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REsuMo

A presente monografia tem como tema: “A BACEI| como alvo terapéutico na
Doenca de Alzheimer”. Atualmente, a Doenga de Alzheimer (DA) é uma das doengas mais
estudadas na area das neurociéncias e que maiores preocupagoes tem levantado, quer na
comunidade cientifica, quer na sociedade em geral. A DA é uma doenga neurodegenerativa
progressiva, cronica, com um inicio insidioso e que atualmente nao tem cura. A prevaléncia
da DA tem vindo a aumentar na populagao, sendo considerada a principal causa de
demeéncia da atualidade.

A DA teve o seu primeiro caso oficialmente diagnosticado em 1906 por Alois
Alzheimer. Apés décadas de estudo, os dois principais marcos desta patologia continuam a
ser as placas extracelulares de peptideo B-amildide e as trangas neurofibrilares
intracelulares de proteina tau hiperfosforilada, ambos presentes no tecido cerebral.

Esta doenga tem duas principais formas de manifestagao: a forma familiar, que afeta
os individuos numa fase mais precoce da vida (~45 anos) e a forma esporadica, a mais
comum, que afeta predominantemente a populagao mais idosa (>60 anos).

Os principais sintomas da doenga podem incluir perdas de memoria, comegando pela
memoria a curto prazo, falhas de linguagem, descoordenagao motora, incontinéncia e total
dependéncia de outrem para a realizagao das tarefas quotidianas mais basicas.

Atualmente, varias técnicas de diagnostico tém sido desenvolvidas e ja se consegue
fazer um diagnostico de DA com 90% de confianga. S6 é possivel fazer um diagnostico
100% confiavel através de exames histoldgicos post mortem.

A terapéutica farmacologica atualmente disponivel assenta em farmacos que
controlam a sintomatologia da doenca. E de extrema urgéncia e importincia compreender
os mecanismos moleculares por detras desta patologia, quer para o desenvolvimento de
técnicas de diagnostico cada vez mais precisas e robustas, quer para o desenvolvimento de
farmacos direcionados aos alvos cruciais na patogénese da doenga. Atualmente estao a ser
estudados diversos firmacos modificadores da doenga e alguns deles estao ja em ensaios
clinicos. Os farmacos que estao a receber mais aten¢ao pela comunidade cientifica sao
aqueles que impedem a elevacio da concentracio de AB a nivel cerebral. E neste contexto
que surge a BACEI, uma enzima com atividade [B-secretase que esta implicada na via
amiloidogénica desta doenga, levando, portanto, a formagao do peptideo AB. Ao serem
desenvolvidos inibidores desta enzima, reduzir-se-a significativamente os niveis deste

peptideo neurotodxico, levando a melhorias no controlo da progressao da doenga.
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ABSTRACT

The current monograph has as its theme: “The BACEI as therapeutic target in Alzheimer’s
Disease”. Nowadays, Alzheimer’s Disease (AD) is one of the most studied diseases in the
neuroscience field and it has been raising the biggest concerns, both in scientific community and in
global society. AD is a progressive, chronic and neurodegenerative disease that presents an
insidious onset, and currently it has no cure. The prevalence of AD in the population has been
rising and it is now considered the main cause of dementia.

AD had its first case officially diagnosed in 1906 by Alois Alzheimer. After decades of study,
the two main hallmarks of this pathology are still the extracellular plaques of the -amyloid peptide
and the intracellular neurofibrillary tangles of the hyperphosphorylated tau protein, both present in
cerebral tissue.

This disease has two main forms of expression: the familiar form, that affects individuals at
an early period of their lifetime (~45 years) and the sporadic form, the most common, that
predominantly affects the elderly people (>60 years).

The disease most common symptoms may include memory loss, starting with the short term
memory, language flaws, motor incoordination, incontinence and a totally dependence on another
to do the most basic daily tasks.

Nowadays, several diagnostic techniques have been being developed and it is already
possible to make an AD diagnostic with an accuracy of 90%. The only way of making a 100%
reliable AD diagnostic is through post mortem histologic exams.

The current available pharmacologic therapies rely on drugs that control the diseases’
symptomatology. It is of extremely importance to understand the molecular mechanisms behind
this pathology, both for the development of more accurate and robust diagnostic techniques as also
for the development of drugs directed to crucial targets involved in the disease pathogenesis. It is
currently being studied several drug modifiers of the disease and some of them are already in
clinical trials. The drugs that are receiving more attention by the scientific community are the ones
that prevent the high concentration of AS peptide at cerebral level. In this context BACEI arises,
an enzyme with f-secretase activity implicated in the amyloidogenic pathway of the disease,
leading to the formation of Af peptide. By developing BACE | inhibitors, the levels of this neurotoxic

peptide will be significantly reduced, leading to improvements in the control of disease progression.
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I. INTRODUCAO

A esperanca média de vida da populagao esta a crescer continuamente nos paises
desenvolvidos, tornando a populagao crescentemente idosa. Mesmo que isto seja uma
realidade favoravel, também traz consequéncias indesejadas, tais como um crescente
numero de doengas, incluindo a DA. Estima-se que a DA duplique a sua frequéncia nos
proximos 20 anos e que | 15,4 milhoes de pessoas sofram desta patologia em 2050. Além
disto, enquanto outras doengas, como as doengas coronarias, tém diminuido nos ultimos
anos, as mortes associadas a DA entre 2000 e 2010 aumentaram 68% (Alberdi et al., 2016).

Relativamente a Portugal, dados de 2015 indicam que o numero estimado de
Portugueses com mais de 60 anos e com deméncia é de 160287, o que corresponde a
5,91% deste universo populacional. Sabendo que a DA representa 50-70% dos casos,
existirao entre 80144 e 112201 doentes. Por outro lado, dados da International Meeting on
Simulation in Healthcare, IMSH (conferéncia cientifica internacional que explora as ultimas
inovagoes e melhores praticas na simulagao em cuidados de saude) indicam que estarao
diagnosticados e a receber farmacos anti-demenciais cerca de 76250 doentes,
representando um encargo financeiro de 37 milhoes de euros por ano (Santana et al,
2015).

Mesmo que se acredite que a DA seja um resultado de combinagao genética, fatores
ambientais e de estilo de vida, os eventos iniciais que fazem com que uma pessoa
desenvolva esta deméncia permanecem ainda desconhecidos. Acredita-se que o método
mais efetivo para controlar a progressao da DA seja baseado num diagnostico precoce e
numa boa estratégia de gestao da doenga desde o inicio do declinio cognitivo. No entanto,
hoje em dia, o diagnostico € maioritariamente realizado usando testes psicoldgicos que se
tornam positivos quando a doenga se torna praticamente irreversivel. Por outro lado, nao
existem ainda farmacos com o potencial de prevenir a progressao da doenga. A esperanga
média de vida dos doentes diagnosticados com DA ¢, atualmente, inferior a 7 anos (Alberdi

et al, 2016).



2. DEMENCIA

A deméncia é uma sindrome que se caracteriza pelo declinio progressivo e global das
fungoes cognitivas, sem haver um comprometimento agudo do estado de consciéncia do
individuo. O facto de envolver multiplas capacidades cerebrais distingue-a de outras
enfermidades, tais como a amnésia e afasia, que afetam uma fungao cognitiva especifica
(memoria e linguagem, respetivamente) (Alzheimer’s Disease International, 2016; Squire et
al,, 2013).

Assim, a deméncia pode afetar a memoria, raciocinio, pensamento, orientagao,
compreensao, calculo, linguagem e capacidade de aprendizagem e julgamento. A
deterioragao da fungao cognitiva é comummente acompanhada (e ocasionalmente
precedida) pela deterioragao do controlo emocional, comportamento social e/ou
motivacao. A forma como cada pessoa é afetada pela deméncia varia; esta nao tem
fronteiras sociais, economicas, éticas ou geograficas. Surge, no entanto, mais
frequentemente, em pessoas idosas, geralmente a partir dos 65 anos, estando entre as
maiores causas de incapacidade e dependéncia da populagao idosa a nivel mundial
(Alzheimer’s Disease International, 2016; WHO, 2016).

Sao conhecidas aproximadamente 50 patologias que causam deméncia. A maior parte
delas sao naturalmente progressivas, aumentando a severidade ao longo do tempo. A idade
de comeco e progressao dos sintomas diferem drasticamente entre as principais doengas
que causam deméncia. A maior parte delas tém um comeco insidioso e desenvolvem-se
lentamente, por vezes durante varios anos (Squire et al., 2013).

As formas major de deméncia incluem a doenga de Alzheimer, a doenga de
Huntington, a doenga de Parkinson, a deméncia frontotemporal, a deméncia vascular e a
deméncia de Corpos de Lewy, embora as fronteiras entre as diferentes formas sejam

indefinidas e coexistam frequentemente formas mistas (Squire et al., 2013; WHO, 2016).



3. DOENCA DE ALZHEIMER

3.1. CONTEXTUALIZACAO HISTORICA

O primeiro caso reportado de DA remonta ao ano de 1901, quando Alois Alzheimer
(1864-1915), um psiquiatra e neuropatologista alemao, conheceu Auguste Deter, uma
senhora de 51 anos. Esta doente sofria de uma redugao progressiva da memoria a curto
prazo, apresentava comportamentos estranhos e a sua condigao rapidamente piorou para
deméncia severa. Dois anos apés ter sido observada pela primeira vez, ja se encontrava
acamada, incontinente e com uma imobilidade acentuada. Deter foi ficando
progressivamente desorientada e delirante, necessitando de assisténcia para ser alimentada
e ficando impossibilitada de falar. Acabou por falecer em 1906 (Biography.com Editors,
2016).

Apos o falecimento de Deter, Alzheimer estudou pormenorizadamente o cérebro
desta doente a nivel morfolégico e histologico, tendo identificado certas condigoes
patoldgicas: a diminuicdo do tamanho do cortex; a presenga de agregados intracelulares
anormais (e que mais tarde se demonstrou serem compostos de formas clivadas e
hiperfosforiladas de proteina tau) e agregados extracelulares, compostos por processos
neuronais distroficos a envolver uma “substancia especial no cértex”. Esta substincia
especial foi isolada e purificada em 1984 por Glenner e Wong. Estes investigadores
demostraram que esta substancia era constituida maioritariamente por um peptideo de 4,2
kDa com 40 ou 42 aminoacidos de comprimento. O peptideo isolado passou a ser
conhecido, entao, como o peptideo AP, uma abreviatura para peptideo -amildide. Glenner
e Wong suspeitaram que este peptideo era proveniente de um precursor maior. A sua
suposicao foi verificada pouco tempo depois, quando a proteina precursora amiléide (APP)
foi clonada, em 1987. (Biography.com Editors, 2016; Hippius e Neundorfer, 2003; O’Brien
e Wong, 201 1).

As placas neuriticas, constituidas pelo peptideo Af, e os aglomerados intracelulares,
constituidos por proteina tau, eram suficientemente distintas para garantir um diagnostico
de deméncia senil a Auguste Deter. Mas tarde, esta deméncia senil ficou conhecida por DA

(Biography.com Editors, 2016).

3.2. DEFINIGCAO, EPIDEMIOLOGIA E ESTADIOS DA DOENGCA

A DA é uma doenga progressiva, irreversivel e degenerativa que afeta extensas areas
cerebrais do cortex cerebral e hipocampo. As primeiras anomalias sao detetadas no tecido
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cerebral que envolve os lobos frontal e temporal, e depois lentamente avangam para outras
areas do neocortex a velocidades que variam consideravelmente entre individuos.

A doenga tem uma prevaléncia estimada de 10-30% na populagio com mais de 65
anos, com uma incidéncia de |-3%. A maior parte dos doentes com DA (>95%) desenvolve
a forma esporadica da doenga, caracterizada por ter um inicio tardio (>60 anos), e resulta
da falha da remocgao do peptideo -amildide do parénquima cerebral. Por outro lado, uma
pequena proporg¢ao de doentes (<1%) tem herdado mutagées em genes que afetam o
processamento do peptideo B-amildide e desenvolvem a doenga numa idade muito mais
precoce (~45 anos). Clinicamente, as formas esporadica e familiar da DA sao comparaveis,
incluindo a taxa de progressao da doenga e perfil de biomarcadores (Masters et al., 2015).

Os fatores de risco para o desenvolvimento da DA podem dividir-se em dois
principais tipos: nao modificaveis e modificaveis. Dentro dos fatores de risco nao
modificaveis, a idade é o fator mais preponderante (quanto maior a idade do individuo,
maior € o risco de vir a desenvolver da doenga). Outros fatores de risco nao modificaveis
sao o género feminino, genes de risco/suscetibilidade (alelo €4 da apolipoproteina E —
ApoE), a historia familiar (mutagoes genéticas nos genes da APP, Presinilina | e Presinilina
2) e a Sindrome de Down. Relativamente aos fatores de risco modificaveis, podem ser
destacados o baixo nivel de literacia, a doenga vascular (niveis elevados de colesterol,
hipertensao, aterosclerose, doenga coronaria), a diabetes, o tabagismo, a obesidade e o
consumo de alcool. Alguns estudos sugerem um papel benéfico de fatores psicossociais
(por exemplo, exercicio fisico e atividade mental) (Blennow et al., 2006; Citron, 2010).

As pessoas que sofrem de DA mostram sintomas de diversos tipos e em diferentes
graus, dependendo do nivel de progressio da deméncia. Estes sintomas podem ser
distinguidos em quatro principais tipos: fisiologicos, psicologicos, cognitivos e
comportamentais. Os diferentes tipos de sintomas podem funcionar como um processo
em corrente. Assim, primeiramente ha algumas alteragoes fisiologicas no doente (no
cérebro mais predominantemente) que levam a dificuldades cognitivas, que por sua vez
provocam mudangas psicologicas e comportamentais (Alberdi et al., 2016).

Os individuos que desenvolvem DA passam por trés estadios principais:

I) O primeiro estadio é um estadio pré-clinico, onde comegam a ocorrer alteragoes
no cérebro, no sangue e no liquido cefalorraquidiano (LCR), embora o doente ainda nao
apresente sintomas. Acredita-se que este estadio possa comegar 20 anos antes de qualquer
sintoma ser evidente;

2) O segundo estadio € chamado Défice Cognitivo Ligeiro (MCI). Neste estadio,

défices na capacidade de pensar (que envolve a memoria, a linguagem, o raciocinio e a
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capacidade de decisao) podem comecar a ser percetiveis para os proprios doentes e para
os familiares mais chegados, mas nao afetam a sua vida quotidiana. Apenas cerca de 10-15%
das pessoas diagnosticadas com MCI| desenvolvem DA a cada ano. A razao pela qual
algumas pessoas desenvolvem deméncia e outras nao ainda permanece desconhecida.
Assim que um paciente é diagnosticado com MCI, deve iniciar-se um diagnostico especifico
para compreender que doenga ou condi¢ao estd a ser responsavel pelo défice. Podem ser
distinguidos dois tipos de MCI: MCI amnésico (aMCl) e MCI nao-amnésico. O aMCl refere-
se a doentes que apresentem danos a nivel da memoria, e o MCl nao amnésico refere-se a
doentes que apresentem danos noutros dominios da cognigcao, excetuando a memoria (por
exemplo, atengao ou processamento da linguagem). Acredita-se que os individuos que
sofrem de aMCl estejam mais propensos a desenvolver DA;

3) O terceiro estadio, o estadio final, & designado deméncia devida a DA, onde a
memoria, pensamento e sintomas comportamentais ja sao evidentes e afetam a capacidade
do doente de viver o dia-a-dia. O agravamento de todos estes sintomas ocorre gradual e

continuamente, num periodo que pode variar entre 2 a 20 anos (Alberdi et al., 2016).

3.3. FISIOPATOLOGIA E MECANISMOS MOLECULARES DA DOENGA

A nivel macroscopico, a DA caracteriza-se por uma atrofia cerebral resultante da
morte neuronal no cortex cerebral e hipocampo. Concomitantemente, ha uma acumulagao
de LCR nos ventriculos, o que leva a um alargamento compensatério dos mesmos durante
a progressao da doenga (Alves et al., 2012).

A nivel microscopico, as lesoes caracteristicas da DA apresentam-se como placas
senis ou neuriticas (constituidas maioritariamente por agregados de proteina AP
extracelular) e trangas neurofibrilares (NFTs) (constituidas por proteina tau
hiperfosforilada intracelular); estas lesoes localizam-se no neocértex, em estruturas do
sistema limbico (hipocampo, amigdala e cortex associado) e em nucleos do tronco cerebral
(especialmente nos nucleos basais do prosencéfalo) (Blennow et al., 2006; Purves et al.,
2004); relativamente aos agregados de proteina AB estes podem igualmente ser
encontrados nas paredes de vasos sanguineos do cértex cerebral e meninges, sendo este
fenomeno designado por angiopatia amildide cerebral (Tincer, Bhattarai e Kizil, 2016); a
nivel microscopico, a DA caracteriza-se ainda pela ocorréncia de gliose (com proliferagao
de astrocitos e microglia) e por uma perda neuronal seletiva, nomeadamente a nivel de

neuronios colinérgicos e glutamatérgicos.
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A proteina AB e a proteina tau desempenham um papel critico no desenvolvimento
de DA, no entanto, outros mecanismos de neurodegenerescéncia foram propostos,
incluindo respostas pro-inflamatorias, a disfungao mitocondrial e o stress oxidativo.

A hipotese da cascata -amiloide e a modificagao pos-tradugao da proteina tau sao
consideradas as hipoteses mais importantes na DA, embora nenhuma delas por si sé seja
suficiente para explicar a grande diversidade de anomalias bioquimicas e patoldgicas da
doenga. Compreender as vias moleculares pelas quais as varias alteragoes patologicas
comprometem a fungao e integridade neuronal e levam a sintomas clinicos tem sido um
objetivo de longa data na investigacao da DA (Masters et al., 2015; Dong et al., 2012).

A hipdtese da cascata amildide € um modelo linear quantitativo que se centra na
acumulagao de AP no parénquima cerebral. Esta hipotese postula que uma cascata iniciada
pela deposicao de AP leva ao aparecimento da patologia tau, disfungao sinaptica,
inflamagao, perda neuronal e, por Ultimo, a deméncia. A linearidade desta cascata
permanece, no entanto, muito controversa (Strooper e Karran, 2016). Ha investigadores
que defendem uma hipotese da cascata B-amildide modificada, que enfatiza o papel da
proteina tau, localizando-a no centro da cascata que leva a deméncia. O caminho reforga os
papéis tanto dos agregados oligoméricos de AP, como de tau, sendo candidatos
neurotoxicos que levam a formagao de placas amildides e NFTs, respetivamente. O papel
ainda controverso da A como um desencadeador da toxicidade da tau que leva a
formagao de NFTs, e ultimamente a perda neuronal, permanece uma questao em aberto
(Giacobini e Gold, 2013).

Enquanto as placas amildides e NFTs se correlacionam com a progressao da DA,
pesquisas recentes indicam que estes poderao nao ser os agentes causadores da deméncia.
Foi apresentado um novo modelo que sugere que sao os mondmeros ou pequenos
oligdbmeros AP que poderao causar a morte neuronal, e nio a placa agregada. Neste
modelo, as placas amildides poderiam até inibir a morte neuronal sequestrando os
monomeros e oligobmeros amiloides deletérios (Arbor et al, 2016) ou, por outro lado, as
placas amildides poderiam funcionar como um reservatorio de libertagio de mondmeros

ou de pequenos oligomeros de A}, mantendo o agente toxico no tecido cerebral.

Formagdo do peptideo APB: A APP é uma proteina transmembranar tipo |,

compreendendo um dominio N-terminal extracelular grande e um dominio C-terminal
intracelular pequeno, em adigao a regiao AP. O splicing alternativo do gene da APP produz
3 isoformas major (695aa, 751aa e 770aa), sendo a APP,,; a forma predominante no sistema

nervoso (Cassar e Kretzschmar, 2016). Esta proteina é produzida em grandes quantidades
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nos neuronios e é metabolizada muito rapidamente. A fungao neuronal da APP permanece
desconhecida, mas podera estar envolvida na plasticidade sinaptica (Masters et al., 2015).

A AB é produzida por clivagem endoproteolitica da APP, resultando de uma clivagem
sequencial desta por grupos de enzimas ou complexos enzimaticos denominados B e Y-
secretases (LaFerla et al, 2007). No «cérebro, o peptideo AP ¢ produzido
predominantemente pelos neurdnios, embora os astrocitos e outras células da glia também
o produzam, especialmente sob condigoes de stress que induzem ativagao glial, como
ocorre na DA (Yan e Vassar, 2014).

Diversos grupos identificaram a BACEI (enzima | responsavel pela clivagem da APP
no local B), que é uma proteina transmembranar de tipo |, como sendo a enzima com
atividade [-secretase. A Y-secretase foi identificada como um complexo de proteinas
composto por: presinilina (PS) | ou 2, nicastrina, APH-I| (anterior pharynx-defective) e
potenciador da presenilina 2 (PEN2). Por outro lado, a APP pode também ser clivada pela
o-secretase mas, neste caso, impossibilitando a formagao de AP. Trés enzimas com
atividade a-secretase foram identificadas, todas elas pertencentes a familia ADAM: ADAM9,
ADAMI10 e ADAMI7. A clivagem e processamento da APP pode seguir, entao, uma via nao
amiloidogénica ou uma via amiloidogénica (Figura I):

I) Na via nao amiloidogénica, a APP é NAO AMILOIDOGENICA AMILOIDOGENICA
clivada pela a-secretase numa posicao a 83 sAPPoL - = AP

aminoacidos do C-terminal, produzindo um

Presenilinalou 2

ectodominio N-terminal (sAPPa) que ¢é Nicastrina
PEN2 /N

secretado no meio extracelular. O APH-1 / /AB

fragmento resultante de 83 aminoacidos C- QOO0 10 O

terminal (C83) é retido na membrana e SOOGIPOCCOORNO O

subsequentemente é clivado pela Y- . .
c83 APP APP C99 AICD
secretase, produzindo um  pequeno

Figura | — Protedlise da APP.

fragmento denominado p3. A clivagem pela
(adaptado de LaFerla et al.,, 2007).

a-secretase  ocorre na regiao AR,
impossibilitando assim a formagao de AP.

2) A via amiloidogénica é uma via de clivagem da APP alternativa que leva a formagao
de AB. A protedlise inicial é mediada pela B-secretase numa posicao localizada a 99
aminoacidos da extremidade C-terminal. Este corte resulta na libertacio de sAPPB para o
espaco extracelular, e deixa a porgao C-terminal com 99 aminoacidos (conhecido como

C99) dentro da membrana, com o recentemente formado N-terminal correspondendo ao



primeiro aminoacido da AB. Uma clivagem subsequente deste fragmento (entre os residuos
38 e 43) pela y-secretase liberta um peptideo AP intacto. A maior parte do peptideo AP
produzido tem 40 residuos de aminoacidos (Af,,), enquanto que uma pequena proporg¢ao
(aproximadamente 10%) tem 42 residuos (AB,,). A variante AB,, € mais hidrofobica e mais
propensa a formagao de fibrilas que a AB,, e é esta forma mais longa que também ¢é a
isoforma encontrada predominantemente nas placas neuriticas (LaFerla et al., 2007).

E importante compreender que tanto a via amiloidogénica, como a via nio
amiloidogénica estao presentes em individuos saudaveis, com a DA surgindo devido a um
aumento da via amiloidogénica ou um turnover deficiente da proteina AP. Individuos
saudaveis tém concentragoes na ordem dos 500 pM e 3-8 nM de AP no seu plasma e LCR,

respetivamente (Arbor et al., 2016).

Localizagcao celular: A AP é produzida

no interior do RE e complexo de Golgi e
secretada como parte da via secretora
constitutiva. A APP ¢ direcionada a membrana
plasmatica, onde é clivada predominantemente
pela a-secretase, libertando sAPPa no espaco
extracelular e deixando um fragmento C83
dentro da membrana. A APP nao processada
pode ser internalizada em endossomas iniciais.

Na presenca do recetor relacionado com a

sortilina, SORLI, a APP é reciclada de voltaao = —— — e
{outside cell) o (inside cell) ” a secretase, © UU receptor ﬂ
ORLT

BACE

APP APP a7nAchR \ RAGE LRP
{outside cell) (inside cell) a “ ‘(

Golgi em endossomas retromer. Os
endossomas iniciais contém BACE| e tém um
PH otimo para a cIivagem da APP por esta Figura 2 — Localizagdo celular da produgio de AB
. . s . ) (LaFerla et al., 2007).

enzima. Assim, como ja foi referido, a clivagem

de APP pela BACEI resulta num fragmento, C99, sendo retido na membrana. O C99 pode
ser transportado de volta ao RE para ser processado em AP pela y-secretase do RE,
transportado de volta para a membrana plasmatica onde o complexo y-secretase também
esta presente, ou processado a AP dentro do sistema endossoma/lisossoma. A AP
extracelular (isto é, AP previamente secretada) pode ligar-se aos recetores da superficie

celular (por exemplo, proteina relacionada com o recetor da lipoproteina de baixa

densidade (LRP), recetor dos produtos finais de glicosilagao avangada (RAGE), formyl
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peptide receptor-like (FPRLI), N-metil-D-aspartato (NMDA) e subunidade a-7 do recetor
nicotinico da acetilcolina (a7nAChR)), e este complexo recetor-Af ser internalizado em
endossomas inicias. A acumulagao intracelular de AP é vista predominantemente em
corpos multivesiculares e lisossomas, mas também na mitocondria, RE, Golgi e no citosol,

onde afeta a funcao dos proteassomas (Figura 2) (LaFerla et al., 2007).

Tau: background e significado: A tau é uma proteina associada aos microtubulos,

tendo como principal fungao estabiliza-los. As tauopatias, definidas como as doencas
neurodegenerativas com agregacao de tau no cérebro, sao a manifestagao patoldgica mais
comum nas doengas neurodegenerativas. Muitos estudos mostraram que os niveis totais de
tau (T-tau; todas as isoformas de tau independentemente do estado de fosforilagao) e tau
fosforilada (P-tau; tau com fosforilagao nos residuos 181 ou 231) estao aumentados tanto
no cérebro como no LCR de doentes com DA (Masters et al., 2015).

Na DA, as formas de tau hiperfosforilada formam as designadas trangas
neurofibrilares (NFTs), outro dos agregados caracteristicos desta doenga. Também foi
demonstrado que as formas de tau hiperfosforilada tém outros efeitos deletérios, tais
como a ligagao a proteina de interagao com a cinase c-Jun N-terminal |(JIP1), fazendo com
que esta se agregue no corpo celular e prejudique o transporte axonal na DA (Arbor et al.,
2016).

O mecanismo pelo qual a tau estd aumentada e agregada (isto é, se é devido a
produgao aumentada ou scavenging ineficaz) nao é conhecido. O tempo de semi-vida da tau
no SNC humano, se a sua cinética esta alterada na DA, e que quantidade desta proteina

deve ser modulada por farmacos sao questoes ainda sem resposta (Masters et al., 2015).

3.4. COMPONENTE GENETICA DA DA

Tal como ja foi mencionado, a DA pode ter um inicio precoce (entre os 30-60 anos
de idade), sendo designada a forma familiar da DA (familiar Alzheimer’s disease, FAD) ou ter
um inicio tardio (apos os 60 anos), sendo designada a forma esporadica de DA (late-onset
Alzheimer’s Disease, LOAD). De longe, a Ultima é a forma mais comum da doenga
(estimando-se cerca de 98% dos casos). Nesta seccao sao descritas variagoes e mutagoes

genéticas que estao implicadas na forma familiar ou esporadica da DA.

Doenca de Alzheimer Familiar (FAD): O estudo de pessoas afetadas pela forma

familiar da doenga deu importantes contribuicoes acerca da base fisiopatolégica da DA.
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Esta condigao relativamente rara e agressiva tem uma prevaléncia aumentada em algumas
familias e, por isso, pensa-se que tenha uma componente genética significativa.

Até a data, foram identificadas mutagoes em trés genes que estao ligadas ao inicio
precoce da DA. Estes genes incluem o gene da APP no cromossoma 2|, o gene da
presinilina | no cromossoma 14 e o gene da presinilina 2 no cromossoma |. Todas estas
mutagoes sao expressas de forma autossomica dominante (Squire et al, 2013). As
mutagoes missense nas presenilinas | ou 2, sendo a presenilina a subunidade catalitica da y-
secretase, sao a causa mais comum da FAD. Estas mutagdes resultam em aumentos
relativos na producao de peptideos AP42/43. Estas espécies hidrofobicas auto-agregam,

levando a deposicao de AP (Selkoe e Hardy, 2016).

Doenca de Alzheimer de inicio tardio (LOAD): Um fator de risco para o

aparecimento da forma esporadica da doenga é a composicao alélica do gene da
apolipoproteina E no cromossoma 1|9 (ApoE) (Squire et al, 2013). A ApoE ¢é a
apolipoproteina predominante do complexo HDL no cérebro. Embora esta tenha
diferentes papéis na fisiologia cerebral, a informagao mais interessante relativamente ao seu
papel no desenvolvimento da DA reside no facto de ser capaz de ligar o peptideo AP
(O’Brien e Wong, 2011). O gene ApoE tem 3 alelos distintos (ApoE2, ApoE3 e ApoE4).
Doentes com DA possuem o alelo ApoE4 com maior frequéncia, comparando com os
individuos que nao tém a doenga. O risco da doenca ainda é acoplado ao nimero de copias
deste alelo especifico: individuos que nao tenham copias de ApoE4 estio menos propensos
que a populacao geral a desenvolver a DA, a presenga de um alelo ApoE4 aumenta o risco
da doenga quatro vezes e pessoas com duas copias deste alelo estio oito vezes mais
propensas a desenvolver a doenca. Embora o mecanismo preciso pelo qual ApoE4 medeia
a suscetibilidade da doenca seja assunto de intensa investigagao, uma hipotese é que esta
apolipoproteina esta envolvida na diminuigdo dos processos responsaveis pelo scavenging

do peptideo AP do espago extracelular no cérebro (Squire et al,, 2013).

Sindrome de Down: Descobertas adicionais do papel da proteina f-amildide na DA
vém da investigacao da Sindrome de Down. A Sindrome de Down resulta da presenca de
uma cépia extra do cromossoma 21, o cromossoma que carrega o gene da APP (Squire et
al., 2013). Deste modo, estes doentes albergam 3 copias do gene da APP e desenvolvem,
invariavelmente, alteragoes neuropatologicas tipicas da DA (Selkoe e Hardy, 2016). Aqueles

que sobrevivem até a quarta década de vida desenvolvem, invariavelmente, uma
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distribuicao de placas de proteina -amildide no cérebro semelhantes as observadas em

pacientes com DA (Squire et al., 2013).

Outros fatores genéticos, para além dos mencionados anteriormente, também estao
implicados no desenvolvimento da doenga por regularem a resposta da microglia a
deposicao de AP, como genes do recetor do complemento tipo | (CR1), Siglec-3 (CD33) e
do recetor de “disparo” expresso nas células mieloides 2 (TREM2)) (Alzheimer’s Disease

International, 2016; Selkoe e Hardy, 2016).

3.5. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Hoje em dia, o diagnostico da DA assenta numa avaliagao cognitiva por meio de
testes tais como o mini-exame do estado mental (MMSE), no uso de biomarcadores
presentes no LCR e, nos ultimos anos, no uso de algumas modalidades de imagiologia
médica, nomeadamente, tomografia por emissaio de positroes (PET), tomografia
computadorizada (CT) e ressonancia magnética (MRI). Todos estes métodos sao
considerados confiaveis, no entanto, apresentam alguns inconvenientes que tornam
impossivel o seu uso para a detecao de estadios precoces da DA (Alberdi et al,, 2016). Por
um lado, apenas dao informagao sobre a condigao atual de saide do doente, nao
informando sobre a evolugao da doenga, por outro, os questionarios de avaliagao
psicologica ou cognitiva por vezes siao demasiado subjetivos. Relativamente as medigoes no
LCR, sao métodos de analise intrusivos, dispendiosos e demorados (Alberdi et al., 2016).

Tal como ja referido anteriormente, a detegao precoce da DA traria muitos
beneficios, em termos de eficacia de tratamento e precisao de diagnodstico. Existem
evidéncias suficientes que afirmam que os tratamentos sao muito mais efetivos nos estadios
iniciais da doenga, permitindo que o declinio cognitivo seja parado ou, pelo menos,
abrandado. Além disso, quando o doente ainda tem a capacidade de responder a questoes
e lembrar-se da ordem pela qual os sintomas apareceram, o diagndstico pode tornar-se
muito mais preciso. Consequentemente, os custos em cuidados de saude podem diminuir,
e a qualidade de vida dos doentes pode melhorar significativamente (Alberdi et al., 2016).

E necessario desenvolver um sistema de monitorizacio ubiquo para a DA e doencas
relacionadas de forma a que pequenas mudangas na evolugao da doenga possam ser

detetadas (Alberdi et al., 2016).



4. TERAPEUTICA NA DOENCA DE ALZHEIMER

4.1. TERAPEUTICA NAO FARMACOLOGICA

As terapéuticas nao farmacologicas sao frequentemente utilizadas com o objetivo de
manter ou melhorar a fungao cognitiva, a capacidade de realizar atividades do dia-a-dia e a
qualidade de vida em geral. Estas também podem ser utilizadas com o objetivo de reduzir
sintomas comportamentais tais como depressao, apatia, distragao, distirbios do sono,
agitacao e agressividade. Exemplos destas terapéuticas incluem: a arte-terapia (método de
tratamento para o desenvolvimento pessoal, integrando no contexto psicoterapéutico
mediadores artisticos (Sociedade Portuguesa de Arte-Terapia)), a terapia baseada em
atividade (tipo de terapia em que todos os eventos, encontros e interagcoes sao
consideradas atividades e tém como fim a estimulagao das capacidades do doente) e o
treino da memoria.

Tal como as terapéuticas farmacoldgicas atuais, que serao abordadas em seguida, as
terapéuticas nao farmacologicas nao tém mostrado alterar o curso da DA. Algumas
revisoes sistematicas sobre estas terapéuticas descobriram que algumas, tais como o
exercicio fisico e atividade cognitiva (por ex. jardinagem, jogos de palavras, ouvir musica e
cozinhar) se revelam promissoras. E necessaria uma maior investigagao neste tipo de
terapéuticas para melhor compreender e avaliar a sua eficacia (Alzheimer Association,

2016).

4.2. TERAPEUTICA FARMACOLOGICA SINTOMATICA

As atuais opgoes de tratamento para a DA focam-se no controlo da sintomatologia
da doenca. Assim, estas dirigem-se a disfungao colinérgica e glutamatérgica, consequentes
do processo de agregagao da proteina AP em placas (segundo a hipotese da cascata
amildide). Assim, duas das classes de medicamentos que estao atualmente aprovadas para
controlar os sintomas da DA sao: os inibidores da acetilcolinesterase e os antagonistas dos

recetores do glutamato (Dalvi, 2012) (Tabela I).

Inibidores da acetilcolinesterase: Os inibidores da acetilcolinesterase reduzem a

hidrolise da acetilcolina (neurotransmissor importante nos processo de memoria) presente
na fenda sindptica por inibirem a acetilcolinesterase, resultando numa estimulagao

aumentada dos recetores colinérgicos. O donepezilo, a rivastigmina e a galantamina sao os
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trés farmacos disponiveis nesta classe, por via oral. A rivastigmina também esta disponivel

em patch transdérmico (Dalvi, 2012).

Tabela | — Comparagao entre os farmacos inibidores da acetilcolinesterase (AChE) e o antagonista do
recetor NMDA ao nivel da fase da doenga, modo de agao, metabolismo, tempo de semi-vida, doses por dia,
relevincia da administragdo com alimentos, dose inicial, escalagio de doses e dose clinicamente
recomendada (adaptado de Blennow et al., 2006).

Donepezilo Galantamina Rivastigmina Memantina
Leve-
Fase da doenca Leve-Moderada Leve-Moderada Moderada-Severa
Moderada
Inibicao seletiva da
Inibicao Inibicdo reversivel Antagonista nao
AChE e modulagao
Modo de acao seletiva da lenta da AChE e competitivo do
alostérica do recetor
AChE BuChE recetor NMDA
da nicotina
Metabolismo Sim (CYP2D6 Sim (CYP2D6 e Nao, hidrolisada por NG
ao
CYP450 e CYP3A4) CYP3A4) esterases
Tempo de semi-
. Longo (70h) Pequeno (7-8h) Muito pequeno (1h) Longo (60-100h)
vida
2 (comprimidos) 2 (I* semana,
Doses/dia I 2
| (capsula LP) Ix/dia)
Dado com Sim (aumenta a
Irrelevante Recomendado Irrelevante
alimentos biodisponibilidade)
Dose inicial 5 mg/dia 8 mg/dia 3 mg/dia (1.5 mg x 2) 5 mg/dia
A cada semana, até
A cada 4 semanas até A cada 2 semanas, até
Escalacio de a dose
4-6 semanas a dose recomendada/ a dose recomendada/
doses recomendada/
tolerada tolerada
tolerada
Dose
clinicamente 10 mg/dia 16-24 mg/dia 6-12 mg/dia 20 mg/dia
recomendada

Antagonistas dos recetores do glutamato: O glutamato é o neurotransmissor

excitatorio major no cérebro. Em condigoes normais, o glutamato e o recetor NMDA tém
papéis importantes em processos de aprendizagem e memoria. Em condigoes anormais, tal
como na DA, uma atividade glutamatérgica aumentada pode levar a uma ativagao continua
dos recetores de NMDA, que pode prejudicar a fungao neuronal. Assim, a memantina é um
antagonista nao competitivo do recetor NMDA, o qual se acredita que proteja os
neurdnios da excitotoxicidade mediada pelo glutamato sem impedir a ativagao fisiologica

do recetor NMDA necessaria para a fungao cognitiva (Blennow et al., 2006). Demonstrou-
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se que a memantina usada sozinha ou em combinagio com um inibidor da
acetilcolinesterase abranda a progressao da doenca na DA moderada a severa (Dalvi,
2012).

Para além destes farmacos, que apenas diminuem a severidade dos sintomas e
proporcionam uma melhoria temporaria no comprometimento cognitivo, sao utilizados em
simultaneo antipsicoticos, antidepressivos e benzodiazepinas de forma a tratar os sintomas
comportamentais da doenga (Yiannopoulou e Papageorgiou, 2012). Alimentos medicinais e
suplementos nutricionais também sao muitas vezes utilizados. Os alimentos medicinais sao
geralmente considerados abordagens de segunda linha, para doentes que nao estejam a
responder adequadamente a farmacoterapia, que sejam intolerantes aos inibidores da
acetilcolinesterase ou memantina e quando as familias procuram outras opgoes

terapéuticas além dos tratamentos farmacologicos existentes (Masters et al., 2015).

4.3. NOVAS ABORDAGENS FARMACOTERAPEUTICAS

Embora o controlo sintomatico pelos agentes anteriormente referidos se tenha
mostrado estatisticamente significativo, a sua eficacia terapéutica encontra-se longe de ser
robusta, e a duracido dos seus efeitos & limitada. Desta forma, existe uma crescente
necessidade de desenvolver agentes com a capacidade de alterar ou parar a progressao da
doenga, sendo estes denominados farmacos modificadores da doenga (Arbor et al., 2016).

Atualmente ainda nao existem farmacos modificadores da DA disponiveis. Existem
muitos fatores que contribuem para a dificuldade em desenvolver tratamentos eficazes,
nomeadamente o alto custo do desenvolvimento farmacéutico, o tempo relativamente
longo para se verificar se um determinado tratamento em fase de investigagao esta a afetar
a progressao da doenga, e a propria estrutura do cérebro, que é protegido pela barreira
hemato-encefalica (Alzheimer Association, 2016). Ainda assim, nos ultimos anos, varias
abordagens terapéuticas destinadas a impedir a progressaio da DA tém avancado para
ensaios clinicos (Citron, 2010). Dentro dessas novas abordagens terapéuticas existentes,
podem ser listadas as abordagens direcionadas a proteina tau, as abordagens relacionadas
com a redugao de AP, e as abordagens anti-inflamatorias e neuroprotetoras, sendo que

esta Ultima nao sera discutida nesta monografia.

=> Abordagens terapéuticas direcionadas a proteina tau

As abordagens direcionadas a proteina tau tém sido investigadas, embora menos

extensamente, como uma alternativa as terapias direcionadas a redugao de AP (Tayeb,
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2012). Dentro destas abordagens distinguem-se duas classes farmacolégicas principais: os
inibidores da fosforilagio da tau e os compostos que previnem a sua agregagao e/ou
promovem a sua desagregagio. A GSK3B ¢é a principal enzima envolvida na
hiperfosforilagao da tau. Exemplos de firmacos nesta categoria sao o litio, que é um
inibidor da GSK38, e o azul de metileno (methylthioninium chloride, MTC), que interfere com

a agregagao da tau.

=> Abordagens terapéuticas relacionadas com a reducdo de AB

Um dos grandes responsaveis pela patogénese da DA é o excesso de AB no cérebro
e, deste modo, a intervencgao clinica para reduzir os niveis deste peptideo tem sido uma das
abordagens atrativas para o desenvolvimento de terapéuticas modificadoras da doenca
(Ghosh et al,, 2012), tal como aquela que tem mostrado os agentes mais promissores

(Arbor et al., 2016).

Remocao de AB: Uma das estratégias para modificar a cascata amiloide é a remogao

de AP do cérebro. Teoricamente, esta remogao pode ser conseguida através da ativagao
das enzimas que degradam a AP, através do aumento dos mecanismos de transporte de AP
do cérebro para a circulagao periférica e através da remogao direta de espécies amildides
através de uma resposta imunoldgica (Tayeb et al, 2012). A imunoterapia na DA ¢é
considerada uma das abordagens promissoras para o desenvolvimento de farmacos
modificadores da doenga, uma vez que pode potencialmente afetar a agregagao e deposigao
de AP e, deste modo, diminuir a carga de placas amildides. A imunizagao ativa através de
vacinagao leva a formagao de anticorpos contra as formas patogénicas de AP, simulando
uma resposta imune, ao passo que a imunizagao passiva fornece anticorpos produzidos
exogenamente (Salomone et al, 2011). Exemplos deste ultimo tipo de imunizagao sao os
anticorpos monoclonais solanezumab, crenezumab e aducanumab que, em ensaios clinicos,
sugeriram abrandar o declinio cognitivo em doentes com DA moderada (Selkoe et al,

2016).

Inibicao da agregacao de AP: Inicialmente pensava-se que a neurodegenerescéncia

resultava da agregacao de espécies AP (que sequencialmente formam oligomeros, fibrilas e
protofibrilas) e da consequente deposigao na forma de placas amildides (Tayeb et al,, 2012).
Novos estudos, no entanto, tém sugerido que sao os monomeros ou pequenos oligomeros

AP que poderao causar a morte neuronal, e nao a placa agregada, tal como ja referido na
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seccao 3.3.. Assim, outra estratégia para a redugao da acumulacio e toxicidade das
espécies AP passa, entio, pela utilizagio de agentes quimicos que impeg¢am a
oligomerizagao e formacgao de fibrilas neurotoxicas, facilitando assim a sua eliminagao. Ja
foram testados vdarios destes agentes em ensaios clinicos e sao exemplos desses o

tramiprosato, a colostrinina, o clioquinol, o PBT2 e o ELNDOOS5 (Tayeb et al., 2012).

Modulagao da produgao de APB: Tal como ja foi mencionado anteriormente, o

peptideo AP é gerado de um grande precursor molecular, a APP, pela agao sequencial de
duas proteases: a BACEI e a y-secretase. Uma terceira protease, a a-secretase, que
compete com a [-secretase para o substrato APP, pode impedir a produgao de AP,
clivando a APP na regido do peptideo AP. Este cendrio sugere imediatamente trés
estratégias para reduzir a Af: a inibicao da y-secretase, a inibicao da P-secretase, ou a
estimulagao da a-secretase. Todas estas estratégias tém sido ativamente exploradas ha mais
de uma década (Citron, 2010).

A Y-secretase foi o primeiro alvo a ser intensivamente estudado na via
amiloidogénica. No entanto, dada a sua estrutura complexa (composta por varias
subunidades), ¢ dificil obter informacao estrutural de alta resolugao do seu local ativo e
compreender a enzima em profundidade (Citron, 2010). Para além disso, a inibigao desta
enzima em ensaios clinicos levou a ocorréncia de diversos efeitos laterais (Kandalepas e
Vassar, 2012).

Relativamente a estimulagao da via da a-secretase, esta leva a uma redugao do
substrato APP que esta disponivel para a via amiloidogénica. A estimulagao da a-secretase
tem sido explorada com profundidade no contexto de agonistas dos recetores
muscarinicos M,, que podem funcionar como potenciadores da cognicao e que reportaram
reduzir a Af num pequeno ensaio clinico. No entanto, o desenvolvimento destes agonistas
tem sido impedido pela dificuldade em gerar moléculas especificas M, que nao causem
efeitos laterais atuando noutros recetores muscarinicos. Nao ha moléculas do género que

tenham sido reportadas correntemente em ensaios clinicos para a DA (Citron, 2010).

As abordagens terapéuticas que mais tém progredido até a data consistem em
intervengoes imunoldgicas para eliminar os oligbmeros de AP e farmacos para inibir as
secretases que produzem AP, nomeadamente a BACE e a y-secretase (Evin, 2016). A
presente monografia tem como principal objetivo realcar o papel da BACE| na patogénese

da doenca e, consequentemente, destaca-la como um potencial alvo terapéutico na DA.

20 |



4.3.1. ABACEI coMO ALVO TERAPEUTICO NA DA

4.3.1.1. CARACTERIZACAO DA BACEI

Signal  Pro- Trans- Cytosolic
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Rass Ryzy Rigs Rigy Rawy Rogy CanaCarsCapaCaps  Ubgyy
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Figura 3 — Estrutura primaria da BACE-| (Yan e Vassar, 2014).

gene da BACE-| foi identificado ha mais de |5 anos como o gene responsavel pela atividade
B-secretase (Evin, 2016). Como ja foi referido anteriormente, a BACE| é uma proteina
transmembranar do tipo |. Esta enzima pertence a familia das aspartil proteases, contém
501 aminoacidos e sofre varias modificagdes pos-tradugao na via secretora da célula,
incluindo N-glicosilagao, fosforilagao, ubiquitinagao, S-palmitoilagao e acetilagao.

Na Figura 3, os varios subdominios da BACE| estio representados em cima da
estrutura. Os numeros referem-se as posi¢coes dos aminoacidos. Os dois sitios ativos nas
posicoes 93 e 289 estio sombreados a laranja, os “S-S” indicam as posi¢oes das pontes
dissulfureto dentro do dominio catalitico, o N representa as posicoes dos locais de
glicosilagao ligados ao grupo NH, de residuos de asparagina, o R mostra as posi¢coes dos
residuos de arginina acetilada, o C marca as posi¢oes dos residuos de cisteina que sofreram
S-palmitoilacao, o P mostra a fosforilagao da serina 498 e Ub indica a ubiquitinagao da lisina
501 (Yan e Vassar, 2014). A BACEI é igualmente modificada com N-acetilglucosamina
(GIcNAc), uma estrutura N-glicano complexa altamente expressa no cérebro, e esta
modificagao estd aumentada em doentes com DA. Isto deve-se a sobrerregulacio da
glicosil-transferase (GnT-lll) (enzima responsavel por esta modificagao) no cérebro dos
doentes e sugere que esta modificagao aumenta os niveis de BACE| e o processamento da
APP (Barao et al., 2016).

Os niveis mais altos de mRNA da BACEl sao encontrados no cérebro
(predominantemente em neurodnios e pouco nas células da glia) e pancreas, sendo
significativamente mais baixos nos outros tecidos. Esta enzima é abundante tanto no

cérebro humano normal, como no cérebro afetado pela DA (Cole e Vassar, 2007). Os
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neuronios expressam a BACE| especialmente nos terminais pré-sinapticos, sugerindo um
papel importante desta enzima nas sinapses (Barao et al, 2016; Yan e Vassar, 2014). A nivel
celular, a BACEI esta localizada no trans-Golgi network (TGN), na membrana plasmatica
superficial e nos endossomas iniciais (Halima et al., 2016). Sabe-se igualmente que a BACEI
sofre uma sobrerregulagio em resposta ao stress celular, tal como o stress oxidativo,

isquémia e deplegao energética (Arbor et al., 2016).

4.3.1.2 INBICAO DA BACEI

Como dito anteriormente, a inibicao da BACEI| tem sido explorada intensivamente
como um alvo terapéutico promissor na DA. Ja se demonstrou que a inibigao quimica da
BACE| em animais adultos pode alterar a manuten¢ao dos fusos musculares e danificar
fungoes sinapticas, uma vez que para além da APP a BACEI tem muitos outros substratos
enddgenos. Por isso, é essencial desenhar inibidores da BACE| mais seletivos e que inibam
especificamente a clivagem de APP e a produgao de AB sem interferir com a clivagem de
outros substratos da enzima. Foi explorada a compartimentagao diferencial do
processamento de substratos de modo a permitir o desenvolvimento de estratégias para
aumentar a seletividade dos inibidores da BACE. Assim, foi demonstrado que a clivagem de
substratos nao-amildides pela BACEl nao requer endocitose mediada por
dinamina/clatrina, enquanto que o processamento da APP requer. Foi igualmente
demonstrada a importancia do residuo acidico no local da ligagao da BACEI ao substrato
na posicao P2. Para substratos nao-amildides, a presenca de um residuo acidico confere
uma ligagao de alta afinidade.

Resumidamente, inibir seletivamente a atividade da BACEl num compartimento
subcelular particular, os endossomas iniciais, onde a BACEI| cliva a APP, pode ser uma
estratégica terapéutica efetiva desde que os outros substratos sejam clivados em
compartimentos nao endossomais (Halima et al., 2016).

Para estudar e desenvolver a seletividade, a poténcia dos inibidores para a f-
secretase é muitas vezes comparada com a poténcia para outras duas proteases asparticas
humanas: a memapsina | (BACE2), uma vez que é o homodlogo mais proximo da f-
secretase, e a catepsina D, a protease aspartica mais abundante nas células humanas
(Ghosh et al., 2012).

Um inibidor da B-secretase clinicamente eficaz deve ter a capacidade de penetrar a
BHE e as membranas neuronais. O limite superior de tamanho molecular que atravessa a

BHE ¢é de cerca de 550 Da. Adicionalmente, tais inibidores devem possuir boas
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propriedades farmacologicas de absorgao, distribuicao, metabolizagao e excregao (ADME)
(Ghosh et al., 2012).

A BACE-|I tem numerosos substratos e fungdes e, atualmente ainda nao se
compreende totalmente a relagdo entre a inibicio da BACEI, niveis de AP e os défices
cognitivos na DA. Consequentemente é crucial definir: (i) o nivel da inibicao da BACEI
necessario para alcangar eficdcia; (i) a altura ideal para comegar a intervengao terapéutica;
(iii) se a modulagao da produgao de AP pode modificar o curso da doenga assim que os
sintomas se manifestam; e (iv) antecipar os efeitos laterais devido a inibicao da BACEI.

E importante realgar que o risco de efeitos toxicos relacionados com o mecanismo
podera depender do nivel de inibicado da BACEI. Encontrar uma janela terapéutica
segura onde o intervalo de doses dos inibidores da BACEI é balanceado entre os
efeitos toxicos derivados do mecanismo e a redugao de AP sera crucial para
alcangar uma terapéutica segura da DA (Barao et al,, 2016).

Ao longo dos anos, varios esforcos tém sido feitos para identificar inibidores
potentes da BACEI. Inicialmente, a maior parte destes tinham por base peptideos, mas,
progressivamente, foram-se desenvolvendo moléculas mais pequenas e diversos compostos
estao atualmente em ensaios clinicos. Até a data, apenas dois farmacos (MK-8931 e

AZD3293) alcangaram os ensaios clinicos de Fase Il (Tabela 2).

Tabela 2 - Inibidores da BACE| em ensaios clinicos (adaptado de Bario et al., 2016).

Composto Empresa(s) Fase Populaciao Préoximo “marco miliario”

Final do ensaio de Fase Il em 2017

MK-8931 Merck Fase Il DA ligeiraa moderada e (DA ligeira a moderada) e em 2019

DA prodrémi
prodromica (DA prodrémica)

AstraZeneca Fase

AZD3293 DA prodromica a ligeira Final dos ensaios de Fase Il/lll em
Eli Lilly 1 2019
Eisai Biogen . . L
E2609 & Fase Il DA prodrémica a ligeira Final do ensaio de Fase Il e inicio
Idec do de Fase lll em 2016
JNJ- Shionogi Estado precoce da DA Inicio do estudo adaptativo de
Fase Il i ati DA 30 da DA de Fase II/IIl
54861911 Janssen (assanorT\atlca) e prevencao da e Fase II/lll em
prodrémica 2015
Novartis Fase
CNP520 ApoE4+/+ Resultados da Fase I/II
Amgen i
PF- Pfi Fasel 2
izer ase ?
06648671 Resultados da Fase |
LY- Eli Lill Fasel 2
i Li ase ?
3202626 y Resultados da Fase |
Pre- A procurar parceiro para iniciar
VTP-36951 Vitae ? P P P
clinica Fase |
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O MK-8931, recentemente nomeado verubecestat, foi desenvolvido pela Merck — é
bem tolerado e causa uma reducgao dose-dependente significativa dos niveis de A no LCR
de individuos saudaveis depois de uma Unica ou varias administragdes (Evin, 2016). O
ensaio clinico de Fase lll ira testar o farmaco ao longo dos diversos estadios da doenga.

Estes estudos clinicos que decorrem irao, esperangosamente, ensinar-nos que nivel
de inibicao da BACEI e a que estadio da progressao da DA é possivel uma modificagao da
doenga segura. Se nenhum problema de seguranga maior se levantar, a inibicao da BACEI
poderd encontrar um lugar na prevencao da DA em doentes que estio em risco de

desenvolver a doenga (Barao et al., 2016).
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5. CONCLUSAO

No ultimo século, tem-se assistido a um aumento da esperanga média de vida da
populagao a nivel mundial, especialmente nos paises desenvolvidos. Parte desse aumento
deve-se a melhorias nos cuidados de saude. Em contrapartida, o nimero de deméncias
relacionadas com a idade tem aumentado, como é o caso da DA. O aumento da
prevaléncia desta doenga torna-a um problema de saide publica a nivel mundial que tem
trazido grandes consequéncias a nivel econémico, politico e social.

Atualmente, a fisiopatologia da DA ainda nao é completamente conhecida. A hipotese
da cascata amildide continua a nao estar completamente provada e esta incompreensao do
mecanismo molecular exato da doenga leva a um consequente aumento da dificuldade no
desenvolvimento de novos farmacos. Qual a ligagao entre a patologia AP e a patologia da
tau? E uma ligacio direta e apenas envolve a célula por si s6? Sera que o peptideo AP tem
uma fungao fisioldgica ainda nao conhecida? (Selkoe e Hardy, 2016). Estas sao algumas das
questoes que continuam por responder relativamente a DA.

A atual terapéutica farmacolégica na DA compreende farmacos que apenas diminuem
a sua sintomatologia, isto €, nao alteram o curso da doenga. Ja existem, no entanto,
farmacos modificadores da doenga em ensaios clinicos. As abordagens terapéuticas que
tém tido mais destaque no desenvolvimento destes novos farmacos sio aquelas que tém
como alvo a redugao do peptideo AP, uma vez que se conhece parte dos efeitos deletérios
provocados por este peptideo. E neste contexto que surgem os inibidores da BACEI, um
dos agentes que dentro do grupo de compostos que reduzem os niveis do peptideo AP se
tém demonstrado mais promissores. A BACE-| trata-se de uma proteina transmembranar
que cliva a APP e forma o peptideo Af pela via amiloidogénica da célula. Ao ser inibida, a
produgao de AP é interrompida, impedindo que este peptideo neurotoxico se forme e se
agregue.

No entanto, é necessario considerar os eventuais efeitos laterais provocados pelo
mecanismo de inibicao da BACEI. Assim, relativamente a inibicao da BACEI, é necessario
desenvolver inibidores com uma grande seletividade de forma a que o processamento de
substratos nao-amildides nao fique comprometido, e apenas se iniba a interacao da BACEI
com a APP. De igual forma, estes inibidores devem ter a capacidade de penetrar a BHE e as
membranas neuronais e ter igualmente boas propriedades de ADME.

As boas noticias s3o que, na pratica, e na medida em que a informagao esta

disponivel, os inibidores da BACE| correntemente testados em ensaios clinicos aparentam
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ser muito seguros. Por exemplo o MK-8931 (o verubecestat) tem sido bem tolerado
depois da administragao de multiplas doses durante pelo menos 18 meses, em humanos.

Como futura farmacéutica e desde sempre interessada pela area das neurociéncias,
esta monografia permitiu-me uma compreensao mais aprofundada da fisiopatologia DA e
dos possiveis alvos terapéuticos para o desenvolvimento de novos firmacos modificadores
desta doenca, nomeadamente os inibidores da BACEI.

O farmacéutico, sendo o especialista do medicamento, deve estar a par de todos os
avangos cientificos, especialmente daqueles que possam estar direta ou indiretamente
ligados a0 medicamento e ao seu uso racional. Falando concretamente da DA, os
conhecimentos sobre a fisiopatologia e sintomatologia desta doenga, bem como sobre a
sua respetiva terapéutica, sao de extrema importancia em qualquer que seja a area na qual
o farmacéutico exerca a sua atividade. Para além destes conhecimentos base, também ¢
essencial conhecer o tipo de apoio que se pode fornecer ao doente e ao cuidador, uma vez
que este ultimo muitas vezes nao sabe a melhor forma de lidar com o doente.

E essencial continuar a apostar na investigagao cientifica na area da DA, assim como a
desenvolver métodos de diagnostico cada vez mais precisos e robustos, de forma a
permitir uma detegao da doenga mais precoce. Quanto mais cedo for detetada a doencga,
mais cedo se pode comegar a intervengao terapéutica e, num futuro proximo, estou

convicta que sera possivel retardar a progressao da mesma.
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