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Resumo

Introducédo: Um importante avanco da investigacao clinica da Doenca de Alzheimer (DA) foi o
desenvolvimento de biomarcadores, que refletem as principais vias de patologia cerebral na DA. A nivel
do Liquido Céfalo-Raquideo (LCR), os niveis dos peptideos beta-amildide 42 e 40 (AB42/AB40) séo
usados como marcador de patologia amiléide; a proteina tau fosforilada no residuo de treonina 181 (p-
Taul81) como marcador de patologia tau; e os niveis de proteina tau total (t-Tau) ou de neurofilamento
de cadeia leve (NfL) como marcadores de neurodegeneracdo. A razdo p-Taul81l/t-Tau foi também
recentemente descrita como um marcador da velocidade de progressédo da doenca noutras patologias
neurodegenerativas, como a Deméncia Frontotemporal (DFT). Neste trabalho, avalidmos a importancia
relativa dos marcadores de neurodegeneracdo e patologia tau no diagnéstico diferencial de DA e

também a sua associacéo com a taxa de progresséo de declinio cognitivo.

Materiais e Métodos: Neste estudo observacional retrospetivo incluimos 103 participantes: 25
Controlos Neurolégicos (CN), 28 doentes com DFT e 50 com DA, submetidos a puncéo lombar (PL)
para confirmacéo laboratorial de diagndstico. Os biomarcadores de LCR (AB42, AB40, NfL, p-Taul81,
t-Tau) foram quantificados por imunoensaio enzimatico e a funcéo cognitiva global avaliada através de
Mini-Mental State Examination (MMSE) em primeira consulta (na data da PL) e em consulta de

seguimento especializada de Deméncia.

Resultados: Encontrdmos um aumento significativo dos valores de t-Tau e p-Taul81 e uma
diminuigdo significativa da razdo AB42/40 no grupo de DA relativamente aos doentes com DFT e aos
CN. Os valores de NfL estavam também significativamente aumentados na DA em relagcao aos CN,
mas diminuidos em relagdo a DFT. Nao observamos diferengas na razdo p-Taul81/t-Tau entre DA e
CN, mas observdmos uma diminui¢éo significativa nos doentes com DFT. No diagnéstico diferencial
entre DA e DFT, observamos uma boa capacidade discriminativa dos marcadores avaliados, com
superioridade da p-Taul81 relativamente a t-Tau. Na discriminacdo entre DA e CN, observdmos uma
excelente acuidade diagnéstica para a p-Taul8l, t-Tau e NfL, sem diferencas significativas entre si.
Nao encontramos qualquer associagdo entre a razédo p-Taul81l/t-Tau e as diferencas na pontuacao de
MMSE na avaliagao inicial e de seguimento, nem com a taxa de progressao do declinio cognitivo nos

doentes com DA.

Discussdo: A p-Taul8l revelou uma ligeira superioridade relativamente aos marcadores de
neurodegeneracdo no diagnéstico diferencial entre DA e DFT. Relativamente & razdo p-Taul81/t-Tau,
esta ndo revelou ser preditora de taxa de progresséo de doenca, quando aplicada a DA, necessitando
de estudos adicionais que corroborem a presente evidéncia cientifica associada a outras patologias

neurodegenerativas e a transponham para o contexto da DA.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, patologia Tau, diagnostico diferencial, liquido céfalo-

raguideo, neurodegeneracgédo, progressao da doenca



Relevancia dos biomarcadores de neurodegeneracgdo versus patologia Tau no diagndstico da Doenga de Alzheimer
Pedro Miguel Rosado Albuquerque

Abstract

Introduction: An important breakthrough on the clinical investigation of Alzheimer’s Disease
(AD) was the development of biomarkers, that reflect main pathways of cerebral physiopathology in AD.
In cerebrospinal fluid (CSF), beta-amyloid 42 and beta-amyloid 40 peptides (AB42/ AB40) are used as
markers of amyloid pathology; phosphorylated Tau protein at threonine 181 (p-Taul81) as a marker of
Tauopathy; and total tau (t-Tau) or neurofilament light chain (NfL) as markers of neurodegeneration. P-
Taul81 to t-Tau ratio has also been recently described as a marker of disease progression rate on other
neurodegenerative diseases, such as Frontotemporal Dementia (FTD). On this study we compared the
relevance of neurodegeneration and tauopathy markers in the differential diagnosis of AD and their

association with the rate of cognitive decline.

Methods: We included 103 participants in this retrospective observational study: 25
Neurological Controls (NC), 28 patients diagnosed with FTD, and 50 patients diagnosed with AD, who
were submitted to lumbar puncture (LP) for laboratorial diagnosis confirmation. CSF biomarkers (AB42,
AB40, NfL, p-Taul81, t-Tau) were assessed by enzymatic immunoassay and global cognitive function
was assessed through Mini-Mental State Examination (MMSE) in a first evaluation (at the time of LP)

and in a Dementia-specific follow-up evaluation.

Results: Significant higher t-Tau and p-Taul81 levels and a significant lower AB42/40 ratio were
found in the AD group in comparison to FTP and NC. NfL levels were also significantly higher in AD
when compared to NC, but lower when compared to FTD. We did not find differences on p-Taul81/t-
Tau ratio between AD and NC, but we significant lower values were seen in FTD patients. Regarding
the differential diagnosis between AD and FTD, we found a good discriminative ability for all assessed
markers, with superiority of p-Taul81 over t-Tau. P-Taul81, t-Tau and NfL showed excellent diagnostic
accuracies in the distinction between AD and NC, without significant differences amongst them. We did
not find any associations between p-Taul81/t-Tau ratio and MMSE score differences at baseline and

follow-up evaluations and neither between this ratio and the cognitive decline rate in AD patients.

Discussion: P-Taul81 revealed a slight superiority over neurodegeneration markers in the
differential diagnosis between AD and FTD. Regarding p-Taul81/t-Tau ratio, it did not show utility as
predictor of disease progression rate, when applied to AD, and further investigation is needed to confirm

the present evidence associated to other neurodegenerative diseases and translate it to AD’s context.

Keywords: Alzheimer's Disease; Tauopathy; differential diagnosis; cerebrospinal fluid;

neurodegeneration; disease progression
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Introducéo

A Doenca de Alzheimer (DA) configura a causa mais comum de deméncia a escala mundial.
No contexto portugués, estima-se que a incidéncia e prevaléncia desta doenca continuem a sua
tendéncia crescente, além da média europeia, tendo como fator principal o aumento da populacao
acima da faixa etaria dos 65 anos em simultaneo com o decréscimo da populacédo total [1,2]. Apesar
da tendéncia anterior de diminuicdo da prevaléncia, cujas justificacbes avancadas apontam para as
consequéncias das politicas de saude publica, particularmente respeitantes aos fatores de risco de
diferentes variantes de deméncia, estima-se aumento da prevaléncia de 1.88 (2018) para 3.82 % em
2025 [3].

O impacto da deméncia na saude publica coloca desafios a capacidade de resposta dos
sistemas de saude, mas também associa custos sociais e econdmicos. A gestdo destas variaveis
assenta na prevencdo do declinio progressivo e sintomatico do processo neurodegenerativo e no
diagndstico precoce, além da investigacao clinica relacionada com a compreensdo dos mecanismos

fisiopatolégicos subjacentes e desenvolvimento de estratégias modificadoras de doenca [1,3].

Um importante avanc¢o da investigacgao clinica da DA foi o desenvolvimento de biomarcadores
de diagndéstico e/ou progndstico, quer de liquido céfalo-raquideo (LCR), quer de neuroimagem, que
captam as principais vias de patologia cerebral na DA: placas amil6ide, trancas neurofibrilares de
proteina tau hiperfosforilada e neurodegeneracé@o [4], possibilitando a classificacdo da deméncia
enquanto espectro, desde estadios prodromicos e pré-clinicos de doenca [5,6], a deméncia
estabelecida [7], encontrando-se devidamente suportados por evidéncia cientifica robusta e

implementados na pratica clinica corrente [8-12].

Paralelamente, os biomarcadores referidos permitem classificar os doentes de acordo com o
sistema ATN [11], segundo o qual, a nivel do LCR, os niveis dos peptideos beta-amiléide 42 e 40
(AR2/40) sdo usados como marcador de patologia amiléide (A+, configurando o continuum de DA), a
proteina tau fosforilada no residuo de treonina 181 (p-Taul81) como marcador de patologia tau (T+), e
os niveis de proteina tau total (t-Tau) como marcador de neurodegeneracdo (N+). Embora previamente
0s marcadores de patologia Tau e de neurodegeneracdo fossem encarados como tendo um valor
semelhante para o diagnostico de DA baseado em biomarcadores [5,7], os critérios atuais para
diagndstico baseado em biomarcadores no LCR atribuem um papel superior ao marcador de patologia
Tau [11]. Adicionalmente, a quantificacdo dos niveis de neurofilamento de cadeia leve (NfL) no LCR
passou também a integrar a investigagdo neuroquimica, como marcador de neurodegeneragdo [13]
tendo adquirido relevo em diversas patologias, nomeadamente na Deméncia Frontotemporal (DFT)
[14].

Recentemente, varios estudos tém vindo a investigar o potencial da razdo p-Taul81/t-Tau e do
NfL no diagnéstico diferencial entre DFT e outras formas de deméncia [15-17] e entre subtipos
integrantes do espectro de DFT [15,16,18-20]. De modo semelhante, estudos recentes levantam a
hipotese de a razao p-Taul81/t-Tau poder ter valor clinico preditivo do declinio cognitivo e/ou funcional

em doentes com diagnéstico de deméncia pertencente ao espectro da DFT [16,18,21], declinio motor
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e/ou funcional em doentes com Doenca de Parkinson [22] e disfuncdo cognitiva em doentes com
Esclerose Lateral Amiotréfica [23]. A evidéncia atual sugere que possa existir uma relacéo inversa entre
a razdo p-Taul81/t-Tau e a velocidade de progressdo da doenca. De facto, ha doenga de Creutzfeldt-
Jakob (CJD), uma forma de deméncia neurodegenerativa rapidamente progressiva, esta razdo atinge
valores muito baixos, e consegue diferenciar os doentes com CJD de outras doencas
neurodegenerativas com muito boa acuidade diagnéstica [24]. Até a data, a limitacdo dos estudos
conduzidos a estas patologias deixa em aberto a hipétese de a razdo p-Taul81/t-Tau também poder
ter utilidade na avaliacdo da progressdo da doenca no contexto da DA, bem como de outros tipos de

deméncia ou doencas neurodegenerativas.

Enquadrando o acima descrito na realidade clinica do Centro Hospitalar e Universitario de
Coimbra (CHUC), a DA e a DFT constituem as duas causas de deméncia mais frequente dos doentes
em seguimento na Consulta de Deméncia, em concordancia com a epidemiologia descrita para as duas
entidades [25]. Para além disso, estas duas formas de deméncia podem ser dificeis de distinguir,
particularmente em fases iniciais da doenca [26], ou em formas atipicas da DA, como é o caso da

variante frontal ou da variante logopénica [27].

Assim, um dos principais objetivos do presente estudo é avaliar a importancia relativa dos
marcadores do LCR de taupatia e neurodegeneracao, p-Taul81, t-Tau e NfL, no diagnéstico diferencial
entre DA e DFT, bem como na distingdo entre DA e controlos neurolégicos (CN). Um outro objetivo de
interesse € investigar se a razdo p-Taul81l/t-Tau podera ser um indicador da velocidade de progresséo

da disfun¢éo cognitiva nos doentes com diagndstico de DA estabelecida.
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Materiais e Métodos

Desenho do estudo

O presente estudo é um estudo observacional retrospetivo, que combina uma analise de tipo
caso-controlo no que respeita ao diagnostico diferencial baseado em biomarcadores de LCR, e uma
analise longitudinal no que respeita a relagdo entre biomarcadores de LCR e progressédo do declinio

cognitivo na DA.

Selecédo dos participantes

A amostra em estudo foi constituida por 103 doentes investigados e seguidos no Servico de
Neurologia do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra, Portugal, entre 2019 e 2022, divididos em

3 grupos diagnésticos: DA, DFT e CN.

Para integrar os grupos de estudo, recrutamos retrospetivamente 50 doentes diagnosticados
com DA e 28 doentes com diagnéstico de DFT, de acordo com critérios internacionais estandardizados
[7,28,29]. Estes doentes sao seguidos na Clinica de Deméncia do Servigo de Neurologia, em consulta
de subespecialidade de Deméncia, com avaliacdo neuroldgica e neuropsiquiatrica contemplando
anamnese detalhada, fornecida pelo doente e por informador colateral credivel, exame objetivo e testes

neuropsicoldgicos.

Seleciondmos também 25 participantes sem deterioracdo cognitiva e sem doenca do sistema
nervoso central conhecida que configuraram o grupo de CN, recrutados tendo por base 0s registos

clinicos do Servigo de Neurologia do CHUC.

Para os grupos de DA e DFT, definimos como critérios de inclusdo a realiza¢éo, no decurso da
sua avaliagdo diagnostica e planeamento terapéutico, puncdo lombar com determinagdo dos
biomarcadores de LCR de DA, e, para os doentes de DA, avaliacéo longitudinal breve da cogni¢cdo com
seguimento concomitante em consulta de Deméncia. Excluimos participantes que exibiram critérios
clinicos, laboratoriais e/ou imagioldgicos para outras deméncias ou com diagnéstico ndo definitivo de
deméncia (ndo preenchendo inequivocamente os critérios clinicos), doentes sem MMSE de linha de

base temporalmente proximo a data da PL e individuos com comorbilidades em fase aguda.

No grupo de CN, incluimos individuos que, no &mbito dos seus cuidados de saude, tivessem
sido submetidos a puncéo lombar diagnéstica, para excluséo de patologia estrutural do sistema nervoso
central. Maioritariamente incluiram-se individuos que fizeram puncao lombar para exclusao de HSA ou
meningite. Estes individuos apresentaram uma analise citoquimica normal no LCR e estado cognitivo
normal de acordo com os resultados obtidos no teste global de cogni¢do, sendo independentes nas
suas atividades de vida diaria. Excluimos participantes com: historial de doencas neurolégicas ou
psiquiatricas, incluindo doengas graves do sistema nervoso central; défice cognitivo; transtorno
depressivo grave nos Ultimos 6 meses; historial de doenca instavel grave/crénica; historial de acidente
cerebrovascular; abuso de substéancias ou medicamentos que interfiram na avaliacdo bioquimica e/ou

de neuroimagem.
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Recolha de dados

As variaveis de interesse ao estudo colhidas incluiram variaveis demograficas (género, idade
a data da puncéo lombar) e dos biomarcadores de LCR (quantificacdo de A2, ARI0, p-Taul8l, t-Tau
e NfL na amostra de LCR colhida para diagnostico). Para os doentes de DA recolheu-se também a
pontuagdo no teste de memdria breve Mini-Mental State Examination (MMSE) realizado a data da
puncao lombar e em avaliacdo de seguimento, bem como o tempo decorrido entre os dois momentos

de avaliacao neuropsicoldgica.

As variaveis demograficas e resultantes de exames complementares de diagndstico em estudo
foram recolhidas indiretamente através dos registos clinicos da Clinica de Deméncia do Servigo de
Neurologia do CHUC e posteriormente anonimizadas e integradas em base de dados criada para o

efeito.

Os doseamentos de biomarcadores foram efetuados a partir de amostras de LCR colhidas no
decurso da investigacdo diagnostica dos doentes, seguindo o protocolo de armazenamento e
processamento de amostras de LCR do CHUC. Os procedimentos pré-analiticos e analiticos foram
conduzidos no Laboratério de Neuroquimica do Servico de Neurologia do CHUC de acordo com as
guidelines BIOMARKAPD [30]. As amostras de LCR foram colhidas em tubos estéreis de polipropileno,
centrifugados a 1800 g, 10 minutos a 4°C, divididas em tubos de polipropileno de 10 mL e armazenadas

a -80°C até a data de analise.

Os niveis de Ag12, AMO, p-Taul8l e t-Tau no LCR, foram quantificados sequencialmente por
imunoensaio enzimatico por quimioluminescéncia, recorrendo a plataforma automatizada Lumipulse

G600Il (Fujirebio, Gante, Bélgica), de acordo com as instru¢des do fabricante.

O controlo de qualidade externo foi executado no ambito do Programa de Controlo de

Qualidade da Associacédo de Alzheimer para Biomarcadores de LCR [31].

A dicotomizacdo entre valores normais (-) / ndo normais (+) foi definida de acordo com os
valores de referéncia previamente determinados [32], com A@l2 < 543 pg/ml ou Apt2/40 < 0,068
classificando o perfil A+ (prevalecendo o valor de A@2/40 em caso de discordancia); p-Tau > 51 pg/ml

classificando o perfil T+ e t-Tau > 335 pg/ml classificando o perfil N+.

Para a quantificacdo de NfL no LCR, usou-se uma aliquota diferente da utilizada para os
biomarcadores classicos de DA, que foi diluida 1:1 e analisada em duplicado através de um
imunoensaio enzimatico manual previamente validado (NF-light; Uman Diagnostics, Suécia) [13],

segundo as instrucdes do fabricante.

A avaliacdo cognitiva breve foi conduzida segundo a adaptacdo a populacdo portuguesa do
MMSE [33], no qual uma menor pontuacao se relaciona com uma maior gravidade de defeito cognitivo,
adaptada ao nivel de escolaridade da populacdo avaliada (adotando como valores de referéncia
pontuacdo < 15 para populacéo analfabeta, < 22 para populacdo com 1 a 11 anos de escolaridade e <

27 para populacdo com 11 ou mais anos de escolaridade, admitindo pontuacédo variando entre 0 e 30).

Definimos variacdo de MMSE como o valor absoluto da diferenca entre a pontuagdo de MMSE

nos dois momentos distintos de avaliacdo (linha de base - MMSEL1; e seguimento - MMSE?2). A taxa de
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progressdo anual de doenca foi calculada através da variacdo da pontuacao no MMSE, dividida pelo

numero de meses que distam entre as duas avaliacdes e multiplicada por 12.

Andlise de dados

A andlise estatistica foi realizada recorrendo aos programas Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS), versdo 27 para Windows, e MedCalc, versdo 14.8.1 para Windows, admitindo

significancia estatistica quando valor de p inferior a 0,05.

Em primeira instancia, procedemos a caracterizagdo descritiva das variaveis género,
classificagdo ATN (variaveis nominais), idade, Ag2, Agl0, Ag12/40, p-Tau, t-Tau, p-Tau/t-Tau, NfL
(variaveis continuas), na amostra em estudo, para os grupos DA, DFT e CN. Para o grupo de DA,

caracterizamos ainda as variaveis relacionadas com a avaliagdo neuropsicoldgica.

Para analisar a normalidade da distribuicdo das variaveis quantitativas continuas foram

aplicados os testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk.

Uma vez que os valores de biomarcadores de LCR ndo se encontraram normalmente
distribuidos, as diferencas entre grupos de diagnéstico foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis,
aplicando posteriormente 0 método post-hoc de Dunn para determinar quais 0S grupos que

demonstraram diferenga estatisticamente significativa.

A apreciagéo da sensibilidade (S) e especificidade (E) das variaveis p-Taul81, t-Tau, razado p-
Tau/t-Tau e NfL no diagndstico diferencial entre DA e DFT e entre DA e CN fez-se com recurso a anélise
Receiver Operator Characteristic Curve (curvas ROC). Para cada variavel, procedemos ao calculo da
Area sob a Curva (AUC) e dos pontos de corte que maximizavam sensibilidade e especificidade,
segundo o indice de Youden (S+E-1). Com o objetivo de avaliar o potencial relativo entre estes
biomarcadores no diagnéstico diferencial, aplicamos o método de Hanley e McNeil, que avaliou a

existéncia de diferencas significativas entre as curvas apresentadas.

O coeficiente de correlagdo ndo paramétrico p de Spearman, no grupo de DA, foi calculado
para averiguar a presenca de associacdes lineares entre os biomarcadores de LCR (p-Taul81, t-Tau,
raz&o p-Tau/t-Tau e NfL) aguando da PL, e as pontuacdes de MMSE na linha de base e a varia¢édo das
pontuac¢des de MMSE ao longo do tempo (taxa de deteriora¢@o cognitiva). Posteriormente, dividimos
artificialmente a amostra de doentes com DA em dois subgrupos, tendo por base a média da razéo p-
Taul81/t-Tau, distinguindo o subgrupo em que p-Tau/t-Tau foi igual ou superior a média, e outro grupo
no qual esta foi inferior. Através de analise de medidas repetidas, investigamos a existéncia de
diferencas significativas entre as médias marginais estimadas de progressao da doenca entre estes

dois subgrupos.

Etica
O estudo foi conduzido em conformidade com os principios éticos e legais, nomeadamente em

concordancia com a Declaracdo de Helsinquia (1964), e foi submetido & Comissdo de Etica da

instituicdo Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, obtendo parecer favoravel.
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Resultados

Caracteristicas clinicas e demograficas da amostra

As caracteristicas demograficas e bioquimicas dos 103 doentes integrados no estudo

encontram-se sumariadas na Tabela 1 e representadas graficamente na Figura 1.

Nao se observaram diferengas entre os grupos relativamente a distribuicdo de género, nem a
idade a data da PL. Relativamente aos biomarcadores no LCR, evidenciaram-se diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos para todos os marcadores avaliados e respetivas razoes,
que se refletiram na distribuicdo dos perfis ATN nos diferentes grupos. O grupo DA apresentou
maioritariamente perfil integrante do continuo A+ (n = 49) e um individuo com perfil A- (n = 1), mas com
confirmacéo de patologia amiléide em PET-amiléide. O grupo DFT incluiu individuos com perfil A-T-N-
(n =17), A-T-N+ (n = 6), A-T+N+ (n = 4), A+T+N+ (n = 1). Em oposic¢ao, o grupo CN apresentou perfil
A-T-N- na sua totalidade (n = 25).

Nas comparacdes dois a dois dos diferentes biomarcadores, constatAmos evidéncia de
diferenca significativa para os valores de A2 entre os grupos DA versus DFT (p < 0,001) e DA versus
CN (p < 0,001), com valores mais baixos no grupo DA. Relativamente ao par DFT versus CN néo se
observaram diferencas significativas (p = 0,319). Para a Agl0, os niveis estavam significativamente
mais elevados no grupo DA versus DFT (p = 0,001) e DA versus CN (p = 0,030), sem diferenca entre
0 par DFT versus CN (p = 1). Tal resultou huma razdo Ag2/40 significativamente diminuida em DA
versus DFT (p < 0,001) e DA versus CN (p <0,001), sem evidéncia de diferenca entre o par DFT versus
CN (p = 0,916).

Relativamente a p-Taul81, observamos um aumento significativo deste marcador nos doentes
DA versus DFT (p <0,001) e DA versus CN (p < 0,001), mais uma vez sem diferencas entre o par DFT
versus CN (p = 0,216). Quanto ao marcador de morte neuronal t-Tau, observou-se um aumento
significativo nos doentes DA versus DFT (p < 0,001), DA versus CN (p < 0,001) e DFT versus CN (p =
0,004). Ja para o NfL, o grupo com valores mais elevados foi a DFT, seguido pela DA, sendo esta
diferenca estatisticamente significativa para as comparag6es DFT versus DA, DFT versus CN e também

DA versus CN (p < 0,001 para todas as comparacdes).

Quanto & razdo p-Taul8l/t-Tau, observamos valores significativamente diminuidos nos
doentes com DFT em relagdo aos doentes com DA (p < 0,001) e ao grupo controlo (p < 0,001), sem

diferenca entre o par DA versus CN (p = 1).

No que respeita ao grupo de DA (n = 42), avalidmos a pontuagdo de MMSE1 na linha de base,
a pontuacdo de MMSE2 em avaliacdo de seguimento, e a variacdo da pontuacdo MMSE ao longo do
tempo (em anos). A pontuagédo de MMSEL, & data da PL, apresentou um valor médio de 20,33 * 4,68
pontos, variando entre 11 e 30, enquanto a pontuacdo de MMSE?2 registou um valor médio de 15,57 +
5,49 pontos, variando entre 3 e 27. A diminuicdo média no MMSE entre avaliagdes foi de 4,76 + 4,45

pontos, variando entre 0 e 23. Tendo em conta o tempo entre avalia¢des (14,21 + 5,99, variando entre
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6 e 31 meses), registou-se uma diminuicdo média da pontuacdo de MMSE por ano de 4,17 + 3,64,

variando entre 0 e 13,14.

Tabela 1 - Andlise descritiva das caracteristicas demograficas, clinicas e bioquimicas da amostra em estudo.

CN DA DFT p
Total (N) 25 50 28
Género feminino,
15 (60) 30 (60) 14 (50) > 0,05
n (%)
Idade a data da
60,0 (5,90) * 64,1 (7,1) 63,9 (6,5) > 0,05
PL, anos
A+T+N+ (44),
A+T-N- (2) ATN-(17),
Classificacéo el T-
.g A-T-N- (25) A+T+N- (2) AT+ (6), <0,001
ATN, perfil (n) ' A-T+N+ (4),
A+T-N+ (1),
A+T+N+ (1)
A-T+N+ (1)
A@2, pg/ml 1072 (389) 518 (125) 876 (342) < 0,001
ARI0, pg/ml 9776 (2644) 11931 (3313) 9470 (4625) 0,001
AR2/40 0,108 (0,016) 0,045 (0,009) 0,098 (0,022) < 0,001
p-Taul81, pg/ml 27,4 (6,9) 137,3 (66,6) 43,5 (35,9) < 0,001
t-Tau, pg/ml 172 (65) 813 (382) 360 (237) < 0,001
p-Taul8l/t-Tau 0,169 (0,040) 0,171 (0,024) 0,122 (0,039) < 0,001
NfL, pg/ml 493 (164) ** 1257 (500) *** 3545 (2479) < 0,001

Abreviaturas: CN = Controlos Neuroldgicos; DA = Doenca de Alzheimer; DFT = Deméncia Frontotemporal;

A = patologia amiléide; T = patologia Tau; N = neurodegeneracao; PL = pung¢édo lombar; Agl2 = Beta-amildide

42; A0 = Beta-amildide 40; p-Taul81 = Tau fosforilada no residuo de Treonina 181; t-Tau = Tau total; NfL

= Neurofilamento de cadeia leve.

Valores referentes a variaveis continuas encontram-se expressos em média (desvio-padréo). *n = 23; **n =

16; ***n = 49
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Figura 1 - Representacao gréafica dos valores da razdo A2/40, p-Taul8l, t-Tau, razdo p-Taul81l/t-Tau e NfL

nos grupos diagndsticos DA, DFT e CN.

Abreviaturas: CN = Controlos Neurolégicos; DA = Doenca de Alzheimer; DFT = Deméncia Frontotemporal;
LCR = liquido céfalo-raquideo; Ag12 = Beta-amiloide 42; A0 = Beta-amiléide 40; p-Taul81 = Tau fosforilada
no residuo de Treonina 181; t-Tau = Tau total; NfL = Neurofilamento de cadeia leve.

Valores referentes a A2/40, p-Taul81, t-Tau e NfL encontram-se expressos em pg/ml. Os boxplots mostram
0s percentis 10, 25, 50, 75, 90 e outliers.
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Utilidade dos biomarcadores no diagnéstico diferencial entre DA, DFT e CN

Tendo como objetivo a comparacdo do poder relativo dos diferentes biomarcadores no
diagndstico diferencial entre as entidades clinicas DA versus DFT e DA versus CN, foi efetuada uma
analise ROC.

Comparando o potencial discriminativo entre DA (n = 49) e DFT (n = 28), obtivemos curvas com
significancia estatistica para todos os marcadores analisados (p-Taul81, t-Tau, razdo p-Taul81l/t-Tau
e NfL; p < 0,001), configurando um poder de discriminacdo entre diagnésticos robusto (AUC > 0,80;

Figura 2).

Para a p-Taul81, obtivemos uma AUC = 0,945 (IC 95%: 0,880-1,009), com uma sensibilidade
de 100% e especificidade de 82,1% para um valor de corte de 50,3 pg/ml. Para a t-Tau, a AUC foi de
0,878 (IC 95%: 0,793-0,962), com sensibilidade de 79,6% e especificidade de 82,1% para um valor de
corte de 455,5 pg/ml. Para a razédo p-Taul81/t-Tau, o valor de corte foi de 0,153, apresentando uma
sensibilidade de 83,7% e especificidade de 82,1% (Y de 0,821), para uma AUC = 0,861 (IC 95%: 0,764-
0,958). Relativamente ao NfL (mais baixo DA do que na DFT), o valor de corte de 1865 apresentou
uma sensibilidade de 93,9% e especificidade de 75%, com AUC = 0,838 (IC 95%: 0,720-0,956).

Pela andlise comparativa das diferencas entre as AUC relativas a cada biomarcador,
comprovamos a significancia da diferenca entre a AUC das curvas p-Taul81 e t-Tau (p = 0,028), tendo
a curva p-Taul8l potencial discriminativo superior a curva t-Tau no diagnéstico diferencial entre
doentes com DA e doentes com DFT. Nao verificamos qualquer diferenca significativa entre a AUC das
curvas p-Taul8l e razédo p-Taul8l/t-Tau (p = 0,112), p-Taul81 e NfL (p = 0,082), t-Tau e razéo p-
Taul81/t-Tau (p = 0,785), t-Tau e NfL (p = 0,530) e NfL e p-Taul81l/t-Tau (p = 0,726), no que respeita

ao potencial de discriminar entre DA e DFT.
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Figura 2 - Analise por curvas ROC da Sensibilidade e Especificidade dos biomarcadores no diagnostico
diferencial entre DA e DFT.

Abreviaturas: S = sensibilidade; E = especificidade; LCR = liquido céfalo-raquideo; p-Taul81 = Tau fosforilada

no residuo de Treonina 181; t-Tau = Tau total; NfL = Neurofilamento de cadeia leve. 14



Relevancia dos biomarcadores de neurodegeneracgdo versus patologia Tau no diagndstico da Doenga de Alzheimer
Pedro Miguel Rosado Albuquerque

Comparando o potencial discriminativo entre DA (n = 49) e CN (n = 16), obtivemos curvas com

significancia estatistica para as variaveis p-Taul81, t-Tau e NfL (p < 0,001), configurando um poder de

discriminacdo robusto (AUC > 0,800; Figura 3). Para a razdo p-Taul81/t-Tau a curva observada néo

apresentou significado estatistico (p = 0,773, com AUC = 0,472, IC 95%: 0,281-0,663).

Para a p-Taul81, obtivemos uma curva perfeita, com AUC = 1,000 (IC 95%: 1-1), sensibilidade

de 100% e especificidade de 100% para um valor de corte de 48,75 pg/ml. Para a t-Tau, o valor de
corte de 246,5 pg/ml demonstrou sensibilidade de 100% e especificidade de 93,7%, (Y de 0,937), com
AUC = 0,995 (IC 95%: 0,983-1,007). O NfL apresentou uma sensibilidade de 87,8% e especificidade

de 100%, para um valor de corte de 754 pg/ml, com uma AUC = 0,968 (IC 95%: 0,933-1,004).

O método de analise comparativa das diferencas entre as AUC nao demonstrou diferencas

significativas entre as curvas (p-Taul81 versus t-Tau: p = 0,395; p-Taul81 versus NfL: p = 0,078; t-Tau

versus NfL: p = 0,138).
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Figura 3 - Andlise por curvas ROC da Sensibilidade e Especificidade dos biomarcadores no diagndstico
diferencial entre DA e CN.

Abreviaturas: S = sensibilidade; E = especificidade; LCR = liquido céfalo-raquideo; p-Taul81 = Tau fosforilada

no residuo de Treonina 181; t-Tau = Tau total; NfL = Neurofilamento de cadeia leve.
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Relacdo entre a razdo p-Taul81l/t-Tau e taxa de progressao da DA

N&o encontramos correlacao entre qualquer dos marcadores de neurodegeneracao / taupatia
avaliados (t-Tau, NfL, p-Taul8l e razdo p-Taul8l/t-Tau) e a taxa de progressdo da doenca nos

doentes com DA (Tabela 2).

Tabela 2 - Correlagdes entre niveis de t-Tau, p-Taul81, NfL no LCR e razéo p-Taul81/t-Tau e MMSE1, MMSE2

e taxa de progresséo de doenca no grupo diagnéstico de DA.

MMSE1 Taxa de progressdo DA MMSE2
p=-228 p=-,187
t-Tau p =0,128 p = 0,235
p=-193 p=-177
p-Taul81 p =0,198 p =0,262
p=-102 p=,242
NfL p = 0,505 p=0,122
% —-—
p=,061 p =-,140 p=,240
p-Taul8l/t-Tau p = 0,690 p=0,377 p=0,120
* — —

Abreviaturas: DA = Doencga de Alzheimer; LCR = liquido céfalo-raquideo; p-Taul81 = Tau fosforilada no residuo
de Treonina 181; t-Tau = Tau total; NfL = Neurofilamento de cadeia leve; MMSE1 = Mini-Mental State
Examination na avaliacdo de linha de base; MMSE2 = pontuacdo de Mini-Mental State Examination na

avaliacdo de seguimento; p = coeficiente de correlagcdo de Spearman. *n = 46 **n = 45; ***n = 42; ****n = 43,

Tendo por base o valor médio registado de razdo p-Taul81/t-Tau no grupo de DA (0,173),
dividimos os doentes num subgrupo que apresentava o valor desta raz&o igual ou superior a média (n
= 19), e outro no qual o valor desta razéo era inferior a média descrita (n = 23). Fomos entdo avaliar se

a taxa de progressédo do declinio cognitivo era diferente entre estes dois subgrupos.

A analise de Medidas Repetidas estimou valores médios de 20,32 pontos no MMSEL1 e de

15,84 pontos ho MMSE?2 no subgrupo com razdo p-Taul81/t-Tau = 0,173. No subgrupo com razéo p-

Taul81l/t-Tau < 0,173, obtivemos uma média de 20,35 pontos no MMSEL1 e de 15,35 pontos no MMSEZ2.

O efeito da razao p-Taul81/t-Tau na diferenca de variacdo de MMSE nos dois subgrupos ndao assumiu
significado estatistico (p = 0,873; Figura 4).
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2

20

Médias marginals estimadas da pontuagdo MMSE

MMSE1 MMSE2 = Razéo p-Taul8l/t-Tauz 0,173

= Razdo p-Tauldl/t-Tau < 0,173
Avaliagao neuropsicolégica P o

Figura 4 - Representagéo do efeito da razéo p-Taul81/t-Tau na média estimada de
variacdo entre MMSE1 e MMSE2 no grupo de DA.

Abreviaturas: p-Taul81 = Tau fosforilada no residuo de Treonina 181; t-Tau = Tau total; MMSE1 = pontuacao
de Mini-Mental State Examination na avaliagdo de linha de base; MMSE2 = pontuagdo de Mini-Mental State

Examination na avaliagdo de seguimento.
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Discussao e Conclusao

Em virtude da sua prevaléncia e evolucdo natural, a patologia demencial, independentemente
da sua etiologia, continua e continuara a ser um campo importante de produgdo de conhecimento
cientifico mundialmente. A evidéncia existente demonstra incapacidade em esclarecer
inequivocamente os mecanismos fisiopatolégicos subjacentes e em encontrar terapéuticas

modificadoras de doenca eficazes e seguras [34,35].

Neste trabalho avaliamos o potencial dos marcadores de neurodegeneracéo e patologia tau do
LCR no diagndstico diferencial entre DA e DFT (a primeira e segunda causa de deméncia na Consulta
de Deméncia do CHUC, respetivamente) e um grupo de controlos neuroldgicos. Investigamos também
0 potencial destes marcadores, nomeadamente da razdo p-Taul8l/t-Tau, como indicador da
velocidade de progressdo da disfungdo cognitiva nos doentes com diagnostico de DA. Os nossos
resultados confirmaram a boa acuidade diagnéstica da t-Tau, p-Taul81 e NfL na distincdo entre DA e
DFT e entre DA e CN, apontando uma capacidade ligeiramente superior da p-Taul81 no diagndstico
diferencial entre DA e DFT. Nao encontramos, contudo, qualquer relacdo entre os marcadores

avaliados e a taxa de progressao do declinio cognitivo dos doentes com DA.

A nossa investigacado demonstrou diferencgas significativas entre os valores de t-Tau e NfL entre
os dois grupos de doentes com deméncia (DA e DFT) e o grupo controlo, em conformidade com a
literatura mais recente [15-17], uma vez que ambas denotam a magnitude do processo
neurodegenerativo. Contudo, enquanto na DA os valores médios de t-Tau foram significativamente
mais altos do que na DFT, o inverso ocorreu para o NfL, com os valores mais elevados a serem
encontrados no grupo de doentes com DFT [36—38]. Os valores superiores de NfL na DFT parecem
resultar de uma degeneracdo dos lombos temporal e frontal mais proeminente e acentuada no tempo,

e de um envolvimento subcortical superior, por comparag¢do com a DA [39].

Encontrdmos também diferencgas significativas entre os valores de AB42/40 e p-Taul81 nas
comparacgdes entre grupos DA versus DFT e DA versus CN, mas ndo em DFT versus CN, consistentes
com a evidéncia atual [40,41], na medida em que a razdo AB42/40 é atualmente entendida como
marcador de patologia amiléide, um marcador de estado da DA, ndo sendo expectavel alteracdo
relevante nos doentes com DFT. Por seu lado, a p-Taul81 é entendida como marcador de patologia
Tau, podendo estar presente no grupo de doentes de DFT que apresentam depositos de proteina Tau
cerebrais, mas ndo no grupo de doentes de DFT, que apresenta outro tipo de depdésitos, como sejam
os depdésitos de proteina TDP-43 [16,20]. Tendo em conta as variagBes da proteina Tau e p-Taul8l,
observamos uma diminuicao significativa da razdo p-Taul81/t-Tau nos doentes com DFT relativamente
a DA e CN, que reflete 0 aumento da t-Tau (neurodegeneragdo), sem aumento concomitante da p-
Taul81 (hiperfosforilacdo da Tau). Nao observamos, contudo, uma diferenca significativa nesta razao
entre os grupos DA versus CN, quando seria biologicamente expectavel uma medida de
neurodegeneracdo superior na DA em relagdo a populagdo controlo, mas que parece ser

contrabalancada pelo efeito da hiperfosforilacdo da Tau [41].
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A analise das curvas ROC confirmou a boa acuidade dos marcadores de neurodegeneracéo e
taupatia no diagndstico diferencial entre DA e DFT, e na distincdo entre DA e Controlos, corroborando
a pratica clinica convencional. Quando comparamos as curvas entre si, encontramos uma ligeira
superioridade da p-Taul81 em relacéo a t-Tau para identificar doentes com DA, com valores acima de
50,3 pg/mL a apoiarem claramente este diagnéstico. Ja valores de NfL mais elevados (superiores a
1865 pg/mL) apontam no sentido de um diagnéstico mais provavel de DFT. Relativamente a razao p-
Taul81l/t-Tau, ndo encontramos qualquer valor adicional desta variavel relativamente aos restantes

biomarcadores isolados no diagnéstico diferencial entre DA e DFT.

Nos estudos de Pijnenburg YAL et al [16], Meeter LHH et al [18] e Fenu G et al [21], foram
relatadas associacdes significativas entre os valores de razao p-Taul8l/t-Tau e a taxa de progressao
da doenca. A nossa hip6tese inicial consistia em que a um valor menor da razdo em estudo,
correspondente a componente neurodegenerativo mais preponderante, se associava um valor maior
de taxa de progresséo da doenca, avaliado através da diminuicdo do MMSE ao longo do tempo. A
andlise realizada ndo permitiu comprovar esta hipGtese, constatando a inexisténcia de associagéo
significativa entre as duas variaveis, para os doentes de DA. Também n&o encontramos qualquer
associagdo entre os valores individuais dos marcadores de neurodegeneracgéo (t-Tau e NfL) e patologia
Tau (p-Taul81l) e os valores iniciais do MMSE ou a sua taxa anual de variagdo. Estes resultados ndo
estdo de acordo com o descrito na literatura, a qual sugere que valores mais elevados de
biomarcadores de neurodegeneracdo ou patologia Tau se associam a maiores taxas de declinio
cognitivo, quer na DA [42—-44], quer na DFT [42,45].

De referir contudo, que o facto da razdo p-Taul81/t-Tau se encontrar diminuida nos doentes
de DFT relativamente & DA suporta a no¢do de que esta razao se associa inversamente a velocidade
de progressédo da deméncia, uma vez que a DFT tem tipicamente um curso mais rapido de progressao
do que a DA [46], traduzindo-se em trajetérias funcionais e de atividades de vida diaria com maior
decréscimo de desempenho na linha de base e longitudinalmente [47,48], assim como menor sobrevida
[49]. Sabe-se ainda que esta progressao da disfun¢éo global difere ao longo do espectro de variantes
da DFT [50].

Ha varias limitacdes deste estudo que podem ter contribuido para o facto de ndo termos
encontrado qualquer evidéncia de associacdo entre os marcadores avaliados e a taxa de progressao
do declinio cognitivo. Por um lado, o reduzido tamanho do subgrupo de doentes de DA com avalia¢ao
longitudinal (n = 42), que se traduziu num reduzido poder estatistico para extrapolacao de associa¢des
entre variaveis. Por outro lado, a andlise longitudinal encontrou-se limitada temporalmente,
contemplando somente dois momentos de avaliagdo neuropsicolégica distanciados por um intervalo
nao superior a 31 meses (mediana de 12 meses), ao que se soma o0 tempo desconhecido entre o
diagnéstico clinico e a puncgéo lombar, podendo ser responsavel por um enviesamento dos dados
recolhidos. Paralelamente, ndo foi tido em linha de conta o estadio de deméncia evidenciado pelos
doentes aquando da primeira avaliacdo, e que pode explicar variagdes maiores ou menores da
pontuacdo de MMSE para um mesmo intervalo temporal restrito. Neste sentido, seriam relevantes
estudos contemplando avaliacdo neuropsicologica longitudinal em multiplos momentos de consulta,

separadas por intervalo de tempo semelhante e avaliando diferencialmente a amostra em estudo de
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acordo com a severidade do defeito cognitivo. O estudo foi também limitado pela natureza prépria do
MMSE, um teste breve de memoria, uma vez que a escolha de outros testes mais especificos para a

DA teria limitado ainda mais o nimero de doentes incluidos.

Concluindo, o nosso estudo identificou 0 aumento da p-Taul81 no LCR como o marcador mais
sugestivo de um diagnostico de DA, enquanto que o aumento de NfL se revelou um marcador mais
indicativo de DFT. A razdo p-Taul8l/t-Tau também podera ter alguma utilidade no diagndstico
diferencial entre DA e DFT, contudo ndo revelou nenhuma associacdo com a progresséo do declinio
cognitivo nos doentes com DA. E necessaria investigacdo futura, com populacdo mais alargada e
avaliacfes temporais mais rigorosas e detalhadas, no sentido de esclarecer a validade e relevancia

clinica da razéo pTaul81/t-Tau como eventual marcador da taxa de progresséo da DA.
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