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Resumo

A doenca de Alzheimer (DA) é a causa mais comum de deméncia a nivel mundial, afetando
mais de 30 milhoes de pessoas. Atendendo ao aumento da esperan¢a média de vida, é
espectavel que o peso econdmico e social desta doenga venha a aumentar drasticamente.

A patogénese da doencga tem sido associada a ocorréncia de micro derrames bem como a
agregacao, deposicao, modificagado e acumulagio de peptideos Beta Amiloides (AP) e
fosforilagao e agregacao da proteina Tau no cérebro. Assim, placas extracelulares, contendo
varias formas de AP e nos neurofibrilares intracelulares, constituidos por proteinas Tau
hiperfosforiladas, sao os dois maiores marcadores patolégicos da DA. A hipotese da cascata
amiloide refere que a deposicao AP é o evento inicial na patogénese da doenga e que
precede o aparecimento dos sintomas em largos anos.

Atualmente, nao existe cura ou maneira de prevenir a doenga; as terapéuticas disponiveis
apenas dao beneficios sintomaticos temporarios. Novas abordagens imunoterapéuticas tém
demonstrado ser relativamente eficazes na redugao da acumulagio AP, indicando que a
intervencao é mais eficaz nas fases iniciais da doenca, realgando a importancia de um
diagnostico o mais precocemente possivel.

A terapéutica AB com imunizagao ativa e passiva tem um potencial elevado para ser eficaz na
remocao destes peptideos no cérebro, podendo, assim, retardar a progressao da patologia.
Contudo, atingir resultados eficazes e seguros tem sido um grande desafio. Esforgos estao a
ser feitos continuamente para tratar individuos com risco de DA, antes ou nas fases iniciais

do declinio cognitivo, com a esperanga de prevenir ou atrasar a progressao da doenga.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, Imunoterapia, Imunomodulagao, Vacina, Vacinagao,

Beta-Amiloide, Proteina Tau, Ap42.



Abstract

Alzheimer disease (AD) is the most common cause of dementia, afflicting more than 30
million people worldwide and, with the increase of life expectancy, the social and economic
burden from this disease will increase drastically.

The pathogenesis of the disease has been associated with the occurrence of micro-strokes in
brain vasculature and with aggregation, deposition, modification and accumulation of amyloid
beta peptides (AP) in the brain, as well as phosphorylation and aggregation of Tau protein.
Thus, extracellular plaques containing various forms of AP and intracellular neurofibrillary
tangles, composed of hyperphosphorylated Tau are the two major pathological hallmarks of
the AD. The amyloid cascade hypothesis states that AP deposition is the initial event in the
pathogenesis of the disease and that it precedes the symptoms in many years.

Currently, there is no cure or way to prevent the disease; available therapies provide only
temporary symptomatic benefits. However, novel immunotherapeutic approaches have been
proven effective in reducing the accumulation of AB. These interventions were shown to be
more effective in the early stages of the disease, enhancing the importance of an early
diagnosis.

AP therapy by active and passive immunization has a high potential to be effective in the
removal of these peptides in the brain, and may, therefore, slow the progression of the
disease. However, achieving effective and safe results has been challenging. Efforts are
continuously being made to treat individuals at risk for AD, before or at the earliest stages

of cognitive decline with the hope of preventing or delaying disease progression.

Keywords: Alzheimer’s disease, Inmunotherapy, Immunomodulation, Vaccine, Vaccination,

Amyloid-Beta, Tau Protein, AB42.



I. Introducio

A doenga de Alzheimer (DA) é a causa mais comum de deméncia para a qual, atualmente,
nao existe cura ou tratamento capaz de a prevenir ou de retardar a sua progressao. Afeta
cerca de 36 milhdes de pessoas em todo o mundo: existem cerca de 8 milhoes de novos
casos por ano e prevé-se que o numero de pessoas com deméncia seja o dobro a cada vinte
anos, atingindo os 66 milhdes em 2030 e os |15 milhdes em 2050'.

A DA foi descoberta em 1906 pelo psiquiatra e neuropatologista alemao Alois Alzheimer?.
Esta doenca afeta todos os grupos etarios, prevalecendo, maioritariamente em pessoas com

mais de 65 anos de idade’.

I.1. Fisiopatologia

O mecanismo patoldgico nesta doenga esta interligado com a mudanga conformacional de
proteinas expressas normalmente- peptideos AP e proteinas Tau- que formam folhas beta
toxicas. Os depositos de AP formam placas neuriticas e angiopatia cerebral amiloide e as
proteinas Tau hiperfosforiladas agregam com os neurdnios, originando filamentos em forma
de hélice, os nds neurofibrilares®. A agregacio e conversao estrutural ocorre sem mudancas
na sequéncia de aminoacidos das proteinas’. Outras mudangas no cérebro de uma pessoa
portadora de DA incluem inflamagao e stress oxidativo e todos estes mecanismos conduzem
a uma disfuncio cerebral severa, neurodegeneracio e perda neuronal®. Tém vindo também a
ser implicadas na fisiopatologia da DA a ocorréncia de alteragdes a nivel da vasculatura

cerebral tais como a ocorréncia de micro derrames.

I.1.1. Percursor da Proteina Amiloide

O peptideo percursor da proteina amiloide (PPA) € uma proteina transmembranar com um
largo dominio extracelular, expressa em diversos tecidos, mas que apresenta maior nivel de
expressio no cérebro’. O seu papel no tecido neuronal passa pela formacio e reparacio
sinaptica e a sua expressao é regulada durante a diferenciagao e depois do processo de lesiao

neuronal®’

. Dependendo se o PPA é processado via a-secretase ou via P-secretase'® e y-
secretase'' os produtos resultantes sio nhao-amiloidogénicos ou amiloidogénicos,

respetivamente'’.



1.1.2. Peptideo AP

O peptideo AR é um pequeno fragmento proteolitico resultante da clivagem da proteina
percursora amiloide por y e B secretases que clivam, respetivamente, o componente
carboxil e amina da proteina. O peptideo divide-se em 42 subtipos e tem elevada
predisposicao para sofrer oligomerizagao, fibrilagio e deposicao nas paredes vasculares
cerebrais, sendo a forma mais toxica a Ap42".

Os derivados do PPA estio presentes na maior parte dos fluidos fisiolégicos, como no
plasma e no LCR".

Na DA, a agregacao dos peptideos A monoméricos nas suas formas oligoméricas esta
associada com mudangas conformacionais e neurotoxicidade, bem como com a
potencializagdo e aceleragio da formagio dos nés neurofibrilares''*.

Viarias proteinas podem promover a conversao conformacional de proteinas e estabilizar a
sua estrutura anormal, como é o caso da APOE4 que, na DA, favorece a agregagiao AB".

A mudanca conformacional conduz a formagao de agregados AB que se depositam, o que
afeta a viabilidade neuronal através de efeitos toxicos diretos nos neuronios, através da
iniciacdo ou aumento da formacao dos nds neurofibrilares e/ou através do desencadeamento

e perpetuagio da inflamagio no SNC'®

1.1.3. Proteina Tau

A proteina Tau é uma proteina citoplasmatica altamente soluvel encontrada no cérebro e
que regula o transporte axonal, a montagem dos microtubulos e a sua estabilidade.

O desenvolvimento neuronal requer microtubulos dinamicos, com elongagao, encurtamento
e estabilidade e o splicing alternativo e a fosforilagdo da Tau permitem que estas fungoes
sejam desempenhadas através de um Unico gene.

Existem seis isoformas, como resultado do splicing alternativo dos |3 exdes codificados pelo
gene MAPT, sendo que as proteinas diferem por terem trés ou quatro repeticoes de 31-32
aminoacidos de ligagao aos microtubulos cada, ou por possuirem um, dois ou nenhum
terminal amina'’.

A fosforilagao da Tau em sitios especificos modula as fungoes intracelulares; contudo, a sua
hiperfosforilagio dissocia-a dos microtibulos do citoesqueleto neuronal, levando a uma
destabilizacio nos microtubulos e a formagao de filamentos na forma de hélice que

precipitam e se organizam em nés'’. Além disso, as Tau nio funcionais interferem com as



Tau normalmente fosforiladas, sequestram-nas, evitando assim que elas se liguem aos

microtibulos o que, por sua vez, leva a uma disfungio neuronal cada vez maior'?.

l1.1.4. Hipotese Cascata Amiloide

Esta teoria sugere que o aumento da produgao dos peptideos AP ou a diminuigao da sua
eliminagio e consequente agregacio'® é o primeiro impulsionador da patologia que,
posteriormente, leva a hiperfosforilagao da Tau, a formagao de nés neurofibrilares (NFTs) e a
perda neuronal”’. Tudo tem inicio nos peptideos AB que agregam, formando dimeros,
trimeros e oligdmeros e esta agregacao conduz a formas insoluveis que acumulam como
depositos AP. Este evento conduz a varios processos, como a ativagao dos astrocitos e
microglia'®, hiperfosforilagio da Tau, acumulagdo de filamentos helicoidais, distrofia neuritica,
alteragao da homeostase idnica, stress oxidativo e falha sindptica que conduz a perda da
fungdo neuronal”. Esta hipétese defende que a deposicio AP reforca a patologia Tau.
Esta hipotese é sustentada pelas diversas mutagoes na regiao AP do PPA, tal como a
mutagao Artic (ABPP E693G) que se relaciona com oligdmeros soluveis AB (protofibrilas) que
sio toxicos e que conduzem ao desenvolvimento da doenga®. A descoberta de uma
mutagao protetora no gene ABPP (A673T) demonstrou uma redugao na clivagem do PPA
pela B-secretase, uma diminuigao na velocidade de declinio cognitivo em populagoes idosas e
uma diminui¢ao do risco de desenvolver DA esporadica. A substituicao A673T é adjacente

ao sitio de clivagem da [-secretase, o que provoca uma redugao de 40% nos niveis de

Ap42*'.

1.1.5. DA familiar e esporadica

A DA familiar representa menos de 5% de todos os casos de DA'%, uma vez que a forma
mais comum € a esporadica.

A DA familiar relaciona-se intimamente com mutagoes nos genes que codificam enzimas
envolvidas na degradagao proteolitica do PPA, como os genes presenilina, PRES| e PRES2,
que aumentam o processo amiloidogénico de PPA, aumentando, assim, os niveis de Ap42*
A acumulagao de formas agregadas de AP, toxicas, € crucial na patogénese da forma familiar
da DA. As mutagoes acima referidas afetam o processamento do PPA, o que leva a uma
sobreproducao de AP ou a producao dos agregados. Por fim, a sindrome de Down, na qual
existe uma copia extra de PPA devido a trissomia 21, esta associada com a DA numa idade

precoce®.



1.1.6. Sintomatologia

A DA afeta diversos processos da fungao mental: memoria, pensamento, comportamento e
a capacidade de executar as atividades do dia-a-dia. E fortemente incapacitante, tendo
impacto nao apenas em quem a possui, mas também nas suas familias e cuidadores.

Embora os sintomas variem de individuo para individuo, existem sintomas transversais na
doenga: nas primeiras fases, a memoria a curto-prazo e a capacidade de raciocinar sao
afetadas; a medida que a doenca progride surgem confusao, irritabilidade, agressividade,
variagdes de humor e problemas com a linguagem®, acabando a meméria a longo-prazo por

ser também afetada.

1.2. Marcadores biolégicos da doenca de Alzheimer

Dois dos principais marcadores da doenca sao as placas AP, que se desenvolvem nas fases
iniciais da doenga, e os emaranhados neurofibrilares, que se formam posteriormente®. Estes
peptideos que se tornam aberrantes sao proteinas endogenas: as placas amiloides
desenvolvem-se em excesso quando o AB42, um pequeno fragmento proteolitico da PPA,
esta presente. Este fragmento tem a propensao de construir fibrilas insoliveis e os
emaranhados neurofibrilares sao formados pela hiperfosforilagao da proteina Tau, que é um

constituinte normal da estrutura do citoesqueleto das células®.

1.3. Terapéutica medicamentosa

A abordagem terapéutica atual para o tratamento da DA visa fundamentalmente amenizar os
sintomas associados aos problemas cognitivos sendo constituida por quatro farmacos: trés
inibidores da acetilcolinesterase (rivastigmina, galantamina e donepezilo)”’ para a DA ligeira a
moderada® e um antagonista do recetor NMDA (memantina)®”’ nas fases mais graves da
doenca®™. Estas duas classes medicamentosas tém como alvos os recetores colinérgicos e
glutaminérgicos, respetivamente”.

Esta doenga nao tem cura e estas opgoes de tratamentos limitam-se apenas a reduzir os
sintomas, nao impedindo a progressao da doenga. Assim, € necessaria uma intervengao
farmacoterapéutica inovadora, que seja eficaz no tratamento da doenga. Essa intervengao
deve atuar nos mecanismos associados a patologia e demonstrar efeitos clinicos cognitivos

positivos. De entre as novas abordagens terapéuticas que tém vindo a ser testadas, a



imunoterapia direcionada para as proteinas AP e Tau tem dado origem a resultados bastante

promissores.

2. Estratégicas imunomoduladoras

A vacinagcao com AP foi a primeira abordagem que demonstrou ter efeito na DA, uma vez

que promove uma resposta humoral, por diversos mecanismos:

- A presenca de grande quantidade de anticorpos na circulagao periférica pode causar uma
forga que dirige o movimento de AP para fora do SNC- hipotese reservatério periférico”;

- Os anticorpos podem também alterar a clearence AP através da interagao com o sistema de
transporte que move AP para dentro e fora do SNC*;

- Os anticorpos que se ligam as formas soluveis de A podem amentar a clearence e o shift
no equilibrio, enquanto que aqueles que se ligam as placas amiloides depositadas podem
requerer ativagio microglial para que se atinja reducio da placa’';

- Os anticorpos podem disromper ou promover a agregacao A ou interferir com a ligagao
AP a outras moléculas, reduzindo assim a toxicidade;

- Os anticorpos podem ligar-se a recetores nas células imunes efetoras e atuar como sinais
para gerar ou retardar inflamagao;

- Os anticorpos podem ser internalizados em células ou entrar nas fendas sinapticas entre os
neuronios, com o potencial de interferir com a transmissao entre células de AP e os seus

agregados™.

Atualmente, as estratégias de intervengao direcionam-se para os peptideos A e visam:

- reduzir a produgao de AB*, através da modulagio de y-secretase e B-secretase™;

- facilitar a eliminagio de AB®, através da imunizagio ativa e passiva®;

- prevenir a agregacio de APR® através de disjuntores de folhas B e com inibidores de

chaperonas patoldgicas™.



Figura |- Alvos possiveis para imunoterapia: |. Ligagao as formas solUveis de AB e aumento da
eliminagao. 2. Ligagao as placas amiloides depositadas e promogao da remogao das placas através da
ativagao microglial. 3. Ligacao a oligomeros/protofibrilas de AB e sua eliminagao. 4. Entrada na fenda
sinaptica e interferéncia com a transmissao célula-a-célula de AB e seus agregados. Imagem retirada
de 77,

2.1. Imunoterapia A ativa

Tendo em conta que a acumulagio de AP42 no cérebro estda intimamente ligada ao
aparecimento e desenvolvimento da DA, realizaram-se estudos de imunizagao contra AP
para determinar se esta podia, efetivamente, levar a uma redugao dos niveis amiloides no
cérebro™.

A imunoterapia ativa envolve a imunizagao com um antigénio o que leva a ativagao do
sistema imunitario com consequente resposta celular e humoral, comandas pelos linfocitos T
e B, respetivamente. A vacinagao ativa contra o AB42 é composta pelo antigénio e por um
adjuvante (imune boosting adjuvant) que aumenta a resposta imune, para garantir elevados

niveis de anticorpos.



Este tipo de imunoterapia € bastante atrativa, uma vez que induz a produgao de anticorpos a
longo-termo em grande parte dos pacientes inoculados, tendo também um baixo custo®.
Este tipo de imunizagao estimula uma resposta imunitaria natural na qual os niveis de
anticorpos anti-Af} podem persistir com baixa dose de antigénio e com um numero minimo
de administragdes'’. Contudo, uma vacina deste tipo pode aumentar o risco de uma
resposta imunitaria nociva, especialmente se o sistema imunitario reconhecer o antigénio
como uma proteina sua (self protein) o que leva a expansao de células T reguladoras AR
especificas” Além disso, o mecanismo de acio desta abordagem baseia-se na resposta
imunitdria do proprio paciente, o que varia de individuo para individuo'” e que merece
particular atengao em doentes idosos, que muitas vezes tém os sistemas imunitarios mais
enfraquecidos, o que pode nao provocar uma resposta imunologica tao eficaz contra o
antigénio.

Os primeiros passos nesta area foram dados em 1999 quando Schenk e os seus colegas
publicaram resultados favoraveis sobre a imunizagao ativa contra o peptideo com o
comprimento total AB1-42 em modelos animais: verificaram uma redugao dos niveis AP e
uma melhoria nas tarefas de memoria nos ratos™.

Posteriormente, surgiu a primeira vacina em ensaios clinicos para o tratamento da DA, a
ANI1792, que teve o seu uso interrompido em 2002 devido ao desenvolvimento de
meningoencefalite em 6% dos pacientes com DA moderada a severa®. Esta vacina AN/792
era constituida pelo peptideo A 1-42, formulado com um forte adjuvante (saponina QS-21)
e polisorbato 80, de forma a aumentar a solubilidade do peptideo e a melhorar a solubilidade
da vacina. Com a administracao da vacina, em |-3 doses, verificou-se uma reducao dos niveis
AB em zonas especificas do cérebro® e, embora os dados obtidos por autépsia indicassem
sucesso na clearence amiloide, os beneficios cognitivos clinicos foram bastante modestos em
comparagio com o grupo placebo®®. Desconhece-se o mecanismo concreto que levou ao
desenvolvimento de meningoencefalite, mas as possiveis causas incluem o forte adjuvante
que pode induzir fortemente uma resposta Thl” o uso de polisorbato 80 e o
reconhecimento do antigénio pelas células T especificas para AB* A exacerbagio de uma
resposta de tipo Thl, como causa mais plausivel, é apoiada por resultados experimentais
mostrando que quando estimuladas in vitro com A, as células mononucleares da maioria dos
participantes mostraram um aumento na produgio de interleucina 2 e interferio gama®.

A persisténcia da patologia relacionada com a Tau em areas em que houve eliminagao AP
indica que a intervengao possa ter ocorrido tarde demais. Deste modo, a precocidade da

imunizacdo e os consequentes baixos niveis de A podem prevenir a formagao dos nos



neurofibrilares, que parecem ser resultado da toxicidade AP, podendo, assim, a vacinagao
providenciar melhores efeitos cognitivos*"*.

Como estas abordagens de imunizagao ativa apresentaram grande potencial de retardar o
estabelecimento da doenga, esforcos foram feitos para desenvolver estratégias
imunoterapéuticas mais eficazes e seguras, de forma a evitar reagoes autoimunes. Assim,
desenvolveram-se estratégias de imunoterapia passiva, bem como vacinas ativas de segunda
geragao, onde as partes responsaveis pela ativacao das células T foram eliminadas e onde
apenas permaneceram os componentes responsaveis pela geragao dos anticorpos especificos
AB*®. vacinas concentradas nos epitopos das células B, vacinas de DNA, entre outras®.
Como os epitopos das células T residem maioritariamente na por¢ao central de Af, estas

abordagens alternativas recorrem a regiao N-terminal de AP, epitopo este reconhecido pelas

células B, evitando assim uma potencial resposta celular inflamatéria'’.

2.1.1. Vacinas de segunda geracao

Atualmente, varias vacinas ativas de segunda geragao estao a ser testadas em ensaios clinicos,
como a CAD 106, da Novartis, a ACC00| da Elan Corporation e Affitope da Affiris AG".
Estas vacinas sao concentradas nos epitopos das células B, ABl-6 ou ABI-15, de forma a
produzir anticorpos sem desencadear uma resposta inflamatoéria pelas células T, com o
objetivo de prevenir a deposicio de placas e/ou ajudar na clearence AB'.

A vacina CAD 106 compreende multiplas copias do peptideo ABI-6 acopladas a um
transportador que possui 180 cépias do bacteridfago de revestimento de proteina QBeta™.
Em modelos animais, mostrou reduzir significativamente os niveis amiloides, sem provocar
os efeitos secundarios relacionados com a estimulacdo das células T. Além disso, foi mais
eficaz nas fases iniciais da acumulagao amiloide, tendo grande potencial quando administrado
antes da deposicao amiloide comecar. Os mesmos resultados verificaram-se em ensaios
clinicos humanos, em doentes com DA ligeira a moderada®.

O ACC-001é um conjugado de multiplas copias do peptideo ABI-7 ligado a uma variante
niao téxica da toxina da difteria (CRMI97)*. Tal como a molécula anterior, ele gera
anticorpos AR N-terminais que nao induzem uma resposta mediada pelas células T. De
momento, decorrem ensaios clinicos em doentes com DA ligeira a moderada, de forma a
investigar qual a dose mais eficaz, a sua seguranca, entre outros'’. Num ensaio clinico
realizado em pacientes japoneses, foi usado QS-21, que mostrou ser bem tolerado e seguro,
provocando uma resposta imunitaria eficaz. No entanto, neste estudo, surgiram alguns

efeitos adversos, tal como nasofaringite, fadiga, nauseas, mialgias, entre outros'’.
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Os compostos Affitope (ADOl e ADO02) sao vacinas KLH (Keyhole limpet hemocyanin) com
peptideos curtos (cerca de seis aminodacidos) que mimetizam o N-terminal de ABY. Estes
compostos exibem um bom perfil de seguranga, uma vez que sao nao-endogenos, evitando
assim o desenvolvimento de tolerancia, e uma vez que a sua especificidade controlada
previne reatividade cruzada com o PPAY.

O Lu AF20513 é um peptideo ABI-12 no qual os epitopos das células T-helper foram
substituidos por dois epitopos T-helper da toxina tetanica, que estimula as células do tipo
Th2 de memoria existentes que, por sua vez, promovem a produgao de anticorpos pelas
células B*. Os resultados para esta molécula tém-se mostrado promissores, uma vez que os
anticorpos AP estimulam uma reposta pelas células T eficaz, sem que ocorra ativagao
microglial, astrocitose ou angiopatia cerebral amiloide, e protegem as células neuronais da

toxicidade provocada pelas fibrilas e oligomeros de Ap42*.

2.1.2. Imunizacao com DNA

Uma alternativa para a imunizagao ativa com péptidos passa pela imunizagao com DNA, o
qual é injetado na pele ou musculo'>. O DNA ¢ entio transcrito e traduzido no local de
injecao e as células dendriticas locais processam o antigénio e migram até aos nodulos
linfaticos, apresentando a proteina aos linfécitos, iniciando, assim, uma resposta imunitaria'”.
Este tipo de imunizagao, em que o peptideo é produzido no individuo imunizado, mostrou
ser muito eficaz, reduzindo em 41% os niveis de AB2 no cérebro de modelos animais, e em
50% as placas amiloides™®.

Esta abordagem gera uma resposta imunitaria celular Th2 bastante forte®, tendo potencial
neuroprotetor e neuroregenerativo. Tal foi demonstrado em modelos animais com doengas
neurodegenerativas, verificando-se uma resposta de cicatrizagio depois de uma lesao

mecanica nas células nervosas®'.

2.1.3. Terapia celular

Outra abordagem de imunoterapia ativa passa pela utilizacgio de células dendriticas,
nomeadamente as células dendriticas derivadas de monécitos de sangue periférico geradas in
vitro (moDCs)*>. Nos doentes com DA, estas células mostram mais componentes proé-

inflamatérios e reducdo da capacidade de apresentar antigénios®. Assim, isto indica que na



presenca de DA, estas células podem contribuir para o dano cerebral, através de
mecanismos de reativacio de respostas inflamatorias®.

Dado o potencial que as células dendriticas tém na regulagao da resposta imunitaria durante
a neurodegeneragao, tém sido elaborados estudos para que possam ser utilizadas como
ferramentas de vacinagao®’. Assim, em animais com DA, esta estratégia tem sido utilizada
para reduzir a acumulagio AP e atenuar os défices cognitivo®. Um estudo recente
demonstrou que as células dendriticas desempenham um papel importante na regulagao da

I** S3o ainda

entrada das células T no cérebro, nos espagos perivascular e leptomeningea
necessarios mais estudados para verificar, em humanos, a potencial capacidade desta

abordagem em providenciar uma resposta imunitaria contra as proteinas desreguladas®.

2.2. Imunoterapia A passiva

A abordagem mais promissora para imunoterapia para a DA passa pela imunoterapia passiva,
que envolve a injecao direta intravenosa de anticorpos monoclonais humanizados pré-
formados contra o AP42'%, ou de anticorpos policlonais humanos derivados de um dador ",
nao havendo desenvolvimento de uma resposta autoimune pelo sistema imunitério'?. Estes
anticorpos provém de uma fonte externa ao paciente ou de dadores humanos”. Existem
varias vantagens nesta abordagem, uma vez que pode ser parada imediatamente se surgirem
reagoes adversas e podem ser marcados epitopos especificos ou conformagoes patogénicas
sem que ocorram disturbios noutras formas das proteinas de interesse. Este tipo de
imunizacao tem em vista uma reducao do conteldo amiloide do cérebro dos doentes com
DA, através de diversos mecanismos, tais como: facilitacao da fagocitose do conteudo
amiloide pela microglia; inibicao da agregacao amiloide; ligacao dos anticorpos ao contelido
amiloide no sangue, causando um gradiente de concentragao que provoca o efluxo de AB42
do cérebro'?

Contudo, este tipo de imunizagao é mais dispendioso, uma vez que requer a producao de
anticorpos monoclonais humanizados e inje¢gdes mensais no médico, tornando-se menos
pratico para tratamentos a longo-termo numa grande populagio, comparado com a
imunizacao ativa. Além disso, doses repetidas com anticorpos, ao longo do tempo, podem
levar a formagao de anti-anticorpos, que podem potencialmente ter um efeito neutralizante
e/ou conduzir a efeitos laterais como vasculite ou glomerulonefrite®®. Também a passagem
de anticorpos através da BHE, a perda de anticorpos para um reservatorio periférico, edema

vasogénico e micro hemorragias sao outras das suas limitagdes’.

Existem trés mecanismos distintos para direcionar uma resposta para AB:



-anticorpos que reconhecem o epitopo N-terminal presente em todas as formas de Af;
-anticorpos que reconhecem as sequéncias centrais dos epitopos, mascaradas pela transicao
para as formas oligoméricas ou agregadas de Af;

-anticorpos policlonais que reconhecem potenciais epitopos abundantes através de diversas

espécies e formas transicionais de AB que caracterizam a DA,
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Figura 2- Diagrama esquematico que ilustra os estados transicionais moleculares e

macromoleculares de AP (A) e como eles podem ser influenciados por estratégias de imunizagao
passiva (B-D).

A) O composto monomérico AP (verde) pode ser degradado ou pode agregar e formar espécies Ap
oligoméricas soluveis (amarelo). Estes oligbmeros agregam e conduzem a deposicao de placas AP
insoluveis nos cérebros de pessoas com DA; B) Os anticorpos que reconhecem a regido N-terminal
dos epitopos de AP ligam-se aos mondémeros sollveis, oligomeros e espécies Af depositadas,
alterando o equilibrio da formagao das placas para a sua degradagcao ou exportacio do SNC. C) Os
anticorpos que reconhecem os epitopos centrais de AP} reconhecem os monoémeros sollveis mas, a
medida que a agregagao ocorre, o epitopo esconde-se, o que previne a ligagio aos oligdmeros
soliveis e ao conteldo AP insolivel depositado, promovendo a degradacio ou remogio do
conteldo monomérico e diminuindo a formagio dos oligbmeros e a deposicio do conteudo
insolivel; D) Os anticorpos policlonais ligam-se a varios alvos antigénicos nas trés formas
conformacionais de AP, alterando o equilibrio da formagao de placa para a degradagao ou
exportacao do SNC. Imagem retirada de '¢.



Em 2000, Bard e os seus colegas demonstraram que uma injegao sistémica de anticorpos
monoclonais especificos para o N-terminal da A (3D6 mAb) em ratos com DA, resultou na
transferéncia dos anticorpos para o cérebro, onde se ligaram as placas e induziram a
fagocitose microglial dos depédsitos AB*. Este anticorpo foi o ponto de partida para o
desenvolvimento de outras moléculas, como o Bapineuzumab, primeiro anticorpo
monoclonal humanizado a ser usado como imunoterapia passiva em doentes com DA.
Infelizmente, apesar de se ligar aos depositos AB42 fibrilares, bem como as placas amiloides,
este anticorpo nao demonstrou eficacia e beneficios suficientes nos ensaios clinicos, tendo
sido reportados casos de edema vasogénico, pelo que o seu uso foi descontinuado®.

O Solanezumab é um anticorpo monoclonal humanizado que se liga a regiao média do
epitopo AB (AB13-28)%*. Esta molécula da farmacéutica Lilly encontra-se em estudo e, até ao
momento, demonstra um bom perfil de seguranga, diminui o declinio cognitivo e remove a
clearance do excesso de AP, uma vez que ele se liga as formas solUveis de AP, tendo a
capacidade de mobilizar o AP dos depésitos amiloides no cérebro®.

O Gantenerumab da Hoffmann-La Roche é o unico anticorpo monoclonal humano utilizado
que deteta dois epitopos separados no AB42 (AB3-11 e AB19-28)'". Este anticorpo nio se
liga as formas solUveis de AB mas sim as formas fibrilares de AB'?%, as placas amiloides
cerebrais”’. Verificou-se, in vitro, que consegue induzir a fagocitose das fibrilas AR pela
microglia do cérebro e, verificou-se, através de PET que os pacientes tratados com este
anticorpo tinham uma diminuigao consideravel de AB no cérebro®.

O Crenezumab da Genentech é um anticorpo monoclonal humanizado que se liga a regiao
do epitopo AB (AB12-23) e que foi modificado para transportar o isétopo IgG4 da IgG, que
possui baixada afinidade de ligagao para os recetores nos leucécitos e baixas probabilidades
de causar respostas imunes inflamatérias'’. Este anticorpo liga-se as formas monoméricas e
oligoméricas, inibindo a agregagao de AB e promovendo a sua desegragacio”. Os resultados
do uso deste anticorpo tém sido, até ao momento, satisfatérios.

Por fim, o Aducanumab (BIIB037), um anticorpo monoclonal humano, mostrou reagir
seletivamente com os agregados AP, incluindo os oligdmeros soluveis e as fibrilas
insollveis™.

Em estudos pré-clinicos foi utilizado um andlogo deste anticorpo e verificou-se que ele é
capaz de atravessar a BHE, atuando no seu alvo e eliminando os compostos AB dos cérebros
dos ratos transgénicos. Foram estes resultados que impulsionaram o inicio dos ensaios

clinicos®.



Assim, o ensaio clinico de Fase |b consistiu na infusao intravenosa mensal de uma substancia
placebo e de Aducanumab, durante um ano, com doses de |, 3, 6 ou 10 mg/kg, em 165
doentes com sinais iniciais de DA, tendo sido feito o diagndstico com imagem PET®. O
estudo mostrou que o anticorpo penetra no cérebro e promove a diminuicao do conteudo
AB e que os resultados dependem da dose do anticorpo e do periodo de tratamento. Por
imagem PET verificou-se uma diminuicao das placas AP nos doentes que tinham tomado
Aducanumab em contraste com o grupo de controlo, sujeito a substancia placebo, no qual se
verificou uma manutengdo nos niveis APB; também se verificou uma maior redugao no
contetldo AP na dose maior de anticorpo. Os resultados cognitivos obtidos suportam a
hipétese que a redugdo do conteido AP confere um beneficio clinico®. Contudo, estes
resultados nao se obtém repentinamente: a redugao do contetdo AP apenas se detetou seis
meses apos o inicio do estudo, e os efeitos clinicos sé se verificaram ap6s um ano. As
principais preocupagoes relacionam-se com a seguranga do composto, uma vez que se
verificou o desenvolvimento de efeitos adversos como dores de cabeca, infecoes do trato
urindrio e trato respiratério superior e edema vasogénico, sendo este ultimo o mais
preocupante. Os efeitos adversos sao mais frequentes nas doses mais elevadas: surgiram em
3% dos pacientes que receberam a dose de Img/kg, em 6% dos doentes que receberam a
dose de 3 mg/kg, em 37% dos doentes que receberam a dose de 6 mg/kg e em 41% dos
doentes que receberam a dose de 10 mg/kg®.

Este estudo foi efetuado numa amostra pequena, de forma a determinar a seguranca e
tolerabilidade do anticorpo, bem como o seu efeito farmacologico; no entanto, é necessario
continuar o estudo da molécula nas proximas fases clinicas, de forma a obter mais

conclusoes.

Outras moléculas utilizadas que tém como alvo terapéutico os agregados sollveis sao as
imunoglobulinas intravenosas- preparagoes de anticorpos policlonais derivadas do plasma de
dadores saudaveis”’. As IVlg contém a maioria dos anticorpos IgG, das quais
aproximadamente 0,5% se ligam a AB”. Estes anticorpos naturais exibem pouca ligagio aos
AB monoméricos, mas reconhecem neoepitopos conformacionais encontradas nos
agregados AP, tais como oligémeros e fibrilas®**.

Um exemplo deste tipo é a molécula Gammagard da Internacional Baxter, que mostrou
alguns beneficios mas nao ajudou na diminuicao do declinio cognitivo e funcional dos
doentes'”. No estudo que envolveu esta molécula, os doentes com DA moderada receberam
injecoes concentradas de Ig de pessoas saudaveis, para que fossem utilizados anticorpos que

ocorrem naturalmente e que especificamente reconhecem e bloqueiam os efeitos tdxicos de

|7



AB. Verificou-se uma diminui¢ao nos niveis de AP no soro dos doentes quando se precedia a
inje¢ao e um aumento quando se suspendia o tratamento, pelo que se inferiu que os
anticorpos AP que ocorrem naturalmente mobilizam AB do cérebro'’. Outro estudo com
este tipo de moléculas, o Octagam da Octafarma, concluiu que a abordagem [VIg tem uma
seguranga aceitavel, sendo, no entanto, necessdrios mais estudos para retirar outras

conclusdes'?.

2.2.1. Programas de prevencao

Um dos argumentos mais validos para a falta de mais resultados positivos nos ensaios
clinicos de imunoterapias direcionadas para a DA é que o tratamento se inicia tarde demais.
A presenca de concentracdes elevadas de AB42 no LCR'? e a deposicio AP no cérebro,
visiveis por PET-PIB, precedem os sintomas clinicos da doenca em largos anos®, pelo que
uma terapia eficaz para prevenir ou tratar a DA deve comegar antes que os sintomas
surjam'?,

Assim, em 2013, surgiram trés grandes estudos preventivos com o objetivo de obter mais
informacao sobre a DA:

DIAN: Estudo conduzido pelas empresas Lilly, Roche e pela Associacao de Alzheimer, em
doentes com elevada probabilidade de desenvolver precocemente DA, sendo portadores de
mutacées genéticas que causam a FAD'>. Neste estudo é testada a molécula
Gantenerumab'’.

API: Estudo conduzido pela Genentech, o Instituto Banner e o Instituto Nacional de Saude
em 300 individuos de uma grande familia colombiana com o gene mutante (PSI E280A),
portadores de FAD, e que desenvolvem precocemente a DA*. Esta mutagio conduz a
deposicao de placas AB numa idade relativamente jovem®, que é seguida dentro de 10 a |5
anos por um progressivo declinio na fungio cognitiva e clinica®. As pessoas acabam por
desenvolver deméncia por volta dos 50 anos, décadas mais cedo que os casos esporadicos
de DA*. Neste estudo é testada a molécula Crenezumab"’.

A4: Estudo que testa Solanezumab em 1000 individuos de 70 anos ou mais, isentos de
predisposicao genética para a DA, mas que possuem scans PET positivos para a deposi¢ao

AB no cérebro, nio demonstrando, ainda, sintomas clinicos™.



2.3. Imunoterapia direcionada para a proteina Tau

Na DA os NFTs resultantes da hiperfosforilagio da proteina Tau surgem na fase mais
avangada da doenga, depois da acumulagao de Af.
Nos ultimos anos, o interesse na imunoterapia Tau para a DA tem vindo a aumentar e ja se
efetuaram estudos para determinar a sua eficacia e seguranga.
Num estudo efetuado, verificou-se que os resultados de uma imunizagdo com um peptideo
Tau de 30 aminoacidos provocou uma redugao na formagao dos NFTs em ratos imunizados
e observaram-se beneficios comportamentais nos mesmos®. O Unico efeito adverso relatado
é o desenvolvimento de encefalite autoimune induzida'”.
Dados pré-clinicos em modelos animais sugerem que este tipo de imunoterapia com
peptideos fosforilados reduz os niveis de fosforilagao da Tau e a carga de NFTs, quando o
tratamento é precoce®®®. A AADvac| é a primeira vacina desenvolvida recorrendo a esta
abordagem®. Esta vacina consiste num peptideo Tau conjugado com KLH que ¢é
administrado com um adjuvante, hidréxido de aluminio®, desenvolvido pela Axon
Neuroscience SE'2. A vacinacio com esta molécula em modelos animais melhorou défices
neurocomportamentais, e reduziu a degeneragao neurofibrilar e morte neuronal®.
A ACI-35 é uma vacina lipossomal que contém um peptideo de |6 aminoacidos que
corresponde a sequéncia humana da proteina Tau 393 a 408, com residuos S396 e S404
fosforilados'’. Os dados pré-clinicos obtidos até a data mostram uma rapida produgio
policlonal de anticorpos e especifica para a tau fosforilada”™.
A imunizagiao passiva com anticorpos anti-tau, mAbs PHF, que reagem com residuos de
serina fosforilados das proteinas Tau hiperfosforiladas, veio reafirmar os resultados obtidos
através dos estudos de imunizagao ativa: reducao na patologia e atraso no declinio funcional
motor’'.
Sao varios os mecanismos pelos quais os anticorpos direcionados para a Tau podem inibir
ou diminuir a progressao da doenca:

-podem passar a BHE e entrar nos neuronios, bem como modular a fosforilagao e/ou
degradar a Tau diretamente’’;

-podem eliminar as espécies Tau envolvidas no espalhamento intracelular da patologia
Tau e podem prevenir a iniciagio da agregacio Tau’;

-podem ajudar suportando as fungdes de eliminagio dos astrocitos’;

-podem facilitar a clearence de Tau do cérebro para a periferia, como um aumento

nas concentragdes tau observadas no sangue, devido a imunizagao”.
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Figura 3- Caracteristicas comuns dos anticorpos anti- AB e anti-Tau. Ambos os marcadores da DA
sao causados pela sobreprodugao, agregacao e enrolamento incorreto dos antigénios self do cérebro.
Imagem retirada de'2.

3. Desafios

Embora o campo de investigagao da imunoterapia na DA tenha crescido muito ao longo dos
ultimos anos, ainda existem alguns problemas que devem ser ultrapassados para que se
obtenham resultados clinicos eficazes e seguros a longo prazo.

Apenas uma pequena percentagem de anticorpos atravessa a BHE, sendo necessario arranjar
uma forma de melhorar a penetragao dos anticorpos no cérebro. Algumas possibilidades
incluem o uso de proteinas chaperonas, meios quimicos ou radioldgicos capazes de abrir
temporariamente a BHE ou ainda a infusao direta dos anticorpos no SNC.

Também a reducio do conteddo amiloide apdés a perda dos neurdnios niao tem sido
totalmente eficaz até ao momento, o que sugere que o tratamento deva comegar mais
precocemente.

A acumulagao AP precede a formagao de NFTs e influencia a patologia Tau, bem como a
Tau pode influenciar o conteido AB'%. A Tau inibe a disfungido neuronal induzida por AB e
os oligdmeros A induzem a fosforilagao da Tau em residuos especificos, que transformam
os neurdnios em células aberrantes sem divisio, o que leva a morte e perda neuronal’.

Sao necessarios mais estudos para testar se ter como alvo simultineo AP e Tau pode
melhorar a eficicia terapéutica na imunoterapia para DA",

O desenvolvimento de vacinas multivalentes que tém como alvo multiplos epitopos na
mesma molécula podem permitir uma resposta imune mais forte e completa. Apostar numa

tecnologia que permita a penetragao dos anticorpos no SNC também sera uma boa
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hipotese. Por ultimo o recurso a vacinas de células dendriticas para elicitar uma resposta
adaptativa anti-Tau ou anti-A} pode representar uma abordagem promissora.

A progressaio da doenca é monitorizada pela combinagio de técnicas que medem
componentes fisicos, como a atrofia cerebral (ressonancia magnética volumétrica) e a perda
neuronal ou disfungdo (ressonincia magnética funcional ou PET)'". Contudo, sdo necessarias
melhorias nas técnicas de medigao destes parametros para que sejam mais sensiveis e
estaveis para permitir detetar tao cedo quanto possivel mudangas cognitivas subtis nos
doentes com DA precoce’. Encontrar a dose mais eficaz e mais segura para um

determinado composto é também um desafio.
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4. Conclusido

A DA é a causa mais comum de deméncia. A sua patogénese comega décadas antes do
desenvolvimento dos sintomas clinicos e relaciona-se com a agregacao dos peptideos AB42,
com os derivados da hiperfosforilagdo e agregacao da proteina Tau- NFTs-, inflamagao e
stress oxidativo.

Atualmente nao existe cura ou maneira de prevenir a doenga. No entanto, as abordagens
imunoterapéuticas tém demonstrado resultados clinicos promissores quando sao iniciadas o
mais precocemente possivel. Sendo o contelldo AP o impulsionador da patogénese da
doenga, a imunoterapia contra Af, ativa ou passiva, tem demonstrado potencial elevado na
remogao destes peptideos no cérebro. Também a imunoterapia Tau, direcionada para a
patologia Tau, pode ser eficaz na diminuigao do declinio cognitivo pelo que, exercida em
conjunto com a imunoterapia AP, podera prevenir ou atrasar a DA no futuro.

Apesar das continuas descobertas serem esperangosas, € necessario continuar os estudos
para obter resultados eficazes e seguros, de forma a prevenir ou a atrasar a progressao da

doenca.
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