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Parte I: Relatorio de Estagio em Farmacia
Comunitaria

Farmacia Miranda



Lista de Abreviaturas

FM — Farmacia Miranda

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM - Medicamento Nao Sujeito a Receita Médica
MSRM — Medicamento Sujeito a Receita Médica

SWOT - Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats



l. Introducao

A farmacia comunitdria representa nao s6 o estabelecimento onde é feita a dispensa do
medicamento, mas também o local onde se contacta com o utente, com o intuito de promover
ao maximo um tratamento benéfico, e evitar um uso irracional do medicamento. A saude e
bem-estar do doente sio a prioridade, tendo o farmacéutico um papel crucial, como agente

de saude publica e especialista do medicamento.'

A Ultima etapa do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) compreende a
realizacgao de um estagio em farmacia comunitiria, onde podemos por em pratica e
desenvolver todo o conhecimento que adquirimos ao longo dos 5 anos de curso, obtendo

também novas competéncias e capacidades.

O estagio realizou-se na Farmacia Miranda (FM), no centro histérico de Penafiel, que funciona

das 08h30 as 20h durante a semana, e das 08h30 as |9h aos sabados.

A seguinte analise SWOT visa avaliar de uma forma geral o meu estagio, que se realizou entre
o dia | de abril e 31| de julho de 2019, com duragao de 650h, sob orientagao da Dr.* Carminda

Borges.



2. Analise SWOT
2.1. Pontos Fortes

2.1.1. Conhecimento prévio da equipa e da farmacia

O facto de ter realizado o estagio extracurricular no verao passado na Farmacia Miranda, fez
com que a considerasse o local ideal para finalizar o meu percurso académico, pois ja conhecia
o espago, a equipa e um pouco da dindmica de trabalho. Assim, naturalmente, a evolugao pelas

diferentes etapas do estagio ocorreu de uma forma mais simples e rapida.
2.1.2. Disponibilidade e ajuda da equipa

Desde o primeiro dia que a equipa da FM demonstrou grande disponibilidade, deixando-me a
vontade para esclarecer duvidas durante a execugao de todas as tarefas, ajudando-me a
melhorar e intervindo no atendimento, sempre que necessario. O profissionalismo e boa
disposicao sao elementos essenciais que contribuem para a existéncia de um ambiente
favoravel, facilitando o trabalho da equipa, o atendimento prestado ao utente e,
compreensivelmente, a experiéncia do estagiario. O bem-estar do doente surge em primeiro
lugar, tendo a farmacia como objetivo principal satisfazer as suas necessidades de uma forma
transparente e competente. Esta maxima faz com que o utente se fidelize como cliente da

farmacia, pela confianga que depositam em toda a equipa.
2.1.3. SIFARMA 2000°

A FM esta equipada com o SIFARMA 2000°, um sistema informatico desenvolvido pela Glintt,
utilizado pela maioria das farmacias em Portugal.> Permite a gestao e atendimento na farmacia
comunitaria, disponibilizando informagao técnica e cientifica atualizada, promovendo um
aconselhamento fundamentado e consciente, e esclarecendo duvidas que possam surgir,
relacionadas com contraindicagoes, posologias e indicagoes terapéuticas. Para além disso,
alerta para possiveis interagoes medicamentosas, gere o stock minimo e maximo, o prazo de
validade e vendas mensais, efetua encomendas, entre outros. O SIFARMA 2000° reduz assim
a possibilidade de ocorrerem erros durante a dispensa da receita eletrénica, o que é
extremamente importante, especialmente no inicio de experiéncia. Desde o inicio do estagio,

fui explorando as diversas funcionalidades do programa, de modo a facilitar o seu uso regular.
2.1.4. Plano de estagio

Durante o estagio tive a oportunidade de executar diversas tarefas envolventes no
funcionamento da farmacia comunitaria. Comecei pela rececio e armazenamento de

encomendas, que me permitiu familiarizar com os produtos e respetivo local de arrumo,
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facilitando, mais tarde, o atendimento, participei na gestao de produtos, efetuando devolugoes
e respetiva regularizagao, na realizagao de testes bioquimicos, tive uma perce¢ao de como
realizar técnicas de merchandising e marketing, fundamentais para apresentar os produtos ao
utente, observei e auxiliei na organizagao da faturagao e conferéncia do receituario. Por fim,
comecei a fase do atendimento, no inicio assistindo e, mais tarde, realizando-o. Esta foi, sem
duvida, a fase mais desafiante, onde tive de por em pratica todos os meus conhecimentos
cientificos, e utiliza-los para um bom aconselhamento ao doente. Muitas duvidas foram
surgindo, mas contei com o total apoio da equipa e, com o passar do tempo, senti-me mais

confortavel a transmitir a informagao e a interagir com o doente.
2.1.5. Prestacdo de servicos farmacéuticos

A FM dispoe de um gabinete de apoio ao utente onde sao prestados servigos como a medigao
da pressao arterial e a realizagao de testes bioquimicos (colesterol total, triglicerideos, glicemia
e acido Urico), e onde dialogamos com o utente quando este aborda um assunto delicado, que
necessite de uma maior privacidade. No inicio, acompanhei os membros da equipa na
realizagao destas tarefas, onde observei as técnicas de execugao, aprendi a utilizar os
aparelhos, informei-me acerca dos valores de referéncia de cada parametro de avaliagao e das
questoes que devem ser colocadas ao utente antes e apos a realizagao do teste, até ter total
autonomia. Terminados os servigos/testes, era disponibilizado ao utente um cartao onde se
registravam os valores obtidos, permitindo um maior controlo e, se fosse o caso, a
possibilidade de mostra-lo numa consulta médica para monitorizagao. Esta etapa foi
fundamental no meu estagio, pois permitiu-me o primeiro contacto direto com o utente,
havendo uma maior proximidade que incentivava a propria intervengao farmacéutica. Esta

interagao deu-me alguma confianga para a fase do atendimento.
2.1.6. Integracdao da aprendizagem tedrica

O MICF é composto por um conjunto diversificado de unidades curriculares e conta com uma
forte componente tedrica, que nos permite desenvolver um espirito critico no momento do
aconselhamento e dispensa do medicamento e/ou outros produtos existentes, tendo sempre

em conta o bem-estar do utente e todo o rigor que isso acarreta.
2.1.7. Ficha de Cliente

A ficha de cliente torna-se uma ferramenta muito util, pois facilita o atendimento ao utente,
permitindo saber se este tem preferéncia pelo medicamento de marca ou genérico e, neste

caso, identificar o laboratorio de uso constante da substancia ativa solicitada. E muito comum
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esta situacao acontecer com pessoas de idade mais avangada, pois, muitas vezes, nao
conseguem identificar o laboratorio em causa, e nao aceitam a mudanga fisica da embalagem,
por nao reconhecerem o medicamento ou por terem medo de nao surtir o efeito desejado.
Para além de facilitar o trabalho do profissional, este processo cria empatia com o utente e

diminui o risco de nao adesao a terapéutica.
2.1.8 Periodo do estagio

Pelo facto de o estagio ter ocorrido durante uma mudanga climatica brusca, a solicitagao de
medicamentos nao sujeitos a receita médica (MNSRM) que, geralmente, sao sazonais, foi muito
variada, desde antigripais e antitUssicos, até anti-histaminicos, protetores solares, repelentes
de insetos, produtos para queimaduras solares, infe¢oes flungicas, etc., permitindo-me

aprofundar os conhecimentos sobre estes produtos e grupos terapéuticos.

2.2. Pontos Fracos

2.2.1. Associacao do principio ativo ao nome comercial

No inicio do estagio, o contacto com a imensa diversidade de produtos presentes na FM
tornou-se um pouco intimidante, pois muitos deles eram perfeitos desconhecidos para mim.
Durante a formacao académica, nao somos muito confrontados com o nome comercial dos
medicamentos e nao fazemos a associagao entre o nome e a substancia ativa. Por vezes, os
utentes solicitaram farmacos com nomes que eu nao reconhecia, dificultando um pouco a
comunicagao. Para realizarmos um bom aconselhamento, é necessario conhecer os produtos
disponiveis e quais os mais adequados para a situagao em causa. Por isso, durante a rececao e
armazenamento de encomendas recorria ao SIFARMA para obter todas as informagoes
necessarias, de modo a conhecer o produto. Esta barreira foi sendo ultrapassada com o
decorrer do estagio, onde a experiéncia permitiu familiarizar-me com os nomes,

especialmente de medicamentos associados a doengas cronicas.
2.2.2. Medicamentos Manipulados

Um medicamento manipulado é “qualquer formula magistral ou preparado oficinal preparado

e dispensado sob a responsabilidade de um farmacéutico” ?

que permite ultrapassar limitagoes
encontradas nos medicamentos disponiveis no mercado, relacionadas com a forma

farmacéutica, substancia ativa e excipientes e/ou dosagem.

Devido ao numero reduzido de pedidos na FM, nao se justifica dispor da matéria-prima
necessaria para a execu¢ao do manipulado, pois, com o passar do tempo, as suas

caracteristicas podem ser alteradas. Consequentemente, nao observei nenhuma preparagao,



tendo sido o contacto com o laboratorio reduzido a reconstituicio de preparagoes

extemporaneas.

2.3. Oportunidades

2.3.1. Formacoes

Durante o estagio participei em duas formagoes externas, uma organizada pela Gedeon
Richter, subordinada ao tema “Farmacia e o Aconselhamento a Mulher em Atendimento”, em
Penafiel, e outra pela Pharma Nord sobre a linha BioActivo®, em Vila Nova de Gaia e assisti a
apresentacoes de delegados de informacao médica na farmacia. Este tipo de instrugao
permitiu-me ter um conhecimento mais alargado sobre as tematicas, que me ajudou e facilitou
no aconselhamento ao utente, podendo indicar o produto mais adequado e esclarecer
possiveis duvidas acerca de cada um. Gostaria de ter participado em mais formagoes, pois
fornecem uma abordagem mais especifica e minuciosa de produtos existentes e novos no

mercado.
2.3.2. Venda de outros produtos de saude

A FM possui uma vasta gama de suplementos alimentares, que sao cada vez mais utilizados,
como reforgo nutricional, para o bem-estar geral, fadiga fisica e/ou psicoldgica etc. Nos ultimos
meses, verifiquei uma maior procura de produtos associados ao estimulo mental/desempenho
intelectual, ansiedade e dificuldade em dormir, especialmente por parte dos estudantes,
durante a época de exames. Com a proximidade do verao, também se verificou um aumento
da procura de produtos de emagrecimento, especialmente por parte das mulheres. O
aconselhamento nesta area é também fundamental, porque muitos utentes associam este tipo
de produto a “medicamentos naturais”, e é essencial que o profissional de saude explique que
estes também podem ter efeitos indesejaveis, e que nao sao aconselhados a algumas pessoas

e situagoes, assegurando um uso racional em prol da saiude do utente.

2.4. Ameacas
2.4.1. Venda de MNSRM fora da farmacia

Os MNSRM para uso humano podem ser vendidos fora das farmacias desde que cumpram os
requisitos legais e regulamentares e que estejam devidamente registados no INFARMED, I.P,,
segundo o Decreto-Lei n.° 134/2005.* O objetivo deste decreto é proporcionar a populagao
uma maior acessibilidade ao produto, pelo aumento de postos de venda, o que,

consequentemente, faz com que haja uma reducao de precos por haver mais concorréncia,



obrigando muitas vezes a farmacia a reduzir a margem de lucro para se tornar mais

competitiva.

O facto de poderem adquirir o medicamento sem um profissional de saide, acaba por
banalizar o seu uso, pois nao existe um aconselhamento técnico e cientifico que promova o
uso racional e consciente, havendo, por vezes, casos de reagoes adversas, interagoes

medicamentosas e uso incorreto.

De forma indireta, podem por em causa a saude publica, sendo nao sé prejudicial para as

farmacias mas, principalmente, para a populagao.
2.4.2. Legibilidade da Prescriciao Manual

Em situagoes excecionais, os médicos podem prescrever através da via manual. Contudo, as
receitas manuais sao mais suscetiveis a erros, principalmente por causa da legibilidade. Por
isso, devido a minha pouca experiéncia, pedia sempre a um farmacéutico para confirmar a

minha interpretagao.
2.4.3. Pedidos de MSRM sem a prescricao médica

Diariamente, deparei-me com a solicitagao de MSRM por parte de utentes que nao dispunham
da respetiva receita. Esta situagcdo causava, muitas vezes, um conflito entre o utente e o
profissional. O utente tentava causar uma certa pressao, ao afirmar que nao conseguia marcar
consulta médica e que ja nao tomava a medicagao ha alguns dias, no caso de medicagao cronica,
ou entao solicitava medicagao especifica para situagoes esporadicas, por exemplo, utentes que
pediam antibiético por terem dores de dentes. Dependendo da personalidade, quando o
pedido era negado, mesmo que devidamente justificado por alguém da equipa, algumas pessoas
entendiam e outras ficavam revoltadas, afirmando que conseguiam adquirir o medicamento

noutras farmacias.

A FM sempre me incutiu que devemos agir conforme a legislagio e que devemos tentar

explicar ao utente as nossas razoes, para agirmos sempre em conformidade.
2.4.4. Medicamentos esgotados

Durante os 4 meses de estagio, alguns medicamentos, especialmente de uso cronico,
encontravam-se esgotados, uns por pouco tempo, outros durante meses. Esta situagao causava
um enorme desconforto ao utente, pois alguns dos medicamentos nao possuiam equivalentes,
deixando a pessoa sem medicagao. Muitas vezes, a solugao passava por marcar uma consulta

para que o médico analisasse a situagao e alterasse ou a dose do medicamento ou a substancia
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ativa, correndo o risco de nao surtir o mesmo efeito. Noutros casos, quando se podia optar
por um equivalente, alguns utentes recusavam-se, afirmando que “estavam habituados ao que
esta esgotado e que os outros podiam nao ter o mesmo efeito”. Uma situagdo muito
recorrente foi a procura da Aspirina GR® 100 mg, que se encontrava esgotada em todos os
armazéns nacionais. No entanto, o utente podia optar pelo Cartia® ou pelo genérico, 4cido
acetilsalicilico. Todos os dias estdvamos em contacto com os fornecedores para tentar repor
stocks mas, na maioria das vezes, a tentativa nao era bem-sucedida, e nao nos era dada uma

data de previsao de entrega por parte do laboratorio.
3. Caso Clinico

Uma senhora dirigiu-se a farmacia com uma receita médica eletréonica com medicagao para o
seu filho de 6 anos, que apresentava uma infegao respiratoria associada a tosse seca. Nesta
constava o Zithromax® (azitromicina) 40 mg/ml pé para suspensio oral, um antibidtico
3T . . .. ’ . , .. 5
macrolido que penetra nos tecidos infestados e inibe a sintese proteica da bactéria’, e o

Atarax® (hidroxizina) 2 mg/ml xarope, um anti-histaminico Hsedativo.’

Ao introduzir a receita no SIFARMA, foi detetada uma interagao medicamentosa muito grave
entre estes farmacos, pois a associagao da azitromicina e hidroxizina pode aumentar o risco
de arritmia ventricular grave. Por isso, perguntei 2 mae se o seu filho sofria de alguma doencga
cardiovascular, e a resposta foi negativa. Expus a situagao e sugeri que o melhor seria contactar
o pediatra para confirmar a prescrigao. Este afirmou que tinha conhecimento do caso e pediu
para esclarecer a utente. Expliquei-lhe, entao que deveria estar atenta ao aparecimento de
alguns sintomas como tonturas, desmaios, falta de ar ou palpitagoes e, se tal acontecesse,

deveria dirigir-se de imediato ao hospital. A senhora levou a medicagao prescrita.
4. Consideracoes Finais

O estagio curricular na farmacia comunitaria € um ponto essencial na nossa formagao, pois €
a ponte de ligagao entre o conhecimento que adquirimos durante a vida académica e o mundo

de trabalho, onde nos deparamos diretamente com a realidade.

De facto, ficou claro a importancia que os profissionais tém na vida das pessoas, nao so
contribuindo para a sua saide mas também, muitas vezes, tornando-se uma figura amiga, um

confidente, que ouve e da algum conforto em situagoes mais complexas na vida do utente.

Durante este estagio adquiri, nao so, competéncias técnicas e cientificas, mas também

enriqueci as minhas capacidades inter e intrapessoais, necessirias a prestar um bom



atendimento. A equipa da FM contribui muito para o meu crescimento profissional, facultando-

me as valéncias necessarias para uma boa formacao.
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6. Anexo

Anexo I: Interagao muito grave entre a Hidroxizina e a Azitromicina




Parte 1l

‘“Doenca de Alzheimer: mecanismos moleculares de
neurodegeneracio e a sua modulacao por polifenodis

da dieta”



Resumo

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma doenga neurodegenerativa, cronica e progressiva, que se
caracteriza pela perda das capacidades cognitivas. As lesdes neuropatologicas caracteristicas
desta doenga sao os agregados de peptideos B-amildide (AP) e as trangas neurofibrilares

(NFTs) compostas por proteina tau hiperfosforilada.

Afeta maioritariamente individuos com mais de 65 anos, sendo Portugal um dos paises com
maior prevaléncia a nivel mundial. O doente inicialmente apresenta episodios de esquecimento
e confusao, tem discursos pouco coerentes e, com a progressao da doenga, vivencia alteragoes
psicoticas. Deixa de ser autonomo, necessitando da ajuda de cuidadores para realizar tarefas

do dia-a-dia como a alimentagao e higienizagao.

A terapia farmacologica atualmente utilizada revela-se claramente ineficaz, tendo apenas como
objetivo retardar a progressao da doenga e melhorar a sintomatologia, nao conduzindo a cura

da doencga.

Os polifenois da dieta, devido as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, tém sido
alvo de uma intensa investigagao no contexto da prevengao e tratamento de varias doencgas
crénicas, nomeadamente de doengas neurodegenerativas como a doenga de Alzheimer, sendo
atualmente, considerados moléculas altamente promissoras para o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas inovadoras nestas doengas.

Na presente monografia, serao abordados alguns dos mecanismos moleculares subjacentes ao

desenvolvimento da doenga de Alzheimer e a sua potencial modulagao por alguns polifendis.

Palavras-chave: Doeng¢a de Alzheimer, peptideo B-amildide, proteina tau,

neurodegeneragao, stresse oxidativo, disfungao mitocondrial, polifendis da dieta.



Abstract

Alzheimer's Disease (AD) is a chronic, progressive neurodegenerative disease characterized
by loss of cognitive abilities. The neuropathological lesions characteristic of this disease are p-

amyloid (AB) aggregates and neurofibrillary tangles (NFTs) composed of hyperphosphorylated

tau protein.

It mostly affects individuals over 65 years old and Portugal is one of the countries with the
highest prevalence worldwide. The patient initially has episodes of forgetfulness and confusion,
has inconsistent discourses and with the progression of the disease, experiences psychotic
alterations. It stops being autonomous, needing the help of caregivers to carry out tasks of the

daylife like feeding and hygiene.

The pharmacological therapy currently used is clearly ineffective, aiming only to slow the

progression of the disease and improve the symptoms, not leading to the cure of the disease.

Dietary polyphenols, due to their antioxidant and anti-inflammatory properties, have been the
subject of intense research in the context of prevention and treatment of various chronic
diseases, including neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease, and are currently
considered highly promising molecules for the development of innovative therapeutic

strategies in these diseases.

In the present monograph, some of the molecular mechanisms underlying the development of

Alzheimer's disease and its potential modulation by some polyphenols will be addressed.

Keywords: Alzheimer's disease, B-amyloid peptide, tau protein, neurodegeneration, oxidative

stress, mitochondrial dysfunction, polyphenols.
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Lista de Abreviaturas

4-HNE - 4-hidroxinonenal

ACh - Acetilcolina

ACHhE - Acetilcolinesterase

AMPA - a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico

ApoE - Apolipoproteina E

APP - Proteina Precursora Amildide

ATP - Adenosina Trifosfato

AB - Peptideo B-amiloide

BACE | - Enzima de clivagem proteolitica da APP no local B, do inglés B-site APP cleaving
enzyme |

BHE - Barreira hematoencefalica

CdkS5 - Cinase 5 dependente de ciclina

COX-2 - Cicloxigenase 2

CYP - Citocromo P450

DA - Doenca de Alzheimer

DAMPs - Padroes Moleculares Associados a Danos, do inglés Damage-associated molecular
pattern

DNA - Acido desoxirribonucleico, do inglés deoxyribonucleic acid

EGCG - Epigalocatequina galato

GSH - Glutatiao

GSK-3 - Glicogénio Sintase Cinase-3

IFN - Interferon

IL - Interleucina

iNOS - Sintase do Oxido Nitrico Indutivel, do inglés Inducible Nitric Oxide Synthase

M-CSF - Fator Estimulador de colonias de macroéfagos, do inglés Macrophage colony-stimulating
factor

NF-kB - Fator Nuclear kappa B

NFTs - Trangas Neurofibrilares, do inglés Neurofibrillary Tangles

NMDA - N-metil-D-aspartato

PAMPs - Padroes Moleculares Associados a Patogeneos, do inglés Pathogen-associated
molecular pattern

PRR - Recetores de Reconhecimento de Padrao, do inglés Pattern recognition receptors
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PS - Presenilina

RAGE - Recetores para produtos finais da glicagao avancada, do inglés Receptor for Advanced
Glycation Endproducts

RNS - Espécies Reativas de Nitrogénio, do Inglés Reactive Nitrogen Species

ROS - Espécies Reativas de Oxigénio, do inglés Reactive Oxygen Species

SIRT - Sirtuina

SNC - Sistema Nervoso Central

SOD - Superoxido Dismutase

TGF-B - Fator de transformagao do crescimento beta, do inglés Transforming Growth Factor
Beta

TIM - Translocase da Membrana Interna Mitocondrial, do inglés Translocase of the Inner
Membrane

TLR - Recetores do tipo Toll, do inglés Toll-like receptors

TNFa - Fator de Necrose Tumoral, do inglés Tumor necrosis factor

TOM - Translocase da Membrana Externa Mitocondrial, do inglés Translocase of the Outer

Membrane
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|I. Doenca de Alzheimer

I.1. Introducido

Com o normal processo fisiologico do envelhecimento, surge um declinio gradual das fungoes
cognitivas. Contudo, episodios como a perda progressiva de memoria, desorientagao,
dificuldade em manter uma conversa ou seguir um raciocinio, podem indiciar a presenga de
um quadro patolégico de deméncia. Se as alteragoes comecgarem a interferir de alguma
maneira com o quotidiano do individuo, é necessario fazer uma avaliagao médica, onde se
analisa a historia clinica do doente, e se fazem testes fisicos e neurologicos, nomeadamente,

uma avaliagao cognitiva e testes laboratoriais.'

A doenga de Alzheimer (DA) é a forma mais comum de deméncia. Por norma, afeta
maioritariamente individuos acima dos 65 anos.2 E uma doenca neurodegenerativa crénica e
progressiva que afeta as areas cerebrais do cortex e hipocampo.? Clinicamente, manifesta-se
por perdas de memoria, nomeadamente, no que respeita a acontecimentos recentes e datas
importantes, pela repeticao continua de um discurso, desorientagao e perda de nogao
temporal, por alteragoes de personalidade, nao reconhecimento de familiares e, com o avango
da doenga, por dificuldades locomotoras e dependéncia de terceiros para a realizagao de

tarefas basicas como a alimentagao e a higiene."

A DA subdivide-se em duas formas, a familiar e a esporadica. A primeira e menos usual, tem
um inicio precoce, afetando individuos com menos de 60 anos, e tem causa hereditaria
autossomica dominante, estando relacionada com a presenca de mutagoes nos genes que
codificam a proteina presenilina | (PS1), a proteina presenilina 2 (PS2) e a proteina precursora

amiloide (APP), tendo como consequéncia a sobreprodugao de AB.*

A forma esporadica, de inicio tardio, como ja referido, é a mais comum, tendo como fatores
de risco principais a idade, niveis elevados de colesterol, diabetes, doengas cardiovasculares e

ser portador do alelo 4 da apolipoproteina E (ApoE).*’
1.2. Epidemiologia

A deméncia causa uma grande dependéncia, sendo, por isso, uma doenga que afeta nao sé o
seu portador, mas, também, os que o rodeiam, familiares e/ou cuidadores. Tem um grande
impacto sécio-econémico, envolvendo elevados custos, incluindo gastos no tratamento
médico e nos cuidados que visam proporcionar ao doente uma melhor qualidade de vida e

maior conforto, sendo estes suportados pelos familiares e pelo estado.
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A Organizagao Mundial de Saude estima que existam 50 milhoes de pessoas com deméncia
em todo o mundo, destacando-se a DA que representa 60 a 70% destes casos. Com o aumento
do envelhecimento da populagao, é esperado que estes numeros tripliquem até 2050 sendo
essencial que todos os pacientes tenham direito a um diagnéstico adequado e preciso.® Nao
existe nenhum estudo epidemioldgico que retrate a situagao em Portugal. Contudo, no
Relatério “Health at a Glance 2017” da Organizagao para Cooperagao e Desenvolvimento
Economico (OCDE) onde se estudou a prevaléncia mundial da deméncia, Portugal apresenta-

se em 4° lugar com 19,9 casos por cada 1000 habitantes.’
1.3. Sintomas

Apesar de poderem variar de individuo para individuo, os sintomas iniciais mais comuns sao a
perda de memoria e a incapacidade de reter novas informagoes. Tal acontece, pois, os
neurdnios presentes nas zonas envolvidas na memoria (estruturas do lobo temporal,

sobretudo o hipocampo) sao os primeiros a ser afetados.

Com o avangar da doenga, os sintomas tornam-se mais graves, e o doente pode tornar-se
mais irritado, sentir-se confuso/perdido, deixar de reconhecer sitios onde passa o seu dia-a-
dia e pessoas mais chegadas, perder a capacidade de comunicar e discursar e estar
constantemente a questionar-se e repetir-se. Perda das capacidades locomotoras, rigidez e
disturbios do sono também podem ser sentidos, assim como, dificuldades na degluticao,
precisando da ajuda de um cuidador para desempenhar tarefas basicas como a higienizagao e
a alimentacdo.”'' Normalmente, apés o diagndstico da DA, os doentes apresentam uma

esperan¢a média de vida compreendida entre os 8 e 10 anos.'?
|.4. Fisiopatologia

A DA é caracterizada pela presenca de placas senis, formadas por depésitos extracelulares de
peptideo AB e trangas neurofibrilares (NFTs), compostas por agregados intracelulares da
proteina tau hiperfosforilada (Figura ). Normalmente, estas alteragcoes proteicas ocorrem
cerca de 10 a |5 anos antes do aparecimento dos primeiros sintomas da doenga e parecem

desempenhar um papel importante na fisiopatologia da DA."?
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Fig. |- Placas senis e NFTs no cérebro. (Adaptado de)'*

1.4.1. Patologia Amildide

A hipotese da cascata amiloide sugere que a deposigao anormal de peptideo A, formando as
placas senis, podera desencadear uma série de eventos, sendo de referir, nomeadamente,
inflamagao, disfungao mitocondrial, stresse oxidativo, etc., os quais, conjuntamente, acabam

por conduzir i disfungio e morte neuronal que ocorre na DA."

A proteina precursora amiloide (APP) é uma proteina transmembranar que pode ser

processada através de duas vias distintas:

| - via ndo amiloidogénica, onde é clivada sequencialmente pelas, enzimas a-secretase e y-
secretase, resultando na libertagio do fragmento da proteina precursora amildide a soluvel
(APPa) e na formagao de um fragmento hidrofébico e do dominio intracelular da APP
(APPICD), compostos com propriedades neuroprotetoras, nao ocorrendo, nesta via a

formacao de peptideos de AB;

2 - via amiloidogénica, através da qual a APP é clivada sequencialmente pela B-secretase |
(BACE 1) e y-secretase, originando peptideos AB, cuja dimensio pode variar'® (Figura 2). Os
peptideos AR 40 e AB 42, compostos respetivamente por 40 e 42 aminoacidos, sio os
principais peptideos formados nesta via.'> Os peptideos B-amiloide tém tendéncia para auto
agregar, a qual aumenta com o tamanho do peptideo, formando inicialmente oligomeros e
depois fibrilas que, posteriormente, condensam e formam as placas senis que se acumulam no
parénquima cerebral'” e nos vasos sanguineos cerebrais de doentes com DA.'® O peptideo AR
42 é aquele que apresenta maior neurotoxicidade e predominancia nas placas senis, devido a

sua maior taxa de fibrilizacio e insolubilidade.'"”
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Fig. 2 - Representagdo do processamento proteolitico da proteina precursora amiloéide (APP). A APP pode ser
processada por duas diferentes vias: a via nio-amiloidogénica e a via amiloidogénica. (Adaptado de)"

1.4.2. Patologia da Tau

Diversos estudos mostram niveis aumentados de proteina tau-total e fosforilada no cérebro

e LCR de doentes com DA

Em situacoes fisioldgicas normais, o transporte axonal e o trafego intracelular entre o corpo
celular neuronal e os compartimentos intracelulares sio assegurados pelos microtubulos,
componentes do citoesqueleto que sao revestidos e estabilizados pela proteina tau em
conjunto com a tubulina, regulando assim a fungao sinaptica.?! Na DA, a tau hiperfosforilada,
separa-se dos microtubulos, que ficam instaveis, e forma filamentos nos neurénios, tornando-
os disfuncionais. A continua acumulacao destes filamentos forma as trancas neurofibrilares
(NFTs), anteriormente referidas, que se libertam e afetam neurdnios vizinhos, induzindo

disfuncio sinaptica e contribuindo para a apoptose neuronal.>"?

Um desequilibrio entre a atividade de proteinas cinases, como a cinase 5 dependente de ciclina
(cdk5) e a glicogénio sintase cinase 3B (GSK-3p), e a atividade de fosfatases, estara na origem

da hiperfosforilagao da tau.?'

As trancgas fibrilares formam-se no lobo temporal, mais precisamente no hipocampo, afetando
diretamente a memoria, a aprendizagem, o reconhecimento e a capacidade de gesticular. Ja as

placas senis, afetam a zona do cértex cerebral e, mais tarde, o hipocampo.&22
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1.5. Mecanismos Moleculares subjacentes a neurodegeneracao na Doenca

de Alzheimer

Atualmente e, apesar da intensa investigagao que tem vindo a ser realizada no contexto da
doenga de Alzheimer, nao se conhecem, ainda, nem as causas da doenga, nem a sequéncia
precisa dos eventos que conduzem a degenerescéncia e morte neuronal. No entanto, diversos
estudos, nomeadamente estudos postmortem e estudos com modelos animais da doenga,
sugerem fortemente que a genética, a neuroinflamagao, a disfungao mitocondrial, o stresse
oxidativo e a disfungao vascular desempenham um papel chave no desenvolvimento e

progressao da doenga.?® Tais mecanismos irao ser discutidos de seguida.
1.5.1. A Genética

Varios estudos genéticos evidenciim o envolvimento de algumas mutagdes no

desenvolvimento da DA.%3

A presenga de mutagoes nos genes que codificam as presenilinas | e 2 (PSI e PS2) e a APP,
apesar de nao ser mandatorio, € um fator de risco para o desenvolvimento da forma familiar
de DA. Estas mutagoes, normalmente, resultam numa altera¢iao na produgao dos diferentes

peptideos AB e na sua proporgao relativa.”*

As presenilinas sao proteinas transmembranares, que se localizam no reticulo
endoplasmatico®® e endossomas. S3o subunidades da y-secretase, tendo, portanto, um
importante papel na clivagem da APP.** As mutagdes nestes genes resultam num

processamento proteolitico da APP mais intenso.”

Encontra-se bem documentado que os individuos com Sindrome de Down sao mais suscetiveis
de desenvolver doenga de Alzheimer. Efetivamente, estudos postmortem revelaram niveis
elevados de placas senis e NFTs no cérebro da grande maioria de individuos com Sindrome
de Down. Tal facto, ocorrera devido a localizagao do gene da APP no cromossoma 21, o qual

possui uma copia extra nesta patologia, levando a um aumento da expressio da APP.?’

Em relagao a forma tardia da doenga, a par com fatores ambientais, o polimorfismo da APOE
revela-se um fator de risco importante. O gene APOE possui trés alelos (€2, €3 e €4), que
codificam trés diferentes proteinas: ApoE2, ApoE3, ApoE4, respetivamente. A ApoE ¢é
sintetizada, maioritariamente, pelo figado, neurodnios e células da glia, sendo a principal
apoliproteina presente no cérebro. Repara danos neurolégicos e tem como principais fungoes
regular o metabolismo das lipoproteinas e transportar o colesterol para os neurénios através

dos seus recetores.*
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Os portadores do alelo €4 da ApoE apresentam uma maior probabilidade de desenvolver a
forma esporadica da DA. No entanto, os mecanismos subjacentes nao se encontram ainda
completamente esclarecidos.* De seguida, sdo abordados trés mecanismos em que a ApoE

podera estar implicada, e onde atua de maneira diferente, dependo da sua morfologia.

Pensa-se que a ApoE esteja envolvida na depuragao de AP do cérebro para o sistema vascular,
através da barreira hematoencefilica (BHE). No caso da ApoE4, a taxa de remogao do AP
através do transportador LRPI (do inglés Low density lipoprotein receptor-related protein 1), é
significativamente inferior a observada relativamente a ApoE2 e ApoE3, provocando uma

acumulagdo de AB no parénquima cerebral.”®

O peptideo AP pode, também, ser fagocitado pelos astrocitos e microglia, através de uma
série de recetores expressos na sua superficie, assunto que sera abordado posteriormente.”
Embora o mecanismo ainda nao esteja bem definido, existem fortes evidéncias de que a

isoforma ApoE4 compromete a capacidade de ligagio e captagio de AB pelos astrécitos.”

Um estudo in vitro realizado em células de glioblastoma e neuroglioma humano constatou que
a ApoE4 diminui significativamente a secrecao de sAPPa e as proporgoes de sAPPa / AR,

sugerindo a inibicio da protedlise da APP no local a como um possivel mecanismo.”'

A Sirtuina | (Sirtl), enzima desacetilase dependente de NAD+, esta envolvida no normal
processo de envelhecimento e suprime algumas vias de sinalizagao relacionadas com a DA,
como o processamento de APP. Acredita-se que a SIRT| previne a formagao de oligdmeros
AB, ao induzir o processamento da APP pela via nao amiloidogénica, através da ativagao de
ADAMIO, enzima com atividade de a-secretase. Ao mesmo tempo, pode desacetilar a
proteina tau, deixando-a suscetivel a ubiquitinagao. Quando a sua atividade esta reduzida, ha
uma acumulagao dos peptideos AB e um aumento da fosforilagio da tau, verificado nos
cérebros postmortem da DA.>'** Alguns estudos mostram que a ApoE4 reduz a expressio de
RNAm de Sirtl e, consequentemente, da proteina Sirtl. A ApoE4 enfraquece assim o poder

neuroprotetor da Sirtl.?3
1.5.2. Neuroinflamacao

A inflamagao é uma resposta imune nao especifica que ocorre em reagao a qualquer tipo de
lesao corporal. Trata-se, portanto, normalmente, de uma resposta fisiologica autolimitada que
tem como objetivo eliminar os estimulos causadores da lesao e iniciar os processos de

recuperagao da mesma de modo a retornar a um estado de homeostasia. No entanto, em
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certas circunstancias, a resposta inflamatéria pode tornar-se persistente, levando a uma

excessiva injuria tecidular e ao desenvolvimento de doenca.*

A neuroinflamagao parece desempenhar um papel crucial na neurodegeneragao observada na
DA, sendo a microglia e os astrécitos mediadores chave deste processo. Efetivamente, estudos
postmortem revelam a acumulagdo de inmeras células microgliais e astrocitos reativos a
rodear as placas senis no cérebro de doentes de Alzheimer, indicativo de que niveis elevados
de peptideo AP e a sua agregagao terao um papel importante na ativacao descontrolada e

exacerbada destas células gliais.*

As células da microglia sao células fagociticas e imunocompetentes presentes no SNC,
altamente sensiveis a alteragoes na homeostasia cerebral. Substancias microbianas, como
acidos nucleicos virais, carbohidratos presentes em fungos, proteinas e lipidos estruturais
bacterianos, sao consideradas Padroes Moleculares Associados a Patogenos (PAMPs), e
moléculas endégenas produzidas ou libertadas por células danificadas ou mortas, denominadas
Padroes Moleculares Associados a Danos (DAMPs).***” Estes padroes sio reconhecidos pelas
células microgliais através dos seus recetores de reconhecimento de padrio (PRRs),”
resultando na rapida ativagao destas células num estado proé-inflamatorio (Fenotipo MI). A
microglia, neste estado de ativagao, produz uma série de mediadores inflamatérios, tais como
citocinas pro-inflamatorias, incluindo o fator de necrose tumoral- alfa (TNFa), o interferon-
gama (IFN-Y), o fator estimulador de coldnias de macréfagos (M-CSF) e interleucinas (IL)-1 e
6, expressa enzimas inflamatorias como a cicloxigenase-2(COX-2) e 6xido sintase do 6xido
nitrico indutivel (iNOS), e produz, também, espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies

reativas de nitrogénio (RNS).?3%

Em situagoes agudas, a microglia apresenta capacidade de alterar o seu estado de ativagao Ml
para um fendtipo anti-inflamatério M2, passando a produzir citocinas anti-inflamatorias e
fatores neurotroficos, levando, desta forma, a restauracao da homeostase tecidular. Contudo,
num cenario de neurodegeneragao patoldgica, como o que ocorre na DA, observa-se uma
ativagao persistente da microglia no fenétipo M1, o que resulta numa produgao descontrolada
e exacerbada de mediadores inflamatérios e ROS/RNS, contribuindo para a degenerescéncia
e morte neuronal.”’ Neste contexto, importa referir que a apoE parece ter um papel
relevante na conversao do estado M| para o estado M2, sendo o alelo €4 o menos eficaz na
inducao do estado M2. Alids, algumas evidéncias referem mesmo que ha um aumento na

producio de citocinas pré-inflamatérias na presenca da ApoE4.”
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Na DA, as vias de ativagao da microglia induzidas pelo peptideo AP ainda nao sao totalmente
conhecidas, no entanto, sugere-se o envolvimento de varios recetores, como o Scaral,
integrina a6Bl, CD 36 e os recetores Toll-like (TLR) (Figura 3). Os mesmos cooperam no
reconhecimento, internalizagao e depuracao de AP e na ativagao celular. O Scaral e o CD36
sao recetores scavenger capazes de interagir com o peptideo AP, considerado um DAMP, e
provocar a sua captagao. O CD36 forma complexos com outros PPRs, mais concretamente,
forma o complexo CD36-a6 1-CD47 que reconhece o AB, internaliza-o em lisossomas e ativa
a produgao de ROS. Além do mais, apés o reconhecimento de AB, por CD36, este torna-se
co-recetor do TLR4 e TLRé, levando a formagao do heterodimero CD36-TLR4-TLRé e ativa
a via de sinalizagio celular inflamatéria do fator nuclear- kappa B (NF-kB).*** O NF-kB é um
fator de transcricao que, em condigoes normais, se encontra no citoplasma sequestrado por
uma proteina inibidora, o IKB. A ligagao do AP ao heterodimero desencadeia uma série de
eventos que levam a fosforilagao do IkB e a sua consequente degradacao pelo proteosoma,
permitindo, assim, a libertagao do NF-kB e a sua translocacao para o nucleo, onde se vai ligar
a sequéncias especificas de DNA e promover a transcrigao de genes que codificam mediadores
pro-inflamatorios, nomeadamente citocinas pro-inflamatérias (TNFa, IL-1B) e enzimas
inflamatérias (iINOS e COX-2).* A ativagio do heterodimero induz a superexpressio de
Scaral, contribuindo para uma maior depuragao de AP. Apesar de desempenharem fungoes
complementares, o CD36 e o Scaral interagem de forma diferente: o primeiro contribui para
um estado inflamatdrio e para a neuroinflamagao, causadas pela resposta da microglia ao AB,
como ja referido, enquanto que o segundo promove a degradagao de AP mas, quando os
processos de autofagia sao ativados de uma forma continua, a a¢ao depuradora torna-se

insuficiente. '
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Fig. 3 - Interagao dos agregados AB com os recetores da microglia. O CD36 interage com o AB, forma o
complexo CD36-a6B1-CD47 e internaliza o peptideo, levando a produgao de ROS. O complexo CD3-TLR4-
TL6 ativa a via inflamatoria do NF-kB, contribuindo para neuroinflamagao. Pelo contrario, o recetor scaral tem

uma a¢io depuradora, que se torna insuficiente se a autofagia microglial for continua. (Adaptado de)**
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Os astrocitos sao as células gliais mais abundantes no SNC, onde desempenham importantes
fungoes, como dar suporte bioquimico as células da BHE, fornecer nutrientes as células
neuronais, auxiliar na libertagao de neurotransmissores durante a transmissao sinatica, regular
o equilibrio dos ides extracelulares e evitar a formagao de lesdes neuronais. Quando ativos,
acumulam-se e rodeiam as placas senis, produzindo citocinas inflamatérias como o TNFa e o

IFNy, as quais induzem ativacao e proliferagao da microglia.

Sob influéncia de certas citocinas inflamatérias, os astrocitos sao capazes de aumentar a

atividade da BACEI, conduzindo, desta forma, a um aumento da produgio de AB.*

O TNFa e as IL-| e 6 produzidas em elevada concentragao pela microglia e astrocitos ativados,
além de neurotdxicos, parecem estimular a producio de peptideos AP, modulando o

processamento da APP.*

Em suma, a acumulagao de peptideos AB pode despoletar a ativagcao da microglia e astrocitos,
conduzindo a neuroinflamagao, a qual, por sua vez, leva a um aumento da produgao e

agregacio dos peptideos AB, gerando-se um ciclo vicioso.*
1.5.3. Disfuncao Mitocondrial

A mitocondria é, nao s6 responsavel pela produgao de ATP, fundamental para a fungao
neuronal, como, também, desempenha um importante papel na regulacio da homeostasia do
célcio intracelular, producao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e regulagio da
sobrevivéncia e morte celular. Numerosos estudos demonstram que a disfungao mitocondrial

desempenha um papel crucial na neurodegeneréncia que ocorre na doenca de Alzheimer.”

Efetivamente, estudos postmortem mostram, consistentemente, que os doentes com Alzheimer
apresentam uma diminuigao significativa da atividade do complexo IV (citocromo c oxidase)
da cadeia transportadora de eletrées mitocondrial na regiao do hipocampo e do neocértex,
assim como, nas plaquetas e fibroblastos. A diminuicao da atividade de outros complexos da
cadeia respiratéria, nomeadamente do complexo | (NADH-quinona oxidoredutase), tem sido,

também, reportada, sendo, no entanto, mais controversa.**

A APP e o AB podem formar um complexo com a translocase da membrana externa
mitocondrial 40 (TOM40), e com a translocase da membrana interna |3 (TIM23) e, uma vez
na matriz mitocondrial, podem afetar a atividade dos complexos da cadeia transportadora de
eletrdes, estando a sua acumulagio relacionada com a redugiao da atividade do complexo 1V.*®
Sugere-se também que a tau esteja relacionada com a reducao da atividade do complexo |,

mecanismo que ainda est4 a ser estudado.”
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Encontra-se igualmente documentado, que poderao estar envolvidos na redugao da atividade
do ciclo do acido citrico ao interagir com as suas principais enzimas, como a piruvato

desidrogenase, isocitrato desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase.”’

A inibicao dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial resulta, nao s6 numa diminuigao
da produgao de ATP, como também num aumento da produgio de ROS, pela proépria
mitocondria, podendo levar a uma situagao de stresse oxidativo, como sera discutido mais a

frente.”®

O comprometimento da sintese de ATP pela mitocondria, por sua vez, podera levar a um
fenomeno de excitotoxicidade e a uma perda da homeostasia do calcio celular, condigoes

verificadas na DA.*'

Pyruvate

,..AB Ny Gi}ﬁ%lysis 1T

Fig. 4 - Disfungio mitocondrial causada por AB e tau hiperfosforilada. (Adaptado de)®

1.5.3.1. Excitotoxicidade

O glutamato é um importante neurotransmissor excitatorio relacionado com o processo
cognitivo e memodria. E armazenado em vesiculas no neurénio pré-sinitico e, quando ocorre
despolarizagao, ¢ libertado na fenda sinaptica, ligando-se posteriormente aos seus recetores
na célula pos-sinatica, ativando-os. Pode ligar-se a recetores ionotropicos e metabotropicos,
estando os primeiros subdivididos em trés tipos: AMPA (amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionato) e cainato, permedveis a Na’, e recetores NMDA (N-metil-D-
aspartato), permeaveis principalmente a Ca**.*® De forma a evitar uma estimulagio excessiva,
o glutamato é removido da fenda sinaptica pelos astrocitos, através de um transportador
localizado na membrana plasmatica, o transportador de aminoacidos excitatérios (EAAT, do

inglés Excitatory Amino Acid Transporters), onde é convertido em glutamina pela glutamina

sintase.>* Numa estimulacio normal, a transmissao sinatica ocorre eficazmente. Contudo, uma
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estimulagao excessiva da sinalizagao por parte do glutamato resulta em influxos excessivos de

célcio e excitotoxicidade, o que podera induzir dano neuronal.”?

Neste contexto, importa
referir que, numa situagao de deficiente produgao de ATP, o glutamato pode tornar-se toxico
em concentragoes que normalmente nao exerceriam qualquer toxicidade. A este fenomeno

damos o nome de excitotoxicidade secundaria ou indireta.>

Para o bom funcionamento da bomba de Na*/k” ATPase, responsavel pela manuten¢io do
potencial membranar, e das Ca®* ATPases, responsaveis pela homeostasia do célcio celular, é
fundamental ATP. Assim sendo, a disfuncao da mitocondria observada na DA e atras discutida,
e a consequente diminui¢do da produgio de ATP, podera levar a faléncia da bomba de Na'/k*
ATPase e a despolarizagao da membrana, seguida pela libertacao do iao magnésio que se
encontra a bloquear os recetores NMDA. Isto resulta numa ativagao persistente destes
recetores por niveis fisiologicos de glutamato, o que leva a um influxo prolongado de calcio,
o qual, associado a0 mau funcionamento das Ca** ATPases devido a falta de ATP, resulta num
grande aumento da concentragao de calcio intracelular, o qual vai ativar a sintase do 6xido
nitrico (NOS). O calcio acumula-se também na mitocondria onde vai aumentar a produgao do

radical superoxido e levar a ativagao da NOS mitocondrial e a consequente produgao de

N O 535556

Adicionalmente, o calcio promove a secregao de exossomas, responsaveis pela libertagao
de macromoléculas para os neuroénios-alvo. Assim, na DA, o excesso de calcio provoca o

aumento da libertagio das proteinas patogénicas.”

Os oligdmeros AP parecem interferir na normal neurotrasmissao do glutamato, ao diminuirem
quer a expressao de proteinas pré-sinaticas como a sinaptotagmina, envolvidas no processo
de fusao da vesicula sinatica, quer a capacidade do transportador glutamatérgico vesicular
(VGIuT) em armazenar o glutamato em vesiculas.”’ Além disso, interferem também na remogio
do glutamato da fenda sinatica para os astrécitos, realizada pelo transportador EAA,** levando
a um aumento da concentra¢ao de glutamato na fenda, contribuindo para o fenomeno de

excitotoxicidade.”’
1.5.4. Stresse Oxidativo

As ROS/RNS sao atualmente reconhecidos moduladores redox de vias de sinalizacao celular,
regulando uma série de processos, tais como, adaptagao, proliferacao, diferenciagao, morte e
sobrevivéncia celular. Contudo, quando a sua concentragao aumenta na célula, o que pode

acontecer devido a um aumento da sua produgao e/ou diminuicdo dos antioxidantes,
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desencadeia-se uma situagao de stresse oxidativo com desregulagao de vias de sinalizagao

cruciais e modificagdes estruturais e, portanto, funcionais de diversas biomoléculas.*®*

Existem fortes evidéncias de que o stresse oxidativo desempenha um importante papel na
degenerescéncia e morte neuronal observada na DA. Efetivamente, na DA verifica-se um
aumento da concentragao de ROS/RNS, sendo a mitocondria disfuncional, a NADPH oxidase

e a sintase do 6xido nitrico indutivel (iNOS) as principais fontes de tais espécies reativas.””*®

A maioria do oxigénio molecular consumido pelas células ¢ utilizado na cadeia respiratéria da
mitocondria, como aceitador final de eletrées. Em condi¢bes normais, cerca de 1-2%% do
mesmo é reduzido ao radical anido superdxido (O,* ) que, subsequentemente, dismuta a
peréxido de hidrogénio (H,O,), de forma espontanea ou catalisada pela superéxido dismutase
(SOD). O H,0, é depois reduzido a 4gua por agio da catalase e/ou da glutatido peroxidase.®'
O H,0, pode reagir com ides metalicos, como o Fe** ou o Cu’, formando-se o radical

hidroxilo (HO*), o qual é extremamente reativo.”

A inibicao da atividade do complexo IV e, potencialmente, do complexo | da cadeia respiratoria
mitocondrial, observada na DA, resultard num aumento significativo da produgio de O,* e
de H,0O,. **Além do mais, a microglia ativada e os astrocitos reativos produzem, nao so, uma
elevada concentracio de O,¢ , através da ativacio de enzimas como a NADPH oxidase, como
também uma elevada concentragao de *NO durante longos periodos de tempo devido a

ativacio da iNOS.*

O *NO, em elevada concentragao, compete eficazmente com a SOD e reage com o O,* ,
originando o ONOO- (peroxinitrito) que, apesar de nao ser um radical livre, € uma espécie
muito reativa, com elevada capacidade oxidante e nitrante, capaz de alterar a estrutura e
funcionalidade de diversas biomoléculas como proteinas, lipidos e DNA, sendo portanto,
extremamente nefasta para a célula.*®' No cérebro de doentes com Alzheimer é possivel

observar uma elevada imunoreatividade contra a 3-nitrotirosina um marcador da formacao de

ONOO-.*

Efetivamente, o ONOO- inibe o complexo | e IV da cadeia respiratéria mitocondrial e a ATP
sintase, o que, nao s6 compromete a sintese de ATP, mas, também, ocasiona um aumento da
producio mitocondrial de ROS.® A nitracio do residuo de tirosina 34 da SOD dependente
de manganésio (MnSOD) pelo ONOO-, resulta na sua inativagao e, consequentemente, leva,

também, a um aumento da concentragio de O, .%
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Um outro alvo do ONOO-, localizado na mitocondria é o citocromo c. O ONOO- oxida
diretamente o citocromo ¢, sendo este, posteriormente, nitrado por intermédio de radicais
livres resultantes do metabolismo do ONOO-. O citocromo c nitrado ganha uma nova fungao
de peroxidase e oxida a cardiolipina, na membrana interna da mitocondria, facilitando, desta
forma, a libertagao do citocromo c nativo para o citosol, despoletando assim a morte celular.
Encontra-se igualmente bem documentado a abertura do poro de permeabilidade transitoria
mitocondrial pelo ONOO- e a consequente libertagao de proteinas apoptoticas para o

citosol.®*

O ONOO- parece, também, aumentar a permeabilidade da BHE, facilitando a passagem de

substincias potencialmente tdxicas.”

Proteinas importantes no metabolismo energético mitocondrial, como a creatina cinase, a
glutamina sintetase, o gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase e piruvato desidrogenase também
podem sofrer oxidagao. Como consequéncia, ocorre uma diminuigao na produgao de ATP e
perturbagoes na sinalizagao mediada por glutamato, contribuindo para a diminuigao do

metabolismo energético e excitotoxicidade.”

Além das proteinas, também, os lipidos constituem importantes alvos para diferentes espécies

reativas.

A peroxidagao lipidica refere-se a uma cascata de eventos bioquimicos resultantes da agao de
uma espécie reativa sobre os acidos gordos polinsaturados das membranas celulares gerando

radicais livres que alteram a permeabilidade, fluidez e integridade das mesmas.®

Durante esta degradagao oxidativa, formam-se produtos, nomeadamente, 4-hidroxi nonenal
(4-HNE). Diversos estudos mostram uma elevada concentragao de 4-HNE no cérebro de

doentes com Alzheimer, em particular, nas placas senis.

O 4-HNE forma aductos com algumas proteinas levando a uma alteragao da sua estrutura e
atividade. Neste contexto, o 4-HNE parece ter capacidade de modificar covalentemente o

peptideo AB, despoletando a sua agregagio.”’

Adicionalmente, Tamagno et al. através de um estudo in vivo, demonstrou que um aumento da
peroxidagio esta associado a um aumento da producio de AB*. Tal podera acontecer pois, o

4-HNE modifica covalentemente a BACE| e a y-secretase, originando espécies toxicas de AB.*
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Um outro mecanismo aparentemente importante na fisiopatologia da DA, e que esta
relacionado com a geragao de stresse oxidativo, € a acumulagao de i6es metdlicos como o

Cu, Zn e Fe nas placas senis, onde formam complexos com o AB.*

Tal como referido anteriormente, o H,O,, através de uma reagao catalisada por Fe* ou
outros metais de transicdo, pode ser reduzido a *OH, contribuindo para o aumento do
stresse oxidativo no SNC. A ligagao destes ides a fragmentos AP leva a formagao de agregados

toéxicos.®’
1.5.5. Disfuncao vascular

O bom funcionamento cerebral depende do acoplamento preciso entre a atividade neuronal
e o fluxo sanguineo cerebral (FSC) associado as necessidades metabolicas. Trata-se de um
mecanismo complexo designado por acoplamento neurovascular, que permite ajustar
localmente o FCS as necessidades metabdlicas impostas pela ativagao neuronal. Ou seja, em
zonas com maior atividade neuronal, ocorre um aumento local e transitério do FCS de modo
a fornecer oxigénio e glucose necessarios a atividade neuronal e remover os residuos toxicos

resultantes desta atividade.”

O acoplamento neurovascular envolve uma complexa e concertada comunicagao entre os
varios tipos de células que formam a chamada unidade neurovascular e que incluem as células

endoteliais cerebrovasculares, que formam a BHE, pericitos, células da glia e neurénios.”'

Embora os mecanismos subjacentes ao acoplamento neurovascular nao se encontrem ainda
completamente esclarecidos, evidéncias crescentes indicam que o glutamato desempenha um
papel importante neste processo. A ligagio do glutamato aos seus recetores, quer nos
neurdnios quer nos astrocitos, resulta na produgao de moléculas que promovem a
vasodilatagao e o consequente aumento do FSC. Uma dessas moléculas é o *NO. Nos
neurdnios, a ativagao do recetor NMDA pelo glutamato, provoca um influxo de Ca2+, o qual
se liga a calmodulina ativando a NOS neuronal (nNOS), ocorrendo, consequentemente, a
produgcao de NO, o qual pode difundir até aos vasos sanguineos vizinhos e promover

vasodilatacio (Figura 5).7>”

Diversos estudos tém demonstrado que uma disfungao cerebrovascular e um acoplamento
neurovascular alterado desempenham um papel critico na neurodegeneragao e no declinio
cognitivo observados na DA, nao se sabendo, contudo, se serao uma causa ou consequéncia

da doenca.”
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Uma redugao da perfusao cerebral provoca um decréscimo do fornecimento de oxigénio e
glicose as células neuronais, causando um défice energético que compromete as fungoes
cerebrais e desencadeia danos que podem ser permanentes. Essa reducao pode ser provocada
pela AB. Niveis aumentados de Ap em modelos animais de AD estao associados a um menor

FSC em repouso e a um comprometimento do acoplamento neurovascular.”

Adicionalmente, a produgao exacerbada e descontrolada de ROS/RNS que ocorre na DA
desempenhara um papel central na disfungao do acoplamento neurovascular. Neste contexto,
o peptideo AP parece induzir a produgao de ROS/RNS na vasculatura previamente ao

parénquima cerebral. 7!
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Fig. 5 - Papel do glutamato no acoplamento neurovascular. (Adaptado de)”

A produgao de O2- ¢ pela NADPH oxidase tem sido apontada como uma possivel responsavel
pelo anormal acoplamento neurovascular na DA, O O2- ¢ ao reagir rapidamente com o *NO

diminui a sua biodisponibilidade, impedindo, assim, a sua agio vasodilatadora.”

Quando ocorrem lesoes cerebrovasculares, verifica-se uma disfungao da BHE, que se traduz
na acumulagao de AR e outras moléculas toxicas no cérebro e uma hipoperfusao que, quando
cronica, é conhecida por oligemia, e leva a um ciclo de eventos lesivos que prejudicam a sintese

proteica neuronal e, consequentemente, a plasticidade sinatica.”

37



As alteragoes vasculares e os distlrbios metabdlicos, estao entao relacionados e, em conjunto,

contribuirao para a degeneragao e morte neuronal que ocorre na DA.
1.5. Terapéutica Existente

A DA tem sido intensivamente estudada pela comunidade cientifica. Contudo, a terapia
farmacologica atualmente implementada nao é curativa, tendo, essencialmente como objetivos,
melhorar os sintomas, proporcionando ao doente uma melhor qualidade de vida, e atrasar a

progressao da doenca.”

Para manifestagoes como agitacao, depressao e ansiedade que nao sao especificas da DA,
utilizam-se farmacos como antipsicoticos, antidepressivos e ansioliticos. Ja para os sintomas
relacionados com a disfungao cognitiva, sao utilizados farmacos especificamente aprovados
para a DA, trés pertencentes a classe dos inibidores da acetilcolinesterase (donepezilo,
rivastigmina e galantamina), os quais impedem a destruicao da acetilcolina, permitindo maior
transmissao colinérgica durante a sinapse neuronal; e um antagonista dos recetores NMDA
(memantina), que se liga a estes, bloqueando a sua ativagao pelo glutamato, prevenindo, assim,

a sua neurotoxicidade.”

Do exposto, resulta claro, a importancia do desenvolvimento de novas estratégias capazes de

eficazmente prevenir e/ou tratar a DA.

Para além de farmacos sintéticos que estao em avaliagoes pré-clinicas e clinicas com potencial
para interferirem na progressao da DA, alguns compostos naturais, como os polifenois
presentes na dieta humana, tém despertado o interesse da comunidade cientifica gragas as

suas propriedades e o modo como podem intervir no tratamento desta patologia.”
2. Polifenois

Os polifenois sao metabolitos secundarios das plantas, os quais desempenham um papel crucial
na sua protecao de agentes externos, nomeadamente, fungos, bactérias e fatores de stresse
ambiental, estando ainda envolvidos em processos como a pigmentagao, crescimento e

reproducio.”

Encontram-se amplamente distribuidos no reino vegetal, sendo abundantes nalguns alimentos

que fazem parte da dieta humana, como frutos, vegetais, azeite, vinho tinto, cha e cacau.’

Em relagao a sua estrutura quimica, os polifendis sao constituidos por pelo menos um anel
aromatico com um ou mais grupos hidroxilo e sao classificados essencialmente em flavondides

e nio flavonoides.”® Os flavonoides tém uma estrutura C6-C3-Cé que consiste em dois anéis
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aromaticos (A e B) ligados através de trés carbonos que geralmente formam um heterociclo
oxigenado (anel C). Com base no grau de insaturagao e oxidagao do seu heterociclo, os
flavonoides podem ser subdivididos em varias subclasses, incluindo flavondis, flavonas,
isoflavonas, flavanonas, flavan-3-ol e antocianidinas. O grupo dos nao-flavondides inclui
compostos polifendlicos com diferentes estruturas, tais como estilbenos (C6-C2-C6), acidos

fendlicos (C6-Cl) e linhanos (C6-C3-C3-Cé).”
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Fig. 6 - Estrutura quimica dos polifenéis da dieta. (Adaptado de)”

Na natureza, os polifendis existem principalmente na forma glicosilada, conjugados com um

ou mais agucares. Quando nio ligados a aglcares, os polifendis sio referidos como agliconas.®

2.1. Modulacdao dos mecanismos moleculares associados a DA por polifenois

da dieta

Diversos estudos, sugerem fortemente que os polifendis podem ser uteis na
prevencao/tratamento de diversas doengas cronicas associadas a inflamagao e stresse

oxidativo, incluindo doengas neurodegenerativas, como a DA.

Embora, os efeitos benéficos dos polifendis tenham sido, inicialmente, atribuidos as suas
propriedades antioxidantes, observadas in vitro, a intensa metabolizagado que sofrem no
organismo e a sua baixa biodisponibilidade, tornaram evidente, a baixa probabilidade destes
compostos fendlicos poderem atuar como antioxidantes diretos in vivo. Neste contexto,

atualmente, os efeitos benéficos dos polifendis tém sido atribuidos essencialmente a sua

39



capacidade de modular vias de sinalizagao celular, incluindo cascatas inflamatorias, e a
expressao de genes. A modulagao da sinalizagao celular pelos polifenois parece relacionar-se
com a sua capacidade de regular o estado redox da célula e estabelecer interagoes especificas

com lipidos e, também, com proteinas como enzimas, recetores e fatores de transcrigio.”®

Viérios ensaios clinicos foram realizados com o intuito de avaliar os potenciais efeitos benéficos
de polifendis na DA, tendo sido utilizados biomarcadores desta doenga, incluindo a
acumulagao do peptideo AP e da proteina tau, a presenca do genotipo APOE4 e marcadores

de stresse oxidativo.’

Estes estudos evidenciaram, nomeadamente, a capacidade de alguns polifendis inibirem a

formagao dos agregados proteicos e/ou estimularem a sua desagregagao, através da interagao

com proteinas ou metais.®"®

De seguida, serao abordados e discutidos os mecanismos de protegao exibidos por alguns

polifenois na DA.
2.1.1. Quercetina

A quercetina é um flavonol presente em muitos alimentos da dieta humana, incluindo
amendoins, soja, magas, cebolas e vinho tinto, encontrando-se maioritariamente na forma
glicosilada.®’ Aparenta atuar em varios mecanismos envolvidos na DA, apesar de alguns ainda

nao estarem devidamente documentados. De seguida, abordar-se-a a sua interagao com a AR,

BACEI, Nrf2 e CYP3A4.

OH
OH

HO O

OH
OH O

Fig.7 - Estrutura da Quercetina. (Adaptado de) *

Inibicdo da agregacao de AR

Estudos in vitro sugerem que a quercetina, devido aos grupos funcionais OH presentes no anel
B, inibe a agregacao das fibrilas de AP, através das interagoes hidrofébicas e ligagoes de

hidrogénio que estabelece com estas.”’
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Inibicao da BACEI

Outro mecanismo protetor atribuido a quercetina é a inibicao da enzima BACEI, inibindo,

desta forma, a clivagem da APP na zona B, prevenindo a formagio de AB.*
Ativacao do Nrf2

Pensa-se que a quercetina consegue aumentar os niveis de glutatiao (GSH) nos astrocitos e
neurénios, contribuindo para a diminuigio do stresse oxidativo.”’ O nuclear factor (erythroid-
derived 2)-like 2 (Nrf2) € um fator de transcrigao que regula a expressao de genes que codificam
enzimas antioxidantes e citoprotetoras. Em condigoes fisioldgicas, o Nrf2 é sequestrado no
citoplasma por um repressor, a proteina do tipo Kelch associada a proteina epicloridrina tipo
| (Keap 1). Varios estimulos, incluindo, compostos com propriedades pro-oxidantes ou
eletrofilicas e ROS, promovem a dissociagao do complexo Nrf2-Keapl, permitindo a
translocagao do Nrf2 para o nicleo, onde se liga a elementos de resposta antioxidante (ARE)
e, promove a transcrigao de genes antioxidantes. A via Nrf2-ARE controla assim a produgao
de proteinas como a heme oxigenase | e glutatidao peroxidase, e fornece neuroprotegao. A
quercetina demonstrou funcionar como um antioxidante indireto, ao aumentar as defesas

antioxidantes celulares por ativagio da via do Nrf2.*
Inibicao da CYP3A4

Um estudo realizado pela Kakatiya University, observou o efeito da interagao entre a quercetina

e a rivastigmina.®’

Como ja mencionado, a rivastigmina é um pseudo-inibidor da
acetilcolinesterase, e um dos fairmacos utilizados na terapéutica da Alzheimer.® Contudo, a
sua biodisponibilidade é reduzida pelas enzimas CYP, quando ha passagem pelo figado e
intestino. Verificou-se que a quercetina inibe competitivamente a CYP3A4, o que significa que
a sua administragao conjunta com a rivastigmina melhora a biodisponibilidade e eficacia

terapéutica deste farmaco, assim como a sua tolerabilidade, pois sozinha provoca alguns efeitos

secundarios.®
2.1.3. Curcumina

A curcumina esta presente no rizoma ou raiz da Curcuma Longa e é muito utilizada na cozinha
como especiaria e corante alimentar. Em diversos paises, € usada na terapia de algumas
patologias, verificando-se uma menor prevaléncia de determinadas doengas, incluindo a DA,

nesses locais.”’
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Fig. 8 - Estrutura da Curcumina. (Adaptado de)®

Viérios estudos tém demonstrado que a curcumina consegue, nao so, diminuir a expressao de
BACEI! e de PSI, impedindo a clivagem da APP pela via amiloidogénica, como também interagir
com os anéis aromaticos dos oligbmeros durante o processo de agregagao, impedindo as
interagoes necessarias para finalizar a formagao das placas senis. A curcumina, também, parece
ter capacidade de prevenir a hiperfosforilagao da proteina tau ao inibir a GSK-3, mencionada
anteriormente, impedindo que esta enzima adicione grupos fosfatos aos aminoacidos serina e

treonina, constituintes da proteina tau, regulando a sua fosforilagao.”

Para além disso, a curcumina parece aumentar a expressao génica da HSP70, chaperona
fundamental da via ubiquitina-proteassoma, que promove a ubiquitinacio de agregados

proteicos toxicos. Assim, verifica-se uma redugio dos oligémeros caracteristicos da DA.”

Demonstra também ter capacidade quelante, formando produtos estaveis com ides metalicos,
nomeadamente com aluminio, AI** Num estudo in vivo realizado por Pooja Khanna Sood, Uma
Nahar e Bimla Nehru da Panjab University, observou-se que, quando o aluminio era
administrado sozinho, havia uma reducao da atividade dos complexos |, Il e IV das mitocondrias
presentes no cérebro de ratos, enquanto a administragao conjunta de aluminio e curcumina
normalizou significativamente a atividade dos mesmos complexos. A curcumina atenuou,
assim, a disfuncdo mitocondrial induzida pelo aluminio, sendo um promissor agente
terapéutico contra os efeitos adversos induzidos por este iao metalico, que contribuem para

a patologia da DA.*

A poderosa acao anti-inflamatoria da curcumina encontra-se claramente comprovada pela:

|- Capacidade em, tal como a quercetina, ativar a via do Nrf2;*

2- Inibicao da fosforilagao e degradagao da IKB, impedindo a ativagao do NF-kB, mecanismo

envolvido na neuroinflamacio observada na DA;*

3 - Modulagao da resposta inflamatéria da microglia. Atenua a inflamagao croénica aberrante

(fenotipo MI) e estimula um estado anti-inflamatorio (fenotipo M2). Sugere-se que interfere
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com a formagao do complexo TLR4-TL6, inibindo o fator NF-kB e, portanto, regulando

negativamente a libertacio de citocinas pré-inflamatérias.”
2.1.2. Resveratrol

O resveratrol é um polifenol pertencente a classe dos estilbenos que se encontra
principalmente nas uvas, vinho tinto e bagas de frutos vermelhos. Varios estudos tém
demonstrado um nivel de seguranca e tolerabilidade elevado. Embora numa baixa
concentragao, consegue atravessar a BHE, estando a ser estudado o seu papel nas doengas

neurodegenerativas como a doenca Alzheimer.'”®

OH

HO N

OH

Fig. 9 - Estrutura do Resveratrol. (Adaptado de)”'

O resveratrol é um forte ativador da SIRT| a qual, tal como referido anteriormente,
desempenha um importante papel na prevencao da formagao de oligdmeros de AB e na
degradagao proteosomal da proteina tau. Apesar de o mecanismo ainda nao ser conhecido,

acredita-se que é através do anel hidroxilado do resveratrol que ocorre a ativagao da SIRTI.”

Assim como a curcumina, inibe a ativagao da via do NF-kB nas células microgliais e astrocitos,
impedindo a degradagao do IKB Em alguns estudos, o resveratrol, de maneira dose-

dependente, reduziu a expressao de iNOS e COX-2.”

O resveratrol tem sido estudado devido a prote¢ao endotelial que confere aos grandes vasos,
durante o envelhecimento e em patologias como a DA, tendo-se constatado que aumenta a
biodisponibilidade do *NO e inibe a NADPH oxidase. A University of Oklahoma Health Sciences
Center testou o poder terapéutico do resveratrol em murganhos idosos, verificando se este
atua no endotélio vascular cerebral da mesma maneira que atua nos grandes vasos. Concluiram
que o tratamento com o resveratrol restaurou o acoplamento neurovascular e aumentou a

dilatacio vascular cerebral, diminuindo o stresse oxidativo e nitrativo.”
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2.1.4. Epigalocatequina-3-galato

As catequinas encontram-se em elevada concentragao no cha verde. Estudos in vivo realizados
em murganhos, mostraram que um cha rico em catequinas diminuiu os inibidores da Ach,

havendo uma melhoria na capacidade de aprendizagem e meméria em doentes com DA.”

OH
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H D 0 1‘\\‘
i OH

g,
OH OH
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OH
Fig. 10 - Estrutura da epigalocatequina-3-galato (EGCG). (Adaptado de)™

A epigalocatequina-3-galato (EGCG) é a catequina com maior poder antioxidante e anti-

inflamatério.”

Interage com o nucleo hidrofébico da AB, regulando a sua toxicidade.” Além do mais, aumenta
a forma matura de ADAMI0, uma a-secretase, e, portanto, a sua atividade, promovendo a via

proteolitica nio amiloidogénica.”

Em ensaios clinicos, demonstrou aumentar a atividade da SOD e da catalase, duas enzimas
antioxidantes.” A EGCG aumenta, também, a sintese de GSH, ao aumentar a expressio do

glutamato cisteina ligase, enzima que catalisa o primeiro passo da sintese de glutatiio.”

Para além disso, quando administrada a murganhos com DA, verificou-se um efeito benéfico
nas mitocondrias, havendo uma estabilizagio da atividade da cadeia transportadora de

eletrées. Contudo, o mecanismo de acio da EGCG ainda estd a ser investigado.'®

Em suma, os polifendis da dieta, tém a capacidade de modular diversos mecanismos relevantes
no desenvolvimento da DA, sendo, desta forma, considerados moléculas promissoras para

futura utilizagao na prevencao e tratamento desta doenga.

A seguinte figura (Figura | |) resume o modo de agao de alguns destes compostos fendlicos.
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Fig. 11 - Modulagao dos mecanismos associados a DA por polifendis da dieta.?
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3. Conclusdo

A presente monografia teve como objetivo principal sumariar alguns dos mecanismos

moleculares subjacentes a DA e a sua modulagao por polifendis presentes na dieta humana.

A vida e o quotidiano das pessoas que sofrem de Alzheimer muda radicalmente a partir do
momento que a doenga se manifesta, e a terapéutica farmacoldgica aplicada atualmente é
claramente limitada e ineficaz. E, portanto, urgente, o desenvolvimento de novas estratégias
que previnam e/ou inibam a degeneragao e morte neuronal que ocorre na doenga de

Alzheimer.

A capacidade de os polifenéis modularem vias de sinalizagao cruciais envolvidas em processos
fisiopatologicos e a expressao de genes, bem como, de interagirem com o peptideo A,
reforgam o carater promissor destes compostos fenolicos como complementos da terapia
existente, potenciando a agao de substancias ativas que sozinhas nio conseguem exercer o
efeito pretendido, e abrem caminho para o desenvolvimento de estratégias inovadoras capazes

de eficazmente prevenir e/ ou tratar a DA.

No entanto, apesar dos beneficios descritos dos polifenois, os mecanismos moleculares de
atuacao nao se encontram ainda completamente esclarecidos. Para além disso, a maior parte
destes compostos fenolicos tem uma baixa biodisponibilidade e apresentam uma capacidade
limitada em atravessar a BHE, o que podera constituir uma importante limitagao a sua
utilizacio e eficicia no contexto das doencas neurodegenerativas. E necessario, pois, continuar
a apostar na investigagao, estudar maneiras de combater estas limitagoes, o que pode passar,

por exemplo, pelo design de sistemas de entrega destes compostos diretamente no SNC.
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