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Resumo

A doença de Alzheimer (DA) é uma das formas mais comuns de demência, sendo ela uma
patologia neurodegenerativa que acomete pessoas idosas de maneira irreversível. O diag-
nóstico precoce possibilitaria a realização de tratamentos que apresentassem melhores
resultados sobre a redução da severidade dos sintomas. Entretanto, isto é um grande
problema, pois os métodos já consolidados de diagnóstico são invasivos, como a análise
do líquido cefalorraquidiano e a biópsia do cérebro. Este estudo buscou analisar biomar-
cadores sanguíneos capazes de identificar a DA ainda em seu estágio inicial. Realizou-se
uma revisão integrativa da literatura mediante busca de artigos indexados nas plataformas
eletrônicas de dados PubMed e SciELO com o descritor em inglês e português "Biomarker,

blood, alzheimer": Foram analisados artigos de 2013 a 2019, onde os principais tipos de
biomarcadores foram os que realizaram a análise de proteínas específicas, microRNAs e
autoanticorpos, proporcionando assim bons resultados não só no diagnóstico como tam-
bém no custo benefício, pois a eles confere a diferenciação das demais patologias para o
estado inicial da doença de Alzheimer. Conclui-se que apesar dos resultados obtidos
terem sido positivos, ainda são necessários mais estudos a fim de aumentar a sensibilida-
de e especificidade na diferenciação da DA de outros tipos de demência.

Palavras-chave

Doença de Alzheimer; biomarcadores; sangue

INTRODUÇÃO

A doença de Alzheimer (DA) é considerada uma de-

mência neurodegenerativa, e sua principal característica é o

acúmulo de placas amiloides extraneurais, além de emara-

nhados neurofibrilares intraneurais localizados em regiões

do cérebro como o lobo temporal; os acúmulos dessas pla-

cas já estão descritos por cooperarem para um declínio

cognitivo progressivo.(1,2) No início da patologia, o paciente

apresenta um comprometimento da memória episódica, e

com a evolução da mesma ocorre uma irregularidade da

memória semântica, seguida de prejuízos em habilidades

visuoespaciais e funções executivas.(3)

O declínio cognitivo da memória em pacientes porta-

dores da doença de Alzheimer pode ser apontado como

um elemento de extrema importância para o diagnóstico

diferencial entre o envelhecimento normal e o patológico.(4)

A DA é a forma mais comum de demência, sendo uma das

quatro primeiras causas mais frequentes de morte em pa-

íses desenvolvidos. A doença de Alzheimer é tida como tar-

dia e identificada pelos seus sintomas, que iniciam a partir

dos 65 anos de idade ou mais, tendo uma correspondên-

cia de 95% dos casos já registrados.(5)

O envelhecimento da população em decorrência do

aumento da expectativa de vida é um fenômeno mundial,

que apresenta consequência direta no sistema de saúde

pública, tendo como uma das principais consequências do

aumento desta parcela da população o crescimento da

prevalência de demências, especialmente da DA.(6) Dessa

maneira, é de extrema importância a identificação de indi-

víduos que apresentem potenciais riscos de desenvolver

demência. Apesar de gerar discussões, o diagnóstico pre-

coce das demências possibilita uma possível intervenção

terapêutica, melhorando dessa forma não só a vida do por-

tador como também dos familiares, por meio, por exem-

plo, da redução de riscos de acidente, prolongando auto-
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nomia e, em alguns casos, retardando o início do processo

demencial.(7)

Desta forma, o presente estudo reconhece a neces-

sidade de uma revisão sobre o tema para avaliar e identifi-

car diferentes técnicas que utilizem biomarcadores sanguí-

neos para o diagnóstico da doença de Alzheimer, com a

finalidade de estabelecer precocemente o diagnóstico uti-

lizando-se de métodos menos invasivos.

MATERIAL E MÉTODOS

Foi realizada uma pesquisa bibliográfica do tipo

integrativa, norteada pela seguinte questão: "existem

biomarcadores sanguíneos viáveis para diagnóstico da do-

ença de Alzheimer?" O estudo tem um caráter retrospecti-

vo e temporal, devido ao levantamento de dados ter sido

realizado no mês de agosto de 2019 e ser referente aos

anos de 2013 a 2019. A pesquisa foi efetivada a partir das

bases de dados PubMed e SciELO, utilizando os descrito-

res: "Biomarcadores, Sangue, Diagnóstico e Alzheimer",

em português e em inglês combinados da seguinte forma:

"blood-based biomarkers, alzheimer's, disease". A busca

e a seleção dos artigos incluídos nesta revisão foram reali-

zadas por três revisores de forma independente, com a par-

ticipação do quarto e quinto revisor quando não houve con-

senso.

Os critérios de inclusão adotados incluíram os seguin-

tes parâmetros: artigos que avaliaram os biomarcadores

sanguíneos na doença de Alzheimer e/ou em estudos

comparativos de declínio cognitivo com Alzheimer, artigos

publicados nos anos de 2013 a 2019, artigos do tipo estu-

do clínico e escritos em português ou inglês. Já os critérios

de exclusão incluíram: artigos que utilizaram os biomar-

cadores sanguíneos somente em pacientes com declínio

cognitivo; artigos publicados há mais de sete anos; artigos

em outras línguas; artigos que abordavam biomarcadores

em outros fluídos corporais, material obtido através de au-

tópsia dos pacientes; artigos que avaliaram biomarcadores

somente com técnicas de diagnóstico por imagem, artigos

com número amostral de pacientes com DA menor que dez

e artigos do tipo revisão, relato de caso e carta ao editor.

RESULTADOS

A pesquisa resultou em um total de 186 artigos utili-

zando os descritores "Blood-based biomarker's Alzheimer's

disease", com uso do filtro para ensaio clínico e artigos

dos últimos sete anos, na base de dados PubMed. Contu-

do, na base de dados SciELO, utilizando-se dos mesmos

descritores, não resultou em nenhum artigo encontrado.

Dos 186 artigos, 161 foram excluídos por não se en-

quadrarem nos critérios pré-estabelecidos. Desta forma,

foram selecionados 25 que se encontravam dentro dos cri-

térios de inclusão estabelecidos. Os artigos foram então clas-

sificados com base no método dos testes nas seguintes

categorias: imunoensaios, com 13 artigos (52%); diagnósti-

co molecular, com oito artigos (32%), diagnóstico molecular

e imunoensaios associados com um artigo (4%); e outros

métodos com apenas três artigos (12%). No Quadro 1 os

dados encontram-se resumidos para melhor visualização.

  Quadro 1 - Relação dos artigos utilizados no estudo com base nos critérios de inclusão (1ª Parte)

  Categoria Autor (ano) Biomarcador Métodos

Número de

pacientes
com DA

Principais Resultados

 1. Imunoensaio Burnham et al.

2016(9)

Beta amiloide neocortical

(NAB)

Imunoensaios -

Luminex

74 Indivíduos com NAB elevado tiveram taxas

mais rápidas de declínio da memória

Williams et al.

2017(10)

Formas oligoméricas de

β-amiloide (Aβ), tau e

TDP-43

ELISA

ultrassensível

11 Correlação negativa com os níveis de

TDP-43 e positivas com os níveis

oligoméricos de Aβ, indicando um aumento
nos processos neurodegenerativos com o

tempo na DA

Neergaard et al.

2018(11)

Tau-A e Tau-C ELISA 232 Altos níveis de Tau-A e Tau- C (acima da

mediana) no sangue foram associados a

menor risco de demência e DA.

Nakamura et al.

2018(12)

APP 669-711 / amiloide-β

(Aβ) 1-42 e Aβ 1-40 /

Aβ 1-42

Imunoprecipitação 29 Os biomarcadores em conjunto mostraram

sensibilidade de 96,7%, especificidade de

81,0% e precisão de 90,2%.

Palmqvist et al.

2019(13)

Aβ42, Aβ40, NFL,

neurofilamento de cadeia
pesada (NFH) e apoE

Imunoensaios

Elecsys

64 Aβ42 e Aβ40 tiveram um AUC de 0,80

(IC 95%, 0,77-0,83). Ao adicionar APOE,
a AUC aumentou significativamente para

0,85 (IC 95%, 0,82-0,88).

Wang et al.

2017(14)

Oligómeros da proteína

beta amiloides (Aβ)

ELISA - MDS

(Sistema de

Detecção

multímero)

24 A sensibilidade e especificidade da

detecção de oligômeros Aβ plasmáticos

pela MDS da DA em relação aos controles

normais foram de 78,3% e 86,5%,

respectivamente.
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  Quadro 1 - Relação dos artigos utilizados no estudo com base nos critérios de inclusão (2ª Parte)

  Categoria Autor (ano) Biomarcador Métodos
Número de
pacientes
com DA

Principais Resultados

  1. Imunoensaio Tatebe et al,
2017(15)

p-tau181 Imunoensaio 20 Os níveis plasmáticos de p-tau181 foram
significativamente maiores nos pacientes
com DA do que naqueles nos controles.

Mohd Hasni et al.
2017(16)

CXCL -1, IFN-γ, IL -1β,
IL -6, IL -10, IL -12,
IL -13, IL -8, CXCL -10,
MCP-1 e MIP -1α

Imunoensaio -
multiplex/
Masterlex

39 CXCL-10 e IL-13 mostraram um alto nível
de precisão diagnóstica, sensibilidade e
especificidade de 100%

Uchida et al.
2015(17)

C3, C4, TTR, apoE,
apoA1 e MIP-4.

Imunoensaios -
multiplex

48 TTR e apoA1 diminuíram gradualmente
durante a progressão do declínio cognitivo
CCL e DA. C3 diminuiu durante os
estágios iniciais do declínio cognitivo.

Villarreal et al.
2016(18)

FABP, B2M, PPY, CA-125,
PCR, sVCAM, THPO,
A2M, TNF-γ, TN-C, IL-5,
IL-6, IL-7, IL-10, IL- 18, I309,
FVII, TARC, SAA, sICAM,
eotaxina 3, adinoponectina,
IL-1 e MIP-1

Biomarcador
multiplex - Meso
Scale Discovery

28 Níveis mais baixos de IL-18 e níveis mais
elevados de I309 foram encontrados em
pacientes com DA.

Wiest et al.
2019(19)

acetilcolina α7 (nAChR α7)
e caveolin-1 (CAV-1)

Western blot 40 A expressão relativa de nAChRα7 e
CAV-1 foi significativamente maior nas
plaquetas DA do que no controle saudável.

Perrotte et al.
2019(20)

ApoD e ApoJ Immunoblot 74 Os níveis de ApoJ (clusterina) foram
mais altos significativamente em DA em
comparação ao grupo saudável com
AUC de 0,8804. Já ApoD não apresentou
diferença entre os grupos.

Corlier et al.
2015(21)

Endossomas aumentados
em células mononucleares

Imunocitoquímica e
microscopia
confocal.

48 A porcentagem de células contendo
endossomas aumentados foi
significativamente maior no grupo DA
em comparação com os controles.

Mattsson et al.
2017(22)

NFL ELISA
ultrassensível

180 NFL plasmático elevado correlacionou-se
com a cognição deficiente, atrofia
relacionada à DA e com hipometabolismo
cerebral.

  2. Diagnóstico
  molecular

Yilmaz et al.
2016(8)

hsa-miR-9-5p, hsa-miR-29a-
3p, hsa-miR-106a-5p, hsa -
miR-106b-5p, hsa-miR-107,
hsa-miR-125a-3p e
hsa-miR-125b-5p

PCR em tempo
real

172 Redução na expressão de hsa-miR-106a-
5p com especificidade de 93% e
sensibilidade de 68% em relação à
suscetibilidade à DA

DeMarshall et al.
2016(23)

Painel de autoanticorpos Microarrays 50 50 autoanticorpos com sensibilidade e
especificidade de 100,0%.

Fotuhi et al.
2019(24)

lncRNA do BACE1-AS PCR em tempo
real

45 Não foram observadas diferenças
significativas entre os níveis de
BACE1-AS nos pacientes com DA e
nos controles.

Sim et al.
2019(25)

Isotipos IgM e IgG Microarrays 19 A combinação de cinco isotipos principais
peptídeos mostrou altos valores de AUC
para IgM regulada (0,945), IgG regulada
(0,892), IgG regulada (0,862) e IgM
regulada (0,961).

Wang et al.
2019(27)

miR-103 e miR-107 PCR em tempo
real

120 O miR-103 foi menor nos pacientes com
DA em comparação aos controles
saudáveis (P<0,001) com sensibilidade
de 80% e a especificidade de 84,2%, já
o miR-107 apresentou sensibilidade de
77,5% e a especificidade de 59,2%.

Keller et al.
2016(28)

508 miRNAs NGS 103 146 miRNAs desregulados a um nível de
significância de 0,05. Com 68 miRNAs, a
sobreposição foi significativa (P=0,0003).
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Todos os artigos selecionados são do tipo estudo clí-

nico, sendo, destes, 12% publicados em 2015, 24% em

2016, 24% em 2017, 12% em 2018 e 28% em 2019. A

maioria dos estudos utilizou proteínas como biomarcadores

sanguíneos, já os demais utilizaram o ácido ribonucleico –

RNA, endossoma, marcadores relacionados ao estresse

oxidativo e anticorpos.

Na avaliação dos estudos, observamos que todas as

técnicas utilizadas se mostraram relevantes para uso no

diagnóstico de DA e na diferenciação de outras patologias

neurodegenerativas. Entretanto, nem todos os artigos atri-

buíram a especificidade e sensibilidade dos biomarcadores

utilizados.

DISCUSSÃO

Os métodos de diagnósticos de DA utilizados atual-

mente na prática clínica apresentam baixa especificidade

ou alto custo financeiro, o que dificulta o diagnóstico pre-

coce e diferencial em relação a outras patologias neuroló-

gicas. Desta forma, avaliar e/ou validar possíveis biomar-

cadores sanguíneos para o diagnóstico da doença de

Alzheimer, utilizando como base proteínas, microRNA ou

autoanticorpos, pode proporcionar um excelente custo be-

nefício.(8) Neste artigo foram feitas considerações clínico-

laboratoriais sobre a viabilidade dos biomarcadores rela-

cionados ao sangue e métodos diagnósticos nas seções

seguintes do presente artigo.

Categoria 1: Imunoensaios

Burnham et al.(9) avaliaram o perfil proteico do sangue

em indivíduos que já apresentavam identificação para alta

ou baixa carga beta-amiloide neocortical, com objetivo de

quantificar esses marcadores por um período correspon-

dente a 54 meses para facilitar a identificação de progres-

são para a DA. Para isso foi necessário gerar o perfil san-

guíneo de um total de 585 pessoas saudáveis, para o con-

trole, com a participação de 74 pacientes com comprome-

timento cognitivo leve. Esse perfil não apenas forneceu uma

aproximação do aumento da carga beta-amiloide neocorti-

cal (NAB) como se associou a um declínio cognitivo e pro-

vável progressão da doença. Além disso, os autores tam-

bém identificaram indivíduos com riscos de progressão da

  Quadro 1 - Relação dos artigos utilizados no estudo com base nos critérios de inclusão (3ª parte)

  Categoria Autor (ano) Biomarcador Métodos

Número de

pacientes

com DA

Principais Resultados

  2. Diagnóstico

  molecular

Guo et al.

2017(29)

hsa-miR-26a-5p, hsa-miR-

181c-3p, hsa-miR-126-5p,

hsa-miR-22-3p, hsa-miR-
148b-5p, hsa-miR-106b-3p,

hsa-miR-6119-5p, hsa-miR-

1246 e hsa-miR-660-5p

NSG 19 Entre os 9 miRNAs, o hsa-miR-22-3p

apresenta a melhor sensibilidade (81,8%)

e especificidade (70,9%).

Wiest et al.
2019(19)

miR-26b, miR-199a,
miR-335

PCR em tempo
real

40 Não foram observadas diferenças para
a expressão de miR-26b, miR-199a

e miR-335 em relação aos controles

saudáveis.

Yang et al.

2019(30)

miR-135a, - 193b e - 384 PCR em tempo

real

107 Expressão de miR-135a, -193b e -384

exossômicos no soro apresentaram

diferença significativa entre os pacientes

com DA e controles saudáveis.

Long et al.

2016(31)

ECH1, NHLRC2, HOXB7,

FN1, ERBB2 e SLC6A13

Support Vector

Machine Forward

Selection (SVMFS)

173 Sensibilidade promissora (> 87%),

especificidade (> 91%) e precisão

 (> 89%)

Várady et al.

2015(32)

GLUT1 (SLC2A1), ABCA1,

ABCB6, ABCG2, INSR e
PMCA4b

Citometria de fluxo 40 Expressão significativamente maior do

transportador de GLUT1 e do receptor
de insulina (INSR).

Zuliani et al.

2018(33)

Hidroperóxidos, ácido

úrico, RAP, TH,
homocisteína,FeOx total,

AOPP, paraoxonase e

arilesterase.

Espectrofotometria 90 O modelo multivariado produziu uma

área sob a curva (AUC) de 0,808 para a
discriminação entre pacientes controles

e DA tardia, com especificidade e

sensibilidade de 64% e 79%,

respectivamente.

  Siglas: Doença de Alzheimer (DA); transactive response (TAR) DNA binding protein (TDP-43); Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA); neurofilamentos l

  leves (NFL) proteína Tau (p-tau); interleucina (IL); Interferon-gama (IFN-γ); proteína quimiotática de monócitos (MCP-1); macrófagos-1alfa (MIP-1α); complemento

  C3 (C3); complemento C4 (C4); apolipoproteína E (apoE), apolipoproteína A1 (apoA1); transtirretina (TTR); proteína inflamatória de macrófagos - 4 (MIP-4);

  Comprometimento cognitivo leve (CCL); MicroRNAs (miRNAs);transportador de glicose 1 (ou GLUT1);Sequenciamento de Nova Geração (NGS), determinação de

  produtos de proteínas de oxidação avançadas (AOPP), tióis (TH), poder antioxidante residual (RAP), atividade total de ferroxidase (FeOx total)
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DA no período prodrômico e estágios pré-clínicos. Tais re-

sultados colaboraram com a possibilidade de NAB ser uti-

lizado como um biomarcador em futuro próximo.

Além da carga de NAB, as formas oligoméricas de

β-amiloide (Aβ), tau e TDP-43 desempenham papéis im-

portantes na doença de Alzheimer e, portanto, são consi-

derados biomarcadores promissores. Desta forma, verifi-

cou-se que todas as amostras apresentaram níveis eleva-

dos de proteína variante no plasma em relação ao controle,

embora com diferentes perfis de biomarcadores individu-

ais. Em seguida, ao ser analisado um conjunto de amos-

tras longitudinais, foi observado que as amostras pré-CCL

foram caracterizadas por altos níveis de TDP-43; já as

amostras de pacientes com comprometimento cognitivo

leve (CCL) apresentavam altos níveis de Aβ e amostras de

pacientes com DA por altos níveis de Aβ e tau. Correla-

ções bivariadas mostraram uma correlação negativa com

os níveis de TDP-43 e correlações positivas com os níveis

cumulativos de Aβ, indicando um aumento nos processos

neurodegenerativos com o tempo na DA. A detecção de

variantes proteicas relacionadas à doença não apenas

pode selecionar prontamente casos de DA, mas também

acompanhar a sua progressão e tornar-se um promissor

biomarcador na fase pré-sintomática.(10)

A utilidade prognóstica de Tau-A e Tau-C foi avaliada

em um grande estudo prospectivo, que demonstrou que

ambos os biomarcadores, em particular o Tau-C, foram

associados à demência, onde os seus altos níveis apre-

sentavam menor risco incidente de demência e DA.(11) Já

outro estudo verificou a capacidade da proteína precurso-

ra de β-amiloide (APP
669-711

) e suas formas oligoméricas

β-amiloide (Aβ
1-42

, Aβ
1-40

 e Aβ
1-42

) de prever um status posi-

tivo individual de cérebro com deposição amiloide, nos

quais estes biomarcadores em conjunto mostraram alto de-

sempenho com elevada área sob a curva (AUC) no conjun-

to de dados (96,7%). Esses resultados demonstram o seu

potencial de utilização clínica na previsão do nível de carga

cerebral de β-amiloide individual.(12)

O estudo de Palmqvist et al.(13) também analisou o

status Aβ, especificamente os subtipos Aβ
42

 e Aβ
40

, onde

obteve um valor de AUC de 0,80. Entretanto, ao adicionar

na análise a apolipoproteína E (apoE), a AUC aumentou

significativamente para 0,85. A análise realizada por Wang

et al.(14) também observou índices maiores dos níveis

plasmáticos de oligômeros Aβ em pacientes com DA do

que em indivíduos controle normais, através do sistema de

detecção multímero (SDM). A sensibilidade e especificidade

da detecção plasmática de oligômeros Aβ da DA em rela-

ção ao controle foi de 78,3% e 86,5%, respectivamente. Já

a AUC dos oligômeros Aβ foi de 0,844, o que não foi signi-

ficativamente diferente da AUC de outros biomarcadores

(p=0,250). Desta forma, os níveis plasmáticos de oligômeros

Aβ podem, por meio de diferentes técnicas, ser um

biomarcador simples, não invasivo e acessível para avaliar

a deposição amiloide cerebral relacionada à DA.

A quantificação da tau plasmática fosforilada na

treonina 181 (p-tau181) foi investigada para um possível

papel no diagnóstico da DA, o qual se verificou, no primei-

ro coorte composto, que os níveis plasmáticos de p-tau181

foram significativamente maiores nos pacientes com DA

(0,171 ± 0,166 pg/mL) do que aqueles nos controles

(0,0405 ± 0,0756 pg/mL, p=0,0039). A porcentagem dos

indivíduos cujos níveis de plasma p-tau181 excederam o

valor de coorte foi significativamente maior no grupo DA

(60%) em comparação com o grupo controle (16,7%). No

segundo coorte composto por vinte pacientes com síndrome

de Down (SD) e 22 controles pareados por idade, as con-

centrações plasmáticas de p-tau181 foram significativamente

maiores no grupo SD (0,767 ± 1,26 pg/mL, p = 0,0313). No

terceiro coorte composto por oito pacientes com DA e três

com outras doenças neurológicas, os níveis plasmáticos

de p-tau181 correlacionaram-se significativamente com os

do p-tau181 no líquido cefalorraquidiano (LCR). Tais da-

dos sugerem que o nível plasmático de p-tau181 é um

biomarcador sanguíneo promissor para o diagnóstico da

patologia cerebral da DA.(15)

Os mediadores inflamatórios têm apresentado gran-

de potencial como biomarcadores em relação à detecção

e monitoração da DA, uma vez que, no início da inflama-

ção, as células da glia (micróglia e astrócitos) servem

como primeira linha de defesa em lesões do cérebro, acu-

mulando-se durante a neuroinflamação, fortemente asso-

ciada à excessiva agregação de beta-amiloide. Na DA,

essa ativação da microglia e astrócitos pode levar à libe-

ração de mediadores pró-inflamatórios, incluindo citocinas,

fatores de complemento, espécies reativas de oxigênio e

produtos neurotóxicos, que podem potencialmente aumen-

tar os danos neuronais e acelerar a progressão da pato-

logia.(16)

Por esse motivo, tem-se a hipótese de que proteínas

sequestradoras possuem potencial clínico para a avalia-

ção de riscos do CCL e para o diagnóstico precoce de

DA. Sendo assim, foram analisados biomarcadores atra-

vés de proteínas envolvidas no sequestro de β-amiloide,

sendo estas Apo A1, C3 e TTR, onde se verificou, através

de um coorte longitudinal e transversal, uma combinação

da Apo A1, C3 e TTR, alcançando uma AUC de 0,89, com

sensibilidade de 91% e especificidade de 80% na CCL

em relação a controles saudáveis. Nos resultados obtidos

na comparação da DA versus controle foi revelado que a

apo A1 teve a AUC de 0,76, com sensibilidade de 74%,

especificidade de 71% (p< 0,0001) e TTR com um AUC de

0,76, com sensibilidade 74%, especificidade de 69%

(p<0,0001), demonstrando-se como uma importante ferra-

menta para a avaliação dos estágios precoces do com-

prometimento cognitivo e DA.(17)

Uso de biomarcadores sanguíneos no diagnóstico da doença de Alzheimer: um futuro próximo?



282                                                                                                                    RBAC. 2019;51(4):277-85

Cereja MP, Carvalho NM, Amparado SSR, Rodrigues-Antunes S, Feio DCA

Além do exposto, pesquisadores da Malásia avalia-

ram, a partir das características dos mediadores associa-

dos à neuroinflamação, um perfil de 12 citocinas classifi-

cadas como clássicas (IL-1β, IL-6, IL-12, IFN-γ, TNF-α e

IL-10) e não clássicas (Cxcl-1, IL-8, CXCL-10, MCP-1,

MIP-1α e IL-13). Foi constatado um aumento significativo

nas concentrações de IL-1β, IL-6, IL-12 e IFN-γ nos pacien-

tes com DA em relação ao controle, assim como das

citocinas pró-inflamatórias CXCL-10, MCP-1 e MIP-1α.

Além disso, foi demonstrado uma correlação significativa

entre a pontuação do mini exame do estado mental

(MMSE), com o aumento da CXCL-10 e diminuição da

IL-13, associados com a progressão da DA, com 100% de

sensibilidade e especificidade para DA, o que demonstra

sua capacidade como um promissor biomarcador sanguí-

neo da doença de Alzheimer.(16)

A interleucina 18 (IL18) vem sendo descrita como pro-

vável mediador de processos patogênicos cerebrais e

ativador da micróglia envolvida em funções neuroendó-

crinas e neuroimunes. A I309, por sua vez, apresenta um

aumento de tauopatia em modelos experimentais, além

de esta glicoproteína ser encontrada elevada no LCR de

indivíduos portadores de DA. Um estudo propôs exami-

nar tais substâncias como prováveis marcadores indivi-

duais no sangue, sendo revelado que as proteínas IL-18,

no grupo com DA, apresentaram níveis baixos (p=0,001),

quando comparados aos controles (p=0,009) e ao CCL

(p=0,014); entretanto, a I309 apresentou níveis mais ele-

vados em pacientes com DA e no CCL do que os apre-

sentados no grupo controle.(18)

Desta maneira observa-se que muitos marcadores

plasmáticos de inflamação foram identificados para apoi-

ar o diagnóstico de DA. Com base nessa característica,

Wiest et al.(19) resolveram avaliar as particularidades das

plaquetas como modelo de biomarcador. Os pesquisado-

res observaram que os níveis de expressão proteica de

nAChRα7 e CAV-1, em relação ao controle saudável, fo-

ram significativamente maiores nas plaquetas de pacien-

tes com DA. Tal resultado apresenta destaque pois ambas

as proteínas são expressas em células neuronais e nas

plaquetas. A análise morfométrica, por sua vez, revelou que,

no grupo de pacientes com DA, as plaquetas eram maio-

res e tinham um contorno mais uniforme do que em contro-

les saudáveis.

Do ponto de vista metabólico, o estresse oxidativo

desempenha um papel fundamental na fisiopatologia da

doença de Alzheimer (DA). Neste aspecto surge então a

necessidade de se observarem alguns marcadores redox

periféricos e suas relações com os escores de testes

cognitivos complementares. Os resultados observados, em

um estudo com esse objetivo, demostraram que a proteína

plasmática carbonila e os níveis de ApoJ foram negativa-

mente associados aos escores clínicos de pacientes com

DA, apesar de não terem sido observadas alterações nos

níveis de ApoD entre os grupos estudados.(20)

Estudos post-mortem de cérebros com a DA revela-

ram o aumento de endossomos. A partir desse fato, inves-

tigadores resolveram analisar o aumento dessa organela

nas células mononucleares do sangue periférico, como um

possível biomarcador. No estudo foram verificados 71 indi-

víduos, sendo 48 com DA e 23 controles saudáveis. Cons-

tataram-se variações morfológicas no compartimento

endossomal de fibroblastos, um aumento importante no

percentual celular de indivíduos com DA em relação aos

controles, ainda que no estágio inicial da patologia. Entre-

tanto, mais estudos são necessários para relacionar as

quantidades de placas amiloides, com curso de tempo da

doença e as alterações endossomais, para poder verificar

sua possibilidade de utilização como um biomarcador san-

guíneo.(21)

Os neurofilamentos leves (NFL) plasmáticos estão

associados ao diagnóstico de DA e às características

cognitivas, bioquímicas e de imagem da doença. Este acha-

do pode implicar uma potencial utilidade para o NFL

plasmático como um biomarcador não invasivo na DA. Uma

pesquisa em 193 controles cognitivamente saudáveis, 197

pacientes com comprometimento cognitivo leve e 180 pa-

cientes com DA obteve o NFL plasmático aumentado em

pacientes com CCL (média de 42,8 ng/L), DA (média de

51,0 ng/L) e em comparação com o controle (média de

34,7 ng/L), (p<0,001), soma-se a este fato a alta acurácia

diagnóstica observada para pacientes com DA versus con-

troles (área sob a curva de 0,87). O NFL plasmático eleva-

do correlacionou-se também com a baixa cognição e atrofia

relacionada à DA (no início e longitudinalmente) e com

hipometabolismo cerebral (longitudinalmente).(22)

Categoria 2: Diagnóstico molecular

DeMarshall et al.(23) afirmam que é necessário urgen-

temente definir biomarcadores com capacidade de identi-

ficar de maneira precisa, e a partir daí realizar o diagnósti-

co da doença de Alzheimer. Os autoanticorpos estão pre-

sentes em abundância no soro humano, tendo sido anterior-

mente demonstrado que são biomarcadores da doença de

maneira específica, com capacidade em diagnosticar com

precisão estágios leve a moderado da DA e também da

doença de Parkinson.

Nos resultados obtidos através de microarrays, na

utilização de um pequeno painel de biomarcadores de auto-

anticorpos (Ab42, tau e tau fosforilado), verificou-se que este

pode ser usado para distinguir portadores de CCL associ-

ado a DA, de controles por idade e com correspondência

de gênero com precisão de 100%. Tal perfil de autoanti-

corpos individuais foi resultante para o training set, pois os

pacientes com CCL foram comparados com os controles
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usando-se software de análise prospector e reverificados

com preditores significativos usando-se random forest,

Além disso os indivíduos com CCL foram diferenciados

daqueles com DA moderada com alta exatidão.(23)

Os peptídeos Aβ são produzidos via clivagem proteo-

lítica da proteína precursora de Aβ (APP) pela enzima de

clivagem beta-amiloide 1 (BACE1). Com base nessa ca-

racterística, pesquisadores resolveram analisar os níveis

de circulação de RNAs não codificadores longos (lncRNAs)

do BACE1-AS como possíveis biomarcadores para DA.

Os resultados demostraram que o nível de BACE1-AS era

mais baixo no subgrupo pré-DA (sensibilidade de 75% e

100% de especificidade), mas era alto em pessoas com

DA em comparação com os controles saudáveis (sensibili-

dade de 68% e especificidade de 100%), destacando seu

potencial como biomarcador para o desenvolvimento de

DA.(24)

Embora os autoanticorpos tenham sido estudados

como potenciais novos marcadores plasmáticos da DA, a

maioria dos estudos se concentrou em anticorpos especí-

ficos como marcadores Aβ e proteína tau. Entretanto, um

estudo resolveu avaliar por microarray 29.240 peptídeos

aleatórios para identificar epítopos de ligação associados

aos anticorpos isotípicos IgG e IgM. Os achados mais

satisfatórios deram-se pela combinação de cinco princi-

pais peptídeos que demonstraram altos valores de AUC

para IgM regulada (0,945), IgG regulada (0,892), IgG regu-

lada (0,862) e IgM regulada (0,961). Além disso, análises

posteriores revelaram que apenas dez peptídeos estavam

regulados positivamente à DA (p ≤ 0,001). Estes resulta-

dos sugerem que os peptídeos selecionados podem ser

utilizados como biomarcadores da progressão da DA.(25)

Os micros RNA's são moléculas abundantes no san-

gue, por isso são fortes candidatos como biomarcadores

não só para DA, mas também para outras patologias.(26)

Yilmaz et al.(8) avaliaram a expressão de microRNA em san-

gue total por uma reação em cadeia da polimerase em tem-

po real (qPCR), com amostras de 281 pessoas, sendo,

destas, 172 portadores de DA e 109 controles saudáveis.

Descobriram que houve uma diminuição na expressão de

sangue: hsa-miR-9-5p, hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-106b-5p

e hsa-miR-107 foram significativamente relacionados a um

aumento do risco de DA (p < 0,05). Já Wang et al.(27) obser-

varam que o miR-103 foi mais adequado que o miR-107 para

servir como um biomarcador para a susceptibilidade dimi-

nuída à DA, assim como foram correlacionados negativa-

mente com comprometimento cognitivo em pacientes com

DA.

Em contrapartida, a expressão de Hsa-miR-125b-5p

não obteve diferença significativa entre pacientes e con-

troles (P > 0,05). Dos sete miRNAs cuja expressão foi ana-

lisada em sangue total, quatro foram significativamente

associados com a DA. A Hsa-miR-106a-5p apresentou uma

variável preditora de 93% especificidade e 68% de sensi-

bilidade.(8)

Keller et al.(28) realizaram a validação de 49 casos de

DA e 55 controles, além de vinte pacientes com compro-

metimento cognitivo leve (CCL) e noventa com esclerose

múltipla (EM) incluídos como controle, e foram utilizados para

os perfis de miRNA associados à bioestatística, através

de ensaio de coorte por reação em RT-qPCR, nos quais

ocorreu a detecção de 580 miRNA's no sangue; na valida-

ção desses miRNA's, 146 encontraram-se desregulados

em auto nível, com 0,05 de significância em comparação

com os controles. Os autores acreditam que os miRNA's

descobertos são específicos para DA.

Foi relatado uma nova assinatura de 9-miRNA (hsa-

miR-26a-5p, hsa-miR-181c-3p, hsa-miR-126-5p, hsa-miR-

22-3p, hsa-miR-148b-5p, hsa-miR-106b-3p, hsa-miR-

6119-5p, hsa-miR-1246 e hsa-miR-660-5p) que podem ser

utilizados como biomarcadores para a detecção de DA,

usando o sequenciamento de nova geração (NGS) e sen-

do validados por reação em cadeia da polimerase quanti-

tativa em tempo real (qRT-PCR). Todos os pacientes com

DA foram divididos em três grupos (leve, moderado e se-

vero) baseados no Mini Exame do Estado Mental (MEEM).

Essa pesquisa indica que a expressão anormal de miRNAs

séricos ocorre em diferentes estágios da DA. Entre os

9-miRNAs analisados, o hsa-miR-22-3p apresentou a me-

lhor sensibilidade (81,8%) e especificidade (70,9%).(29) Em

contrapartida, Wiest et al.,(19) ao analisarem a expressão

dos miRNA (miR-26b, miR-199a e miR-335) em plaquetas,

não observaram diferenças na expressão em relação a

pacientes controle saudáveis.

Yang et al.(30) avaliaram os níveis de expressão dos

miR-135a, -193b e -384 exossômicos usando RT-qPCR.

Os resultados indicaram que o nível exossômico de miR-

135a aumentou significativamente no grupo DA em com-

paração com o grupo controle (p <0,05). Além disso, a ex-

pressão do miR-193b foi reduzida no grupo DA (DA versus

controle, p<0,01). Esses resultados demonstraram que os

níveis de expressão de miR-135a e -193b exossômicos

apresentaram diferença significativa entre os pacientes

com DA e controles saudáveis.

Os estudos anteriormente citados apresentaram boa

especificidade e sensibilidade e são de fácil reprodução.

Os dados sugerem que os miRNAs séricos poderiam ser

usados como biomarcadores para melhorar o diagnóstico

da DA, particularmente no estágio inicial, e para classificar

seus estágios clínicos.

Categoria 3: Outros métodos

A identificação do perfil de 18 proteínas plasmáticas

demonstrou uma grande possibilidade na sua utilização

para classificar pacientes com DA com alta especificidade
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em relação a indivíduos saudáveis. Através da utilização

da bioinformática foi descoberto que a maioria dessas 18

proteínas era relevante para os níveis de proteína tau e LCR.

Para estabelecer uma linearidade entre as amostras, o

painel utilizado incluiu as proteínas ECH1, NHLRC2,

HOXB7, FN1, ERBB2, e SLC6A13, sendo utilizado o mé-

todo SVM (Support Vector Machine). Os resultados encon-

traram uma promissora sensibilidade (>87%), especifi-

cidade (>91%) e acurácia (>89%) para tais proteínas.(31)

Várady et al.(32) desenvolveram um método rápido e

confiável – baseado em análise por citometria de fluxo –

de anticorpos para medição de várias proteínas de mem-

brana de eritrócitos (RBC) a partir de uma gota de sangue.

Foi documentada que a expressão em proteínas de mem-

brana de RBC, especialmente as transportadoras de GLUT

1 e o receptor de insulina (INSR), são significativamente

mais elevados em pessoas doentes, como gota e diabe-

tes, em idades emparelhadas com indivíduos saudáveis.

As diferenças observadas podem refletir alterações meta-

bólicas a longo prazo, relevantes para o desenvolvimento

da doença de Alzheimer. Apesar dos biomarcadores ba-

seados no sangue serem uma boa opção para o diagnós-

tico precoce e mais acessíveis, este, em específico, ainda

necessita de estudos para geração de protocolos de mai-

or sensibilidade e especificidade.

Zuliani et al.(33) buscaram identificar uma combinação

de marcadores de status redox que pudessem auxiliar no

diagnóstico da DA. Para alcançar tal objetivo, utilizaram um

painel que incluiu índices de danos oxidativos (hidroperó-

xidos) e de defesa antioxidante, não enzimáticos (ácido

úrico, tióis e aqueles que contribuem para o poder anti-

oxidante residual-RAP) e enzimáticos (arilesterase). Os

resultados demostraram que RAP e arilesterase foram

menores em DA em comparação aos controles, os tióis

também mostraram uma tendência semelhante (p <0,05),

enquanto que os níveis de ácido úrico e homocisteína au-

mentaram na DA em comparação aos controles (p <0,01).

O modelo de painel produziu uma área de 0,808 para a dis-

criminação entre pacientes controles e DA, com espe-

cificidade e sensibilidade de 64% e 79%, respectivamente.

CONCLUSÃO

Os estudos aqui compilados demonstram que, muito

em breve, biomarcadores sanguíneos poderão ser utiliza-

dos no diagnóstico diferencial da doença de Alzheimer, uma

vez que os resultados obtidos têm sido de grande relevân-

cia quando se trata de diferenciação entre a DA de outros

tipos de doenças neurodegenerativas. Todavia, apesar dos

resultados positivos encontrados nos artigos analisados, são

necessários novos estudos que busquem elevar ainda mais

o grau de sensibilidade e especificidade para fornecer de

maneira precoce um diagnóstico diferenciado e mais preci-

so, para posteriormente estabelecer o tratamento mais ade-

quado visando uma melhor qualidade de vida ao paciente.

Abstract

Alzheimer's disease (AD) is one of the most common forms of dementia,

being a neurodegenerative disorder that irreversibly affects older people.

Early diagnosis would enable the realization of treatments presenting

better results on reducing the severity of symptoms. However, this is a

major problem, since the already consolidated methods of diagnosis

are invasive, such as CSF analysis and brain biopsy. This study aimed

to analyze blood biomarkers capable of identifying AD even in its initial

stage. An integrative review of the literature was carried out by searching

indexed articles in electronic data platforms PubMed and SciELO with

the descriptor in English and Portuguese "Biomarker, blood, alzheimer":

Articles from 2013 to 2019 were analyzed, where the main types of

biomarkers were the ones that carried out the analysis of specific

proteins, microRNAs and autoantibodies. Thus providing good results

not only in the diagnosis, but also in the cost benefit, since they confer

the differentiation of the other pathologies to the initial state of

Alzheimer's disease. It has concluded that although the results obtained

were positive, further studies are needed in order to increase sensitivity

and specificity in the differentiation of AD from other types of dementia.
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Alzheimer disease; biomarkers; blood
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