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“A mente que se abre a uma nova ideia

Jjamais voltara a seu tamanho original”

Albert Einstein



RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, que além da presenca de
danos fisicos, tem sido associada com o envelhecimento prematuro do sistema
imune (imunossenescéncia) e morbidades relacionadas a idade, incluindo declinio
no funcionamento cognitivo. Fatores como a inflamacdo cronica e o uso de
glicocorticoides (GCs), ambos relacionados a AR, sdo potenciais mecanismos
envolvidos com a disfuncdo cognitiva na populacdo geral. Estudos experimentais
tem revelado a contribuicdo benéfica das células imunoldgicas sobre o sistema
nervoso central (SNC). Além disto, patologias como o dano cognitivo leve e doenca
de Alzheimer apresentam alteracdes nos subtipos linfocitarios periféricos. Com base
nisto, neste trabalho nos exploramos as relagbes entre funcdo cognitiva, score de
atividade da doenca (DAS-28), e subtipos linfocitarios na AR. Trinta pacientes com
AR e dezenove controles saudaveis, que ndo diferiram significativamente em relacéo
a sexo, idade e escolaridade, foram recrutados neste estudo. A funcdo cognitiva
(mini-exame do estado mental - MMSE, memdria l6gica e memoria de trabalho),
estresse e depressdo foram avaliados através de entrevistas onde foram aplicados
questionarios clinicos especificos. Os linfécitos foram isolados das células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs), e imunofenotipados por citometria de
fluxo para investigar a presenca dos seguintes subgrupos: células B, células T
ativadas, células T naive/memoria, células T regulatéria (reg) CD4+FoxP3+, células
IL-17+, células natural killer (NK), e células T CD28- associadas a senescéncia. Os
pacientes com AR tiveram um desempenho cognitivo inferior no MMSE, memodria
l6gica e memoria de trabalho se comparado a controles saudaveis. Embora todos os
individuos, de ambos os grupos, tiveram uma pontuacdo superior a estabelecida
pelo cutoff do MMSE. O tempo de uso de GCs e os niveis de proteina C - reativa
(PCR) nao se correlacionaram com avaliagdo cognitiva. Os pacientes tem aumento
nas proporgdes de células Treg, células T CD4+ naive e células T associadas a
senescéncia (CD28), mas baixas porcentagens de células B e células T CD8+ de
memoria do que controles saudaveis. Células T recém ativadas e células T
CD8+CD28- foram negativamente associadas com a cognicdo. Concluindo,
pacientes com AR tem um desempenho cognitivo inferior se comparado a controles

saudaveis. GCs e PCR néo se correlacionaram com memdria, no entanto, expansao



da populacdo de células T ativadas e células T associadas a senescéncia foram

correlacionadas com performance de memodria.

Palavras chave: Artrite reumatoide, glicocorticoides, prejuizo cognitivo, inflamacéo,

células T, linfocitos.
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ABSTRACT

The rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease, besides the physical
damage, the RA has been associated with premature aging of the immune system
(immunosenescence) and age-related morbidities, including a decline in cognitive
functioning. Factors such as chronic inflammation and the use of glucocorticoids
(GCs) for a long time, both related to RA, are potential mechanisms involved in
cognitive dysfunction in the general population. Experimental studies have shown the
beneficial contribution of immune cells on the central nervous system (CNS).
Moreover, disorders, such as mild cognitive impairment and Alzheimer’s disease,
exhibit alterations in peripheral lymphocytes subtypes. Based on this, here we
explore the relationship between cognitive function, disease activity score (DAS-28)
and lymphocytes subsets in RA. Thirty patients with RA and 19 healthy controls,
which did not differ significantly in sex, age and schooling were recruited in this
study. Cognitive function (MMSE, logic and working memory), stress and depression
were assessment through interviews where specific clinical questionnaires were
applied. Lymphocytes were isolated from mononuclear cells of peripheral blood
(PBMCs) and immuphenotyped by flow cytometry to investigate the following
lymphocytes subsets: B cells, activated T cells, naive/memory T cells, regulatory
FoxP3+ T cells, IL-17+ cells, natural killer (NK) cells, and senescence-associated
CD28- T cells. RA patients had a lower cognitive performance on the MMSE, logical
and working memory compared to healthy controls. Though, all individuals in both
groups had a score higher than the cutoff point established by the MMSE. The time
use of GC and the C-reactive protein (CRP) levels did not correlated with cognitive
assessment. Patients had an increased proportions of regulatory T cells, naive CD4+
T cells and senesce-associated T cells (CD28-), but lowered percentages of B and
memory CD8+ T cells compared to healthy controls. Early activated T cells
(CD3+CD69+) and CD8+CD28- T cells were found negatively associated with
cognition.  Concluding, patients with RA have a lower cognitive performance
compared to healthy controls. GC and CRP were not correlated with memory;
however expansions of activated and senescence-associated T cells were correlated

with poor memory performance.
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Keywords: rheumatoid arthritis, glucocorticoids, cognitive impairment, inflammation,
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1. CAPITULO 1



1.1 INTRODUCAO

1.2.1 Patogénese da artrite reumatoide

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, progressiva e
potencialmente destrutiva. E principalmente definida por caracteristicas clinicas,
notavelmente inflamacao cronica. Apresenta efeitos articulares, extra-articulares e
sistémicos (1-4). Do ponto de vista epidemiolégico, a prevaléncia mundial da AR é
aproximadamente 0,5 a 1% enquanto que na populacdo brasileira é em torno de
0,46% (5, 6).

As causas da ocorréncia da AR nao sdo totalmente esclarecidas, mas
acredita-se que fatores genéticos, ambientais e imunoldgicos possam desencadear
o0 surgimento da doenca (7-9). Estudos anteriores mostraram que a AR é
proximamente associada com alelos do complexo maior de histocompatibilidade
humano (HLA), comumente referido como epitopo compartilhado (10). Dentre as
contribui¢cdes imunoldgicas, destaca-se a presenca do fator reumatoide (FR). O FR é
um anticorpo produzido pelas células B do sistema imunolégico que reage contra a
porcdo Fc da imunoglobulina (Ig) G.(8, 11). Como ja mencionado anteriormente, a
AR é uma doenca autoimune parcialmente caracterizada pela presenca do FR. No
entanto, este por sua vez, ndo ocorre em todos 0s casos em que se desenvolve a
doenca, podendo também ser observado em outras patologias (4, 12).

Com o0 passar do tempo e se nao for propriamente tratada, a AR
progressivamente leva a destruicdo articular e desabilidade funcional. Caracterizada
pela inflamacdo sinovial, as células T, células B, células plasmaticas, células
dendriticas, macrofagos e mastécitos penetram na articulagdo ocasionando uma
hiperplasia, comumente chamada de pannus (1, 2, 13). A por¢gdo da membrana
sinovial rica em osteoclastos destroi a estrutura 0ssea, enquanto que as enzimas

secretadas pelos neutrdfilos, sinovidcitos e condrocitos degradam a cartilagem (1).

1.2.2 Células T helper 1, T helper 17 e T regulatérias na imunopatogénese da
artrite reumatoide



As células T sdo os principais mediadores do desenvolvimento da AR. As
células T podem interagir com outros tipos celulares perpetuando a inflamacao com
consequente destruicdo da articulacao (12). Historicamente a AR €é considerada uma
doenca com perfil exacerbado de resposta imunoldgica do tipo T helper 1 (Th1). No
entanto, a AR é baseada em um desequilibrio entre as células Th1/Th2 - portanto,
um desequilibrio entre as citocinas pro e anti-inflamatérias (14).

E bem estabelecido que as citocinas pro-inflamatérias, especialmente o fator
de necrose tumoral (TNF-o) e a Interleucina (IL) -6, estdo envolvidos na patogénese
da AR (1, 15). O TNF-a € considerado o desencadeador de eventos pro-
inflamatorios devido a sua capacidade de induzir a producdo de outras citocinas
como, por exemplo, a IL-1B, IL-6 e IL-8, frequentemente encontradas nhas
articulacdes de pacientes com AR (16). Além da capacidade de induzir a producéo
citocinas, o TNF favorece a liberacdo de metaloproteinases de matriz, que
promovem a destruicdo tecidual, induz a expressdo de moléculas de ades&o sobre
as células endoteliais, promovendo a infiltracdo de células inflamatorias para dentro
da sindvia, auxilia a angiogénese e hiperplasia sinovial, contribuindo para a
manutencdo e formacdo do pannus, e induz a ativacao de células T, resultando na
perpetuacdo de respostas autoimunes (15).

Estudos recentes tém sugerido que as células Th17, produtoras de IL-17, sé@o
um novo subgrupo de células criticas para a patogénese da AR (17, 18). A
diferenciacdo em Th17 é dirigida principalmente pela acao do fator B de Crescimento
de Transformacéo (TGF-B). Em sua auséncia, as células alteram o perfil para Thl
(17, 19). Segundo ZIZZO et al.(20) as porcentagens de células Thl7 do fluido
sinovial diretamente correlacionam-se com marcadores inflamatorios articulares
(contagem de linfocitos totais e porcentagem de neutrofilos do fluido sinovial) e
marcadores inflamatorios sistémicos (fibrinogénio, proteina C - reativa e taxa de
sedimentacao eritrocitaria). A IL-17 induz a producgéo de citocinas inflamatérias como
a IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a, é detectada no tecido e no fluido sinovial de pacientes
com AR onde apresenta um papel patogénico por causa de sua associacdo com a
destruicdo Ossea. (18, 21, 22). Um estudo realizado por NAKANO et. al. (17)
verificou que a utilizacdo de um anticorpo monoclonal contra o receptor de IL-6
promove uma reducdo na sintese de IL-17, confirmando a intima relacdo entre estas

duas citocinas. A IL-17 compartilha muitas propriedades biologicas com o TNF-a e
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IL-1B. A interacdo dessas citocinas sustenta o processo inflamatério dentro da
articulacdo e amplificam o envolvimento das células T na patogénese da AR (19,
22).

O desenvolvimento de doencas autoimunes requer um desequilibrio na
tolerancia imunolégica que frequentemente controla a discriminagdo do proprio e do
nao proprio (23). Dois maiores subgrupos de células T regulatérias (Treg) podem ser
distinguidos: células Treg naturais, que se originam no timo, e células Treg
induzidas, conhecidas como Trl ou Th3, que se originam a partir de células
precursoras CD4'CD25'Foxp3” (24). O Foxp3 é um fator de transcricdo
especificamente expresso em células Treg sendo crucial para a manutencdo da
funcdo supressora de células Treg periféricas maduras (3). Estas células suprimem
respostas de células T CD4+ e CD8+ através do contato célula-célula, apresentando
um papel fundamental na manutencao da tolerancia periférica (19). A diminuicdo da
expressdo de Foxp3 fortalece respostas autoimunes por subverter a funcao
supressora das células Treg convertendo-as em células T efetoras (25). Segundo
HAN et al.(3) pacientes com AR apresentam menos células CD4*CD25""Foxp3* no
sangue periférico do que individuos saudaveis. No entanto, individuos com AR
expressam mais Foxp3+ por célula do que individuos saudaveis. Embora as células
Treg estejam presentes na artrite reumatoide, ha indicios de que sua funcao esteja

prejudicada devido a presenca de citocinas como, por exemplo, o TNF-a (26).

1.2.3 Artrite reumatoide como modelo de imunossenescéncia prematura

O envelhecimento é caracterizado por um prejuizo gradual de funcionamento
do sistema imune conhecido como imunossenescéncia (15). O processo de
imunossenescéncia é evidenciado, exteriormente, pelo aumento da ocorréncia de
infec¢des, falhas nas respostas a vacinagdes e reativacdes virais cronicas (27, 28).
A reducédo da eficacia imunologica se evidencia a partir da sexta década de vida e
afeta todos os aspectos do sistema imune, especialmente a imunidade adaptativa
(29, 30). No entanto, a AR apresenta altas taxas de incidéncia na idade adulta,
atingindo o pico maximo entre 75 e 85 anos de idade (29). No tema que nos

interessa, observa-se que pacientes com AR sdo imunocomprometidos e evidéncias



sugerem que o envelhecimento prematuro do sistema imune contribua para a
patogénese da doenca.

O processo de envelhecimento do sistema imunoldgico € caracterizado por
atrofia do timo, alteracfes fenotipicas celulares e modificacbes nos subgrupos de
células T (31). A timopoiese é a principal, se ndo a Unica, forca de geracao de novas
células T naive. A funcao timica € estritamente dependente da idade e a involucéo
timica inicia-se no primeiro ano de vida, é acelerada na adolescéncia e por volta dos
45 anos, sua atividade j4 € severamente limitada (27, 32). Como consequéncia, a
guantidade de células T naive decai com a idade, sendo um fenébmeno mais
pronunciado nas células CD8+ do que nas células CD4+ (27). Uma estimativa da
atividade timica pode ser observada através da frequéncia de células T naive que
expressam alcas de ciclos de excisdo de células T (TRECs) (29). Os TRECs séo
subprodutos do rearranjamento do receptor de células T (TCR) que ndo sé&o
duplicados durante a divisao celular, servindo como um marcador de células recém-
migradas do timo (30). Um estudo realizado por THEWISSEN et al. (33),
comparando pessoas saudaveis, pacientes com AR e individuos com esclerose
multipla, mostrou uma reducdo na quantidade de células TREC+ em pacientes com
AR e em individuos com esclerose multipla. Estes dados indicam que em ambas as
doencas 0s sujeitos apresentam uma involucao timica prematura que ndo condiz
com a idade cronoldgica.

A falha na producdo de novas células T favorece um mecanismo de
autoproliferacdo celular na periferia (33). O estresse replicativo, associado a
proliferacdo homeostatica para manter o compartimento de células T na auséncia da
producgdo timica, contribui para a senescéncia celular. A senescéncia celular, tanto
no envelhecimento natural quanto no envelhecimento precoce do sistema imune, é
fundamentada em trés caracteristicas: (a) trocas funcionais e fenotipicas, (b)
encurtamento dos teldmeros e (c) producdo de grandes quantidades de citocinas
(30, 34). Uma das caracteristicas mais marcantes de trocas fenotipicas € a perda da
expressdo da molécula co-estimulatéria CD28. O CD28 é expresso sobre a
superficie de células CD4+ e CD8+ (35). Tem sido observado que individuos com
AR tém mais células T CD4+CD28- que os individuos saudaveis (33). Embora a
func@o da molécula CD28 seja garantir a ativacdo apropriada das células T, células
T CD4+CD28- retém a habilidade de produzir citocinas (15). Na deficiéncia da
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principal molécula co-estimulatéria, as células ganham capacidades pro-
inflamatorias, funcéo citotoxica além se tornarem resistentes a apoptose (33).

Um dos mais notaveis marcadores de envelhecimento celular é o
encurtamento dos telémeros. Teldbmeros sdo sequencias repetidas de nucleotideos
localizadas na porc¢do terminal dos cromossomos. Apresentam funcéo critica para a
manutenc¢ao da integridade do genoma (29). No entanto, servem como marcadores
da divisdo celular, e ultimamente, senescéncia celular (15). A extencdo dos
teldbmeros € vista como um relégio mitético porque em cada ciclo de divisdo celular
eles erodem progressivamente até que a célula entre em estado de senescéncia
onde sofrera apoptose (15). O encurtamento dos teldbmeros € um reflexo de um
aumento na historia replicativa de linfécitos ou de seus precursores podendo
também ser causado por um defeito na expressao e funcédo da telomerase (27). A
telomerase € uma enzima que atenua o atrito e a erosao dos teldmeros e por tanto,
na sua auséncia as sequéncias teloméricas sdo incompletamente duplicadas (27).
Em individuos saudaveis, os teldbmeros de células T CD4+ e CD8+
progressivamente erodem ate os 65 anos de idade. Em contrapartida, em pacientes
com AR o processo é claramente acelerado e independentemente da idade (29).
Além disto, a erosdo telomérica esta associada, via estresse oxidativo, com a
exposicdo ao tabaco e também com o epitopo compartilhado do gene HLA, que séo
os principais fatores de risco ambiental e genético, respectivamente, do

desenvolvimento da AR (29).

1.2.4 Tratamento da artrite reumatoide

Em poucos anos o tratamento da AR tem sofrido diversas trocas, devido a
agressividade da doenga e o aumento na quantidade de novos agentes terapéuticos
(36). Os farmacos utilizados se distinguem em quatro categorias: drogas anti-
inflamatorias néo esteroidais (AINES), drogas anti-inflamatorias esteroidais, drogas
anti-reumaticas moduladoras da doenca (DMARDS) e agentes biolégicos (37).

Os AINEs na AR amenizam os sintomas da doenca, reduzindo a inflamacao

sinovial (38). Os AINEs tem perdido seu papel histérico como primeira linha de



tratamento devido a sua limitada efetividade, inabilidade de modificar o curso da
doenca a longo prazo além de seus efeitos gastrintestinais e cardiacos (37).

As DMARDs séo farmacos utilizados desde 1980 e acredita-se que sejam um
grupo heterogéneo de agentes farmacoldgicos que tenham uma propriedade anti-
reumatica (36). Estes medicamentos reduzem o inchaco e a dor articular, limitam o
progressivo dano articular e melhoram a fungdo (37). Eles s&o considerados a
terapia farmacologica de primeira linha para o tratamento de AR (39). Dentre os
componentes deste grupo, destaca-se 0 metotrexato que € amplamente e
mundialmente utilizado na terapia da AR. O metotrexato € um dos primeiros agentes
terapéuticos que teve seu efeito protetor da articulacdo documentado (36). Apesar
de o metotrexato apresentar uma linha de protecdo especifica na AR, muitos
individuos respondem insuficientemente ou ndo respondem ao metotrexato como
uma monoterapia, sendo necessario a combinacdo de agentes, onde o farmaco de
escolha € um outro medicamento do grupo DMARDs ou algum medicamento da
classe dos agentes biol6gicos (40).

Os agentes biolégicos sdo uma classe de medicamentos que tem aberto
novos horizontes terapéuticos no tratamento da AR. Dentre os imunobiolégicos,
destaca-se o0s agentes anti-TNF. A descoberta desta nova terapia partiu de um
estudo sobre a funcdo desta citocina pro-inflamatéria na articulagcdo de pacientes
com AR, e verificou-se que, através da sua supressao, este, por sua vez, era capaz
de regular outros mediadores inflamatoérios (16). Com base nisso, surgiu a hipétese
de que a utilizacdo de um antagonista de TNF seria um alvo interessante para o
tratamento da AR (36). A utilizacdo da terapia anti-TNF, em doses apropriadas,
reduz tanto a inflamacéo quanto o dano da articulagao (16).

Os glicocorticoides sdo os representantes dos farmacos anti-inflamatérios
esteroidais que foram introduzidos no tratamento da AR ha mais de 60 anos atras
(41). Os glicocorticoides tem sido comumente usados como potentes drogas anti-
inflamatoérias para o tratamento da AR, asma, lUpus eritematoso sistémico,
leucemias e linfomas (42). Aproximadamente um terco dos pacientes com AR séo
usuarios atuais e dois tercos dos pacientes nunca usaram esteroides (41). Os
sintomas dos pacientes com AR melhoram consideravelmente dentro de poucos
dias (43). No entanto, existem evidéncias em relacdo a seguranca de sua utilizacao.
O uso de glicocorticoides por muito tempo possui varios efeitos adversos que
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b

incluem: resisténcia a insulina, diabetes, doencas cardiovasculares, cataratas,

imunossupressao, depressao maior e prejuizo cognitivo (37, 43).

Prejuizo cognitivo em pacientes com artrite reumatoide

O prejuizo cognitivo e a deméncia sdo condi¢cdes de desabilidade mental que
aumentam comumente com o0 avanco da idade (44). Além do envelhecimento
natural, o uso de glicocorticoides e a presenca de marcadores inflamatorios, ambos
vistos na AR, também sdo contribuintes para o déficit cognitivo.

Os fatores que tem sido relacionado a um declinio cognitivo na populacdo
geral sdo: inflamacao sistémica, doencas cardiovasculares e uso de glicocorticoides,
ambos de particular relevancia para a AR (45, 46). Para pessoas com AR, o
funcionamento cognitivo é essencial para a realizacdo de atividades diarias e para a
aderéncia ao tratamento (47). O estudo conduzido por MELO et al. (48) investigou a
presenca de disturbios cognitivos associados a presenca de AR, entre outras
doencas. Neste estudo, pacientes com AR apresentaram um desempenho reduzido
nos testes que avaliam as esferas cognitivas referentes a apraxia visual-construtiva,
possivelmente relacionada ao comprometimento fisico, motor e cognitivo da doenca.
SHIN et al. (45) explorou a prevaléncia de déficit cognitivo e os fatores associados
com prejuizo cognitivo em 115 pacientes com AR. No entanto, o estudo em questao
revelou que um terco dos pacientes selecionados para o estudo apresentou declinio
cognitivo, e que as caracteristicas clinicas (por exemplo, duracdo da doenca e
severidade) ndo foram associadas com reducdo do desempenho cognitivo. Em
contrapartida, fatores relacionados ao tratamento (por exemplo, uso de
glicocorticoides), e consequéncias significantes do curso da doenca (risco de doenca
cardiovascular) foram associados com prejuizo cognitivo nesta populacao.

No entanto, declinios cognitivos também ocorrem com o avanco da idade
(49). Um estudo com Suecos OCTO e NONAGENARIOS mostrou que individuos
com prejuizo cognitivo e fendtipo de risco imunolégico (caracterizado por uma
relacdo CD4/CD8 menor do que um), tém um elevado risco de mortalidade se
comparado com individuos cognitivamente intactos com ou sem fendtipo de risco
imunoldgico, evidenciando a possivel relacdo entre cognicéo e sistema imunologico

(50). A neurogénese, processo de formagdo de novos neurdnios, ocorre durante
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toda vida adulta e € pré-requisito para certos aspectos da cognicdo (51). Focando
sobre o papel das células T no auxilio para a manutencao da integridade do sistema
nervoso central, ZIV et al. (51), utiizando um modelo experimental com ratos,
demonstrou uma associacdo entre células T, atividade microglial e neurogénese
hipocampal. Neste estudo foi observado que as células T sdo importantes para a
plasticidade cerebral, sugerindo que as células T afetam a neurogénese adulta.
Além disso, o processo de envelhecimento natural e a exposicdo crdnica aos
glicocorticoides sdo associados a uma inflamacdo residual persistente
(inflammaging) (28). De fato, marcadores inflamatorios e a exposicdo crbnica aos
glicocorticoides tém sido amplamente relacionados a prejuizos cognitivos (44, 52-
55). A terapia prolongada com glicocorticoides, amplamente usada na pratica clinica,
€ conhecida por induzir déficit cognitivo (46). O hipocampo, uma regido cerebral que
processa o0 aprendizado e a memoria de curta duracdo, pode ser um alvo para
lesdes bioldgicas e injurias teciduais relacionadas ao envelhecimento (56). Grandes
guantidades de receptores de glicocorticoides (GRs) sdo encontradas nesta area.
(57). Evidéncias suportam que os glicocorticoides ndo tem um efeito especifico em
nenhuma fungdo cognitiva particular, mas eles podem ser relacionados a um
declinio cognitivo geral, contribuindo para déficits de memoria (46, 57). Além da
exposicao aos glicocorticoides, a inflamagcdo pode ser um importante contribuinte
para o declinio cognitivo. Estudos tem focado sobre os marcadores inflamatorios e
desempenho cognitivo (53, 58). Entre os diversos marcadores pro-inflamatorios, os
dois mais frequentemente estudados sdo a PCR e a IL-6 (59). No entanto, um
estudo conduzido por GIMENO et al.(59) evidenciou que a inflamacéo sistémica de
baixo grau € associada com uma reduzida performance cognitiva em dominios
especificos, sendo eles raciocinio indutivo e vocabulario. O aumento de proteina C
reativa de alta sensibilidade no soro tem sido associado a um aumento do risco de
deméncia e doenca de Alzheimer. No entanto, um estudo de acompanhamento
evidenciou que altas concentragdes de PCR prediz 12 anos antes o surgimento de
prejuizo de meméoria (54). Com base nisto, elevados niveis PCR podem ser usados
como biomarcadores para identificar individuos com uma maior probabilidade de
apresentar prejuizo de memoria e eventualmente deméncia. Além disso, a PCR tem
sido associada com prejuizos de aprendizado e memoaria, sugerindo que esta por
sua vez é um possivel desencadeador de deméncia relacionada a doenca de
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Alzheimer (60). Um estudo recente demonstrou a associacdo da PCR com a
producdo da proteina B-amiléide, sendo que a B-amildéide € um componente chave
na formacdo de placas senis que patologicamente caracterizam a doenca. No
entanto, a PCR tem sido encontrada ao redor de proteinas B-amildéide em lesdes
cerebrais de pacientes com doenca de Alzheimer, onde o prejuizo cognitivo e
deméncia sdo caracteristicas bem estabelecidas (58). Além disso, PHILLIPS et al.
(61), utilizando a taxa de sedimentacdo eritrocitaria (TSE) como marcador da
inflamacé&o, mostrou que a habilidade cognitiva é inversamente proporcional a TSE,
por exemplo, menor habilidade cognitiva, maior a TSE. Estes dados suportam que a
inflamacéo é um potencial contribuinte para prejuizos cognitivos.

Neste trabalho, investigamos o estado cognitivo funcional e os niveis de
estresse de pacientes com AR e controles saudaveis. Além disso, exploramos as
relacbes entre a funcdo cognitiva, gravidade da doenca (DAS-28) e subpopulagdes
de linfécitos periféricos.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Correlacionar marcadores imunolégicos com desempenho cognitivo em pacientes

com artrite reumatoide

Objetivos especificos

- Identificar o déficit cognitivo;

- Identificar subtipos linfocitarios associados com a imunossenescéncia;

- Relacionar o déficit cognitivo com tempo de terapia com glicocorticoides;
- Relacionar o déficit cognitivo com marcadores de imunossenescéncia;

- Relacionar déficit cognitivo com marcadores inflamatorios.
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JUSTIFICATIVA

A artrite reumatoide é wuma doenca autoimune associada com o0
envelhecimento, apresenta um perfil inflamatdrio crénico que provoca danos fisicos
e progressivamente incapacitantes. Devido a seu curso cronico, leva a prejuizos
econdmicos significativos para o sistema Unico de saude. Por outro lado, a
capacidade cognitiva dos individuos € indispensavel para a qualidade de vida dos
idosos na medida em que se observa um rapido aumento na expectativa de vida

brasileira.

Estas constatacdes justificam o desenvolvimento e pesquisas que contribuam
para melhor conhecer esta doenca, particularmente, a relacdo entre funcdes
cognitivas, marcadores de imunossenescéncia e tempo de exposicdo aos

glicocorticoides em pacientes com artrite reumatoide.
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Abstract

Purpose: Rheumatoid arthritis (RA) has been associated with premature aging of the immune
system and age-related morbidities, including poor cognitive function. The underlying
mechanisms of cognitive impairment in RA are poorly understood. Here, we explored the
relationships between cognitive function, disease activity and lymphocyte subsets in RA.
Methods: Thirty patients with RA and 19 age-matched healthy controls took part in this
study. Cognitive function (MMSE, logical and working memories), stress and depression
scores were evaluated by structured clinical questionnaires. Lymphocytes were
immunophenotyped by flow cytometry to investigate the following lymphocyte subsets: B
cells, activated T cells, naive/memory T cells, regulatory FoxP3+ T cells, IL-17+ cells, NK
cells and senescence-associated CD28- T cells. Results: Patients with RA were cognitively
impaired compared to controls, as shown by reduced MMSE, logical memory and working
memory scores. The duration of GC use and C-reactive protein levels did not correlate with
cognitive assessments. Patients had increased proportions of regulatory T cells, naive CD4+ T
cells and senescence-associated T cells (CD28-) but lowered percentages of B and memory
CD8+ T cells compared to controls. Early activated T cells (CD3+CD69) and CD8+CD28- T
cells were found negatively associated with cognition. Conclusions: RA patients had poor
cognitive performance as compared to healthy controls. GC and CRP were not correlated with
memory; however expansions of activated and senescence-associated T cells were correlated

with poor memory performance.

Keywords: Rheumatoid arthritis, glucocorticoids, cognitive impairment, inflammation, T

cells
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Introduction

Aging is a strong risk factor for developing RA, and the majority of women are
diagnosed after the menopause. RA has been associated with premature aging of the immune
system and age-related co-morbidities, including poor cognitive function (1-4). The
prevalence rates of cognitive impairment in RA ranged from 30% to 70% (5, 6). However, the
underlying mechanisms of cognitive impairment in RA are poorly understood. Recent studies
have indicated key roles for peripheral lymphocytes in healthy brain functions, including
psychological stress responses (7), spatial learning and memory (8, 9), as well as adult
neurogenesis in rodents (10). The autoreactive CD4+ T cells were especially involved in
cognitive processes and animals deficient in T cells were found cognitively impaired (10).
Individuals with RA are immunocompromised and recent evidence suggests that premature
aging of the immune system (immunosenescence) contributes to the pathogenesis of disease
(11). Important features of accelerated immunosenescence in RA are thymic involution,
increased clonal population of T cells in the periphery, decline in the telomere lengths and
loss of CD28 co-stimulatory receptor (12). The decline in the generation of new T cells by the
thymus has been associated with increased compensatory proliferation in the periphery. As a
result, the telomeres of circulating T cells exhibit accelerated erosion (13). The expansion of
late differentiated CD28- T cells, a hallmark of immunosenescence, was found more
pronounced in CD8+ than CD4+ T cells (14). Clones of these CD28- T cells from patients
with RA are consistently autoreactive (14). It remains to be established to what extent
peripheral lymphocytes are involved with cognitive dysfunction in RA.
Here, we investigated functional cognitive functions and stress levels of patients with RA and
age-matched healthy controls. In addition, we explored the relationships between cognitive

function, disease activity and peripheral lymphocyte subsets.
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Materials and methods

Subjects

Thirty-five patients with RA were recruited from the Rheumatology Unit at Sdo Lucas
Hospital, PUCRS (Porto Alegre, Brazil). The diagnosis of RA was made according to the
criteria of the American College of Rheumatology (15). Five patients were excluded from the
study because they met at least one of the exclusion criteria. Thirty RA patients (50.6 + 13.45
yrs) took part in this study. In addition, 19 age-, sex-, and schooling—matched healthy controls
(49.37 £ 15.23 yrs, 4 men and 15 women) also took part in this study. The exclusion criteria
included: a) infections, b) under nourishment, c) anemia, d) neoplasias, €) HIV and f) HCV.
The study protocol was approved by both scientific and ethics committees of PUCRS (Porto

Alegre, Brazil) and written informed consent was obtained from all participants.

Assessment of cognitive function and stress levels

Exclusion of dementia was determined by the Mini-Mental State Examination
(MMSE) (16), N-Back task (17) and logical memory tests (18). These structured clinical
interviews were applied by a trained investigator. The MMSE scores varied from 0 to 30
points, adjusted for education level. The cutoff point for cognitive impairment was < 13
points for those without schooling and < 18 points for individuals with less than 8 years of
education and < 26 points for those over § years of education. The N-back tasks measure the
accuracy of working memory. The N-back are spoken a series of numbers and asked the
participant which number was spoken N position ago: N=0 (0-back), N=1 (1-back), N=2 (2-
back) and N=3 (3-back). The maximum score per scale is 10, and the sum of all scales is 80
(total N-back). Declarative memory was assessed by logical memory (LM) tests. It consists of
two specific stories told to the individual evoked immediately and 30 min after. Here we used

only the scores of the two stories 30 min after to assess the delay recall. The degree of
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depression levels were investigated by Beck Depression Inventories-I1 (BDI-11)(19). Levels of
stress were checked by the Perceived Stress Scale (PSS). This scale measures the degree to

which individuals perceive situations as stressful during the last month (20).

Collection of peripheral blood and isolation of mononuclear cells

Ten milliliters of peripheral blood was collected by venepuncture in the morning
(between 10 and 12 h) and the samples were stored into EDTA tubes prior to analyses.
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by density gradient centrifugation
for 30 min at 900g. Cells were counted by means of microscopy (100x) and viability always

exceeded 95%, as judge from their ability to excluded Trypan Blue (Sigma).

Immunophenotyping

A large panel of lymphocyte subpopulations was identified by multi-color flow
cytometry in freshly isolated PBMCs. Briefly, PBMCs were washed in flow cytometry buffer
(PBS containing 1% FCS and 0.01% sodium azide) and treated with Fc block solution for 20
min. Cells were stained for 30 min with combinations of the follow monoclonal antibodies:
anti-CD3 FITC and PECy5 (T cells), anti-CD4 PE (Th cells), anti-CD8 PECy5 (Tc cells),
anti-CD19 PE (B cells), anti-CD56 FITC (NK cells), anti-CD28 FITC (late differentiated T
cells), anti-CD45R0O FITC (memory T cells), anti-CD69 FITC (activated cells), anti-CD45RA
FITC (naive T cells) all from BD Biosciences, San Jose, CA, USA. Immediately after
staining, cells were washed resuspended and analyzed by flow cytometry. For intracellular
staining, PBMCs were cultured in a final concentration of 5x10° cell/well in RPMI medium
with 10% FCS, 50ng/ml PMA (Phorbol-ester) and 1ug/ml lonomycin (IONO, all from Sigma
—Aldrich) for 5 hours at 37°C and in 5% CO, atmosphere. Cells were immediately
permeabilized and stained according to the manufacturer’s instructions (Human Th17/Treg

Phenotyping Kit, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). A minimum of 20,000 lymphocytes
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were identified by size (FSC) and granularity (SSC) and acquired with a FACS Canto Il flow
cytometer (BD Biosciences). The instrument has been checked for sensitivity and overall
performance with Cytometer Setup & Tracking beads (BD Biosciences) prior to date
acquisition. Date were analyzed using the Flowjo V10 software (Tree Star Inc., Ashland, Or,

USA).

Statistical Analysis

All variables were tested for homogeneity of variances and normality of distribution by means
of the Levene and Kolmogorov-Smirnov tests, respectively. For continuous variables,
differences between groups were analyzed by Student t-test or Mann-Whitney U test when
appropriate. Statistical interactions between categorical variables were compared by means of
the chi-square (y°) test. Interrelationships between variables were analyzed by Pearson and
Spearman’s correlation tests. Statistical analyses were performed using the Statistical Package
for Social Sciences, SPSS Statistics V.18 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). The

significance level was set at 0=0.05 (two tailed).

Results

Demographic data and clinical characteristics

Demographic and clinical characteristics of the sample are summarized in Table 1.
Both groups were homogeneous regarding age, sex and education. All subjects in both groups
had a score higher than the cutoff points established by the MMSE (adjusted for schooling; t =
-2.13, p < 0.05) (Table 1). All patients were taken different drugs that included disease-
modifying anti-rheumatic drugs (DMARDs; methotrexate, hydroxychloroquine, sulfasalazine,
leflunomide), glucocorticoids (prednisone) and non-steroidal anti-inflammatory drugs

(NSAIDs; ibuprofen and diclofenac). Data about 28-joint disease activity score (DAS28) (21)
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are shown in Table 2. Patients were taking GC on average for 7.01 £ 6.49 yrs (ranging from 0

to 25 yrs).

Cognitive function and psychological distress

A comprehensive analysis of the functional cognitive state was performed in this
study. Patients had a reduced cognitive performance compared to healthy subjects (Table 3).
Patients with RA had impaired evocative memory as shown by reduced scores of the logical
memory tests as compared to controls (t = -4.96, p < 0.0001). In addition, working memory
was significantly impaired as shown by reduced total N-back scores than healthy individuals
(t =-4.53, p <0.0001). Patients with RA were also more depressed than controls (t = 2.35, p
= 0.02). The perception of stressful situations (PSS) during the last month did not differ

between groups (t = -0.74, p > 0.05).

Immunophenotyping

PBMCs were screened for different lymphocyte markers including cell activation,
immunosenescence, as well as regulatory phenotypes (Table 4). B cells (CD3-CD19+) and
memory T cells (CD8+CD45R0O+) were found significantly reduced in RA patients (t = -4.06,
p < 0.0001 and t = -3.04, p = 0.004, respectively). In contrast, increased populations of naive
T cells (CD4+CD45RA+; t = 2.23, p < 0.05), senescence-associated T cells (CD8+CD28- , t =
2.59, p = 0.01 and CD4+CD28-; U = 174.0, p < 0.05), Treg cells (CD4+Foxp3+; t = 2.494, p
= 0.02) were observed in patients as compared to controls. The CD4/CD8 ratio did not differ

between patients as compared to controls (2.31 + 0.89 vs. 2.02 £ 0.65, respectively), p = 0.22.

Clinical correlates of cognition and lymphocyte subsets

We first sought to investigate potential clinical correlates of cognitive functions.

However, zero-order analyses revealed no significant correlations between CRP levels,
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DAS28 and cognitive variables (data not shown). Only duration of disease correlated
negatively with total scores of logical memory (r = -0.45, p = 0.01) and approached a
significant correlation with total N-back scores (r = -0.30, p = 0.10). The duration of GC use

also correlated negatively with the PSS scores (r = -0.41, p = 0.02).

Correlation analyses indicated age-related influences on CD3+CD8+ T cells (r = -0.46,
p = 0.001), NK cells (CD3-CD56+; r = 0.393, p = 0.006), naive T cells (CD8+CD45RA+; r =
-0.357, p = 0.01) and Th17 cells (CD4+IL-17+; r = 0.473, p < 0.05). Furthermore, the
duration of GC use correlated positively with Treg cells (CD4+Foxp3+; r = 0.59, p < 0.05).
To further investigate the associations of disease activity with cell subsets, two subgroups of
patients were created (less and more severe) accordingly to a median split of DAS28. Patients
with more severe symptomatology (i.e. DAS28 >= 3.09) had more memory T cells
(CD8+CD45RO+; t = -2.532, p = 0.02), NK T cells (CD3+CD56+; t = -2.395, p = 0.02) and
Th17+ cells (CD4+IL17+; U = 5.000, p < 0.05) compared with the group less severe

(Figure 1).

Relationships between cognition and lymphocyte subsets

We also sought to investigate the relationships between cognitive performance and
lymphocyte subsets. The logical memory was found positively correlated with memory T
cells (CD8+CD45R0O+; r = 0.37, p = 0.01) and B cells (CD3-CD19+; rs = 0.31, p < 0.05). In
addition, a strong negative correlation was found between 0-back and activated T cells
(CD3+CD69+; r =-0.92, p < 0.0001) as well as moderate negative correlation between the N-
back total and the percentage of CD8+CD28- T cells (r = -0.43, p = 0.004). To get a better
insight into these relationships, the RA patients were classified into two subgroups

accordingly the median split of total N-back scores (median = 38). Patients with worse
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working memory had more CD8+CD28- T cells than patients with better working memory

(20.02 £ 7.85 vs. 13.71 £ 5.96, U = 40.50, p < 0.05, respectively).

Discussion

To the best of our knowledge, this is the first work reporting the complex relationships
between cognition, disease activity and peripheral lymphocyte subsets in RA. A
comprehensive analysis of cognitive performance (declarative and working memory)
indicated patients with more pronounced cognitive impairments. Furthermore, data provided
here suggest interesting novel relationships between cognition and T-cell subsets.

Data presented here further suggest that patients with RA have poor cognitive
performance, concurring previous studies (1-4). It has recently been shown that patients with
RA had reduced performance in tests assessing the cognitive spheres of visual-constructional
apraxia (1). In addition, individuals with RA had cognitive impairments in domains associated
with executive function, visual-spatial learning/memory and verbal learning/memory (2).
Several mechanisms are potentially involved with cognitive dysfunction in RA, including the
chronic inflammatory condition per se as well as long-term GC use. Glucocorticoids have
been linked with cognitive impairment (22-24) and glucocorticoid receptors (GRs) are
particularly involved in consolidation and retention of learned information (25). Persistent
inflammation may also contribute to cognitive decline (26, 27) and systemic inflammation has
also been observed to increase with advancing age in humans (inflammaging) (26). Indeed,
some studies have previously demonstrated the presence of low—grade inflammation and
reduced cognitive performance (26, 28-30). Komulainen et al. (28), in a follow-up study with
elderly women, found that elevated serum concentrations of high-sensitivity CRP can predict
an increased risk for memory impairment and eventually dementia. In our study, we did not

observe a relationship between CRP levels, duration of exposure to GC and memory deficits.
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This may be due to possible differences in the dosage of GC taken by individuals with RA
and also due to low CRP levels reported. Other dimensions of cognition may be better
correlated with disease activity in RA.

RA has been associated with premature immunosenescence. In accordance, we
observed several age-related changes in peripheral lymphocyte subsets in RA including a
significant drop in B cells (-41%) as well as expansion in Tregs (73%), CD4+CD28- T cells
(81%) and CD8+CD28- T cells (38%). The loss of expression of the CD28 molecule is a
major phenotypic T-cell change during healthy aging as well as during multiple sclerosis,
bipolar disorder and RA (12, 14, 31, 32). The loss of CD28 expression occurs in both CD4+
and CD8+ T cells but is more common in CD8+ T cells (11). The CD28- T cells have reached
the late-differentiated stage (senescent) and are highly anergic and resistant to apoptosis (33).
CD4+CD28- T cells also express NK-cell surface receptors (KIRs) which provide the ability
to produce large amounts of cytokines, favoring the development of RA (33). Regulatory T
cells (Tregs) have been extensively studied in chronic inflammatory diseases as they can
shutdown effector adaptive immune responses including autoreactive immune cells (34). Our
data also concur to previous studies reporting increased expansions of Tregs in RA. Cao et al.
(35) showed that patients with RA had more regulatory T cells (CD25°"9"CD4+) in the
synovial fluid when compared with peripheral blood lymphocytes. Although these cells were
found increased in RA patients, it is believed that Tregs have their functions impaired. The
underlying mechanism is not fully understood, but it has been observed that pro-inflammatory
cytokines (e.g. TNF-o) can impair the suppressive function of Tregs (36).

Peripheral lymphocyte subsets, in particular T cells, have been implicated with
cognitive functions. Experimental models have indicated key roles for peripheral lymphocytes
in healthy brain functions, including cognition (8, 9, 37). T cells are rarely detected in the

brain parenchyma, however are rather found in the ‘boundaries’ of the brain, in meningeal
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structures bathed by cerebrospinal fluid (CSF) (38). The CSF of healthy individuals contains
large amounts of memory T cells (CD45R0+) (39). In accordance, we reported a positive
relationship between cognitive performance and CD8+CD45RO+ T cells. Animals deficient
in T cells are cognitively impaired, and re-population with T cells from wild-type donors can
reverse this defect (8). These studies suggest the importance of the integrity of the peripheral
adaptive immune system in participating of cognitive functions. In addition, changes in
lymphocyte subsets have been observed in patients with mild cognitive impairment (MCI)
and Alzheimer’s disease (AD). Patients with MCI or AD showed lower percentages of B cells
(40, 41) but increased expansions of late-differentiated T cells (CD28-), especially in CD4+
cells (42-44). These data are in line with findings reported here in RA and give further support
to the role of peripheral lymphocytes in human cognition. However, it remains to be
established whether these changes are correlates of the chronic inflammatory condition or
medication.

Some peripheral T-cell subsets have been recently studied in RA and were implicated
in physical damage and disease progression. Here, we observed increased expansions of NKT
(CD3+CD56+), memory CD8+ T cells and Th17 associated with clinical severity. Of special
note, Th17 cells have an inflammatory role and it is characterized by the ability to produce
large amounts of cytokines such as IL-17 and IL-22 (45). In accordance to previous work
(46), no differences in the frequency of circulating Th17 cells were observed in RA compared
with healthy controls. More recently, another study reported increased peripheral Th17 cells
in RA as compared with osteoarthritis (47). All studies, including ours, observed an increase
in the frequency of Th17 cells in individuals with more severe RA than individuals with less
severe form. Interestingly, patients with AD had also increased activity of peripheral Th17
cells (44). Memory T cells (CD8+CD45R0+) have been correlated with levels of IgM

rheumatoid factor. The presence of rheumatoid factor provides evidence of a more aggressive
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disease development. NKT is a T-cell subset expressing some NK cell markers that can react
with self and microbial ligands, leading to activation of B cells. These cells may be thus
involved in the aggravation of the disease. However, new studies are needed to better
characterize the functional activities of these cells in the synovium.

In conclusion, our data give further support to the hypothesis of accelerated aging in
RA. Patients with RA had major cognitive dysfunctions and alterations in certain lymphocyte
subsets commonly found in healthy immunosenescence. Furthermore, expansions of activated

and senescence-associated T cells were correlated with poor memory performance.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Lymphocyte subsets accordingly to disease severity. Figures (A-C) show that
individuals with more severe RA have higher percentages of CD8+CD45R0O+ cells (A),
CD3+CD56+ cells (B) and CD4+IL-17+ cells (C). Data were analyzed by Mann Whitney and

Student t tests. * p < 0.05.
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Tablel. Characteristics of the studied populations.

RA Healthy P-value
(n=30) controls
(n=19)

Age, years (mean = SD) 50.6 £ 13.45 49.37 + 15.23 0.78
Males/females 5/25 4/15 0.70
BMI (mean £ SD) 26.07 £4.78 25.92 + 3.68 0.91
Schooling, years (mean = SD) 6.83 £ 3.80 8.37 £ 4.64 0.21
MMSE 25.7+2.8 27.3+2.1 0.03*
RA duration, years (mean £ SD) 13.86 £ 9.84 - -
Serum CRP (mg/L) 14+16 - -
No. RF positive (n) 28 - -
Morning stiffness (n) 8 - -
Swollen joints (mean + SD) 2429 - -
Painful joints (mean + SD) 3151 - -
Treatment
DMARDs, n (%) 30 (100) - -
NSAIDs, n (%) 5(16.7) - -
Glucocorticoids, n (%) 26 (86.7) - -

Data shown as mean + standard deviation (SD). Abbreviations: body mass index (BMI);
Mini-Mental State Examination (MMSE); rheumatoid arthritis (RA); C-reactive protein
(CRP); rheumatoid factor (RF); disease-modifying anti-rheumatic drugs (DMARDS); non-

steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs). Data analyzed by Student t test.
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Table 2. Assessment of disease activity.

DAS28 RA, n (%)
< 2.6, remission 12 (40.0)
2.7-3.2, low 6 (20.0)
3.3 - 5.1, moderate 11 (36.7)
>5.2, high 1(3.3)

Abbreviations: disease activity scores (DAS); rheumatoid arthritis (RA).
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Table 3. Assessment of cognitive performance and psychological distress.

Scores RA Healthy controls P-value
LM 1 5.3£2.6 9.0£3.1 0.0001***
LM 2 3.3+2.7 6.9+2.8 0.0001***
LM total 8.6+4.5 15.945.3 0.0001***
0-back 9.940.2 9.84+0.3 0.27
0-back 9.9+0.5 9.9+0.5 0.91
1-back 5.8+3.2 8.1+2.2 0.01*
1-back 5.5+3.7 8.7+1.8 0.0001***
2-back 2.1+1.6 49+1.8 0.0001***
2-back 2.2+1.9 4.942.8 0.0001***
3-back 1.7£1.6 3.5+1.6 0.001*
3-back 1.7£1.7 2.9+2.0 0.03*
Total N-back 38.7+11.1 52.848.3 0.0001***
BDI-II 16.1 +11.09 9.0+7.39 0.02*

PSS 21.27 +10.51 21.70 + 8.96 0.88

Data shown as mean * standard deviation (SD). Abbreviations: rheumatoid arthritis (RA);
logic memory (LM); Beck Depression Inventories (BDI); perceived stress scale (PSS). Data
analyzed by Student t test. * p < 0.05, *** p < 0.000.
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Table 4. Immunophenotyping of lymphocyte subsets.

Markers RA Healthy controls P-value
CD3+CD4+ 48.22 +9.94 42,28 +11.84 0.07
CD3+CD8+ 22.86 + 6.65 21.91+6.73 0.63
CD3-CD19+ 6.05+3.16 10.29 + 3.92 0.0001***
CD3+CD56+ 6.35+5.19 454 +£2.75 0.18
CD3-CD56+ 13.40 £ 7.47 10.21 £ 5.65 0.13
CD4+CD45RA+ 20.77 £9.74 1475 £ 7.81 0.03*
CD8+CD45RA+ 18.96 + 5.87 17.34 £4.78 0.33
CD4+CD45R0O+ 25.25 +£9.68 29.42 £ 8.41 0.13
CD8+CD45R0O+ 7.51 £ 3.66 10.96 £ 4.03 0.004*
CD4+CD28+ 42.48 + 10.76 39.59 +11.01 0.38
CD8+CD28+ 11.78 £ 4.47 14.26 £5.14 0.09
CD4+CD28- 6.86 £ 6.18 3.79 £ 3.47 0.04*
CD8+CD28- 16.99 + 7.58 12.32 +4.28 0.01*
CD3+CD69+ 2.18+1.35 2.50 +4.08 0.75
CDA4+IL17+ 142 +0.74 1.75+1.50 0.51
CD4+Foxp3+ 2.22+£0.83 1.28 +0.83 0.02*

Data shown as mean + standard deviation (SD). Statistical significant differences are
indicated by Student t tests: * p <0.05, *** p < 0.0001.
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FIGURE 1.

A

CD8+CD45RO+

CD4+IL-17+

15+

104

54

2.5

2.0

1.54

1.04

L}
Less severe

More severe

0.0

T
Less severe

More severe

CD3+CD56+

15+

10+

54

L
Less severe

More severe

35



3. CAPITULO 3
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3.1. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados nessa dissertacdo apoiam a hipotese de um
envelhecimento acelerado na AR. Verificamos um prejuizo cognitivo acentuado e
varias alteracbes em subtipos linfocitarios que sugerem uma imunossenescéncia
acelerada.

Embora existam estudos prévios que identificaram disfun¢gdes cognitivas em
pacientes com AR, esse é o primeiro trabalho que verificou relacdes entre o sistema
imunolégico e a cognicdo. O prejuizo cognitivo foi evidenciado pela aplicacdo de
questionarios especificos. Estes questionarios nos forneceram escores de avaliacdo
do desempenho cognitivo geral e exclusdo da presenca de deméncia (mini exame
do estado mental; MMSE) e dois diferentes tipos de memaoria, memdria de trabalho
(tarefa N-back) e memoria declarativa (memoaria logica). Além disso, n6s pudemos
constatar a presenca de uma correlacdo positiva entre células T de memoria
(CD8+CD45R0O+) e células B (CD3-CD19+) com performance cognitiva. Estudos
experimentais com roedores tem demostrado os efeitos benéficos do sistema imune
sobre o sistema nervoso central (SNC). No entanto, em condicdes fisiolégicas, as
células T sao raramente detectadas no parénquima cerebral, e acredita-se que as
células T estejam localizadas nos ‘limites cerebrais’ (leptomeninges, plexo coroide e
espaco perivascular) banhados pelo fluido cérebro-espinhal (FCS). Estudos tem
mostrado que o fluido cérebro-espinhal apresenta grandes quantidades de células T
de memoria central (CD45R0O+). Como mencionado anteriormente, em nosso estudo
pudemos observar que individuos com maiores porcentagens de células CD45RO+
apresentam um melhor desempenho de meméria do que individuos com
porcentagens inferiores. Além disso, evidéncias suportam que as células T,
principalmente células T autoreativas a um antigeno do SNC, sdo importantes para a
plasticidade cerebral adulta, auxiliando no processo da neurogénese. Por outra via,
estudos tem focado sobre o sistema imune de pessoas com comprometimento
cognitivo leve e doenca de Alzheimer, cujo comprometimento cognitivo e deméncia
sdo caracteristicas bem estabelecidas. No entanto, em ambas as patologias o0s
individuos apresentam baixas porcentagens de células B e expansdo de células

diferenciadas tardiamente (CD28-), especialmente em células CD4+. Estes dados
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corroboram com 0s encontros reportados aqui na AR e fornecem indicios da
participacdo dos linfécitos periféricos na cogni¢cdo humana.

Embora alguns estudos tenham relacionado a exposi¢cdo aos glicocorticoides
e niveis de proteina C reativa com um mau funcionamento cognitivo, neste trabalho
ndo foram observadas tais rela¢des. Especula-se que os pacientes com progndéstico
mais severo, e/ou uso mais intenso de glicocorticoides, possam replicar mais
claramente essas relacfes. Além disso, individuos acometidos pela doenca em
qguestdo, apresentaram um grau de depressdo mais elevado do que controles
saudaveis. Por outra via, ambos os grupos nédo tiveram diferencas em relacdo a
percepcao do estresse psicossocial nos 30 dias antecessores a entrevista.

AR é caracterizada por imunossenescéncia prematura. Com base nisso,
alteracdes quantitativas e fenotipicas podem ser observadas nas subpopulacédo de
células imunolodgicas periféricas. Neste estudo, verificamos a presenca de subtipos
linfocitarios que caracterizam o processo de imunossenescéncia. Sendo assim,
pudemos confirmar que pessoas com AR apresentam uma expansdo na populacéo
de células T regulatérias senescentes (CD4+CD28-, CD8+CD28-) e células Treg
(CD4+Foxp3+). No entanto, um aumento na populacdo de células Treg deveria ser
um bom progndéstico para os pacientes com AR, visto a capacidade que estas
células em suprimir células imunes autorreativas, se ndo fosse a agéo de citocinas
gue atenuam a capacidade supressora das células T reg. Além disso, identificamos
um aumento na populacdo de células de memoadria (CD8+CD45R0O+), células NKT
(CD3+CD56+) e células Thl7 no grupo de pacientes com AR mais severa se
comparado com o0 grupo menos severa. Indicando uma possivel ligagdo entre
severidade clinica e os respectivos subtipos linfocitarios citados acima.

A partir da identificagdo de prejuizo cognitivo e alteracbes linfocitarias,
partimos para investigar a associacao entre sistema imune e cogni¢cdo. No entanto,
observamos que subtipos linfocitarios, especificamente células de memoria
(CD8+CD45R0+) e células B (CD3-CD19+) se correlacionaram positivamente com o
teste de memoria légica. Por outra via, os linfécitos T ativados apresentaram uma
correlagao negativa com o teste N-back.

Concluindo, levando em consideracédo o exposto, os achados deste trabalho
corroboram com estudos anteriores que observaram prejuizo cognitivo em pacientes

com AR. Além disso, nosso estudo fornece indicios da relacdo entre subtipos de
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células imunolégicas e cognicdo. No entanto, mais estudos a respeito desta relacao
deveriam ser realizados com o objetivo de verificar se as células imunes influenciam
a cognicdo ou se a cognicdo influencia as células imunes. O desenho experimental
deste estudo ndo permitiu responder esta questdo, mas desperta para a

necessidade de explorar melhor estas relagoes.
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