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Resumo

O trabalho exposto é uma revisdo bibliografica com o objetivo de fazer uma
reflexdo sobre a terapéutica existente, ou em desenvolvimento com base nos
mecanismos implicados na etiologia da Doenca de Alzheimer.

A medicacao disponivel no mercado apenas atua a nivel sintomatico e néo na
progressao da doenca, o que traduz a urgéncia do desenvolvimento de novas opcoes
terapéuticas. As alternativas apresentadas passam pela imunoterapia baseada nas
duas principais caracteristicas da doenca, presenca de placas amildides e novelos
neurofibrilares, sendo estas as abordagens mais promissoras. No entanto, a
imunoterapia com base na hipotese amildide ndo tem surtido efeitos encorajadores
podendo a sua ineficacia ser atribuida a administracdo tardia do farmaco. Como
complemento da terapéutica, surgem ainda outras opg¢les terapéuticas como a
administracédo de antioxidantes, dos quais sdo exemplos vitamina E e C, extrato EGb
761 de Ginkgo biloba.

No final do trabalho é ainda apresentada uma proposta de esquema
terapéutico para a fase prodromica e de declinio cognitivo ligeiro que sugere uma

terapia multipla contemplando os mecanismos fisiopatologicos discutidos.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, B-amildide, proteina tau

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias — Faculdade de Ciéncias da Saude



Estratégias terapéuticas baseadas nos mecanismos fisiopatolégicos conhecidos na
Doenca de Alzheimer

Abstract

The presented work is a literature review in order to make a reflection on the
treatment available or in development based on the mechanisms involved in the
etiology of Alzheimer's disease.

The treatment currently available on the market only operates on a
symptomatic level and not on the disease progression, reflecting the urgent need for
new therapeutic options. The alternatives presented focus on immunotherapy based on
the two major features of the disease, presence of amyloid plagues and neurofibrillary
tangles, which show up as the most promising approaches. However, immunotherapy
based on the amyloid hypothesis has not had encouraging its effects which might be
explained by the delayed drug administration. As therapeutic addition, there are even
other therapeutic options such as the administration of antioxidants, for example
vitamin E and C, EGb 761 extract of Ginkgo biloba.

Finally are proposed two therapeutic regimens, one for the prodromal phase
and the other for mild cognitive decline that suggests a multiple therapy contemplating

the discussed pathophysiological mechanisms.

Keywords: Alzheimer’s Disease, 3-amyloid, tau protein
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Abreviaturas

AAC - Angiopatia Amiléide Cerebral

AR — Proteina p-Amiléide

ADNP — Proteina Neuroprotetora Atividade-Dependente
AGE - produtos finais avancados de glicosilagédo

AINE - Anti-Inflamatérios Nao Esteroides

ApoE — Apolipoproteina E

ATP — Adenosina Tri-Fosfato

APP — Proteina Percursora Amiléide

BHE — Barreira Hemato-Encefélica

CDKS5 — Quinase-5 Ciclina-Dependente

CK — Creatinina-Quinase

DA — Doenga de Alzheimer

DNA — Acido Desoxirribonucleico

Dyrk1A — dual-specificity tyrosine-phosphorylation regulated kinase
FGF — Fator de Crescimento dos Fibroblastos
GSK/GSK-33 — Quinase Glicogénio Sintase

ILPP2A — Inibidor da Proteina Fosfatase 2A

LCR - Ligquido Cefalorraquidiano

LisPQQ — Tri-Litio Pirroloquinolina Quinona

LRP-1 — Proteina Recetora de Lipoproteina 1 (LRP-1)
MARK — Quinase Reguladora da Afinidade do Microtibulo
MCI — Declinio Cognitivo Ligeiro

MMP9 — Matriz MetaloPeptidase 9 (MMP9)

MPTP - Poro Mitocondrial de Permeabilidade Transitoria
NAP — Davunetide

NFT — Emaranhados Neurofibrilares

NMDA — Recetor N-metil-D-aspartato

PHF — Filamentos Helicoidais Emparelhados

PP2A — Proteina Fosfatase 2A

PRR — Recetores Reconhecedores de Padrdes

RNA — Acido Ribonucleico

RNS — Espécies Reativas de Nitrogénio

ROS - Espécies Reativas de Oxigénio
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SF — Filamentos Retos

SNC — Sistema Nervoso Central

SR — Recetores Scanvenger

TLR — Recetores Toll-Like (TLR)

UPS — Sistema de Ubiquitina-Proteossoma (UPS)
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Doenca de Alzheimer

Introducéao

A Doenca da Alzheimer (DA) é a deméncia senil mais prevalente e constitui
um problema de salde publica de grande importancia devido ao aumento do
envelhecimento da populacdo mundial como consequéncia da melhoria geral dos
cuidados de saude e aumento da esperanca de vida. Embora os tratamentos
disponiveis ndo parem a progressdo da doencga, controlam/melhoram/atenuam os
sintomas de deméncia e melhoram a qualidade de vida dos doentes e de quem cuida
destes. Neste momento existem esforcos para encontrar maneira de tratar a DA,
atrasar o seu aparecimento e prevenir o seu desenvolvimento [1,2,3,4].

O sintoma mais proeminente da DA é a perda progressiva de memoria e
verifica-se que o doente comeca por experienciar pequenas perdas de memobria
episddica, tal como repetir-se a si mesmo ou esquecer eventos recentes. Nesta altura
0s sintomas ainda nao representam perda funcional, sendo possivel esta fase como
prodromica. A fase prodromica é a fase pré-deméncia da DA, em que os doentes
ainda ndo possuem deméncia mas é possivel diagnosticar a DA com base em
biomarcadores especificos. Uma outra fase inicial da DA é a fase de declinio cognitivo
ligeiro (MCI) que tem como sintomas diminuicdo da memoria objetiva, sem afetar as
tarefas diarias. Neste grupo, a progressdo para o quadro de deméncia é muito mais
rapida. A relevancia destes termos prende-se na escolha da terapéutica mais
adequada. No caso de fases como a prodrémica e MCI, os alvos terapéuticos serdo os
mecanismos de progressao para estadios mais graves da doencga [1,5,6].

Relativamente a patologia ou base patolégica, as suas principais
caracteristicas sao a presenca de placas amildides, também conhecidas como placas
senis, emaranhados (novelos) neurofibrilares (NFT) e morte celular neuronal. As
causas da doenca continuam em estudo, encontrando-se as teorias patogénicas
focadas nas moléculas implicadas na fisiopatologia da doenga [2,3,4].

De entre os varios mecanismos fisiopatoldégicos conhecidos, a hipétese da
cascata amiléide é a mais estudada e a que tem dado origem a mais hipéteses
terapéuticas. No entanto, surgem outras hipéteses que focam a formacéo de radicais
livres, disfuncdo mitocondrial, processos inflamatérios e fatores genéticos para
desenvolvimento de terapias alternativas ou adjuvantes. Todos estes fatores podem
interagir e amplificar os efeitos resultando num ciclo vicioso de toxicidade dando

origem a disfuncéo neuronal e, finalmente, morte celular [4].
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l. Fisiopatologia da Doenca de Alzheimer

1.1. Placas B-Amildides

Nos ultimos 20 anos a teoria da cascata -amiléide é a que tem reunido maior
consenso a nivel académico, sendo uma das mais investigadas. Esta hipotese postula
que, na DA, ha deposicao de péptidos p-amildides (AB) que se vao agregar em placas,

resultando em perda neuronal e sinaptica [7,8,9].

1.1.1. Agregados B-Amil6ides e Placas Senis

Uma das principais caracteristicas da DA é a deposi¢ao de fibrilhas amildides
insolaveis sob a forma de placas amil6ides que sdo constituidas por péptidos de AR,
formados por 39 a 42 aminoacidos, sendo as formas mais abundantes a Ap42 e a
AB40, esta ultima representando 80 a 90% do total produzido [10,11,12,13].

y-secretase

a-secretase

llustragdo 1 - Locais de clivagem da APP pelas diferentes secretases.

Os péptidos de AR (llustracdo 2) resultam da protedlise sequencial da
proteina percursora amildéide (APP) pelas enzimas (-secretase e y-secretase
(llustracdo 1). A APP é uma proteina transmembranar tipo | que tem expressdo em
varios tecidos, com maior quantidade no tecido cerebral. Os péptidos originados na

protedlise da APP pelas enzimas mencionadas, sdo particularmente propensos a

Zona de conformacgao Zona de conformacao
aoufp em B-camada

12345678910111213141516 17 18 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 3940 41 42

Zona de Zona de
dobragem dobragem

llustragado 2 - Estrutura do péptido B amiléide [12].
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sofrer oligomerizacdo e fibrilhacdo, resultando nas espécies patogénicas. Estes
fendmenos sao favorecidos em condi¢Bes patoldgicas, nomeadamente na DA, pois a
producao de péptidos AR e/ou a sua capacidade de agregacao estdo aumentadas.

Por outro lado, a a-secretase pode cortar a APP no centro evitando a
formacdo de péptidos de AR e, desta forma, a sua agregagao
[7,9,10,11,12,13,14,15,16].

Em termos estruturais
a) c — N

(llustracdo 2 / llustracdo 3a), os
péptidos podem adotar duas / \
conformagdes. Uma em que ha b

) c c)
dobramento das regibes 1-8 e 22- C
27, que vai originar os monémeros ) © o )
oligoméricos (llustracdo 3b), ou
apenas um dobramento na regido K
22-27 para formar os monémeros N

fibrilhares (llustracdo 3c). No caso

dos mondmeros oligoméricos,

estes podem agrupar-se originando d) e) _

a forma oligomérica AB, que pode /7 (‘x
C
(\
\J

ser composta por 5 (exemplo na
llustracdo 3d) ou 6 péptidos que

podem associar-se para formar

(I
(U AUA WAL,

conjuntos de dez ou doze péptidos k

ainda mais toxicos. A forma . o . D
llustragdo 3 - Estruturas amiléides a) péptido amildide,

oligomérica surge, entdo, como b) monémero oligomérico, ¢) mondémero fibrilhar, d)

agregado oligomérico, e) agregado fibrilhar [13].
espécie patol6gica primaria,
insolivel e mais toxica. A toxicidade da forma oligomérica é dependente da
conformacéo, tamanho e concentracéo [10,12,13,17,18].

A forma oligomérica induz fatores pré-inflamatérios que, juntamente com o
stress oxidativo, provocam desregulacdo da microglia dando origem ao processo
inflamatdério neurodegenerativo caracteristico da DA. Este processo conduz ao
aparecimento de sintomas, nomeadamente diminuicdo das fun¢des cognitivas, como a
aprendizagem e a memoéria. Numa fase mais avancada, origina também disfuncédo
neuronal [14,18,19,20].

No caso do mondémero fibrilhar, a conformacdo adotada é denominada -
camada e pode formar protofibrilhas/protofilamentos pela associacdo de duas ou mais

12
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B-camadas. Estas vao agir como percursoras conferindo o ndcleo para as fibrilhas. As
fibrilhas s&@o constituidas por 5 ou 6 protofilamentos dispostos paralelamente
(llustragéo 3e) com ligagdes de hidrogénios que as mantém unidas. As diferentes (-
camadas possuem um eixo perpendicular que vai conferir a fibrilha uma estrutura em
B-cruz. A medida que as fibrilhas se véo formando, esta espécie vai-se tornando cada
vez menos toxica, ndo perdendo, porém a sua toxicidade. As fibrilhas amiléides sédo
depois depositadas no meio extracelular como placas neuriticas/placas senis no cortex
cerebral. As placas senis sdo areas esféricas constituidas pelo ndcleo amiléide com
uma camada exterior de axonios e dendrites degenerados, rodeados por fragmentos
dos mesmos. Estas placas apresentam elevada toxicidade para as sinapses e
neuronios provocando destruicdo das membranas, com perda da fungéo sinaptica e
morte celular, verificando-se uma correlagéo entre a formacédo de placas e a perda de
sinapses. As placas senis encontram-se principalmente na matéria cinzenta cerebral,
pois é o local onde se encontram o0s corpos celulares dos neurdnios
[12,13,14,15,17,18,21,22].

A deposicado de AB no cérebro ocorre ndo s6 a nivel do parénquima mas
também nas paredes dos vasos sanguineos provocando angiopatia amiléide cerebral
(AAC) outro fendmeno frequentemente encontrado em pacientes com DA. A AAC é
uma das causas de hemorragia intracerebral em pacientes idosos [23,24].
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1.2. Disfuncéo da Proteina Tau

A proteina tau € uma proteina associada ao microtibulo que tem como
funcbes a regulacdo da montagem, estabilidade, comportamento dindmico e
organizacdo espacial dos microtibulos. Esta proteina encontra-se normalmente
fosforilada e é o grau de fosforilacdo que determina a sua ligacdo aos microtubulos.
Estudos recentes revelaram que também regula o transporte axonal de vesiculas e
organelos, incluindo mitocéndrias [2,10,16,25,26].

Esta proteina é codificada por apenas um gene que expressa seis isoformas,
definidas pelo numero de repeticbes na porcao de ligacdo a tubulina, e possui dois
dominios, uma projec¢éo localizada na por¢cdo N-terminal e um dominio de ligacdo ao
microtubulo na porgdo C-terminal, que pode ter 3 (3R) ou 4 (4R) repeticdes que, no
cérebro adulto saudavel, existem em quantidades iguais [2,10,16,26].

As doencgas neurodegenerativas caracterizadas pela acumulacdo de
agregados de tau no cérebro sdo denominadas taupatias. Nas taupatias, a proteina
tau forma estruturas fibrilhares intracelulares de agregados de tau hiperfosforilados e
ubiquitinados (ver ponto seguinte), que estao associados a perda neuronal e sinaptica
[2,25,26,27].

De facto, no que diz respeito ao défice cognitivo observado nos doentes com
DA, a taupatia explica melhor a fisiopatologia da doenca do que a hip6tese da cascata
B-amildide [2,26].

1.2.1. Neurodegenerescéncia Induzida

Na DA verifica-se uma acumulacdo de proteina tau no pericario’ neuronal. A
nivel celular, comeca por haver hiperfosforilacdo da proteina tau, que resulta no
enfraquecimento da ligacdo da mesma ao microtibulo conduzindo a sua
desestabilizagdo. A proteina tau hiperfosforilada migra do compartimento axonal para
0 compartimento somatodendritico onde a sua acumulagdo conduz a formacdo de
agregados na forma de inclusdes filamentosas que se encontram nas varias células,
nomeadamente nos neuronios, astrocitos e oligodendroglia. Este fendmeno resulta na
perda dos microtubulos dendriticos e sinapses, degenerescéncia da membrana

plasmatica e, eventualmente, morte celular [2,16,26,28].

! Corpo celular neuronal.

14
Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias — Faculdade de Ciéncias da Saude



Estratégias terapéuticas baseadas nos mecanismos fisiopatolégicos conhecidos na
Doenca de Alzheimer

A neurodegenerescéncia induzida pela proteina tau € consequéncia da
combinacgdo da perda de fun¢des da proteina com o ganho de fung¢des téxicas. Por um
lado, a perda de proteinas tau pelos microtibulos, resultante da hiperfosforilacdo ou
mutacdo, conduz a perda gradual da funcdo dos microtubulos, do transporte axonal
seguida de disfuncgéo sinaptica, e perda neuronal. Por outro lado, as moléculas de tau
hiperfosforiladas tém tendéncia a formar filamentos helicoidais emparelhados (PHF) ou
filamentos retos (SF) que juntos vao formar emaranhados ou novelos neurofibrilares
(NFT) (llustracdo 4). Estas moléculas também tém a capacidade de sequestrar
moléculas tau normais (e talvez outras moléculas constituintes dos microtubulos), e
formar agregados, que vao ter um impacto negativo na funcdo normal do microttbulo
[2,10,16,26,27,28,29,30,31].

Quinase

Fosfatase i
#

e
Microtabulo Hiperfosforilagédo de Formagéo de F 50 d |
estabilizado tau com destabilizagdo filamento helicoidais Orma(}a(;‘be‘lnove 0s
pela tau do microtabulo emparelhados neurofibrilares

llustracdo 4 - Destabilizagdo dos microtubulos e formagéo de novelos neurofibrilares.

Além da destabilizacdo dos microtiubulos e formacdo de NFT originada pela
hiperfosforilagdo da tau, existe outro mecanismo celular que contribui para 0 aumento
de NFT e perda neuronal, nomeadamente o mecanismo endossomal-lisossomal que,
com o avancar da idade fica comprometido. Na llustracdo 5 pode observar-se que
variadas proteinas e produtos de metabolismo celular sdo sujeitas ao processo de
digestéo lisossomal. No entanto, com o aumento de idade, este processo torna-se
deficiente libertando estes produtos semi-digeridos que se acumulam no citosol na
forma de lipofuscina. Estes depdésitos constituem o substrato inicial para a nucleagéao
dos agregados de tau. A tau oligomérica forma agregados, podendo capturar tau
normal no processo, originando PHF. Como os oligomeros de tau sdo resistentes a
proteases citosolicas, apenas sao removidos pelo mecanismo endossomal-lisossomal
0 que vai provocar maior congestao e disfuncdo do processo lisossomal. Entretanto,
0s agregados de tau propagam-se pela célula e formam NFT. Por outro lado, os

agregados oligoméricos de tau, proteoliticamente estaveis, vao propagar-se para
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neuronios adjacentes por exocitose/endocitose ou via nanotubos. Isto conduz a
propagacdo autocatalitica da cascata de agregacdo de tau a todos os neurénios
interconectados [31].

Filamento helicoidais
emparelhados

Oligomeros de tau

Reciclagem lisossomal w

Lisossoma /—\\ w m (G

- ses&&e
- < o [‘L*L ) [

NV "Qi* : Nucleagéo
Propagagao
N m autocatalitica

Propagagao \
transneuronal / Nauronio
wt
wb — s’

Neurénio

llustragdo 5 - Mecanismo endossomal-lisossomal com agregacgéao de tau [31].

Desde que se separa dos microtibulos até formar os agregados, a proteina
tau também sofre alteragbes poOs-translacionais como truncacéo, glicosilacdo, O-
GlIcNAcilagéo, ou seja, adicdo de uma N-acetilglicosamina na ligagdo O-glicosidica de
um residuo de serina ou treonina, e ubiquitinacdo, que é a ligacdo de uma ubiquitina
ao grupo amina de um residuo de lisina, que também contribuem para a patologia.
Nesta fase, a forma oligomérica de tau pode ser
libertada para o espacgo extracelular, onde vai
agir como agente transmissor, espalhando a B o G A
patologia pelo cérebro. Isto pode ser confirmado =
pelo facto de no inicio da doenca se detetar

novelos de tau apenas no coértex entorrinal

(llustracéo 6) e a medida que a doenca progride,
Hipocampo

a patologia de tau alastrar para o hipocampo e P B

cortex. Adicionalmente, a tau n&o funcional . L )
llustracéo 6 - Localiza¢c&o do cortex

sequestra proteinas tau fosforiladas, evitando entorrinal

(fonte:http://www.methodus.com.br/artigo/7

gue estas se liguem ao microtibulo conduzindo 01/o-lugar-do-movimento.html).
a maior disfuncéo [2,7,10,26,29].
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Também se verifica a presenca de microglia ativada na proximidade de NFT
em fases iniciais e finais da formagdo dos mesmos reforgcando a correlacdo entre a
resposta inflamatdria e as les6es neurofibrilares provocadas por tau [20,29].

Durante muito tempo, os emaranhados ou fibrilhas foram considerados as
espécies patoldgicas. No entanto, recentemente tem-se verificado que, tal como
acontece com as placas amiléides, os NFT sdo a fase final do processo patologico e
as lesBes sdo provocadas por espécies hiperfosforiladas intermédias, provavelmente

espécies tau oligoméricas solaveis [2].

1.2.2. Interacdo B-amildide-tau

A interacdo da AR e tau na fisiopatologia da DA é um assunto de intensa
investigacdo, visto a presenca de placas amildides e NFT serem as principais
caracteristicas da patologia. Embora a maior parte das evidéncias indicarem que
alteracdes de tau ocorrem apos o aparecimento de AB, na verdade a taupatia precede
a deposicdo de agregados amildides, verificando-se ainda que a sobreexpressao de
tau aumenta a deposi¢cdo amildide. Verificou-se ainda que a estimulacdo neuronal
continua é responsavel pela secre¢éo de tau e producgéo de AB [7,31].

A observacdo de que as placas neuriticas/senis se desenvolvem
gradualmente nas areas de projecdo de neurdnios com NFT indica que os NFT se
desenvolvem apenas em neurénios cujos neuritos estdo envolvidos na formacao de
placas senis. Isto é sustentado pela observacao de tecido cerebral de doentes com DA
gue exibem neuritos inchados e distroficos que participam na formacao de placas que
também contém tau hiperfosforiladas. Estes factos reforcam a hipotese de que os NFT
se formam em resposta a axonopatia com acumulacéo e clivagem descontrolada de
APP com consequente formacdo de placas, e ndo como consequéncia da patologia
AB [8,32].

Esta relacdo é dificil de explicar se o agente causador da cascata de
agregacao de tau for a mutacdo do complexo APP/presenilina, ou seja, no caso de a
etiologia ter origem genética. No entanto, na forma esporadica, se a ligagéo entre eles
¢ a falha do mecanismo endossomal-lisossomal, entdo a acumulacdo de AB pode
apenas ser outra manifestacdo da falha deste mecanismo resultante da doenca tau-

lisossomal [31].
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1.3. Hipotese da Inflamacéo

A resposta inflamatdria resulta, quase sempre, de um estimulo inicial, como
trauma ou infecdo. A resposta inflamatdria aguda no SNC originada pela ativacéo
imediata das células da glia como resposta a estimulos nocivos, traduz-se numa
resposta defensiva para reparar a area lesada. No entanto, se o estimulo for continuo,
desenvolve-se uma condi¢ao inflamatéria crénica que leva a um fenémeno cumulativo
de lesdes ao longo do tempo [20].

Na fisiopatologia da DA, o processo inflamatdrio tem sido considerado desde
uma possivel causa da doenc¢a a um subproduto ou mesmo uma resposta benéfica da
mesma, embora este ainda seja bastante controverso. Esta hipdtese tem suscitado
interesse devido a presenca de quantidades elevadas de citoquinas, quimiocinas,
produtos de complemento e radicais de oxigénio no tecido cerebral de pessoas com
DA. Estes mediadores inflamatérios podem resultar da ligacdo de péptidos AR a
recetores celulares de superficie induzindo expressao de genes pro-inflamatorios. Por
outro lado, a AB também interage com as citoquinas pro-inflamatérias de maneira
sinérgica, induzindo danos neuronais via mecanismos dependentes de ROS. Os
captadores de ROS, como a catalase, reduzem a ativagéo do fator nuclear kB (NF-kB),
um fator de transcricdo que medeia respostas imunes e inflamatérias e que,
consequentemente, diminui o elevado nivel de IL-18 (mediador pré-inflamatério)
induzido pelo AB. De acordo com estes mecanismos, podem ser adotadas estratégias
para tratamento visando a supresséo do stress oxidativo e da ativacdo de NK-kB, que
vai resultar na atenuacdo da neuroinflamacdo e dos danos neuronais. A hipétese da
inflamacado realga que a microglia hiperativa € a principal causa da neurotoxicidade
associada a DA. A ativagcdo prolongada da microglia pode também prejudicar o
complexo lisossomal enzimatico tornando estas células incapazes de remover lesées
proprias da DA. Portanto, & medida que a doencga progride as células da microglia
podem tornar-se disfuncionais ou senescentes, 0 que é corroborado pela associagéo

de microglia fragmentada nas patologias do tau [8,14,20,23,29,33,34].

1.3.1. Func¢des da Microglia e Consequéncias do Envelhecimento

Como agentes fagocitérios a nivel cerebral, uma visdo amplamente aceite
defende que as células da microglia sdo recrutadas para remover depositos de

proteinas AB. No entanto, a medida que a idade avanga, associada a DA, a microglia
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torna-se ineficaz e o declinio das suas fun¢des, nomeadamente do mecanismo de
remocdo de residuos celulares pode originar ndo sé um ambiente neurotoxico mas
também um local para a acumulacdo de agregados de péptidos denominados placas
senis [8,11,14,23].

A microglia é um conjunto de células do Sistema Nervoso Central (SNC)
responsaveis pela imunidade inata, sendo por isso a primeira linha de defesa contra
varios agentes patogénicos. Representam 5-20% da populac¢éo total de células da glia.
As células da microglia estdo presentes no cérebro, medula espinhal, retina e nervo
otico. De acordo com o descrito na bibliografia, as suas funcdes podem ser divididas
em seis categorias: Proliferacdo, Transformacdo Morfol6gica, Motilidade e Migracéao,
Comunicacao Intracelular, Fagocitose e Proteostase. De acordo com as funcdes
definidas verifica-se que a microglia ndo s6 se encontra ativa quando existem
agressores externos, mas também esta envolvida em varios processos celulares de

monitoriza¢do do parénquima cerebral [20,33].

1.3.1.1. Proliferag&o da Microglia e Senescéncia

A medida que a idade avanca, as células envelhecem e perdem as suas
fungbes. Estas células sdo denominadas senescentes e sdo normalmente removidas
via fagocitose. No entanto, em condi¢cdes patoldgicas esta funcdo pode estar
comprometida, o que resulta numa acumulacdo de células senescentes. Como
mecanismo compensatoério, hA um aumento da capacidade proliferativa da microglia
resultando numa populagédo heterogénea com baixa capacidade de resposta imune

aos diversos estimulos provocados como acontece na DA [14,33].

1.3.1.2. Morfologia e Motilidade

As alteracdes na morfologia da microglia sé&o induzidas pelo grau de ativagédo
da célula e definem a resposta desta. Na microglia envelhecida verifica-se uma
diminuicdo de resposta ao ATP, ndo permitindo a alteracdo de conformacdo da
microglia, resultando em células distroficas que apresentam alteracdes de motilidade,
migragdo e espessamento. Estas alteragbes vao afetar gravemente a resposta
imunitaria porque a mobilidade das células vai estar reduzida, aumentando o tempo de
resposta e, consequentemente, prolongando as lesGes induzidas por agentes

patogénicos [14,33].
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Em cérebros humanos que possuem quantidades elevadas de AR verifica-se
um grau de distrofia da microglia significativamente maior do que 0s que ndo possuem
[14,33].

1.3.1.3.  Comunicacéao intercelular

A microglia apresenta varias moléculas tanto superficiais como intracelulares
responsaveis pela comunicacao intercelular. Estas moléculas tém diferentes niveis de
expressao consoante o grau de ativacdo da célula. Como indicadores deste grau de
ativacdo (possivelmente os mais relevantes) podemos apontar fatores pro e anti-
inflamatoérios como as citoquinas [33].

1.3.1.4. Fagocitose

Uma das funcdes da microglia é a fagocitose. Associada a esta funcao, as
células da microglia apresentam multiplos recetores capazes de reconhecer
patogénios e produtos do metabolismo celular que tém de ser removidos. Um desses
agentes patogénicos que a microglia consegue reconhecer e captar é a forma soltvel
de AB, ou seja, a forma oligomérica desta proteina. A microglia apresenta diversos
recetores que se ligam a ABbeta, nomeadamente, recetores reconhecedores de
padrdes (PRR), recetores de ligacdo de nucledtidos, recetores scanvenger (SR) e os
recetores toll-like (TLR), TLR2 e TLR4, entre outros. Apds a captura por
macropinocitose, as formas sollveis de AB séo degradadas por diversas enzimas
como a enzima de degradacdo da insulina, neprisilina e matriz metalopeptidase 9
(MMP9) [14,20,33].

Na DA, existem dois fatores que influenciam a capacidade fagocitaria da
microglia, a idade e a fase da doenca. Por um lado, & medida que a idade avanca, a
capacidade de resposta diminui, tornando este mecanismo ineficaz. Por outro lado,
verifica-se que na fase inicial da doenga a microglia tem capacidade de remogéo de
AB. No entanto, em fases tardias da doenca verifica-se que as células sao capazes de
internalizar a proteina mas nédo de a digerir. Aliando isto a incapacidade fagocitaria
derivada da doenca, ha um aumento da concentracdo de AB que vai permitir a sua
aglomeracéo e formacao de placas amiléides [14,29,33].

Ainda relativo a DA, a diminuicdo da capacidade de remocéo da A pode ser
resultado tanto do enfraquecimento dos mecanismos de detecdo de alvos o0 que se
traduz num atraso na migracdo para o local da lesdo, como da supressdo da
capacidade fagocitaria induzida pela forma fibrilhar da AB [14,33].
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Esta funcdo demonstra o potencial do uso de microglia exdégena e “saudavel”
como possivel abordagem terapéutica para a DA [14].

1.3.1.5. Proteostase

A homeostase das proteinas, ou proteostase, é definida como um conjunto de
mecanismos de regulagdo proteica que garantem todo o processo de sintese proteica
bem como a degradacdo das mesmas, evitando a sua acumulacéo.

Esta é uma das fungBes da microglia que, no caso da DA, se encontra
alterada, permitindo a acumulagéo de varias proteinas, como o AB [33].

1.3.2. Modelo Inflamatoério

Num modelo testado por Krstic e Knuesel (8), verificou-se que, no
envelhecimento saudavel ha deposicao de proteinas com origem intracelular no meio
extracelular do parénquima cerebral. Estas resultam de um mecanismo de extrusédo
compensatério devido ao declinio da funcdo lisossomal. Os depdésitos de proteinas
apresentam-se sob a forma de varicosidades com morfologia “budding-like” que
também podem conter organelos celulares. No meio extracelular estas estruturas séo
removidas pela microglia e astrécitos (llustracdo 7a). Este fendmeno pode, portanto,
refletir uma estratégia neuroprotetora de neurdnios pés-mitdticos, para ultrapassar a
acumulacdo de proteinas “misfolded”, danificadas ou anomalamente clivadas,
relacionada com a idade. Um aumento de citoquinas acelera a formagdo destes
“buddings” e induz a acumulagdo de mitocéndrias e outros organelos dentro das

varicosidades, aumentando a necessidade da sua remocao por parte da microglia [8].
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mecanismo de extrusdo de proteinas induzindo, assim, nédulos axonais localizados e
acumulacdo de organelos, principalmente mitocondrias (llustracdo 8a). A
desestabilizacdo do metabolismo energético no axénio pode induzir hiperfosforilacdo
adicional, conduzindo a formacéao de filamentos helicoidais emparelhados (PHF). Toda
esta cascata de eventos provoca um maior declinio da funcdo axonal, seguido de
blogueio total do transporte axonal resultando, finalmente, perda sinaptica, originando
diminuicdo da performance cognitiva (llustracdo 8b). Num estado de inflamacgéo
cronica verifica-se indugédo de APP seguido da sua acumulagdo nos locais dos nédulos

(llustracéo 7b e llustracdo 8a, b, c) [8].
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llustracdo 8 - Envelhecimento patolégico [8].

de APP que envolve varios grupos adjacentes de neuritos, que estdo rodeados de

células da microglia ativadas. Finalmente, estas acumulagcfes de APP podem levar a

agregacao de outros péptidos (llustragcéo 8c) [8].

Com base na recente observacdo de cérebros com Alzheimer, é proposto por

Krstic e Knuesel (8) que a perda axonal e de componentes intracelulares,

principalmente de vesiculas autofagolisossomais densas, ou seja, vesiculas que

2 Astrocitos reactivos.

23

Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias — Faculdade de Ciéncias da Saude



Estratégias terapéuticas baseadas nos mecanismos fisiopatolégicos conhecidos na
Doenca de Alzheimer

possuem proteinas no seu interior. A perda de componentes intracelulares é
corroborada pela presencga de enzimas intracelulares de clivagem de APP [8].

Em suma, um ambiente pro-inflamatério com concomitante perda de axénios
pode levar a formacdo de NFT e morte celular neuronal. A perda de ligacdes
sinapticas combinado com stress celular induzido pela inflamacédo, provavelmente
contribui para o inicio da fisiopatologia em zonas interconectadas do cérebro e para o

alastramento da doenca pelas redes cerebrais [8,20].
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1.4. Stress oxidativo

O stress oxidativo resulta da inevitdvel necessidade de reduzir o oxigénio
molecular a 4gua durante a sintese de adenosina trifosfato (ATP), indispensavel a
vida, durante a respiragdo celular e metabolismo energético. No entanto, deste
processo também resultam radicais livres, nocivos para o organismo. O cérebro
humano é particularmente vulnerdvel ao stress oxidativo, o que requer defesas
antioxidantes complexas de modo a manter o balanco oxidativo. No entanto, com o
avancar da idade ha uma diminuicdo gradual das defesas antioxidantes que pode
resultar em doenga, tal como acontece na DA [30,35].

As mitocOndrias sdo as principais fontes de stress oxidativo. Os radicais livres
produzidos durante o stress oxidativo pela fuga de eletrées durante a transferéncia dos
mesmos na cadeia transportadora de eletrdes tém sido considerados como
patologicamente relevantes na DA. Recentemente verificou-se que ndo s6 o stress
oxidativo esta envolvido na etiologia da doenga, mas também tem um papel importante
na sinalizacdo de mecanismos de morte celular [10,34,36].

A DA possui um longo periodo de laténcia no qual ndo é possivel identificar
sinais ou sintomas da doencga. Na fase pré-clinica sintomética verifica-se desequilibrio
oxidativo, com aumento da peroxidacdo proteica e diminuicAo de enzimas
antioxidantes. Estes factos sugerem que o desequilibrio oxidativo surge numa fase
precoce da doenca e que podera ter um papel central na patogenia da DA [3,36,37].

A correlacdo que se verifica entre 0os danos especificos dos tecidos e as
alteracdes sistémicas, juntamente com a identificacdo dos marcadores de disfuncéo
cerebral permite a quantificacdo dos mesmos nas fluidos corporais, principalmente no
LCR, plasma e urina. Estes biomarcadores vao permitir um diagndéstico mais preciso e

uma melhor previsdo da progresséo da doenga [37].

1.4.1. Radicais Livres

Como consequéncia do stress oxidativo, o desequilibrio redox observado
tanto pode ser resultado de um aumento da producao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) ou comprometimento do sistema antioxidante. As ROS sé&o altamente reativas,
instaveis e tém uma semi-vida muito curta, tornando dificil a sua quantificacéo direta.
As reacbes que originam os diversos marcadores de oxidacdo s&o a peroxidacdo

lipidica, oxidag&o proteica e oxidacdo de DNA/RNA. Desta forma, sdo usadas como
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marcadores, biomoléculas oxidadas, muito mais estaveis, geradas pelas ROS, como o
radical hidroxilo e superdxido. Estes marcadores sdo produtos de oxidagdo que
incluem proteinas oxidadas, peréxidos lipidicos, produtos finais de glicosilagédo
avangcados (AGE) e ductos de ADN. A importancia destes biomarcadores estd na
necessidade de facilitar o diagndstico precoce da doenga, monitorizar a sua
progressao e avaliar a resposta a tratamento quando existir medicacdo que atue na
fisiopatologia da doenca [15,30,36,37].

A peroxidacéo lipidica € o processo pelo qual os lipidos sdo atacados pelas
ROS através de um mecanismo de reacdo em cadeia de radicais livres que, no caso
da DA, se encontra muito aumentada, sendo a principal causa da perda de fosfolipidos
da membrana. Como produtos desta reacéo sao formados aldeidos reativos como o 4-
hidroxinonal e malondialdeido (MDA) e isoprostanéides quimica e metabolicamente
estaveis. Na DA verificam-se elevados niveis de 4-hidroxinonal no hipocampo, cortex
entorrinal, cértex temporal, amigdala, giro parahipocampal, fluido ventricular e plasma.
Este é um composto extremamente toxico para as células do hipocampo porque
provoca morte neuronal por alteracdo das ATPases envolvidas nas trocas idnicas e na
homeostase do calcio. Por sua vez, o aumento da concentracao de calcio provoca
uma cascata de acontecimentos intracelulares que resultam no aumento das ROS e
morte celular. No que diz respeito a oxidagao proteica, esta decorre do ataque direto
das ROS ou da reacao com produtos de glicacao, glicoxidacdo a oxidacao lipidica. Os
principais marcadores de oxidagdo proteica sdo os carbonilos proteicos e a 3-
nitrotirosina. Estes encontram-se elevados na DA em diversas regiées do cérebro e
LCR. Adicionalmente, a oxidacdo proteica e lipidica também provocam perda de
funcbes enzimaticas criticas, incluindo as que regulam o transporte de glutamato, o
que resulta em excitotoxicidade, por glutamato excessivo extracelular, e perda das
ATPases responsaveis pelo transporte de ibes, com rutura da homeostase do ido
calcio e disfuncdo mitocondrial. A oxidacdo de DNA/RNA também se verifica na DA.
As ROS lesam o DNA através da separacao da cadeia dupla, modificagfes de bases e
ligagbes a proteinas. Estas alteragdes verificam-se tanto no hipocampo como no
cortex cerebral. Por fim, na DA observam-se baixos niveis de antioxidantes, como a
albumina, bilirrubina, &cido urico, licopenos, vitamina A, vitamina C e vitamina E, ou da
atividade enzimatica antioxidante, das quais fazem parte o superéxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase e heme-oxigenase. Além dos marcadores resultantes
das reacdes de oxidacdo, a quantificacdo pode ainda ser feita medindo os niveis de

antioxidantes ou a atividade enzimatica antioxidante [15,23,30,34,36,38].
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1.4.2. Disfuncéo Mitocondrial

As mitocOndrias estdo presentes em todas as células eucaridticas e séo
responsaveis pela producdo de energia necessaria para 0s processos metabdlicos, em
condi¢cdes aerdbias. Nos neurdnios, as mitocondrias tém uma importancia especial
devido as elevadas taxas metabdlicas, morfologia complexa e ao seu papel como
produtoras de ATP, que é a principal fonte de energia celular para a libertacdo e
reciclagem de neurotransmissores [10,36].

A disfuncdo mitocondrial é observada como uma caracteristica de muitas
doencas neurodegenerativas, mesmo antes do aparecimento de outros sinais e
sintomas especificos. Os defeitos nas mitocdndrias lesam a célula através de dois
mecanismos: aumento da produgéo e libertagdo de ROS que, por sua vez, provocam
lesbes e, eventualmente, morte celular; e deplecéo de energia devido a interrupg¢éo da
fosforilagéo oxidativa [10,36].

Uma das substancias capazes de provocar disfungéo mitocondrial € o péptido
AB que induz a producdo de ligacbes oxidativas e possui na sua sequéncia uma
metionina na posicdo 35 que tem um papel importante na promoc¢édo da atividade
oxidativa. Quando este aminoacido é substituido por outro verifica-se diminuicdo da
capacidade oxidativa da AB. Por outro lado, os oligomeros de AB tém a capacidade de
se inserir na bicamada lipidica provocando peroxidacdo dos lipidos com consequente
lesdo oxidativa de proteinas e outras biomoléculas. Como consequéncia das
alteracdes da membrana, ha um influxo de iBes Ca**, alterando a sua homeostase,
provocando entrada de agua que lesa a célula e organelos provocando disfuncao
mitocondrial, perda sinaptica e, finalmente, morte neuronal. A acumulagdo de A vai

ter um impacto na funcdo mitocondrial como descrito abaixo [10].

1.4.2.1. Disfuncéo da cadeiatransportadora de eletrdes induzida por
AB

A cadeia transportadora de eletrdes € um sistema enzimético complexo
constituido por cinco fases distintas: complexo | (NADH desidrogenase), complexo |l
(sucinato desidrogenase), complexo Il (ubiquinol-citocromo ¢ redutase), complexo IV
(citocromo c oxidase) e complexo V (ATP sintetase). Defeitos na cadeia transportadora
de eletrdes sdo considerados um dos principais fatores que levam a producdo de
radicais livres. Estes defeitos podem ser provocados pela AR através da diminuigcao

das enzimas da cadeia. A AB é capaz de diminuir a atividade do complexo IV através
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da ligacdo direta a subunidade 1 da enzima citocromo c oxidase, ou de provocar
disfuncdo deste complexo, induzindo a geracdo de ROS. O AB também provoca
lesbes no complexo | na mitocondria em condigbes normais que resultam num
aumento da producdo de ROS [10,23,34,36].

As alteracbes energéticas provocadas pela disfuncdo da cadeia
transportadora de eletrdes podem provocar perda sinaptica de duas maneiras. Por um
lado, a neurotransmissao pode ser interrompida devido ao défice de ATP. Por outro
lado, devido a falta de ATP, as enzimas que necessitam desta molécula tornam-se
disfuncionais levando ao colapso da homeostase do Na* e Ca?" celular, necessarios

para a manutencéo do potencial de membrana [10,36].

1.4.2.2. Abertura do poro mitocondrial de permeabilidade transitéria
(MPTP)

As ROS induzidos pelo AB estimulam a abertura de poros mitocondriais de
permeabilidade transitéria (MPTP). Estes poros sdo complexos proteicos que formam
um canal nao-seletivo entre as duas membranas (interior e exterior) da mitocéndria.
Em condigbes normais, o MPTP possui baixa permeabilidade, no entanto, em algumas
condigbes patolégicas a sua permeabilidade aumenta incrementando a carga
intracelular de calcio e o stress oxidativo [10,15].

A sobre-expressdo de APP, e o consequente aumento de proteina amildide,
pode levar a abertura de MPTP, desregulando a fosforilagdo oxidativa e a producgéo de

ATP, fatores que conduzem a perda sinaptica e eventual morte celular [10].

1.4.2.3. Alteragfes na dinamica mitocondrial

Existem evidéncias de que o AP possa provocar alteracdes de tamanho e
dindmica da mitocOndria, e de que o stress oxidativo influencie estas anormalidades.
Em ratos transgénicos analisados por microscopia eletrénica, verificou-se que as
mitocondrias eram significativamente menores quando comparadas com os controlos.
Na analise postmortem de tecidos do hipocampo, verificou-se reducédo das proteinas
envolvidas na regulagdo do tamanho e reciclagem da mitocdndria, como a proteina
dinamina 1 (Drpl), e das proteinas de fusdo, como a proteina de atrofia Otica 1
(OPA1), mitofusina 1 (Mfnl), e mitofusina 2 (Mfn2), e aumento da proteina de fissdo 1
(Fisl). Estes resultados sugerem que condicfes de fissdo aumentadas levam a
diminuicdo do tamanho das mitocondrias afetando, subsequentemente, o metabolismo
energético celular [10].

28
Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias — Faculdade de Ciéncias da Saude



Estratégias terapéuticas baseadas nos mecanismos fisiopatolégicos conhecidos na
Doenca de Alzheimer

O ApB também influencia assim a dindmica mitocondrial que regula o

transporte axonal [10].

1.4.2.4. Creatinina-quinase (CK) mitocondrial

A creatinina-quinase € uma enzima que fosforila a creatinina através da
transferéncia de um fosfato do ATP. A funcdo da CK pode estar alterada na DA
resultando em défices na manutencdo dos niveis energéticos e alteracdo do

fornecimento de energia da glia, neurdnios e sinapses [10].

Os pontos discutidos acima sdo disfungbes mitocondriais importantes na
patologia da DA que podem ser explorados como possiveis alvos terapéuticos,
nomeadamente, a nivel da cadeia transportadora de eletrées. O controlo da disfuncéo
da mesma permitiria diminuigdo da producéo de ROS.

Também a proteina tau, mediante stress oxidativo, induz disfungéo
mitocondrial com geracdo de ROS e RNS, o que contribui para a perda da integridade
das membranas biolégicas e faléncia sinaptica [10].

Na llustracdo 9 estdo representadas as diversas lesfes provocadas na
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llustragdo 9 - Lesdo mitocondrial na Doenca de Alzheimer: (a) A sobreproducéo de
proteina AR provoca disfuncdo dos complexos | e IV, resultando na sobreproducdo de ROS e
depleccdo de ATP; (b) A diminuicdo de ATP também causa disfun¢gSes nos canais i6nicos
dependentes de ATP, provocando desequilibrio de iBes no citosol; (¢c) O aumento de ROS
provoca abertura de um MPTP, resultando num maior influxo de calcio na matriz mitocondrial,
interrompendo a cadeia de transporte de electrdes e a fosforilagdo oxidativa; (d) A peroxidagao
lipidica desencadeia os mecanismos de morte celular, nomeadamente apoptose [10].
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mitocondria durante a DA que resumem o descrito acima.

1.4.3. Apolipoproteina E

A apolipoproteina E (ApoE) € a proteina de transporte de colesterol no SNC o
gue explica o seu papel na plasticidade neuronal. Assim, esta proteina tem uma
fungéo fundamental na manutengéo da integridade estrutural e funcional das sinapses
e membranas [10,15,34].

A ApoE possui trés isoformas: ApoE2 (Cys'*?, Cys'®®), ApoE3 (Cys'*?, Arg™®)
e ApoE4 (Arg'*?, Arg™®). O alelo ApoE4 constitui um fator de risco de maneira dose-
dependente para a DA, enquanto o alelo ApoE3 confere uma funcédo protetora. Varios
estudos demonstraram que a interacdo entre a ApoE4 e formas sollveis de AR
favorece a formacdo de fibrilhas. Verifica-se também que a forma ApoE4 liga-se a
formas agregadas intermédias de AR de maneira mais eficaz do que ApoE2. Por outro
lado, parece aumentar a reciclagem intracelular de APP, o que resulta num aumento
da producéo de AR [10,34,39].
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II.  Estratégia Terapéutica

De acordo com os varios mecanismos fisiopatolégicos descritos nos capitulos
anteriores, existem varias abordagens terapéuticas que podem ser consideradas. O
tratamento medicamentoso atual da DA com inibidores da colinesterase ou
antagonistas do recetor NMDA tem demonstrado uma eficacia sintomatica muito
modesta, deixando a necessidade para novas e mais eficazes terapias [2].

2.1. Terapéuticacom Base na Hip6tese Amildide

Sendo a produgédo anormal e acumulacdo de AB no parénquima cerebral a
hipétese etiolégica central da DA, a primeira linha de estratégia sera a inibicdo ou
diminuicdo dos processos de geracdo de AP de modo a prevenir ou estabilizar a
doenca [25,28].

2.1.1. Inibicdo da B e y-secretase e ativacdo da a-secretase

De acordo com esta hipétese, uma das alternativas possiveis sera bloquear a
magquinaria proteolitica pela qual os péptidos de AR sao produzidos de modo a reduzir
esta proteina. Existem duas abordagens a considerar: reducdo da formacdo de APP
ou inibicdo da protedlise de APP que resulta na formacao de AB. A abordagem mais
promissora € a inibicdo das vias B e y-secretase (via da clivagem proteolitica
amiloidogénica da APP) ou estimulacéo da via a-secretase. No que diz respeito a a-
secretase, foram identificados poucos ativadores eficazes até ao momento. Para a via
da B-secretase ja foram identificados e testados varios inibidores e recentemente foi
descoberto um bastante promissor, MK-8931 (Merck), cujos resultados dos testes de
fase | foram publicados em 2012. Este inibidor esta agora em testes de fase Il e lll
[15,23,28].

Em relagdo a y-secretase, embora esta enzima tenha um papel crucial na
geracdo de AB, a modulacéo da sua atividade pode provocar varios efeitos adversos
porque esta intervém na clivagem de muitos outros substratos fisiologicamente
importantes. Assim sendo, modular a atividade da y-secretase torna-se bastante
complicado pois € necessario restringir 0 substrato apenas a APP, para reduzir a A,

ndo afetando outros substratos [15,23,25,28].
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2.1.2. Inibicdo da agregacédo ou acumulacéao

A toxicidade da AR esta associada a sua estrutura oligomérica que surge
apés agregacdo dos mondémeros AB. Portanto, a inibicdo da agregacdo pode ser
considerada uma estratégia para inibir a sua toxicidade.

Uma das alternativas podera ser a reducdo da formacao de placas amildides
através da ligacdo preferencial a monémeros de AR, provocando a desagregacado das
fibrilhas e oligomeros como mecanismo compensatério [15,28].

Como alternativa pode proceder-se a inibicdo indireta da agregacédo de AR
através da atuacdo sobre metais como o cobre e 0 zinco, mediadores da agregacao.
Neste processo utiliza-se um ionéforo cobre/zinco, PBT2, que tem como alvos os ides
de cobre e zinco, o que vai impedir a formagdo de novos agregados, facilitando a
remocgdo dos mesmos no cortex o que poderia atenuar a perda cognitiva em doentes

com DA. Este composto esta em testes clinicos de fase Il [15,28].

2.1.3. Imunoterapia com alvo AB

A imunoterapia surge desde 2003 como nova alternativa bastante atrativa. Ja
foram estudadas varias estratégias de imunizacdo ativa usando AB42 sintético, de
modo a induzir resposta imune com geragdo de anticorpos, bem como imunizagéo
passiva com anticorpos monoclonais para diferentes regides da Ap42 [28,40,41].

No entanto ambas as abordagens apresentam vantagens e desvantagens.
Considerando a imunizacdo ativa, esta apresenta a enorme vantagem de fornecer
uma resposta de longa duracgéo, reduzindo o numero de administracées e 0s custos
associados. Por outro lado, a resposta policlonal originada possui diversos anticorpos
com diferentes especificidades podendo resultar em reacBes adversas, as quais o
grupo de tratamento, envelhecido, é mais suscetivel. No caso da imunizacdo passiva,
€ possivel usar anticorpos policlonais de origem humana ou anticorpos monoclonais
humanizados e permite selecionar os anticorpos de interesse consoante o alvo
terapéutico. Os anticorpos gerados podem promover a desmontagem direta dos
depdsitos de AB no parénquima cerebral, a ativagdo da microglia ou ainda anular a
toxicidade da AB pelo bloqueio dos mondmeros, impedindo assim a formacao de
agregados no SNC. A desvantagem deste tipo de imunizacdo prende-se na
necessidade de administracdo de doses multiplas frequentes [28,40].

Os resultados dos modelos testados mostraram que este tratamento reduz os
niveis de amiléide no cérebro e de placas senis. Em modelos com ratos transgénicos,

a imunoterapia melhorou a memdria e performance comportamental [16,31].
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Os primeiros testes em humanos foram feitos usando inje¢cdes com péptido
AB42 de modo a induzir resposta imune. No primeiro ensaio de imunizagéo, 0 AN1792,
complicacdes como a encefalite e o edema vasogénico fizeram com que o estudo
fosse descontinuado. No entanto, estudos postmortem de alguns individuos
participantes revelaram remocao das placas amildides do parénquima cerebral. Tendo
em conta os efeitos adversos originados pela resposta imune das células T, os testes
de imunizacdo ativa concentram-se agora no epitopo da célula B para AR ou na
producdo de anticorpos capazes de evitar a resposta anti-inflamatéria desencadeada
pelas células T. Varios compostos ja se encontram em testes de fase Il. Num desses
compostos, a vacina CAD106, é usado um péptido com afinidade para o epitopo AB
das células B. Até a data ndo foram descritos efeitos secundarios auto-imunes
[16,40,41,42].

Na abordagem passiva com anticorpos anti-AB, estes séo injetados com o
objetivo de ajudar a reduzir a carga de AB no cérebro através de varios mecanismos,
nomeadamente a facilitacdo da fagocitose do amildide pela microglia, a inibicdo da
agregacdo amiléide ou a ligacdo dos anticorpos a amiléides presentes no sangue
provocando um efluxo de AB do cérebro para a corrente sanguinea. O aumento dos
niveis de AB que se verificam no LCR pode ser indicador de que estes anticorpos, que
se ligam preferencialmente a formas solaveis de AR, conseguem mobilizar AR dos
depdsitos amildides que se encontram no cérebro [16,43].

Os anticorpos desenvolvidos até ao momento sdo nao seletivos, o que
significa que se ligam as diversas espécies de amiléide, nomeadamente as formas
oligoméricas, fibrilhares e aos monémeros. Estes anticorpos podem ser vantajosos no
tratamento da patologia em fase prodromica pois proporciona redu¢céo do numero total
de amildide para uma concentrag@o néo toxica [44].

A Tabela 1 resume as diferentes afinidades de ligagdo dos anticorpos
monoclonais usados até agora, consoante a espécie amiléide. Deles, o Solanezumab
e 0 Bapineuzumab, este ultimo ja descontinuado, foram os mais desenvolvidos, ambos
atingindo estudos de fase Ill. O Solanezumab é o Unico que ndo apresenta afinidade
para as placas amiléides, ou forma fibrilhar, podendo ser usado na fase prodromica
evitando o desenvolvimento da doenga. No entanto, nos resultados de dois estudos de
fase Ill, revelou-se ineficaz clinicamente. O anticorpo Bapineuzumab revelou ser
ineficaz na melhoria da fungdo cognitiva, o que pode ser explicado pela baixa
concentracao utilizada. O Bapineuzumab liga-se com a mesma afinidade tanto a forma
oligomérica como a fibrilhar mas a concentragdo da forma ndo solavel € muito
superior, o que faz com que o anticorpo nao consiga sequestrar eficazmente a forma
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soluvel. Foi descontinuado por falta de eficacia nos testes cognitivos. O Crenezumab
foi desenvolvido de modo a reduzir a ativagdo da microglia e minimizar os efeitos
adversos cognitivos do edema e das microhemorragias, que se verificavam nos outros
compostos acima referidos. Este anticorpo ndo possui seletividade para nenhuma das
formas amildides, ligando-se a todas de igual modo. Por outro lado, esta caracteristica
faz com que evite a agregacdo de AR e promova a desagregacao de espécies pré-
agregadas. Os estudos em modelos animais, usando ratos transgénicos, efetuados
até a data, demonstraram que o BAN2401/mAbl58 possui seletividade para as
espécies téxicas de AR sendo o que apresenta melhores resultados em termos de
afinidade de ligacdo. O Gantenerumab revelou provocar redistribuicdo de AR de
pequenas placas amiléides para as de maiores dimensdes. Nos individuos sujeitos a
este tratamento foram observados edema vasogénico e microhemorragia
[40,41,43,44,45,46,47].

Tabela 1 - Comparacéo das afinidades de ligacdo das diferentes imunoterapias em
desenvolvimento e da fase em que sdo administradas a populacéo alvo [40,44].

Afinidade para Ligacéo
Fase da DA da

_ Monémero AB .
Anticorpo AB _ . Placa AB populacéo alvo
AB oligomérica
Prodromica e
Solanezumab/266 +++ ++ - o
ligeira
Bapineuzumab/3D6 ++ +++ +++ Ligeira/moderada
Prodrémica e
Crenezumab ++ +++ ++ o
ligeira/moderada
Ponezumab/D-2H6 ++ ++ +++ Ligeira/moderada
BiiB037/NI-101.11 + +++ +++ MCI ou ligeira
BAN2401/mAb158 - +++ +++ MCI
Prodrémica e
Gantenerumab + ++ +++ o
ligeira
SAR228810/13C3 - +++ +++ Ligeira/moderada

+ baixa afinidade, ++ afinidade moderada, +++ elevada afinidade, - afinidade baixa ou nula

Os maus resultados que a terapia imunolégica amiléide apresentou até a data
em testes clinicos ndo implicam que esta ndo seja uma terapia adequada para a
doenca. Possivelmente os doentes devem ser selecionados de forma estrita e a sua

administrac&o deve ser feita em fases mais precoces da doenca [40,47,48].
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Uma outra alternativa que comeca a ser estudada € a imunoterapia com alvo
nas protofibrilhas, com inibicdo da formacdo de placas senis. Esta terapia apenas
possui eficacia quando administrada antes da formacéo das placas [40].

2.2. Terapéutica com Base na Patologia de Tau

Enquanto nas duas ultimas décadas, a pesquisa se tem focado na hipétese
da cascata amildide, até agora com resultados desapontantes, neste momento ha uma
nova estratégia: procura de terapias baseadas na proteina tau, visto a DA constituir
uma taupatia [2].

As abordagens terapéuticas em estudo sdo apresentadas abaixo.

2.2.1. Modulacéo da fosforilagédo de tau

Embora ainda seja debatido se a hiperfosforilacdo de tau favorece a
agregacdo proteica ou se € uma consequéncia da mesma, verifica-se uma forte
correlacé@o entre a fosforilagdo e as patologias associadas a proteina tau, tornando a
pesquisa de inibidores das quinases responsaveis pela fosforilagdo de tau uma aposta
terapéutica favoravel. Nao existe apenas uma mas sim mdltiplas quinases envolvidas
na hiperfosforilagdo da tau in vivo, gerando a questdo se o alvo deve ser uma so
guinase ou um grupo, de modo a reduzir eficazmente a hiperfosforilacdo de tau.
Algumas das envolvidas sdo a quinase glicogénio sintase isoforma B (GSK-38),
quinase-5 ciclina-dependente (CDK5) e a quinase reguladora da afinidade do
microtibulo (MARK), entre outras. Apesar das dificuldades desta abordagem no que
refere a toxicidade e especificidade, tém sido desenvolvidos varios inibidores
[2,25,28,31].

A DA foi um dos primeiros distlrbios ligado a disfuncdo da GSK-3 e, por
conseguinte, a descoberta de inibidores desta quinase tem atraido muita atencao na
intervengao terapéutica. Por muitos anos, o litio, um conhecido estabilizador de humor,
tem sido considerado um inibidor GSK-3 sendo parte da sua acdo terapéutica na
doenca bipolar atribuida a inibicdo de GSK-3. Na DA, o tratamento com litio
demonstrou uma significativa diminuicdo das concentracdes de tau no liquido
cefalorraquidiano (LCR) com melhoria da performance das tarefas cognitivas. No
entanto, o litio é altamente toxico na dose convencional, principalmente para a
populagéo idosa, o que limita fortemente a sua utilizacdo no tratamento da mesma.

Dado este problema, um estudo recente testou a hipdtese de utilizagdo de uma
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microdose (300ug por dia) como tratamento da DA, o que poderia ser suficiente para
estabilizar a deteriorizag@o cognitiva. Outro possivel inibidor do GSK-3 € o valproato,
um conhecido medicamento para a epilepsia e estabilizador de humor. De momento, a
hipétese de este composto melhorar os sintomas ou atrasar a progressao da DA esta
a ser testada [2,28,30,49,50].

O tideglusib, outro inibidor GSK-3, foi recentemente testado num estudo
clinico randomizado de fase Il aleatério e com dose crescente (400, 600, 800, 1,000
mg), em 30 doentes com DA, durante 20 semanas. Embora o objetivo principal fosse
avaliar a seguranca e tolerabilidade, foram também estudados alguns indicadores de
efichcia como objetivo secundério. A administracdo oral de tideglusib foi bem tolerada
e mostrou efeitos positivos encorajadores. No entanto a amostra nao teve significado
estatistico. Embora em estudos posteriores, jA com validade estatistica, este
medicamento tenha falhado, um sub-estudo imagiolégico de ressonancia magnética
mostrou um atraso significativo na taxa de atrofia do cérebro em doentes tratados com
tideglusib [2,28,51].

Como alternativa a inibicdo da quinase pode recorrer-se a ativacdo das
fosfatases de modo a reduzir a fosforilacdo de tau. A proteina fosfatase 2A (PP2A) é
considerada a principal fosfatase responsavel pela fosforilacdo de tau no cérebro, o
gue a torna o alvo favorito nesta abordagem terapéutica. O tratamento oral de ratos
transgénicos com o selenato de soédio, ativador de PP2A, mostrou reduzir a
hiperfosforilagdo de tau, anular a formagéo de NFT, melhorar a memoria contextual e a
performance motora e prevenir a neurodegenerescéncia. No entanto a ativagdo de
PP2A tem os seus desafios devidos ao facto de esta possuir pouca especificidade e
um elevado nimero de subunidades regulatérias, o que torna dificil definir o alvo
correto. A ativacdo desta enzima € regulada por varias modificacbes pos-
translacionais, incluindo fosforilagdo e metilacdo, e também por duas proteinas
inibitérias ndo competitivas, I1PP2A (inibidor da proteina fosfatase 2A) e 12PP2A
[2,25,28].

Recentemente surgiu uma nova alternativa terapéutica baseada na
descoberta da clivagem de 12PP2A [2].

2.2.2. Estabilizacdo do microtubulo
Com base no mecanismo fisiopatolégico em que a proteina tau se separa dos
microtubulos com perda da estabilizacdo dos mesmos, e consequente diminuicdo do

transporte axonal e perda sinaptica, tém sido apresentadas novas terapéuticas.
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De entre os varios agentes que apresentam acdo anti-mitética, o mais
avancado € o davunetide (NAP), um péptido com oito aminoacidos derivado da
proteina neuroprotetora atividade-dependente (ADNP), que tem mostrado diminuir a
fosforilacdo de tau e os niveis de AB, em modelos animais. Embora o seu mecanismo
ainda néo seja totalmente conhecido, o davunetide aparenta contrariar os efeitos da

tau patoldgica nos microtibulos, porque mantém e estabiliza os mesmos [2].

2.2.3. Inibicédo da agregacéo de tau

Outro mecanismo com potencial terapéutico é o processo de agregacao da
tau, no qual véarias espécies de tau se formam, nomeadamente monomeros,
oligomeros, prefilamentos, truncados, fibrilhas e agregados insoluveis. Conforme
discutido acima, alguns intermediarios de tau hiperfosforilados e misfolded soluveis,
séo de facto as espécies neurotoxicas. Desta forma a inibigcdo dos primeiros passos de
formacéo destes intermediarios pode ser o alvo da intervengéo farmacoldgica de modo
a prevenir a neurodegenerescéncia [2].

Ja foram identificadas in vitro varias familias quimicas com potencial para
inibir a agregacdo de tau, nomeadamente N-fenilaminas, rodaminas, feniltiazol-
hidrazindas, antraquinonas, aminotienopiridazinas, entre outras. Embora muitos destes
compostos sejam eficazes in vitro, é dificil avaliar e melhorar propriedades como
toxicidade, biodisponibilidade e farmacocinética [2,28].

Um novo farmaco, obtido da reducdo de um outro farmaco denominado
LMTX™ (leuco-metillioninio), revela ser mais estavel, biodisponivel e menos toxico em
doses elevadas que o original, e esta a ser sujeito a testes clinicos de fase Il e Ill para
doentes com DA ligeira-moderada e deméncia fronto-temporal. Contudo ainda sem

resultados clinicos [2].

2.2.4. Reducdo dos niveis de tau

Ha mais de 20 anos que esta descrita a presenca de niveis de proteina tau
intracelular aumentados em cérebro com DA quando comparados com controlos ndo-
dementes da mesma idade. Considerando o conjunto de evidéncias que incluem
alteracdes comportamentais e motoras, tudo aponta para que a reducao dos niveis de
tau constitua uma boa aposta terapéutica tanto na DA como noutras taupatias [2].

Outra abordagem possivel é a regulacdo do gene que expressa a proteina
tau, principalmente porque o tau-mRNA também aparece aumentado em cérebros
com DA. Além destes, muito pouco se conhece sobre os mecanismos moleculares
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exatos que controlam a expressdo de tau. No entanto, ja estdo descritos alguns
fatores especificos que afetam este processo, incluindo o fator de crescimento dos
fibroblastos (FGF), dual-specificity tyrosine-phosphorylation regulated kinase (Dyrk1A),
e a familia mi-R34 de microRNA [2].

A reducdo dos niveis de tau pode ser conseguida nao so pela reducao da sua
sintese mas também pelo aumento da sua remocdo. A medida que os neurénios
envelhecem, a sua sobrevivéncia depende da eliminacao da crescente quantidade de
proteinas e organelos danificados e potencialmente toxicos. No entanto, esta € uma
capacidade que se vai deteriorando com o avancar da idade. Nos neuronios existem
dois sistemas protealiticos principais envolvidos no controlo de qualidade de proteinas:
o0 sistema de ubiquitina-proteassoma (UPS) e o sistema autofagia-lisossoma ou
endossomal-lisossomal. Pensa-se que estes mecanismos de degradacdo mantém os
niveis de tau baixos, o que pode prevenir a sua agregagdo, podendo ser
considerandos alvos terapéuticos para tratamento e prevengdo da DA e,

possivelmente, de outras taupatias [2].

2.2.5. Imunoterapia com alvo tau

Considerando o0s resultados desapontantes as Vvarias abordagens
terapéuticas baseadas na hipétese amildide em fases finais de testes clinicos ao longo
dos ultimos anos, a investigacdo voltou a atencéo para uma nova terapia baseada em
tau [2,25].

A abordagem por imunoterapia pode ser feita por imunizacdo passiva,
mediante anticorpos anti-tau capazes de remover moléculas de tau com efeito
negativo sobre a viabilidade neuronal, ou por imunizacdo ativa, utilizando
fosfopéptidos de tau [2,16].

Foi testada primeiro a imunizacao ativa de ratos transgénicos P301L usando
um fosfopéptido de tau composto por 30 aminoacidos, o que resultou numa resposta
especifica com reducdo da taupatia e melhoria do desempenho motor. Considerando
este resultado positivo, foi elaborado um novo protocolo baseado na injegdo de uma
mistura de trés fosfo-péptidos de tau (Taul95-213[p202-205]; Tau207-220[p212-214];
e Tau224-238[p231]) em ratos transgénicos com sobre-expressdo de proteina tau
humana (K257T/P301S) com dupla mutacdo. Este novo tratamento demonstrou
reduzir os niveis de NFT no cérebro e medula espinhal em 40%, na auséncia de

encefalite, défice neurolégico ou lesdo axonal [2,16].
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No ambito da imunizagdo ativa surgiram varios modelos animais usando
diversos péptidos de tau como agentes imunogénicos. Num desses modelos € usado
0 mesmo péptido de 30 amino4cidos descrito acima, que expressa as 6 isoformas de
tau humana. Estes ratos desenvolveram patologia de tau inicialmente no cortex e
hipocampo, com pouca expressdo em areas importantes para a atividade motora.
Neste modelo verificou-se que a imunoterapia ndo sé diminuiu a fosforilagdo de tau
mas também o declinio cognitivo nos animais imunizados. Num outro modelo, foi
usado um péptido de 12 aminodcidos, incluindo Ser396/Ser404 fosforilado do epitopo
de PHF-1, para imunizar ratos transgénicos que expressam a proteina tau P301L
mutante. Neste caso, 0s animais vacinados mostraram uma reducédo de tau fosforilado
e da progressao da patologia associada a NFT [2,25].

A imunizacao ativa, porém, apresenta efeitos adversos auto-imunes que néo
se verificam na imunizacdo passiva. Num dos estudos de imunizacdo passiva foram
testados os efeitos da administragdo de anticorpos PHF1, especificos para o epitopo
fosfo-Ser396,404, ou MC1, em dois modelos transgénicos diferentes. Os animais
imunizados demonstraram uma diminuicéo significativa da patologia associada a tau e
atraso no declinio da funcao motora. Estes resultados foram corroborados com outros
estudos posteriores. Uma outra abordagem de imunizacdo passiva proposta foi o uso
de anticorpos “chaperon” com alvo em tau “misfolded”. Desenvolveu-se um anticorpo
monoclonal com uma elevada afinidade para o péptido da tubulina ao qual a proteina
tau se liga, anulando a conformacédo patolégica do microtibulo provocada por tau
“misfolded”[2,16].

De momento, ndo existem estudos de imunizacdo passiva em humanos, no
entanto, a primeira vacina humana mediante a administracdo de péptido tau para
influenciar a sua oligomerizacdo encontra-se em testes de fase | com o nome de
AADvacl. Nos testes em modelos animais, verificou-se producdo de anticorpos
seletivos para as formas patolégicas da tau [41,52].

Normalmente, a tau é uma proteina citosoélica, e os NFT formam-se a nivel
intracelular, portanto, no caso da imunoterapia passiva, quando os anticorpos chegam
ao cérebro tém de conseguir penetrar nas células para fazer a remocao eficaz das
moléculas de tau, possivelmente através de endocitose mediada por recetor, tal como
acontece em culturas neuronais. A imunoterapia de tau ja demonstrou reduzir o grau
de fosforilacdo de tau tanto em ratos jovens como idosos, eliminando, desse modo, as
espécies sollveis de tau que sao téxicas, o que € comprovado pelo aumento das

concentragdes de tau no sangue de ratos imunizados [2,16,53].
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A medida que aparecem novas imunoterapias, existem questdes que se
levantam como a natureza exata das espécies toxicas a considerar como alvo,
problemas de seguranca associadas a respostas imunes indesejadas, e 0 mecanismo

de acdo pelo qual os anticorpos vao provocar a remoc¢ao de moléculas de tau [2].

2.3. Terapéutica Antioxidante

Considerando agora o papel das ROS na fisiopatologia da DA, € possivel
afirmar que uma terapéutica antioxidante e de remogédo de radicais livres seria
benéfica no tratamento da doenca. Esta hipOtese é particularmente empolgante
porgque ja sdo conhecidos muitos antioxidantes, como a vitamina E e C, extrato EGb
761 de Ginkgo biloba, melatonina, flavonéides e carotendides, que ndo possuem

efeitos secundarios significativos [34,35].

2.3.1. Antioxidantes

A hipotese de utilizagdo de antioxidantes na terapia da DA foi estudada em
condigbes experimentais e clinicas e verificou-se que muitas das substancias
supracitadas inibem o efeito téxico de AB e do superdxido de hidrogénio em culturas
de células. Diversos estudos preliminares demonstraram que a administragdo de um
agente quelante de ferro, desferroxiamina, durante 2 anos atrasa o0 desenvolvimento
clinico da doenca. O objetivo era que o efeito quelante inibisse a peroxidacgéo lipidica
induzida pelo ferro, visto esta ter um papel na etiologia da doencga [30,34].

Os farmacos antioxidantes testados a nivel clinico para a DA com resultados
promissores foram a vitamina E (a-tocoferol), selegilina (inibidor da monoamina
oxidase B) e o extrato EGb 761 Ginkgo biloba. Em relacdo aos dois primeiros
compostos, embora ndo se tenha verificado melhoria nos testes cognitivos, em casos
de DA ligeira a moderada foram observados atrasos na institucionalizacdo, na perda
da capacidade para realizar as tarefas basicas diarias, na evolugdo para deméncia
severa e morte, o qual sugere a utilidade dos antioxidantes para o retardamento do
processo patogénico. No entanto, a resposta ao tratamento com vitamina E néo é igual
em todos 0s casos, mostrando resultados positivos apenas nos casos em que a
vitamina E diminui os niveis de oxidacdo da glutationa sérica e a peroxidacdo dos
lipidos plasmaticos. Quando a vitamina E ndo previne o stress oxidativo verifica-se que
a mesma pode ter um efeito nefasto a nivel cognitivo. Por outro lado, estudos clinicos

com o extrato EGb 761 revelaram um efeito positivo nos indices cognitivos,
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nomeadamente memoria, raciocinio e percecdo, ao contrario dos outros dois, com
efeito protetor dos neurdnios acrescido durante o envelhecimento e efeito inibidor da
monoamina oxidase (efeito menos pronunciado que o da selegilina) [10,34,54,55].

2.3.2. Outros compostos

Um estudo em modelo animal usando ratos sobre o efeito sinérgico de dois
compostos combinou os efeitos benéficos do litio na DA com a quinona
pirrologquinolina, um potente antioxidante capaz de melhorar a funcdo mitocondrial
originando a tri-litio pirroloquinolina quinona (LisPQQ), que melhorias da aprendizagem
e memadria com reducao da deposicdo amildide e niveis de tau fosforilado. A LisPQQ
também apresentou acéo inibitéria da GSK-3 [49].

Também os anti-inflamatérios ndo esterdides (AINE) mostraram efeitos
benéficos na DA, nomeadamente na reducgéo do risco de desenvolvimento da doencga,
sendo um dos compostos mais analisados o ibuprofeno. Estes farmacos atuam nas
ciclooxigenases inibindo a sintese de prostaglandinas ou diminuindo a excitotoxicidade
associada ao glutamato e reduzindo a produgdo de ROS. No entanto, 0 uso deste
grupo terapéutico gera divergéncia de opinides sobre a sua atividade: a altura em que
0s mesmos devem comecar a ser administrados, a dose adequada e o tempo de
tratamento. Por Ultimo, o estrogénio também apresentou alguns efeitos benéficos na
DA devido a sua atividade antioxidante. Alguns estudos mostraram que o 17B-estradiol
protege as células do neuroblastoma contra o stress oxidativo e suprime a oxidacao da
membrana dos neurdnios do hipocampo, induzida pela AB, mas sem suficiente
evidéncia [20,23,34].

2.4. Terapéutica com Células Estaminais

No grupo denominado células estaminais estéo incluidas as embrionarias, as
polipotentes e as derivadas de tecidos, tal como da medula espinhal. Na terapéutica
com células estaminais, estas células sao utilizadas para gerar neur6nios novos com
capacidade de se incluir na rede neuronal existente no cérebro com DA. Este
transplante poderia resultar num aumento dos niveis de acetilcolina melhorando,
assim a memoéria e o nivel cognitivo. Esta terapéutica encontra-se a ser testada em

modelos animais [56].
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2.5. Terapéutica Baseada no Neurotransmissor Histamina

Os recetores H; constituem um possivel alvo terapéutico por possuir um papel
na neuromodulacdo e estar amplamente distribuidos por todo o SNC, incluindo areas
cognitivas, tal como o hipocampo. No tecido cerebral de doentes com DA, estes
recetores encontram-se inalterados tornando-os possiveis alvos para modulagéo
farmacoldgica. Um estudo de fase Il para avaliar a eficacia e seguranca do farmaco
GSK239512, antagonista do recetor Hz, como tratamento em monoterapia para a DA
ligeira a moderada mostrou melhora da memodria episddica sem melhorias nos
restantes dominios cognitivos. Por outro lado, o farmaco ABT-288, outro antagonista
Hs, demonstrou noutro estudo de fase Il eficacia nos varios dominios cognitivos, e

segurancga na populacgédo idosa [57,58].

2.6. Propostade Esquema Terapéutico

A DA é extremamente complexa em termos fisiopatoldégicos tornando a
terapéutica um verdadeiro desafio. Como agravante, os meios de diagnostico
disponiveis também nao fornecem uma ferramenta precisa o que, na maioria dos
casos, resulta num tratamento tardio n&do se verificando melhorias no doente.

A possibilidade de atraso da doenca esta intimamente relacionada com o
diagnéstico precoce, quando ainda ndo existem danos significativos no tecido
neuronal. Como proposta de esquema terapéutico, apenas serdo focados dois
estddios da doencga: a fase prodromica e a fase de declinio cognitivo ligeiro a

moderado.

2.6.1. Fase prodrémica

Nesta fase, ainda ndo se verifica presenca de placas amiléides, nem de
novelos neurofibrilares que sdo as duas principais caracteristicas desta doenca.
Portanto, é necessario recorrer a outros marcadores para que a mesma possa ser
diagnosticada.

Tal como discutido nos capitulos da fisiopatologia, na fase prodrémica existe
alteracdo oxidativa, existindo um aumento da peroxidacdo proteica e diminuicdo de
enzimas antioxidantes. As biomoléculas resultantes da peroxidagdo proteica sdo

biomarcadores quantificaveis que podem ser Uteis para permitir o diagnéstico, quando
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ainda ndo se verificam alteracdes cognitivas. Outro biomarcador quantificavel nesta
fase é o glutamato excessivo proveniente da excitotoxicidade.

Tendo em conta as alteracdes fisiol6gicas, o esquema terapéutico deve incluir
um antioxidante de modo a reverter ou atrasar as lesGes provocadas pelos radicais
livres. O antioxidante mais seguro, que ja esta a ser utilizado em algumas terapias da
doenca é o extrato EGb 761 Ginkgo biloba. Por outro lado, na fase prodromica comeca
a verificar-se aumento da proteina AR e da hiperfosforilacdo de tau que devem ser
controlados. Em relacao a proteina AB, o mais adequado é a administracdo de um
anticorpo com elevada afinidade para a espécie monomérica, como ja foi utilizado o
Solanezumab. No entanto, esta alternativa necessita de varias administracdes, o que
pode reduzir a adesdo a terapéutica. De modo a contornar este problema poderia
optar-se pela imunizacdo ativa que apenas necessita de uma administragdo, que &
vidvel pois ainda nédo se verifica agregacdo amiloide. A agregagédo deve também ser
evitada de modo a que as espécies toxicas ndo aparecam, 0 que poderia ser
conseguido utilizando o ion6foro do cobre/zinco, nomeadamente PBT2. Considerando
a proteina tau, nesta fase é importante evitar a hiperfosforilagdo da mesma e a sua
consequente libertacdo do microtibulo. Para tal, o ideal serd4 atuar ao nivel das
guinases responsaveis pela fosforilacdo. Uma das opc¢des mais viaveis € a inibicdo da
GSK-3 com litio, sendo a microdose o mais adequado. Outro mecanismo importante a

considerar seria o processo inflamatério e o ibuprofeno constituiria uma opcgéo

promissora.
Fase
Prodréomica
|
Alteragbes
fisiopatoldgicas
|
| 1 | A lt d
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I . — I
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Extracto EGb quantlda]de.de Litio (microdose) in an:atgr(;o .nao
761 Ginkgo proteina: PBT2 esteroide:
biloba Solanezumab Ibuprofeno

llustragdo 10 — Proposta de esquema terapéutico para a fase prodrémica da Doenca de
Alzheimer.
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2.6.2. Fase de declinio cognitivo ligeiro

O declinio cognitivo ligeiro verifica-se quando o quadro clinico ja esta
instalado, ou seja, ja existem evidéncias de todos os mecanismos fisiopatoldgicos
descritos. Deste modo, é necessario abordar cada um deles para que a terapia seja
eficaz.

Nesta fase, encontram-se presentes no parénquima cerebral todas as
espécies de amildide, nomeadamente monémeros, oligomeros e fibrilhas. Portanto, é
importante ter uma terapéutica abrangente, tornando-se necessario inibir a formacéo
de novos mondmeros recorrendo ao inibidor mais promissor do momento, MK-8931, e
eliminar as formas toxicas através da imunoterapia passiva. Esta associacdo poderia
revelar-se bastante eficaz porque permite a diminuicdo da concentragdo das formas
toxicas de duas formas: por um lado, mediante a imunoterapia facilitar a remocéo de
AB através da microglia, por outro lado, mediante a inibicdo da formacdo de novos
monoémeros com desagregacdo de alguns oligomeros e fibrilhas. Como alternativa,
poderia optar-se pelo BAN2401/mAb158, que apresenta bons resultados na remogao
das espécies toxicas, apresentando elevada afinidade para estas.

A proteina tau encontra-se hiperfosforilada o que constitui um problema para
a estabilidade do microtibulo e para o emparelhamento desta proteina e formacao de
novelos neurofibrilares. Tal como na fase prodrémica, de modo a reduzir a
hiperfosforilagdo da tau é necesséria a administragdo de um inibidor da quinase GSK-
3, nomeadamente litio em microdose. Para diminuir os novelos, pode optar-se pela
imunoterapia, que surge como uma opg¢ao promissora. De entre os varios podemos
destacar a nova vacina AADvacl.

Outros mecanismos devem ser tidos em consideracdo, como € o caso da
presenca de ROS e da disfungdo mitocondrial. No entanto, ainda ndo se encontram

disponiveis opcdes terapéuticas para a disfuncdo mitocondrial.
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llustracdo 11 - Proposta de esquema terapéutico para a fase de declinio cognitivo ligeiro
da Doenca de Alzheimer.
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Conclusao

A Doenca de Alzheimer representa um sério problema de saude publica que
merece toda a atencdo. Primeiro ha uma necessidade urgente de delinear estratégias
de diagndstico que permitam determinar a existéncia da doenca o0 mais precocemente
possivel. Para tal, pode e deve recorrer-se aos biomarcadores j4 conhecidos para que
a terapia seja iniciada o mais cedo possivel, permitindo o atraso da progressédo da
doencga.

Relativamente aos diversos mecanismos fisiopatoldgicos apresentados no
presente trabalho, sédo vérias as evidéncias que apontam para outras alternativas além
da teoria da cascata amildéide. Ndo devendo ser completamente ignorado este
mecanismo, hoje comeca a ser claro que o mesmo é uma consequéncia do processo
inflamatario inicial. Desta forma, a terapéutica deve focar-se na inibicdo da deposicao
amildide, apenas como forma preventiva de maior perda neuronal, pois as formas
agregadas tém um efeito toxico para estas células. Os estudos mais recentes revelam
gue a acumulacdo de proteina tau hiperfosforilada correlaciona-se melhor com o
defeito cognitivo associado a DA. A dissociagdo desta dos microtubulos com a
consequente destabilizagdo dos mesmos, conduz a perda do transporte axonal e a
deposicdo da proteina sob a forma de novelos o qual vai perturbar mecanismos
celulares essenciais ao metabolismo celular, que quando bloqueados, permitirdo a
acumulacdo de residuos toxicos e a perda neuronal. Assim sendo, a terapéutica para
combater este mecanismo deveria merecer atencdo. Por outro lado, a hipotese
inflamatoria também tem um grande peso na fisiopatologia desta doenca. Primeiro
porque as citoquinas pro-inflamatérias sdo dos primeiros biomarcadores a aparecer,
permitindo uma acao precoce, por fim, porque a inflamacao crénica associada ao
stress oxidativo tem uma forte influéncia na funcéo de varias células, nomeadamente
nas células da microglia que possuem uma acgéao protetora do SNC.

A proposta de esquema terapéutico apresentada resulta da reflexdo sobre as
diversas terapéuticas associadas aos mecanismos fisiopatoldgicos estudados. Apenas
foram focadas duas fases da DA, a prodrémica e a MCI, pelo facto de ser a altura em
que a terapéutica pode ser administrada com o intuito de evitar a progressao da
doenca.

A terapéutica disponivel neste momento apenas atua nos sintomas da doenca
sendo urgente o desenvolvimento de farmacos que atuem a nivel dos mecanismos

fisiopatoldgicos discutidos ao longo do trabalho. Sendo a DA uma doenca que
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apresenta varios mecanismos fisiopatolégicos que interagem, torna-se necessario que
também a terapéutica seja abrangente, isto é, deve recorrer-se a uma associacao de
farmacos. Outro aspeto que parece importante serd a avaliacdo da eficacia da
terapéutica. Os estudos efetuados até a data apresentam resultados pouco
satisfatérios nas fases finais dos testes clinicos que podem ser devidos a fase da
doenca em que os doentes se encontram ou ao uso de ferramentas de medicdo de
eficdcia ndo suficientemente sensiveis, pelo que parece fulcral o uso dos farmacos em
fases precoces da doenca e a otimizacdo das medidas de eficacia estandardizadas

para futuros ensaios clinicos.
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