2= 2.5. Abbreviations: RA= 

Rheumatoid arthritis   
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Figure 3. Serology to IgM-CMV (A) and IgG-CMV (B). Data were analyzed by Generalized 

Linear Modeling - linear or gamma distribution, and correcting for age and sex. (A) Wald 

χ2=0.2, (B) Wald χ2=0.4. Abbreviations: n.s = not significant, RA= Rheumatoid arthritis. 

Figure 4. Comparison of telomere length between RA patients and control group. Data were 

analyzed by Generalized Linear Modeling - linear, and correcting for age and sex. Wald χ2= 

2.54. Abbreviations: n.s. =not significant, RA= Rheumatoid Arthritis.   
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Figure 5. The data showing a positive association between anti-CMV IgG serology, age (A) and 

fully differentiated T cell (B).    
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CAPÍTULO 6 – Considerações Finais 
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A presente tese se propôs a avaliar a relação entre biomarcadores periféricos e alterações 

cognitivas em pacientes com artrite reumatoide com doença ativa e controlada. Como meio de 

expandir os achados de um trabalho prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa no LIE 

(Petersen et al., 2015), o qual apontou déficits de memória associados a subtipos linfocitários 

periféricos em indivíduos com AR controlada, estendemos a avaliação dos domínios cognitivos 

para além da memória. Também foram analisadas as associações com mediadores inflamatórios 

(citocinas e distintos subtipos linfocitários) e FN (NGF, BDNF e GDNF), presentes no ambiente 

periférico de pacientes com doença ativa e controlada. Embora a AR seja uma patologia de 

ocorrência mundial e amplamente estudada, até o presente momento, não haviam sido 

explorados a avaliação da capacidade cognitiva, os níveis periféricos de mediadores imunes, os 

níveis periféricos dos FN e suas possíveis relações em diferentes severidades da doença. 

O envolvimento de alterações do SNC na trajetória da AR é infrequente. Porém, a 

execução deste trabalho propiciou a identificação de déficit cognitivo em todos os domínios 

avaliados (memória, atenção, função executiva, velocidade de processamento, função inibitória 

e flexibilidade mental) nos pacientes com AR. De modo geral, indivíduos que apresentaram a 

doença na sua forma ativa tiveram o pior desempenho, seguido pelos pacientes com doença 

controlada e indivíduos saudáveis. Cabe ressaltar que, embora um padrão de desempenho 

tenha ficado evidente, as diferenças estatisticamente significantes ocorreram, principalmente 

entre pacientes com doença ativa e grupo controle, não havendo diferenças entre os grupos 

com artrite. Dados prévios da literatura têm apontado que o principal domínio afetado em 

indivíduos com AR é relacionado a tarefas de planejamento e visual-espacial. 35% destes 

pacientes que apresentaram baixo desempenho nos domínios referidos acima tiveram 

alterações nas regiões subcorticais semelhantes à desmielinização, identificado por imagens de 

ressonância magnética (Bartolini et al., 2002). Isto sugere que, embora infrequente, sutis 

alterações no SNC podem contribuir para prejudicada percepção e elaboração do estímulo 

cognitivo na AR (Bartolini et al., 2002). 

Seguindo no mesmo raciocínio, dentre as significantes diferenças observadas no amplo 

painel de imunofenotipagem executado, a expansão de células B imaturas e produtoras de 

anticorpos chamaram mais atenção. Estes resultados estendem os achados de um trabalho 
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préviamente publicado na revista Clinical Rheumatology no ano de 2017 pelo grupo de 

Imunologia do Envelhecimento (Baptista and Petersen, 2017; para mais detalhes ver Capítulo 8- 

Anexo 2 - Artigo original: Autoantibodies against myelin sheath and S100β are associated with 

cognitive dysfunction in patients with rheumatoid arthritis). Neste trabalho antecessor, 

demonstramos pela primeira vez que pacientes com AR ativa, além de apresentar prejudicado 

desempenho em testes neurocognitivos, tem elevados níveis periféricos de anticorpos anti-MBP 

e anti-Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein (MOG) que reagem contra proteínas da bainha de 

mielina, a qual é presente no SNC e periférico. Logo, com o intuito de avaliar o envolvimento do 

SNC na AR ativa, demonstramos então que os níveis periféricos da proteína  100β, uma 

proteína restrita ao SNC, foram elevados em pacientes com doença ativa e cognitivamente 

prejudicados. Reunindo as evidências destes trabalhos, formulamos a hipótese de que, 

conforme a severidade da doença, as células B imaturas tendem a direcionar seu processo de 

diferenciação para células B autorreativas produtoras de anticorpos, as quais além do FR e 

ACPA, sintetizam anticorpos que reagem contra proteínas presente no SNC, como MBP e MOG. 

Entretanto, devido ao tipo de estudo conduzido (associativo), não foi possível demonstrar se 

estes autoanticorpos (anti-MBP e anti-MOG), de fato, atravessam a barreira hematoencefálica e 

apoiam a ocorrência de lesões desmielinizantes no SNC de pacientes com AR.  

Em circunstâncias fisiológicas, os anticorpos não transpassam a barreira 

hematoencefálica. Porém, segundo os resultados apresentados por Nishioku et al. (Nishioku et 

al., 2010), utilizando um modelo experimental de artrite induzida por colágeno, a inflamação 

crônica presente no ambiente periférico da AR pode levar ao aumento da permeabilidade da 

barreira. No principal estudo desta tese (artigo científico apresentado no Capítulo 4 – artigo 

original: Cognitive impairment in rheumatoid arthritis: role of lymphocyte subsets, cytokines and 

neurotrophic factors), foram encontramos elevados níveis periféricos das citocinas IL-2, IL-4, IL-

6, IL-10 e TNF-α dosados no plasma de sujeitos com doença ativa, controlada e grupo controle. 

De forma geral, os níveis das citocinas plasmáticas, com exceção da IL-6, não diferiram entre os 

grupos com artrite, mas foram significativamente elevados quando comparados ao grupo 

controle. Em relação a IL-6, os níveis progressivamente aumentaram, no sentido grupo controle 

– doença ativa. Ressalta-se que a elevação dos níveis periféricos das citocinas apresenta forte 



66 
 

 

impacto sobre a qualidade de vida dos pacientes que sofrem desta doença, a qual se não 

controlada e à medida que evolui, torna-se progressivamente incapacitante devido a suas 

manifestações articulares e extra-articulares, por exemplo, o déficit cognitivo. 

Por se tratar de uma doença autoimune e inflamatória, muitos estudos, incluindo este, 

exploram a contribuição das células imunes e citocinas para o desenvolvimento das 

manifestações articulares e extra-articulares. Aqui, além de avaliar seus níveis periféricos em 

diferentes estágios da doença, exploraram-se relações entre subtipos linfocitários, citocinas 

periféricas e performance cognitiva através de análises de correlação que posteriormente foram 

aprimoradas com análises de regressão multivariada. Nas análises de correlação, observou-se 

que as células B imaturas foram positivamente associadas com os escores do Trail Making Test – 

B (TMT-B; velocidade de processamento, função executiva e atenção) indicando que, quanto 

maior os níveis periféricos destas células, mais tempo foi requerido para a execução desta 

tarefa. Em contrapartida, foram negativamente relacionadas com a performance no teste de 

memória (Delayed Verbal Recall – Logical Memory), indicando que, quanto menos células, 

menor a recuperação de elementos da história ouvida, ambos apontando para prejuízo de 

performance. A relação entre células B imaturas e o desempenho nos testes referidos acima, foi 

posteriormente explorada em análises de regressão múltipla. Entretanto observou-se que, 

juntamente com a escolaridade, as células B imaturas explicaram 35% da variância dos escores 

da memória (DVR-LM) enquanto que, embora tenham sido selecionadas para entrar na 

regressão via método stepwise, não foram incluídas no modelo gerado para TMT-B. 

Em relação às citocinas, a IL-2, IL-4 e IL-6 foram negativamente associadas com o 

desempenho nos testes Total Digit Span Test (TDST; atenção e memória de trabalho), N-back 

(memória de trabalho) e positivamente com o desempenho no TMT-B. Estas relações foram 

posteriormente exploradas em análises de regressão. A inclusão de IL-2 no modelo de regressão 

do TDST, juntamente com células T ativadas, aumentou o valor preditivo em 18% (modelo 1: R2= 

0.17, p=0.003; modelo 2: R2= 0.35, p<0.0001) enquanto que a inclusão da IL-6 no modelo do 

TMT-B aumentou o valor preditivo em 16% (modelo 1: R2=0.23, p<0.0001; modelo 2: R2= 0.39, 

p<0.0001). Em contraste, a IL-4, não foi selecionada para ser incluída no modelo de regressão 

(método stepwise). 
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Com base nestes achados, torna-se importante ressaltar que a interação neuro-imuno 

tem sido amplamente examinada, tanto em condições patológicas, quanto não patológicas. 

Novamente, salienta-se que os resultados encontrados entre desempenho cognitivo e 

mediadores imunes são puramente associativos. Porém, este estudo foi planejado de acordo 

com pesquisas prévias que forneceram indícios da contribuição da imunidade periférica para a 

neurogênese e neuroplasticidade, as quais demonstram a importância tanto de células T, 

citocinas e mediadores periféricos para os processos referidos (Butovsky et al., 2006; Ziv et al., 

2006; Villeda et al., 2011).  

Embora ainda não se tenha estabelecido a via pela qual os mediadores imunes modulem a 

cognição de pacientes com AR, esta tese fornece novos indícios com a análise dos FN. Logo, foi 

demonstrado que pacientes com AR ativa tem maiores níveis de BDNF no ambiente periférico 

seguido pelos indivíduos com doença controlada, os quais apresentaram níveis intermediários 

enquanto os controles tiveram os menores níveis.  Em relação ao GDNF, os pacientes com AR 

apresentaram os menores valores quando comparado aos indivíduos do grupo controle. Porém, 

a diferença estatisticamente significante só foi observada entre o grupo com doença ativa e 

grupo controle. Vale ressaltar que os níveis periféricos de GDNF nunca haviam sido avaliados 

em pacientes com AR. Entretanto, como nosso estudo foi realizado com colaboradores 

humanos, o acesso outros tipos de material biológico, como, por exemplo, o líquor, torna-se de 

difícil obtenção devido às dificuldades relacionadas ao procedimento da coleta. Portanto, 

infelizmente, não se pode garantir que os níveis periféricos dos FN, avaliados aqui, representem 

os níveis circulantes no SNC. Devido à baixa correlação entre FN plasmáticos e cognição 

encontrados neste estudo, sugere-se que em pacientes com AR, a interpretação destes dados 

deve ser realizada com cautela, uma vez que a inflamação periférica pode contribuir para 

alterações nas concentrações destes mediadores.             

Além da ocorrência de distúrbios cognitivos em pacientes com AR, já demonstramos 

previamente em um estudo publicado na revista Neuroimmunomodulation no ano de 2015 

(Petersen et al., 2015) que pacientes com AR controlada apresentam características de 

envelhecimento imunológico prematuro, principalmente evidenciado pela perda de expressão 

da molécula coestimulatória CD28 sobre a superfície de linfócitos CD4 e CD8. Na presente tese, 
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expandimos às análises para a verificação de diferentes estágios de diferenciação celular em 

pacientes com AR ativa (DAS-28= 4.2), além de avaliar a soropositividade para o CMV e 

comprimento telomérico. Os resultados apresentados no Capítulo 5 desta tese serão, em um 

futuro próximo, organizados em forma de artigo científico de modo a serem publicados em um 

periódico internacional, com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre a imunopatogênese 

da AR e garantir melhor gerenciamento da doença. De forma geral, não foram observadas 

diferenças estatisticamente significantes no comprimento telomérico e nos títulos dos 

anticorpos IgM e IgG anti-CMV quando comparados a pessoas saudáveis de mesma idade. 

Porém, células CD8+CD27-CD28- (estágio terminal de diferenciação) foram positivamente 

associadas com os títulos de IgG anti-CMV.   

Este foi um estudo transversal que contou com a colaboração de voluntários humanos e 

se propôs a relacionar o ambiente periférico da AR com disfunções cognitivas e explorar o perfil 

imunossenescente. Cabe ressaltar que muitos fatores podem impactar sobre a cognição e o 

sistema imune de humanos, entre eles o estilo de vida, a escolaridade, o uso de medicações etc, 

tornando-se difícil controlar todas as variáveis que circundam a vida humana. Porém, para a 

minimização destes interferentes tivemos o cuidado de que os envolvidos na coleta dos dados, 

por exemplo, as pessoas responsáveis pela aplicação dos testes cognitivos, coleta de sangue, 

processamento e análise das amostras biológicas não terem acesso aos dados da severidade 

clínica da doença, a qual era previamente avaliada por uma reumatologista. Além disso, o 

protocolo de execução deste estudo foi estabelecido antes do início das coletas e seguiu no 

mesmo padrão até atingir seu término, sendo aplicado de mesmo modo para pacientes e grupo 

controle de forma a reduzir a interferência de outras variáveis. A coleta de sangue foi realizada 

sempre no mesmo horário (entre 7:30 – 8:00h), com o objetivo de evitar variações circadianas, 

enquanto, as aplicações dos testes cognitivos foram realizadas sempre no turno da manhã 

(entre 8:00 – 12:00h). Ademais, cuidados foram tomados na seleção dos voluntários 

participantes, com a exclusão dos indivíduos que preenchiam pelo menos um dos critérios de 

exclusão, afim de tornar a amostra mais homogênea e representativa.  

Apesar deste estudo apresentar diversas alterações relevantes, o mesmo foi incapaz de 

demonstrar como e a direção no qual o sistema imune influencia a cognição ou vice-versa. Estas 
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questões despertam a necessidade da realização de pesquisas com modelos animais de modo a 

avaliar a interação neuro-imune.  

Com base no exposto, consideramos que pacientes com AR são cognitivamente 

prejudicados e tendem a apresentar pior desempenho quando a doença esta em sua forma 

ativa. Além disso, fatores imunes periféricos foram associados ao desempenho nos testes 

cognitivos, entre eles as células B imaturas que, por sua vez, podem estar tendendo ao processo 

de diferenciação em células produtoras de anticorpos as quais, além dos já bem estabelecidos 

FR e ACPA, sintetizam autoanticorpos que reagem contra proteínas do SNC. Portanto, sugerimos 

que devido à inflamação periférica, a permeabilidade de BBB é alterada, permitindo a livre 

passagem de moléculas maiores e mediadores inflamatórios, como anticorpos e citocinas, 

respectivamente, além da liberação de proteínas restritas ao SNC para a periferia (S100B). De 

forma contrária ao que esperávamos, os níveis de BDNF foram maiores em pacientes com AR 

ativa cujo desempenho cognitivo foi prejudicado. Portanto, novamente ressalta-se que mais 

estudos devem ser realizados, sobretudo para testar as hipóteses e questões levantadas nessas 

considerações finais. 
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Figura 11. Uma vez que a doença está estabelecida há uma desregulação imunológica no ambiente periférico dos pacientes com 

artrite reumatoide, marcado pelo predomínio de células Th1, que sintetizam e liberam maiores quantidades de citocinas 

inflamatórias, juntamente com prejuízo quantitativo e/ou funcional das células Treg, caracterizando a incapacidade de controlar 

a resposta imune. O aumento na concentração das citocinas inflamatórias periféricas resulta em aumento da permeabilidade da 

barreira hematoencefélica que favorece a ocorrência e/ou exacerbação da neuroinflamação. Na periferia, estas citocinas 

também irão estimular linfócitos a liberar fatores neurotróficos, especialmente NGF e BDNF, que por sua vez, contribuem para a 

diferenciação de células B imaturas em células produtoras de anticorpos que irão sintetizar fator reumatoide, anticorpos 

antipeptídeos citrulinados e anticorpos contra antígenos do sistema nervoso central os quais, por sua vez, devido ao aumento 

da permeabilidade da barreira hematoencefálica migram para o sistema nervoso central e promovem sutis alterações 

desmielinizantes que impactam na performance cognitiva.             
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1. TERMO DE CONSENTIMENTO 

 

 

 

 

 

Sujeito da pesquisa n°:_____ 

 

Título da Pesquisa: A RELAÇÃO ENTRE BIOMARCADORES PERIFÉRICOS E ALTERAÇÕES 

COGNITIVAS EM PACIENTES COM ARTRITE REUMATOIDE  

 

Convidamos você a participar da nossa pesquisa. Mas antes de participar deste estudo, 

gostaríamos que você tomasse conhecimento do que ele envolve. Daremos abaixo alguns 

esclarecimentos sobre dúvidas que você possa ter. Em caso de qualquer outra dúvida quanto ao 

estudo e o que ele envolve quanto a seus direitos, você deverá contatar a pesquisadora 

responsável Laura Esteves Petersen pelo telefone (51) 92722720, o Comitê de Ética e Pesquisa 

(CEP) da PUCRS (51) 33203345 ou o CEP da Secretaria Municipal de Saúde (51) 32895517. 

 

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DA PESQUISA: A artrite reumatoide é uma doença que afeta a 

população mundial independente do grupo étnico e situação socioeconômica. No entanto, além 

dos sintomas físicos e progressivamente incapacitantes, há evidências de um sistema 

imunológico (sistema de defesa do corpo) precocemente envelhecido. Atualmente, tem se 

observado que a expectativa de vida tem aumentado e, portanto, a manutenção da memória é 

cada vez mais necessária para a qualidade de vida. Portanto, pretendemos com este estudo: (a) 

verificar a presença de glóbulos brancos (defesa do corpo) com características envelhecidas, (b) 

verificar como está sua capacidade de memória e (c) e correlacionar a presença de substâncias 

periféricas com a capacidade de memória. 

 

PROCEDIMENTOS: Para a realização deste estudo necessitaremos sua colaboração em um (1) 

dia. No Serviço de Reumatologia do Hospital São Lucas (PUCRS) será feita uma entrevista 

utilizando um questionário específico que irá avaliar sua capacidade de memória. 

Posteriormente, uma (1) amostra de sangue seu será coletada por uma enfermeira. O sangue 

será processado imediatamente após a punção e descartado logo após a análise. Durante a 

punção você sentirá um leve desconforto por causa da picada da agulha. A amostra de sangue 

nos auxiliará a verificar como estão seus glóbulos brancos (defesa do corpo). 

  

Voluntário:___________________                 Pesquisador Responsável:__________________Data:_____________
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O material obtido não será utilizado para fins comerciais. Fica garantida a sua privacidade 

quanto aos dados envolvidos na pesquisa. Os resultados obtidos serão armazenados por cinco 

(5) anos e estarão a sua inteira disposição para acompanha-los caso assim o deseje. Estes 

resultados serão divulgados na literatura científica sem nenhuma identificação dos 

participantes. 

 

Eu____________________________________________________________________ fui 

informado  (a) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada. Recebi informação 

da coleta a ser feita e esclareci minhas dúvidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar 

novas informações e modificar em minha decisão se eu assim o desejar. O pesquisador 

responsável certificou-me de que todos os dados desta pesquisa serão confidenciais e terei 

liberdade de retirar meu consentimento de participação na pesquisa, em face destas 

informações. Declaro igualmente que recebi cópia deste consentimento de que todos os dados 

sobre a minha pessoa serão confidenciais e mantidos em sigilo. 

 

 

________________________________      ____________________________ 

       Assinatura do voluntário                                            Nome  

 

 

 

_______________________________       ______________________________ 

Assinatura do pesquisador                                                  Nome 

 

Porto Alegre,____ de _______________ de 20____. 
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