INSTITUTO

SUPERIOR

B, DE CIENCIAS
e DA SALIDE

o

g EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

PARA A COMPREENSAO DO CONTRIBUTO DA EPIGENETICA
NA DOENCA DE ALZHEIMER

Trabalho submetido por
Mafalda Nunes Da Silva Miranda
para a obtengdo do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

outubro de 2016






: INSTITUTO

= SUPERIOR

Q. DE CIENCIAS
S DA SALIDE

g EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

PARA A COMPREENSAO DO CONTRIBUTO DA EPIGENETICA
NA DOENCA DE ALZHEIMER

Trabalho submetido por
Mafalda Nunes Da Silva Miranda
para a obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Trabalho orientado por
Prof. Doutor Alexandre Quintas

outubro de 2016






Dedicatoria

“Time moves in one direction, memory in another”

William Gibson






Agradecimentos

Em primeiro lugar gostaria de agradecer ao Instituto Superior de Ciéncias da Satde Egas
Moniz por toda a dedicagdo no ensino tanto em termos de corpo docente como em
material pratico que me permitiu adquirir conhecimentos fundamentais na nossa area.
Ao meu orientador, Prof. Doutor Alexandre Quintas, pela sua disponibilidade e infinita
ajuda, sem a qual ndo seria possivel concluir esta dissertacao.

Gostaria também de agradecer a todos os professores que me transmitiram 0s seus
conhecimentos e valores para a minha vida profissional.

Aos meus pais, irma e avos pelo seu apoio e pela persistente paciéncia ao longo destes
cinco anos, ¢ em especial & minha mae pelo seu pleno e constante apoio apesar das
adversidades e lutas que enfrentou.

Ao meu namorado, que me acompanhou neste capitulo da minha vida e me ajudou a
ultrapassar os varios obstaculos que se entrepunham no meu caminho.

Aos meus colegas que me acompanharam estes cinco anos, proporcionando momentos
inesqueciveis e de entreajuda.

Aos meus amigos. Aos do secundario que continuam presentes nestes momentos da
minha vida e me apoiam incondicionalmente. As minhas amigas de infancia e ginastica,
com as quais cresci € me acompanharam sempre no meu percurso, sem me julgar e dando
sempre o melhor delas para o meu bem. Em especial, 8 minha melhor amiga Maria Inés
Soares, que me apoiou e esteve sempre a meu lado sem nunca desistir. Aos meus amigos
que fiz na faculdade, que sei que serdo para a vida, por terem iniciado e encerrado um dos
capitulos mais dificeis e complicados das nossas vidas, por terem estado presentes em
todos os momentos, € que assim seja para o resto dos meus dias. Querendo aqui salientar,
a Joana Correia, que me acompanhou desde o nosso primeiro ano e desde entdo suportou
comigo todas as aventuras e desavencas, a Fatima Evangelista, que esta sempre presente
e da& sempre a sua opinido mais sincera, ao Ivan Real, pela incansavel ajuda e
interminaveis comentarios encorajadores e ao Diogo Leitdo, pela infinita paciéncia,
ajuda, companhia sem nunca desistir.

E por tltimo, mas ndo menos importante, a0 meu avo, que ja nao esta presente, mas que
ao longo destes vinte e trés anos fez o seu possivel e impossivel por mim e para mim. A

ele o meu eterno obrigado.

A todos vocés o meu enorme Obrigada.






Resumo

Resumo

A doenga do Alzheimer (DA) ¢ uma das doengas mais complexas entre as patologias do
foro neurodegenerativo. Esta ¢ caracterizada como uma doenga lenta, progressiva e
irreversivel que se manifesta através da perda de cogni¢do e memodria. A DA ¢
responsavel por cerca de 50% a 70% dos casos de deméncia. A incidéncia e a prevaléncia
da doenga aumentam exponencialmente com a idade, principalmente em idades acima
dos 65 anos. Para esta doenga sdo conhecidas duas formas, o Alzheimer de inicio tardio
e o Alzheimer de inicio precoce.

Estudos recentes sugerem que alteragdes de natureza epigenética estdo associadas a DA.
Esta nova érea de estudo associa a influéncia do ambiente sobre a expressao génica, ou
seja a capacidade de fatores ambientais induzirem alteragdes no fendtipo sem afectarem
a sequéncia de ADN. As principais alteracdes epigenéticas que afetam o fenotipo sdo a
nivel da metilacio do ADN, modificacdo de histonas, modificacdo da cromatina e
regulacdo do RNA nio codificante.

A terapia na DA tem como objetivos a terapéutica especifica, a terapéutica profilatica e o
tratamento sintomatico. Os farmacos disponiveis para o tratamento sdo a tacrina, o
donepezilo, a galantamina, a rivastigmina e a memantina. Para a DA o tnico objetivo da
utilizagdo destes farmacos ¢ retardar a sua progressdo. Tem também vindo a ser estudada
a hipdtese da utilizagdo de terapia epigenética para o seu tratamento. As classes mais
desenvolvidas neste ambito sdo as dos inibidores das DNMT e inibidores das HDAC:s.
Estas classes sdo usadas com o objetivo de reverter as alteragdes epigenéticas.

O tema abordado neste trabalho ¢ relativamente recente, sendo uma area em
desenvolvimento. Com isto, ¢ essencial que a investigagdo desta doenga continue no

ambito de se encontrar uma cura e diminuir assim a taxa de mortalidade.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer; Epigenética; Tratamento; Terapia
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Abstract

Abstract

The Alzheimer disease (AD) is one of the most complex diseases among
neurodegenerative disorders. AD is characterized as a slow, progressive and irreversible
disease manifested by loss of cognition and memory. AD is responsible for 50% to 70%
of dementia cases in the world. The incidence and prevalence of the disease rises
exponentially with age, especially above 65 years old. Two forms of this disease are
known, the late-onset and early-onset.

Epigenetic factors seem to influence the on-set and development of this disease. This new
area of study combines genetic and environmental factors capable of inducing changes in
phenotype without modifying the DNA sequence. The major epigenetic changes that
affect the phenotype is DNA methylation, histone modification, chromatin modification
and regulation of noncoding RNA.

The treatment of AD target specific therapy, prophylactic therapy and symptomatic
treatment. The therapy available for the treatment are tacrine, donepezil, galantamine,
rivastigmine and memantine. For AD the purpose of using these drugs is to slow its
progression. It has also been studied the possibility of using epigenetic therapy for its
treatment. The classes most developed in this area are the inhibitors of DNMT and
inhibitors of HDACs. These classes are used in order to reverse epigenetic changes.

The issue addressed in this study is an area relatively recent and under development. With
this, it is essential that the investigation of this disease continues with the objetive to find

a cure.

Keywords: Alzheimer’s Disease; Epigenetics; Treatment; Therapy



Para a compreensdo do contributo da epigenética na Doenga de Alzheimer



Indice

Indice
Resumo 1
Abstract 3
Indice 5
indice de Figuras 7
Indice de Tabelas 9
Lista de Abreviaturas 11
1. Introducdo 13
1.1  Doenca de Alzheimer 13
1.2 Prevaléncia 15
1.3 Epigenética 16
1.4  Objetivos do trabalho 19
2. Metodologia 21
Diferencgas entre Alzheimer de inicio tardio e Alzheimer de inicio precoce 23
4. A Epigenética na Doenca do Alzheimer 27
4.1 Implicagdes 32
4.2  Mecanismo de Acao 33
4.3  Consequéncias 37
5. Terapéuticas na Doenga de Alzheimer 39
5.1  Farmacos Disponiveis 40
5.2 A Influéncia da Epigenética no Tratamento 43
6. Outras Abordagens 47
Conclusdo 51
Bibliografia 53



Para a compreensdo do contributo da epigenética na Doenga de Alzheimer



Indice de Figuras

Indice de Figuras

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura S.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.
Figura 10

Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.

Hipoétese da cascata de B-amiloide.......cccooveeiieiiieniieiiiniieieie e, 14
Via de transmissao do sinal epigenétiCo .........cccurercuveerveeerieeeriie e 17
A epigenética como um mecanismo na etiologia da doenga ......................... 18
A Epigenética como Biomarcador...........cccueeevierieeiiienieeiienieeieesee e 18
Mecanismos pelos quais ocorrem as alteracdes na DA .........cccoeevevveenennen. 24
Investigacao da DA vs Alteragdes epigenéticas na DA .........ccoeevveeveenennen. 27
A metilagao do ADN. ..o 28
Os diferentes processos de modificagdao de histonas ..........c.cceccveeeeveeennennee. 29
As quatro familias definidas pelo seu dominio de ATPase .........cccceevvenenee. 30
. A influéncia dos microRNAs na DA ........ccccoviiiiiiinieeeeeeeeee 31
Etologia da Doenca de Alzheimer ...........cccooveeiiieiiiiiienieiee e, 33
Modificacao de hiStONas...........ccouviiieeiiiieieeiiiee e 36
Mecanismos epigenéticos na Doenca de Alzheimer............cccoocvvervenenennnnnn. 37
SINAPSE COIMEIZICA ...oouviiiiieniieciie ettt ettt eees 41
Inibidores das HDACS na DA ......cooiiiiiiiiieieeeee e 45
Mecanismo pelo qual ocorre o stress 0Xidativo ......c.eeeeevveeecieeeeiieeeiee e, 48
Processo de neuroinflamagd@o na DA ..........cooooeiviiiiiiiiciieceee e 48



Para a compreensdo do contributo da epigenética na Doenga de Alzheimer



Indice de Tabelas

indice de Tabelas

Tabela 1. Diferengas entre Alzheimer tardio e Alzheimer precoce.........ccoccvevuveennennee. 25
Tabela 2. As diferentes alteragdes causadas pela metilagdo do ADN .........cceeeeeeennneen. 34
Tabela 3. Comparagao entre os farmacos da classe de IAChE...........cccccceevvvieeeieeenneen. 42
Tabela 4. Desenvolvimento clinico dos farmacos em estudo paraa DA ...................... 44



Para a compreensdo do contributo da epigenética na Doenga de Alzheimer

10



Lista de Abreviaturas

Lista de Abreviaturas

DA- Doenca de Alzheimer

apoE- Apolipoproteina E

Ap- beta-amildide

APP- Do inglés, Amyloid Precursor Protein (Proteina Percursora de amiléide)
MAP1, MAP2- Proteinas Associadas ao Microtubulo
ADN- Acido Desoxirribonucleico

RNA- Acido Ribonucleico

LCR- Liquido Cefalorraquidiano

ptau- Tau fosforilada

CpG- Citosina-fosfato-Guanina

DNMT- Metiltransferases do ADN

ATP- Adenosina Trifosfato

tRNA- RNA de transferéncia

rRNA- RNA ribossémico

snRNA- RNA nuclear pequeno

miRNA- microRNA

HATs- Acetiltransferases

HDAC:s- Desacetilases

NTs- Neurotransmissores

Ach- Acetilcolina

AchE- Acetilcolinesterase

1AchE- inibidores da acetilcolinesterase

NMDA- N-metil-D-aspartato

mg- miligrama
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Introduc¢do

1. Introduciao

1.1 Doenca de Alzheimer

A doengca do Alzheimer (DA) ¢ uma das mais complexas doengas do foro
neurodegenerativo e ¢ caracterizada por ser uma doenga lenta, progressiva e irreversivel
manifestada através da perda de cogni¢do e memoria (Cummings, Disorders, & As-,
2004). Esta doenca foi descoberta por Alois Alzheimer em 1907 (Lucas, Freitas, &
Monteiro, 2013).

Este tipo de deméncia manifesta-se através do aumento de células nervosas que se
deterioram e morrem. Consequentemente, as sinapses responsaveis pela transmissao de
informacgao nervosa entre neuronios, falham e deixam de transmitir a informag¢ao nervosa
necessaria ao bom funcionamento do cérebro (Association, 2010).

Sdo conhecidas duas formas de Alzheimer, o Alzheimer de inicio tardio, caracterizado
pelo surgimento em idades mais avancadas, e o Alzheimer de inicio precoce,
caracterizado pelo aparecimento em idades inferiores a 65 anos, maioritariamente
hereditario (Chouraki & Seshadri, 2014). A distingao entre estes dois tipos de Alzheimer
sera abordada mais a frente no capitulo III.

Das multiplas causas associadas ao aparecimento da DA, destacam-se trés: O alelo €4 da
apolipoproteina E (apoE), um dos grandes fatores de risco para o aparecimento da DA e
também um importante indicador do seu desenvolvimento, uma outra causa para o
desenvolvimento desta doencga ¢ a acumulagdo das placas de beta-amildide, a terceira
causa ¢ a neurodegeneragdo mediada pela tau.

Relativamente ao alelo €4 da apoE, no corpo humano este gene situa-se no brago longo
do cromossoma 19 (19q13.2) (Petersen et al., 2015). A informac¢do contida neste gene ¢
importante para a formagao da proteina apoE, uma vez que esta proteina ¢ fundamental
no mecanismo de redistribuicdo de triglicéridos e colesterol nos varios tecidos do
organismo humano. Esta associagao foi feita pela primeira vez em 1993 na Universidade
de Duke. O segundo 6rgdo de maior importancia na sintese de apoE ¢ o cérebro,
assumindo um papel especifico na formacao das placas amildides, o que sucede ¢ uma
interacdo entre a beta-amiloide (AB) soluvel e a apoE, criando um complexo apoE-Af
que posteriormente ¢ digerido enzimaticamente e origina duas por¢des, uma ¢ degradada

e a outra promove a acumulagdo de placas amildides que irdo ser excretadas para o meio
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extracelular (Ojopi, Bertoncini, & Dias Neto, 2004).

A proteina beta-amiloide ¢ o maior componente das placas sendo caracterizada como o
maior agente da patologia da DA, isto porque os niveis desta proteina na doenga se
encontram aumentados, o que leva a um aumento extracelular de placas de fibras
amiléides de AB. Juntamente com as fibras amildides também se encontram fibras
neurocelulares desordenadas. A deposi¢do destas placas amildides leva a uma grande
diminui¢do de neurénios no cérebro (Sung, Choi, Lyu, Mook-Jung, & Ahn, 2014). A
hipotese da cascata de beta-amildide preconiza que a proteina beta-amiloide (ABP) deriva
da proteina percursora de amildide (APP). Esta proteina percursora insere-se na
membrana citoplasmatica através de dois processos. Um dos processos inclui a clivagem,
pela APP secretase, em fragmentos que nao incluem ABP intacta e o outro inclui a
clivagem no compartimento endossomal que resulta em AP intacta. Esta Giltima tem uma
elevada propensdo para agregar, formar fibras amildides e precipitar para a forma dOe
placas de amiloide. As placas amiloides por sua vez originam fibras neurocelulares

desordenadas e morte celular (Hardy & Selkoe, 2013).

Mutagdes Genéticas Falha na clearance
na APP, PS1 e PS2 de AP
Aumento da Aumento dos niveis
producdo de AP-42 totais de AP

2 L 2

Oligomerizacio e acumulagio

de AB

| 2

Neurotoxicidade

3 S
Morte neuronal '

Demeéncia

Fibras neurocelulares

Figura 1. Hipotese da cascata de f-amiloide (Retirado e adaptado de McKenzie & Gray-Donald, 2009).
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Introduc¢do

A tau ¢ uma proteina neuronal cuja atividade se centra na formagao e estabilidade dos
microtubulos através do seu grau de fosforilagao (Ballatore & Trojanowski, 2007). Desta
forma, a tau ¢ responsavel pelo funcionamento normal das proteinas associadas ao
microtibulo, MAP1 e MAP2. Na DA ocorre a deficiente hiperfosforilacao da tau, o que
leva a sua acumulacdo e a acumulacdo de MAP1 e MAP2, originando por um lado o
desmembramento dos microtubulos que leva a perda de sinapses, por outro lado existe a
polimeragao da tau normal e hiperfosforilado, tendo por sua vez um resultado comum que

¢ a morte de neurdnios (Igbal et al., 2005).

1.2 Prevaléncia

A DA ¢ responsavel por cerca de 50% a 70% dos casos de deméncia, sendo a doenga mais
prevalente. A prevaléncia desta doen¢a no mundo inteiro estima-se que seja superior a 24
milhdes e ¢ esperado que este nimero dobre em cada 20 anos até 2040, uma vez que a
populagdo esta a envelhecer cada vez mais depressa (Mayeux & Stern, 2015).

A incidéncia e a prevaléncia da doenca aumentam exponencialmente com a idade,
principalmente em idades acima dos 65 anos. A América do Norte e a Europa Ocidental
tém a taxa mais elevada de prevaléncia de DA, a partir dos 60 anos (6.4% e 5.4%,
respetivamente). Com uma taxa inferior encontram-se a América Latina e China (4.9% e
4.0%, respetivamente) (Santana, Farinha, Freitas, Rodrigues, & Carvalho, 2015).

Para a realizacdo desta estimativa da prevaléncia da doenca no mundo, foi usado um
estudo de consenso chamado Delphi, que reuniu 12 peritos internacionais. Este estudo
baseia-se num método de avaliagdo qualitativo e por isso ndo avalia o potencial impacto
de novas intervengdes nos cuidados de saude (Brookmeyer, Johnson, Ziegler-Graham, &
Arrighi, 2007).

Quanto a prevaléncia em relagdo ao sexo, calcula-se que o sexo feminino seja mais
afetado que o sexo masculino. Sendo a idade o maior fator de risco nesta doenca, as
mulheres sdo mais afetadas porque tém uma esperanga média de vida superior a dos
homens (Association, 2016).

Em relacdo a Portugal em individuos com mais de 80 anos, cerca de 64% tém deméncia.
Em 2013 previa-se que numa populagdo com mais de 60 anos, cerca de 160287 individuos
tinham deméncia e destes, numa propor¢do de 50-70%, a DA seria a principal doenca

causadora de deméncia no nosso pais (Santana et al., 2015).
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1.3 Epigenética

A palavra epigenética inicialmente comegou a ser usada para descrever acontecimentos
que nao eram explicados através de principios genéticos. A epigenética ¢ definida, por
Conrad Waddington (1942), como “uma area da biologia que estuda as interagdes entre
genes ¢ os seus produtos, o que leva ao inicio do fenotipo” (Goldberg, Allis, & Bernstein,
2007).

A epigenética ¢ caracterizada pela estabilidade com que um fendtipo € transmitido
hereditariamente quando este sofre alteracdes no cromossoma sem que sofra alteragdes
na sequéncia de ADN (Berger et al., 2009).

Estas duas definicdes complementares demonstram de que forma a epigenética influencia
as interagdes dentro do proprio corpo humano e se relaciona com os fatores externos que
sao capazes de alterar o fen6tipo de um individuo.

Propos-se a existéncia de trés sinais importantes na transmissdo epigenética que sao, o
“Epigenator”, o “Epigenetic Initiator” e o “Epigenetic Mainteiner”. O primeiro engloba
tudo o que aconteca no meio ambiente da célula capaz de modificar o trajeto intracelular
do fenotipo epigenético levando ao “Epigenetic Initiator”. Este traduz o sinal enviado do
“Epigenator”, do qual se obtém a localiza¢do do meio ambiente e se encontra a cromatina
epigenética, este “Initiator” pode ser uma proteina ligante do ADN, o RNA ndo
codificante ou outra estrutura que consiga agregar a cromatina. Este segundo sinal
continua em a¢do em conjunto com o terceiro, “Epigenetic Mainteiner”. Este terceiro e
ultimo sinal, que inclui processos como a metilacio do ADN, a modificac¢do de histonas
e o posicionamento do nucleossoma, mantém a cromatina epigenética mas ndo ¢

suficiente para a iniciar (Berger et al., 2009).
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Esigenator
Ex. Variacdo de
temperatura

Extracelular

Citoplasma

Epigenetic Inifiator
Ex. ENA nio codificante .
fatores de ligacio do ADN

!
!
!
l Nicleo
!
!

-

Figura 2. Via de transmissao do sinal epigenético (Retirado e adaptado de Berger et al., 2009).

A epigenética pode interferir com o fendtipo através de varios mecanismos. Os dois
mecanismos principais centram-se na interferéncia do mecanismo biologico levando a
doenga (figura 3) ou servindo como biomarcador da doenga ou da exposicdo ambiental
(figura 4).

A interferéncia dos fatores epigenéticos no mecanismo bioldgico ¢ causada em grande
parte por dois processos: a metilagdo do ADN e a modificag@o de histonas. A metilagdo
do ADN tem um papel muito importante na regulacdo genética assim como na agregagao
da cromatina, na medida em que esta metilagdo ocorre nos residuos de citoquinas de

dinucleodtidos que se correlaciona com a diminuic¢ao transcripcional (Goldberg et al.,

2007).
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Epigenética como um MECANISMO para a doenca

@ Mediagio Epigenstica
—= Epigendtipo — Doencga

MhWielo Ambiente —e Epigendtipo —= Doenca

Modificagdo Epigenética

Epigenotipo
b Doenga

Epigenotipo
Meic .-.:'.'..'.%:'.'.:\‘—"' Doenga

@l‘\-ie canismo Epigenético para a interagio entre (aVE
Genotipo —= Epigenotipo

——= Doenga

MMeio Ambiente —= Epigenétipo

Genotipo Daoenga

Figura 3. A epigenética como um mecanismo na etiologia da doenga (Retirado de Ladd-acosta & Fallin,

2016).

A epigenética pode ser também utilizada como biomarcador da exposi¢do ambiental, uma
vez que fornece uma medicdo da exposi¢do do individuo usada como ferramenta para
estudos epidemiologicos. A medicdo epigenética reflete uma exposicdo anterior ao
ambiente com boa sensibilidade e especificidade, determinada através de padrdes da

metilagao do ADN (Ladd-acosta & Fallin, 2016).

Epigenética como BIOMARCADOR

@ EBiomarcador da Doenga

Doenga —= Epizendtipo

Biomarcador Ambiental

~ Doenca

Epigenotipo

Figura 4. A Epigenética como Biomarcador (Retirado de Ladd-acosta & Fallin, 2016).
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r

A epigenética como fator importante na modificacdo intracelular ¢ recente e veio
acrescentar novos conceitos e perspetivas na area da neurociéncia. A compreensdo dos
mecanismos basicos das fungdes cerebrais e da transmissdo hereditaria ao longo de

geragdes ¢ a chave da evolugdo (Gr & Mansuy, 2008).

1.4 Objetivos do trabalho

Este tema de dissertagao foi escolhido com o objetivo de compreender melhor a Doenca
de Alzheimer, o mecanismo de agdo ¢ tratamento envolvidos na doenga.

Com o surgimento de uma nova perspetiva, a Epigenética, que combina os fatores
genéticos e ambientais, pretende-se avaliar o quanto esta area influencia a DA, tanto no
seu aparecimento e desenvolvimento como na sua resolucdo e possiveis tratamentos.
Esta dissertacdo combina o historial médico do individuo e a Epigenética como um s6
mecanismo, de forma a compreender em que medidas ¢ que a Epigenética influencia esta
doenca, sendo que consegue analisar varios fatores de risco em conjunto e ndo cada um
como individual para esta doenca.

E de realgar que esta area em relacio a doenca é relativamente nova e existe ainda alguma
falta de consenso entre autores, como a DA ¢ uma doenga sem cura ¢ com mecanismos
de a¢do variados, ndo se sabe de que maneira a Epigenética tem influéncia na doenca, se
positiva ou negativa.

O principal objetivo nesta dissertagdo ¢ entdo compreender que papel € que esta nova

vertente tem na doenga, assim como nos farmacos utilizados para a doenca.
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2. Metodologia

Foram consultadas as bases de dados b-on, pubmed, scielo, UptoDate e The New
England Medical Journal utilizando os seguintes critérios:

Chaves de pesquisa:
Alzheimer’s Disease [TI]; Epigenetics [TI]; Alzheimer AND epigenetics; Alzheimer’s

disease AND “methylation of DNA”; Alzheimer’s disease AND “APOE”; Alzheimer’s
disease AND causes; Alzheimer’s disease AND diagnosis; Alzheimer’s disease AND
treatment; Alzheimer’s disease AND Portugal; Epigenetic AND treatment in Alzheimer’s
disease; Epigenetic AND pharmacology; Epigenetic AND mechanisms; Genetics of
Alzheimer’s disease; Genetics AND Alzheimer’s disease.

Critérios de inclusio:

Todos os artigos disponiveis entre os anos 2004-2016 com as chaves de pesquisa acima
mencionadas que se incluissem no corpo do texto, no titulo ou no resumo. Apenas foram
selecionados os artigos escritos em lingua portuguesa ou inglesa.

Critérios de exclusio:

Todos os artigos ndo disponiveis nas bases de dados acima mencionadas e que apds
solicitagdao ao autor correspondente nao foram enviados.

A pesquisa bibliografica foi realizada entre 15 de Junho de 2015 e 1 de Setembro de 2015.
Uma nova pesquisa foi realizada entre 31 de Novembro de 2015 e 12 de Outubro de 2016.
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Diferencas entre Alzheimer de inicio tardio e Alzheimer de inicio precoce

3. Diferencas entre Alzheimer de inicio tardio e Alzheimer de inicio

precoce

Como ja foi anteriormente referido, a DA pode ter duas formas, o Alzheimer de inicio
tardio e o Alzheimer de inicio precoce. As duas formas diferem a nivel dos mecanismos
moleculares subjacentes a doenca, nas zonas do cérebro afetadas e a nivel das idades em
que ocorrem.

A maioria dos estudos clinicos sobre esta doenga incide em individuos com idades
superiores a 65 anos, idade a partir da qual a DA ¢ mais frequente. Desta forma, as
manifestagdes neuroldgicas e psicoldgicas da DA tardio encontram-se mais bem definidas
e sao mais faceis de identificar. O menor nimero de casos e consequentemente de estudos
sobre o Alzheimer de inicio precoce, tornam esta forma mais dificil de diagnosticar e com
maior probabilidade de erro em comparacdo com o Alzheimer de inicio tardio. Com isto
torna-se imperativo criar uma avaliacdo mais cuidada para esta forma da doenca, visto
que com um inicio mais precoce a doenga pode ter um impacto maior na qualidade de
vida. Um diagndstico mais precoce também permite a possibilidade de prevenir e evitar
uma progressao mais rapida da doenga (Mcmurtray, Clark, Christine, & Mendez, 2006).
Ambas as formas da DA apresentam afetacdes nas mesmas dareas neurofisioldgicas
iniciais. As grandes diferengas estdo nos fenotipos que estas apresentam, sendo que a
idade do inicio da doenga ¢ importante na determinacdo da heterogeneidade fenotipica.
As diferencas sdo notorias em termos de progressao da doencga entre uma e outra forma,
assim como na prevaléncia do alelo €4 da apoE (S4 et al., 2012).

As causas para o aparecimento do Alzheimer de inicio precoce focam-se principalmente
em individuos com uma mutacao autossomal dominante que pode ocorrer em um de trés
genes: o gene percursor da proteina da B-amildéide no cromossoma 21 (21q21.3), o gene
da presenilina-1 no cromossoma 14 (14q24.2) e o gene da presenilina-2 no cromossoma
1 (1g42.13). As causas do aparecimento do Alzheimer de inicio tardio centram-se
principalmente no aumento da agregacdo e acumulagdo de placas de AP e na existéncia
do alelo €4 da apoE. Estas duas causas relacionam-se uma com a outra, uma vez que a

apoE ¢ responsavel por regular a agregagdo de A (Jack, Holtzman, & Ad, 2013).
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Figura 5. Mecanismos pelos quais ocorrem as alteragcdes na DA (Retirado de Tanzi, 2012).

Na forma de DA precoce a histéria familiar, ou seja, a componente genética ¢ bastante
importante e constitui o maior fator de risco para o surgimento da doenca. Em individuos
com primeiro grau de parentesco com um doente de Alzheimer a probabilidade de
desenvolver a doenca ¢ mais do dobro em relacdo a populacdo em geral. Esta forma de
Alzheimer representa menos de 1% em relagdo a todos os casos de DA, sendo
caracterizado como uma doenga de transmissao Mendeliana. No caso da DA de inicio
tardio a transmissdo da doenga tem um cardcter ndo-Mendeliano, ou seja ndo ¢ afetada
pela genética, ndo sendo transmitida a descendéncia dos individuos com a doenca
(Chouraki & Seshadri, 2014).

Outra grande diferenca entre as duas formas de Alzheimer € que na de inicio tardio, a
patologia encontra-se mais espalhada pelo cérebro, principalmente no lobo médio
temporal, relativamente a de inicio precoce. Além disso a progressdo da doenga também
¢ diferente em ambas as formas, na de inicio precoce, as mudangas neuropatoldgicas
afetam principalmente as areas posterior e frontal do cérebro, enquanto na DA de inicio
tardio apresentam alteracdes neuropatologicas no lobo médio temporal (Flier, Pijnenburg,

Fox, & Scheltens, 2011).
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Um dos biomarcadores utilizados para dete¢do da presenca da doencga ¢ a quantificagdo

dos niveis do liquido cefalorraquidiano (LCR), utilizado para ambas as formas da DA. O

LCR ¢ considerado um biomarcador por fornecer informagao sobre a concentracdo da

proteina 42 da AP (APi-42), que no caso da DA encontra-se em baixa concentragdo. Este

biomarcador deteta também a concentragdo da proteina tau e da tau fosforilada (ptau). Os

niveis tanto na DA precoce como na DA tardio sdo semelhantes, isto indica que a idade

ndo tem influéncia nos niveis de concentragdo das proteinas no LCR (Bouwman et al.,

2009).

Tabela 1. Diferencgas entre Alzheimer tardio e Alzheimer precoce (Retirado de Flier, Pijnenburg, Fox, &

Scheltens, 2011).

DA inicio tardio

DA de inicio precoce

Caracteristicas
Efeito da doenga
Idade d= inicio
Genotipo d= APOE
Nevropatologia

Concentragio de
biomarcadores no LCR

PET
FDG

FhI

hemdoria

Menos agressivo

Madia d= 75 anos
Prasenga de 1 ov 2 alelos =4
Placas = fibras nevrocelularss
Diminuigao de AP 2 avmento de

tan 2 ptan

Diminvigio do metabolismo

temporoparietal, especialmente
no lobo médio temporal

Atrofia no hipocampo

Genético
Mlais apressivo

hiadia d= 55 anos

Zzm presenga de alelos =4
Placas & fibras navrocelularss
Diminuigio de AP 2 avmento de

taw 2 ptan

Diminvigio do metabolizmo

temporoparietal, especialments
no cortex posterior

Atrofia temporoparistal, atrofia
frontooaristal ov ambas

Em conclusdo, as varias diferengas entre as duas formas de Alzheimer sdo principalmente

em relacdo a idade de comego, a forma como se apresenta, a forma como progride e a

causa associada ao seu aparecimento, assim como o mecanismo pela qual ocorre.
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4. A Epigenética na Doenca do Alzheimer

As alteragdes epigenéticas estdo presentes desde a fase pré-natal de vida e as mudancas
fenotipicas causadas por essas mesmas alteragdes estdo relacionadas com o processo de
envelhecimento. Similarmente, nas doengas neurodegenerativas, tal como a DA, o maior
fator de risco € o envelhecimento. As alteragdes epigenéticas afetam o fenotipo mas nao
modificam a sequéncia de ADN, as principais alteracdes epigenéticas sdo a nivel da
metilagdo do ADN, modificagdo de histonas, modificagdo da cromatina e regulacao do
RNA nao codificante (Y. Zhu, Feng, Liu, & Wu, 2015).

Para além disso a epigenética providencia uma maneira de integrar mecanismos de
entrada diferentes e gerar os de saida mais longos e moldaveis, acabando desta forma por
fornecer um substrato para a localizagdo da memoria e por combinar a hipotese de

interagdo entre o gene € o ambiente neste tipo de doenga (Sanchez-Mut & Grift, 2015).
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Figura 6. Investigacdo da DA vs Alteragdes epigenéticas na DA (Retirado e adaptado de Sanchez-Mut &
Griff, 2015).
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A metilagao do ADN ¢ um processo que envolve a familia das metiltransferases do ADN.
Estas atuam catalisando a transferéncia de um grupo metil para as bases de citosina ou
adenina de uma cadeia simples de ADN, usando uma S-adenosilmetionina como o
fornecedor do grupo metil. Os padrdes da metilagdo do ADN sao estabelecidos pelos
dinucleotidos CpG, que sao pares de Citosina-fosfato-Guanina, no sentido 5 para 3" das
cadeias. Entre os membros da familia das metiltransferases as quatro mais conhecidas sdo
a DNMTI1, a DNMT2, a DNMT3A e a DNMT3B. Destas, a DNMT1 ¢ a mais abundante
nas c¢lulas humanas e sem a presenga desta enzima pode ocorrer a desorganizagao
nuclear, o aumento da acetilagdo de histonas e a morte celular programada (apoptose)

(Mastroeni et al., 2010).
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Figura 7. A metilacdo do ADN. Na coluna da esquerda estdo representadas ilustragcdes do que seria
normal de acontecer, na coluna da direita estdo as alteragdes epigenéticas através da metilagdo do ADN.
(a) metilacdo de ilhas CpG em genes promotores, (b) metilagdo de ilhas CpG em genes promotores mas

com margem de 2kb, (c) metilagdo no corpo do gene, (d) metilagdo de sequéncias de genes repetitivas

(Retirado e adaptado de Portela & Esteller, 2010).
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A modificagdo de histonas leva a uma mudanca no procedimento de organizagdo da
cromatina. A cromatina ¢ um complexo de proteinas nucleares que se ligam ao ADN
gendmico formando assim o nucleossoma, que ¢ a unidade basica da cromatina. O
nucleossoma ¢ composto por dois complexos exatamente iguais que tém na sua
constituicdo 146 pares de bases de ADN enroladas a volta de um octamero de proteinas
histonas, cada octdmero possui 4 proteinas histonas, sendo elas a H2A, a H2B,aH3 e a
H4 (Dolinoy, Weidman, & Jirtle, 2007). Esta modificacdo de histonas normalmente ¢
pOs- transcricional e pode ocorrer por varios processos, como por exemplo, acetilacao,

metilacdo, fosforilagdo e ubiquitinacao (Portela & Esteller, 2010).
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Figura 8. Os diferentes processos de modificagdo de histonas. Acetilagdo (azul), Metilagdo (vermelho),

Fosforilagdo (amarelo) e Ubiquitacao (verde) (Retirado e adaptado de Portela & Esteller, 2010).

Os reguladores da cromatina sdo responsaveis pela modificagdao de histonas, isto porque
assim sdo capazes de ajustar as estruturas e fun¢des da cromatina, tendo como produto
final do seu processo uma modificacdo da cromatina. Uma heterocromatina estavel, neste
caso ¢ importante para manter a integridade do genoma. Os complexos de cromatina

dependentes do ATP (adenosina trifosfato) utilizam a hidrolise deste substrato para
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mover, destabilizar, ejetar ou reestruturar o nucleossoma, facilitando assim o acesso dos
fatores de transcricdo ao ADN (Cacabelos & Torrellas, 2015). Existem quatro familias
para estes complexos de cromatina. Estas partilham cinco propriedades basicas em
comum, designadamente: (1) Afinidade para o nucleossoma em adicdo a afinidade
existente ao proprio DNA; (2) presenca de dominios que reconhecem as modificagdes
covalentes das histonas; (3) presenga de um dominio ATPase dependente de ligagdo ao
ADN, o qual ¢ necessario para quebrar ligagdes ADN-Histona; (4) presenga de proteinas
reguladoras da ATPase, anteriormente mencionada e finalmente (5) a presenca de
dominios capazes de interagir com outros fatores de polimerizacdo e factores de

transcri¢do (Segal & Widom, 2010).
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Figura 9. As quatro familias definidas pelo seu dominio de ATPase (Retirado e adaptado de Clapier &
Cairns, 2009).

O RNA ndo codificante pode ser diferenciado em duas categorias consoante o seu
tamanho, desta forma se na sua constituicdo existirem menos de 200 nucleotidos, esta
categoria ¢ a de RNAs pequenos, que inclui RNA de transferéncia (tRNA), RNA
ribossomico (rRNA), ambos estruturais € RNA nuclear pequeno (snRNA), assim como
os RNAs regulatérios, onde se destacam os microRNAs (miRNA). Por outro lado se na
sua constituicdo existirem mais de 200 nucledtidos, esta categoria ¢ a de RNAs longos,

estando presente em mais de 8000 loci no genoma humano. O genoma eucariota €
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transcrito em RNA ndo codificante numa proporcao de mais de 95%, sendo que menos
de 5% ¢ traduzido. A regulacdo epigenética deste tipo de RNA depende da sua interagdo
com proteinas ou estruturas de DNA genémico (Cacabelos & Torrellas, 2015). Os
mecanismos epigenéticos alteram a forma como atua o RNA ndo codificante nos
processos de desenvolvimento e diferenciagdo, uma vez que sdo capazes de silenciar
RNAs, dando assim origem a um equilibrio entre rRNAs ativos e inativos. Este processo
¢ importante por permitir que as diferentes copias do gene de rRNA sejam alteradas

(Mastroeni et al., 2011).
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Figura 10. A influéncia dos microRNAs na DA (Retirado e adaptado de D. L. Van den Hove et al.,
2014).
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4.1 Implicacgoes

Esta nova vertente da genética tem um grande impacto na DA, impacto este que se
verifica na regulagdo da expressdo génica quando existe um estimulo ambiental exterior
que afeta o sistema nervoso central. S3o varios os estimulos ambientais que podem dar
origem a alteragdes epigenéticas que levam ao surgimento e desenvolvimento da DA.

Estes estimulos podem ser relativos ao grau de escolaridade do individuo afetado, a

fool)

exposi¢cdo a substincias toxicas ou a metais pesados (cobre, chumbo, aluminio),
quantidade de colesterol ingerida pelo individuo e a préatica, ou nao, de exercicio fisico.
Estudos recentes sugerem que estes estimulos e eventuais alteragdes epigenéticas sao
causas possiveis para o desenvolvimento da DA de inicio tardio, uma vez que essa forma
da doenga nao tem nenhuma causa genética e por isso as alteracdes acima descritas podem
ter uma grande influéncia a nivel dos mecanismos pelos quais surge a DA (Maloney,
Sambamurti, Zawia, & Lahiri, 2012).

A exposi¢do a fatores ambientais no inicio da vida de um individuo pode ajudar a
determinar a propensdo que esse mesmo individuo tem para vir a desenvolver uma
determinada doenga. Os efeitos da exposi¢do podem permanecer latentes durante toda a
vida sem se manifestarem. Contudo, no caso de surgir uma causa exterior mais tarde, esta
induz mudancas no organismo conducentes a doenga (Zawia, Lahiri, & Cardozo-Pelaez,
2009).

O modelo LEARn (The Latent Early-Life Regulation, isto em portugués significa:
Regulacdo do Inicio de Vida Latente) ¢ utilizado para demonstrar de que maneira ¢ que
as mudancas epigenéticas, induzidas pelo ambiente em genes relacionados com a DA, sdo
capazes de levar a DA de inicio tardio. Este modelo propde que a DA ¢ um resultado de
varias mudancas que alteram a vida de um individuo. Mudangas estas que podem incluir
um fator de risco genético, como a presenca do alelo €4 da apoE, combinado com um
estimulo do meio ambiente. Podendo ser uma exposi¢do a substancias toxicas ou uma
mudang¢a no comportamento do individuo, a nivel emocional, a nivel fisico ou a nivel
alimentar. Esse estimulo tem que ocorrer nos primeiros meses de vida, antes do
desenvolvimento completo da barreira hematoencefalica. Para além disso este modelo
testa as mudancas que possam acontecer através de trés hipdteses. A primeira implica que
os locais alvo em regides de regulacao de genes sejam sensiveis a alteragcdes epigenéticas,
a segunda baseia-se em momentos determinantes para a exposicao ambiental, ou seja um

momento da vida de um individuo em que este esteja mais fragilizado. Por fim a terceira
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hipotese € a da alteragao de marcadores epigenéticos por influéncia de fatores ambientais

(Maloney et al., 2012).
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Figura 11. Etologia da Doenga de Alzheimer. Representada a interagdo entre o meio ambiente (a

esquerda) e o organismo (a direita) (Retirado de Maloney et al., 2012).
4.2 Mecanismo de Acao

As alteracdes epigenéticas sao observadas a nivel fisioldgico e patoldgico e interferem
com a normal expressao dos genes. No caso da metilagdo do ADN, os estudos quanto ao
seu papel na regulagdo dindmica da atividade e fun¢do neuronal s surgiram em 2003 por
Bredy e colegas. Os dois mecanismos de agdo mais estudados a nivel da epigenética sao
0s mecanismos em que ocorre a metilacdo do ADN e a modificacdo de histonas
(Mastroeni et al., 2011).

A metilacdo do ADN pode afetar varios mecanismos dentro do organismo, afetando
principalmente os genes promotores € tendo um impacto repressivo na transcri¢ao dos
genes. Este mecanismo epigenético depende do ciclo folato-metionina-homocisteina,
desta forma um défice nos niveis de folato ¢ diretamente relacionado com a DA. Estas
alteracdes no gene promotor, causadas pela metilagio do ADN, sdo notorias tanto no
hipocampo como no cortex de individuos com DA, causando um envelhecimento mais
rapido. Relacionando esta alteracdo com a DA, uma hipometilagdo do ADN leva a uma

maior acumulagdo de placas de AP e producao de APP, podendo por sua vez causar
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neuroinflamac¢do. Por outro lado uma hipermetilacio do ADN pode interferir com a
plasticidade sindptica (Millan, 2014). O mecanismo de a¢do neste caso ocorre consoante
a idade. Individuos com mais de 70 anos apresentam uma desmetila¢do na regido do gene
promotor de APP. Isto leva a uma expressao exacerbada do gene e por conseguinte a uma
formagdo excessiva de AP, causando um decréscimo na sua clearance e um aumento da
sua acumulacdo (Y. Zhu et al., 2015). A proteina tau também ¢ afetada por este
mecanismo epigenético, na DA quando a a¢do das metiltrasnferases ¢ inibida, ocorre uma
hipometilacao da proteina fosfatase 2A, sendo esta capaz de desfosforilar a tau. Ao ser
hipometilada neste mecanismo pela inibi¢ao da agao das metiltransferases, a sua agdo na

proteina tau ndo ¢ efetuada levando assim a sua hiperfosforilagdo e como consequéncia a

formagao das fibras neurocelulares (Wang, Yu, Tan, Jiang, & Tan, 2013).

Tabela 2. As diferentes alteracdes causadas pela metilagdo do ADN (Retirado e adaptado de Wang, Yu,
Tan, Jiang, & Tan, 2013).

Gene Fungio Estado de metilagio Nivel de expressio
Promotor Converte 5, 10-MTHF - Hipermetilagio -
regid@o gene 5-MTHF perme
MTHFRE
APP Proteina Percurzora de Hipometilagio Alta
amildide i
AR Componat}te principal das _ Alta
placas senis
Ps1 Componente y-secretase : P Alta
Hipometilagio
Tau tfau Mpﬂﬁf?éﬁ leva d Hipermetilagio/Hipometilagio Baica
OIagas o Lbras (depende do local de ligagio)
nenrocelularss
PP2A - : -
Enzima que ¢ capaz de o
desfosforilar a tay fosforilada Hipometilagio
APOEs4 Fator de risco paraa DA Hipermetilagio

de imicio tardio
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A modificacdo de histonas ¢ outro mecanismo epigenético, mais uma vez usado para
controlar a expressao dos genes. As modificagcdes que podem ocorrer nas histonas sdo
metilagdes, acetilagdes ou outras alteragdes pds-transcricionais. Na DA a alteracdo mais
comum sao acetilagdes ou fosforilagdes das histonas (Portela & Esteller, 2010).

A metilagdo de histonas ¢ mais complicada de ocorrer e depende do local de ligacao da
proteina na transcri¢do, por exemplo quando ¢ utilizada a proteina H3 ligada a um
complexo de Lisina na posicao 4 (H3Lisina4) o processo de transcricdo ¢ aumentado.
Quando ¢ utilizada uma proteina H3 ligada a um complexo de Lisina na posi¢do 9, o
processo de transcrigao ¢ inibido (Mastroeni et al., 2011). A acetilagdo de histonas ¢ um
processo reversivel e necessita de um equilibrio dindmico entre duas enzimas principais
que atuam no processo: as acetiltransferases (HATSs) e as desacetilases (HDACS). As
HATSs atuam na transcricdo do genoma em zonas especificas, acetilando residuos de
lisina, enquanto que as desacetilases removem os grupos acetil, levando ao silenciamento
de genes. Na DA a acetilagdo de histonas no cortex temporal estd diminuida, existindo
também uma diminui¢do da acetilagdo da H3, esta diminui¢do leva a uma reducdo da
expressao do regulador da atividade pos-sinaptica (Millan, 2014). A H3 ¢ um marcador
de silenciamento de genes e regulador na compactacao da cromatina, os niveis de histonas
fosforiladas encontram-se aumentados em individuos com DA, afetando a distribui¢do da
tau fosforilada. A modificagdo de histonas estd também relacionada com o processo de
hidrélise da APP em AP e na transcri¢ao de genes reguladores da acetilag@o das histonas.
O dominio C-terminal intracelular ¢ também afetado e forma um complexo com a
proteina Fe65 (AICD-Fe65). Este complexo induz a sobreexpressio de Fe65,
promovendo a formagao de AP, dando assim origem a formagdo e acumulagdo de placas

de AB (Y. Zhu et al., 2015).
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Figura 12. Modificaggo de histonas (Retirado ¢ adaptado de Day & Sweatt, 2012).

Relativamente ao RNA ndo codificante, especificamente ao miRNA, existem cerca de
2000 classes presentes no cérebro, cada classe de miRNA pode reconhecer e controlar
varios mRNA alvo (Millan, 2014). A APP ¢ um alvo do miRNA e regula diretamente o
mRNA da APP. A classe miRNA-106b pode influenciar o metabolismo de AP através de
dois mecanismos diferentes, ou regulando diretamente a APP ou modelando o trajeto da
APP, da clearance de AP e atividade da B e y- secretase, por regulacdo do transportador
A1l da cassete de ligacao de ATP. Isto pode levar mais uma vez a acumulagdo de AP

(Wang et al., 2013).
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Figura 13. Mecanismos epigenéticos na Doenga de Alzheimer (Retirado de Wang et al., 2013).

4.3 Consequéncias

As modificagdes epigenéticas sdo uma das causas da doenca de Alzheimer podendo, no
entanto, ser utilizadas no seu tratamento. Em ambos os casos as alteracdes epigenéticas
alteram o modo como ¢ regulada a funcdao e expressdao de genes. Contudo, estas
modifica¢des propenciam mais facilmente o desenvolvimento da DA do que eventuais
diminui¢des da progressao desta doenca.

Os mecanismos epigenéticos regulam a expressao dos genes por modifica¢des covalentes
no ADN e das suas proteinas, ndo alterando a sequéncia de ADN. Estas modifica¢des sdo
importantes por modelar a plasticidade sinaptica e interferirem na aprendizagem e
memoria. A AP afeta a metilagdo do ADN em vérios genes e a sua producdo excessiva,
induzida por variagdes genéticas, envelhecimento ou exposi¢des ambientais. Dessa forma
pode levar a hipometilagdo noutros locais de risco para a DA aumentando assim a
disposi¢do epigenética para a DA (D. La van den Hove, Kenis, & Rutten, 2014).

O desenvolvimento desta nova area da genética na DA parece trazer alguns avangos a
nivel do tratamento desta doenga. S3o varios os estudos que apontam a epigenética como
uma area de intervencao terapéutica. A interindividualidade relativamente a resposta a

farmacos ¢ uma dessas areas (Cacabelos & Torrellas, 2015).
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Como a epigenética ¢ uma area relativamente recente, a possibilidade de novas
terapéuticas encontra-se ainda numa fase emergente. As alteracdes epigenéticas sdo
também reversiveis e por essa razdo podem trazer novas perspetivas de terapéutica
(Kwok, 2010).

Na DA as alteragdes epigenéticas, que propenciam esta doenga, sdo transmitidas aos
descendentes, tornando-se estes mais suscetiveis ao desenvolvimento precoce da doenga.
Para além disto, as diferentes células tém diferentes padrdes de metilagdo, tendo como
consequéncia um diagnostico mais dificil para a DA. E importante referir que estas
alteracdes sdao anteriores ao desenvolvimento da doenca. Tal como outras doencas
neurodegenerativas, as modificagdes fenotipicas conducentes & doenca ocorrem muito
antes do aparecimento dos primeiros sintomas (Lord & Cruchaga, 2014).

Em conclusdao, os mecanismos epigenéticos sdo uma consequéncia de processos
fisiopatologicos associados a DA, podendo ser também desencadeados por fatores de
risco externos, como a exposi¢cdo ao meio ambiente, € internos, como neuroinflamagao

ou stress oxidativo (Millan, 2014).
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5. Terapéuticas na Doenca de Alzheimer

Um tratamento para uma doenga s6 pode existir, caso haja um diagnostico prévio € o mais
detalhado possivel. Isto acontece para todas as doengas, sendo que o diagndstico funciona
como uma confirmacao da doenca.

O problema na DA ¢ simultaneamente de diagnostico e de terapéutica, uma vez que se
trata de uma doenca degenerativa. No diagndstico da DA evita-se utilizar técnicas
invasivas, uma vez que o o6rgao afectado ¢ o cérebro. Desta forma, recorre-se métodos de
diagnostico indirectos. Adicionalmente, ¢ necessario identificar o tipo da DA. Em termos
de diagnostico, este ¢ mais facil de obter na DA de inicio tardio do que na DA de inicio
precoce. O diagnostico clinico da DA ¢ fundamental visto que cada vez mais existem
terapéuticas inovadoras para esta doenca (Gay, Taylor, Hohl, Tolnay, & Stachelin, 2008).
Para além da alteragdo génica, o diagndstico mais correto ¢ feito através do exame
histologico de amostras de tecidos afetado. Este exame ¢ feito através de biopsias
Contudo, no caso da DA este método ¢ contra-indicado por causa do elevado risco que
este exame acarreta. O maior objetivo do diagndstico é determinar o grau de afec¢des
histopatologicas na DA que levam a deméncia (Beach, Monsell, Phillips, & Kukull,
2012).

O diagnostico para a DA nao ¢ 100% fiavel até andlise do cérebro apds a morte de um
individuo afetado. O tempo de vida para uma pessoa diagnosticada com a DA ¢ menos
de 7 anos. Um diagnostico precoce ¢ fundamental para diminuir a velocidade de
progressdo dos sintomas e para aumentar a qualidade de vida de alguém afetado com a
doenca. Presentemente o diagndstico da DA baseia-se em testes psicologicos. Estes testes
so confirmam a presen¢a da DA numa fase avangada da doenga. A doenga € caracterizada
por ter trés estadios, o primeiro € um estadio pré-clinico onde se verificam alteragdes no
sangue, no cérebro e no LCR, mas ainda sem sintomas. Este estadio pode acontecer 20
anos antes dos sintomas aparecerem. O segundo estadio ¢ onde ocorre uma mudanca
cognitiva leve, caraterizada por esquecimentos sem que afetem a vida normal do
individuo. O terceiro e Ultimo estadio € o desenvolvimento da deméncia por DA, neste
estadio a memoria e cognicao ja se encontram notoriamente diminuidas, afectando a vida
normal do individuo (Alberdi, Aztiria, & Basarab, 2016).

Desta forma para um diagnostico precoce da DA ¢ necessario detetar os mais pequenos
sintomas, independentemente da idade do individuo em questdo. S6 assim sera possivel

existir uma abordagem terapéutica precoce para a doenca.
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As doencgas neurodegenerativas sao, aparentemente sem excep¢ao, patologias sem cura.
A DA ¢ uma dessas doengas e as terapéuticas tém como objectivo retardar fases mais
avancadas da doenca e aliviar sintomas. O tratamento da DA tem como objetivos a
terapéutica especifica, a terapéutica profilatica, o tratamento sintomatico e a terapéutica
complementar. Estas terapé€uticas sao utilizadas com o proposito de permitir a individuos
afetados uma qualidade de vida o mais normal quanto possivel (Forlenza, 2005).

Nesta doenga a atividade cerebral mais afetada ¢ a colinérgica, com o passar do tempo o
numero de neurénio colinérgicos diminui e perdem-se também receptores nicotinicos.
Estes receptores sdo responsaveis pela libertagao de neurotransmissores (NTs), que estao
envolvidos nos processos de memoria e humor, como a acetilcolina (Ach), o glutamato,
a serotonina e a noradrenalina. O tratamento que existe para a DA € apenas sintomatico,
ndo sendo capaz de alterar o desenvolvimento da doenga (Cazarim, Moriguti, Ogunjimi,
& Pereira, 2016).

Na terapéutica da DA existem duas classes de farmacos com o objetivo de amenizar a
sintomatologia e a progressio da doenca. Estas classes interferem com a
neurotransmissdo colinérgica, classe dos inibidores da acetilcolinesterase (i1IAChE), ou
com o glutamato, classe dos antagonistas do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA)

(Ferreira & Massano, 2013).

5.1 Farmacos Disponiveis

A acetilcolina (Ach) ¢ um dos principais neurotansmissores que atua no cérebro, existindo
dois receptores para este NT, os colinérgicos e os muscarinicos. A classe dos inibidores
da acetilcolinesterase tem como farmacos a tacrina, o donepezilo, a galantamina e a
rivastigmina. O glutamato ¢ outro neurotransmissor que atua no cérebro e leva ao
desenvolvimento da DA. A classe dos antagonistas do recetor de NMDA tem apenas
como farmaco a memantina. Podem existir outros firmacos que atuam juntamente com
aqueles que sdo especificos para a DA, estes farmacos ajudam a controlar sintomas como
ansiedade ou depressao num individuo com a doenga. Um dos farmacos usados neste caso
¢ a sertralina, que ajuda na depressdo. Para a ansiedade podem ser administradas as

benzodiazepinas, que tém um efeito sedativo (Chiba, 2013).
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A classe 1AChE bloqueia a acetilcolinesterase impedindo-a de fazer a hidrolise de
acetilcolina, induzindo um aumento da quantidade deste NT na fenda sinéptica,
melhorando a transmissao colinérgica. Esta classe de farmacos ¢ simultaneamente capaz
de aumentar a expressdo dos receptores nicotinicos da Ach, ¢ mediadora do
processamento da APP e atenua a toxicidade induzida pela acumulagao de Ap (Herrmann,

Chau, Kircanski, & Lanctot, 2011).
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Figura 14. Sinapse colinérgica (Retirado e adaptado de Pope, Karanth, & Liu, 2005).

Comegando agora pelos farmacos que pertencem a classe acima referida, a tacrina foi o
primeiro firmaco a ser experimentado com sucesso em seres humanos (1993), este
farmaco ¢ um inibidor reversivel da acetilcolinesterase. O maior inconveniente deste
farmaco ¢ a sua elevada toxicidade. Esta ocorre através de duas maneiras principais,
hepatotoxicidade quimica e efeitos adversos dose-dependentes. Mais de 50% dos casos
de toxicidade sdo devido aos efeitos adversos dose-dependentes. 30 a 50% dos casos
devem-se a hepatotoxicidade. Por este motivo a tacrina deixou de ser tdo utilizada como
tratamento da DA, uma vez que necessitava de monitorizagao da funcao hepatica (Inouye
& Oliveira, 2004).

A elevada toxicidade fez emergir farmacos de segunda geracdo. Os farmacos desta mesma
classe mas de segunda geragcdo sdo o donepezil, a rivastigmina e a galantamina. Esta
classe esta aprovada para o tratamento da DA moderada a grave. O donepezilo foi o
segundo farmaco aprovado para o tratamento da DA (1996), ¢ um inibidor reversivel e

ndo competitivo da acetilcolinesterase e ¢ seletivo para a mesma. Comparando as doses
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de donepezilo administradas, a de Smg tem melhor eficicia-tolerancia que a de 10 mg,
uma vez que sdo menos frequentes os efeitos secundarios em individuos com uma dose
de 5 mg. Contudo, este ¢ um farmaco bem tolerado pelo organismo e nao altera a fun¢do
hepatica (Hansen et al., 2008).

A rivastigmina foi o segundo farmaco desta classe a ser aprovado para o tratamento desta
doenca (1998). Esta tem uma reversibilidade lenta, sendo entdo considerada como um
inibidor pseudo-irreversivel da AChE e ndo ¢ seletiva. Este farmaco inibe ndo so a
acetilcolinesterase, mas também a butilcolinesterase. Uma das vantagens da rivastigmina
¢ que nao sofre metabolizacao pela familia dos citocromos P450, como tal ndo existe risco
de hepatotoxicidade. Este farmaco como ndo tem uma grande afinidade para as proteinas
plasmaticas, também ndo apresenta interacdes relevantes com outros farmacos. Este
farmaco apresenta um efeito que ¢ dose-dependente, ou seja, quanto maior a dose
administrada a um individuo, sem exceder a dose méxima, terd mais efeitos a nivel global
em relacdo a DA (Herrmann et al., 2011).

O tultimo farmaco desta classe a ser aprovado foi a galantamina, aprovada em 2001. Esta
¢ caraterizado como um alcaldide tercidrio e um inibidor seletivo e reversivel da
acetilcolinesterase. Este firmaco tem a vantagem de ter um mecanismo duplo de acg¢do,
unico, o de inibidor da AChE e o de modelador alostérico dos recetores nicotinicos de
acetilcolina. A dose administrada de galantamina inicial é de 4 mg duas vezes ao dia,
podendo ser aumentada até 12 mg duas vezes ao dia. No caso de individuos que tenham
problemas renais ou hepaticos, a dose devera ser ajustada, ndo ultrapassando os 16 mg

por dia (Thompson, Lanct6t, & Herrmann, 2004).

Tabela 3. Comparag@o entre os farmacos da classe de iAChE (Retirado e adaptado de Forlenza, 2005).

Tacrina Donepezil Rivastigmina Galantamina
Disponivel no ano 1943 1997 1958 2001
Classe quimica Acridina Piperidina Carbamato Alcaldide fenantreno
Seletividade cerebral Néo Sim Sim Sim
Tipo de inibicdo da colinesterase Reversivel Reversivel Pseudo-irreversivel Reversivel
Modulagéo alostérica de receptor nicofinico Néo Nao Néo Sim
Enzimas inibidas' AchE BuChE AChE AchE BuChE AChE

1 AchE: acetil-colinesterase; BuChE: hutiril-colinesterase.
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A outra classe para o tratamento da DA ¢ a classe dos antagonistas do recetor NMDA e
tem como Unico farmaco integrante desta classe a memantina. Este farmaco ¢ usado
principalmente nos casos de DA moderado a grave. A memantina atua essencialmente no
mecanismo de neurotransmissdo glutamatérgica (Forlenza, 2005). O glutamato ¢ o
principal neurotransmissor excitatdrio no cérebro, estando associado principalmente a
zona da memoria e fungdes cognitivas. O que acontece na DA ¢ um excesso da atividade
do recetor NMDA devido a libertagdo aumentada de glutamato, levando a entrada de ides
de calcio em grande quantidade na célula, criando assim uma excitotoxicidade
(Silvestrelli, Lanari, Parnetti, Tomassoni, & Amenta, 2006). A memantina foi aprovada
oficialmente em 2003 como tratamento para a DA. O mecanismo de a¢do da memantina
¢ reduzir a entrada excessiva de ides de calcio, através do bloqueio do recetor NMDA,
diminuindo assim a concentragdo de glutamato na sinapse, impedindo assim a morte da
célula por excitotoxicidade (Costa & Moura, 2013).

O objetivo da utilizagdo da memantina ¢ fazer com que a progressao da doenga seja mais
lenta, assim como todos os outros farmacos usados no tratamento desta doenca. Como
ndo ha ainda uma cura para a DA, os farmacos que sao usados na doenga servem apenas
para impedir a morte celular e perdas repentinas da cogni¢do e memoria, fazendo com
que exista uma maior qualidade de vida para individuos com a DA (Herrmann et al.,

2011).

5.2 A Influéncia da Epigenética no Tratamento

Para a DA os tratamentos existentes nos ltimos vinte e cinco anos tém sido os fArmacos
que acima foram mencionados. O Unico objetivo da utilizagdo destes farmacos na DA ¢
para tentar retardar a sua progressdao. Para o mesmo efeito j& foram também efetuados
estudos mas usando estratégias diferentes, focando-se essencialmente em farmacos que
modificam a doenga, ou seja, farmacos que atrasam a progressdo ou as lesdes estrutrurais
(Torrellas, 2014).

Sao varios os mecanismos alvo destes farmacos, como a redugdo da produgdo de AP,
prevenir a agregacdo de AP, promover a clerance de AP ou mecanismos envolvendo a
tau. Na reducdo da produgdo de AP foram utilizados farmacos que inibiam ou modelavam
a expressao da P-secretase e da y-secretase, estas estdo envolvidas no mecanismo de
clivagem da APP. Na prevengao da agregacdo de AP foram usados farmacos que inibiam

a oligomerizacdo de AP, ao ser inibida a oligomerizagao de AP, esta ndo se acumulava e
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nao dava origem a neurotoxicidade, uma caracteristica que leva ao desenvolvimento da
DA. Na promogao da clerance de AP, este ¢ um dos mecanismos que continua em estudos,
sendo usada a imunoterapia. Isto ocorre através da vacinacdo que promove a formagao de
anticorpos contra AP patogénica, este método ¢ estudado e validado deste 1999. Por fim
temos as estratégias que envolvem a proteina tau, sendo que o mecanismo inibido ¢ a
foforilagdo da tau ou a sua agregagdo (Salomone, Caraci, Leggio, Fedotova, & Drago,
2012).

Tabela 4. Desenvolvimento clinico dos farmacos em estudo para a DA (Retirado e adaptado de

Salomone et al., 2012).

. Mecanismo de agdo  Fase do Resultado do

Farmaco relevante para a DA estudo estudo
Rosiglitazone Inibigdo da p-secrstase  (7) 3 Ineficaz
Semagacestat Inibigio da y-secretase 3 Fim prematuro
Tarenflurbil Inibigio da y-secratase 3 Insficaz
Tramiprosate Inibigio da oligomerizagio de AP 3 Ineficaz
Scyllo-inositol Inibigio da oligomerizagio de AR | 2 Ineficaz
Bapineuzumab Clearance de AP 3 A decorrer
Solaneuzumab Clearance de Ap 3 A decorrer
Lithium Inibigio da fosforilagho da tau 2 Melheria clinica na diminuigio da ptau no LCR.
Methylthioninium chloride Inibigio da agregacio da tau 2 Melhoria clinica com dose de 16mg por dia
Nilvadipine Clearance ds Ap Aberto Melhoria clinica

Estes estudos ndo tiveram sucesso na fase 3 dos ensaios clinicos, uma vez que
demonstravam efeitos adversos graves e sem grandes efeitos benéficos. Para além disto,
o tempo que os ensaios demoravam era supeiror ao tempo que a doenga demora a evoluir.
Por estas razdes tém vindo a ser estudada a hipdtese da utilizagdo de terapia epigenética
para o tratamento da DA. As duas classes que estao a ser mais desenvolvidas clinicamente
sdo as classes dos inibidores das DNMT e inibidores das HDAC:s. Estas classes sao usadas
com o objetivo de reverter as alteragdes epigenéticas que modificam a expressdo dos
genes (Peedicayil, 2012).

Os inibidores das DNMT atuam diminuindo a hipermetilagdo do ADN, em conjunto com
o tratamento farmacoldgico ja existente para a DA. Os Unicos farmacos desta classe
aprovados sdo os analogos dos nucleosideos, decitabina e azacitdina. A introdugao destes
farmacos no RNA vai causar o desmembramento do ribossoma, a fun¢do do tRNA ¢ a
inibicdo da sintese de proteinas. Desta forma a transmissdo da informacao genética €

modificada (Torrellas, 2014).
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A terapia mais desenvolvida ¢ a que envolve a classe dos inibidores das HDACs. Estas
enzimas na sua fun¢do normal sdo responsaveis pela acetilagao das histonas, quando estdo
inibidas regulam o nivel de acetilacio e melhoram a capacidade de memoria e
aprendizagem de um individuo. Na DA esta classe afeta a atividade da proteina AP e da

tau (Adwan & Zawia, 2013).
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Figura 15. Inibidores das HDACs na DA (Retirado e adaptado de Xu, Dai, Huang, & Jiang, 2011)

Estes inibidores diminuem a regulacao das HDAC, sendo constituidos por quatro familias
diferentes. A familia I destes inibidores faz com que exista uma diminui¢cdo da
plasticidade sinaptica, do numero de sinapses e da formagdo de memoria. A familia II
destes inibidores inclui a HDACS6, esta na DA esta bastante aumentada e € responsavel
pela catalise de proteinas ndo histonas. A inibi¢do desta leva a uma prote¢do contra o
stress oxidativo, que se pensa que ¢ uma das causas da DA. A familia IIT ¢
fundamentalmente constituida por complexos dependentes do NAD+, estes complexos
atuam no citoplasma das células diminuindo a produgdo de AP e a sua deposi¢dao em
placas. Existe ainda a familia IV, mas ndo ¢ tdo estudado o seu mecanismo nesta doenca
como as outras familias (Xu et al., 2011).

Todas as teorias acima descritas sdo apenas experimentais e potenciais vias de
desenvolver uma inibicao seletiva para a patologia da DA. Tendo vias como a da inibig¢ao

da hiperfosforilacao da tau, inibindo a AP ou regulando a expressao de genes que estdo
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presentes nos mecanismos de aprendizagem e memoria. Aqui ainda ndo € claro quais sao

os subtipos dos inibidors das HDACs associados a DA (Day & Sweatt, 2012).
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6. Outras Abordagens

J& foram abordados alguns mecanismos que contribuem para o desenvolvimento da DA.
Para além desses, existem outros mecanismos que também podem levar ao
desenvolvimento da DA.

Na DA sabe-se que a formacdo de placas de P-amildide contribui para o seu
desenvolvimento. Além deste fator pensa-se que o stress oxidativo também afete a
doenga. O cérebro so representa 2-3% da massa total do corpo mas consome cerca de
20% do oxigénio fornecido. Na DA o metabolismo cerebral encontra-se diminuido e a
atividade dos complexos enzimaticos especificos da mitocondria também (Butterfield,
Reed, Newman, & Sultana, 2007).

O stress oxidativo promove alteragdes moleculares conducentes a disturbios metabdlicos.
Estas alteragdes sao mediadas através da interagdo de vias de sinalizagdo, entre as quais
estdo as cascatas de proteina cinase ativada pelo stress (SAPK), que propagam sinais de
stress desde a membrana até ao nucleo. O mecanismo pelo qual ocorre ¢ gerado através
da quelacdo de metais nas fibras amiloides, quando em presenga de um ido sujeito a
reacdes de oxidagdo-redugdo (Redox). Uma das moléculas capazes de interagir com este
complexo ¢ o perdxido de hidrogénio, por ser capaz de se difundir facilmente através das
membranas. Quando esta molécula se encontra presente no citoplasma reage com o ido
presente nas fibras amiloides e forma um radical hidroxido. Isto leva a lesdes oxidativas
nas células neuronais, podendo mesmo levar a morte neuronal. Por outro lado, esta
interacao ativa a agdo de vias de SAPK, como a indu¢do de enzimas antioxidantes ou
fosforilacdo da tau, com o objetivo de proteger as células neuronais destas lesdes

oxidativas (Zhu et al., 2004).
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Figura 16. Mecanismo pelo qual ocorre o stress oxidativo (Retirado e adaptado de Zhu et al., 2004).

A neuroinflamacao pode também contribuir para o desenvolvimento DA. Esta hipotese
comecga com um estimulo inflamatoério inicial. Este estimulo pode ser devido a uma
infecdo recente ou uma lesdo cerebral, que ativa as células inflamatérias do SNC. Em
individuos com DA a produgao excessiva de AP e de tau hiperfosforilada comprometem
0 sistema imunitdrio. As células do sistema imunitario que combatem infegdes e
inflamagdes dentro do organismo falham na tentativa de eliminar o excesso de AP. Isto
leva a uma produgdo excessiva de células pré-inflamatorias, o que por sua vez da origem

a lesodes celulares (Minter, Taylor, & Crack, 2016).
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Figura 17. Processo de neuroinflamagdo na DA (Retirado e adaptado de Minter, Taylor, & Crack, 2016).
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Outras Abordagens

O consumo de cafeina parece ter uma contribuicdo positiva na DA. A cafeina ¢ uma das
substancias psicoativa mais consumida mundialmente. E também um dos estimuladores
principais do Sistema Nervoso Central (SNC), isto acontece através do antagonismo dos
recetores de adenosina. Os agonistas do recetor de adenosina promovem a diminui¢do da
atividade fisica de um individuo. Com isto pensa-se que a cafeina previne a morte cerebral
(Barranco Quintana, Allam, Serrano Del Castillo, & Fernandez-Crehuet Navajas, 2007).
Um tema também discutido ¢ a influéncia da dieta ¢ exercicio fisico na DA. Em relacao
a dieta, sabe-se que o colesterol tem um grande impacto no mecanismo de agao pelo qual
a DA ocorre, tanto a nivel da apoE como da B-amildide. Em relacdo ao exercicio fisico,
quanto mais ativo for um individuo mais estimulado ¢ o seu cérebro, esse ¢ um fator
fundamental e necessario para prevenir ou retardar a DA (McKenzie & Gray-Donald,

2009).
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Conclusdo

7. Conclusao

O tema abordado neste trabalho ¢ relativamente recente, existindo alguma controvérsia
quanto a influéncia da epigenética na doenga de alzheimer. Os mecanismos epigenéticos
que aqui foram apresentados sao os mais relevantes entre os capazes de desencadear uma
modificagao no fendtipo de um individuo. Estas modificagdes parecem contribuir para o
aumento da suscetibilidade de um individuo ao desenvolvimento da doenca.

Apesar de existirem diferentes propostas de mecanismos para a DA, todos eles culminam
na formagao e acumulagdo de placas de B-amiloide. Estas placas sdo a grande causa da
DA, levando a uma cogni¢ao deficiente e dificuldades de aprendizagem e memorizagao
por parte do individuo afetado pela doenga. Em suma a DA pode ocorrer de duas formas
diferente, a de inicio tardio e a de inicio precoce. Quer numa, quer noutra a epigenética
tem sempre influéncia. A maior influéncia € na DA de inicio tardio, uma vez que os varios
estimulos ambientais e comportamentais do individuo podem levar a doenga. No caso da
DA de inicio precoce a epigenética pode influenciar na transmissdo da informacao
modificada a sua descendéncia, uma vez que caso um individuo sofra uma mutagdo
epigenética essa serd sempre transmitida.

Nem todas as mudancas epigenéticas sdo perniciosas, no caso do tratamento da DA as
terapias epigenéticas favorecem um retardamento da doenca e uma melhor qualidade de
vida, em conjunto com os tratamentos farmacoldgicos ja existentes. Adicionalmente,
existem tentativas de aplicacao desta area ao diagnostico da DA, uma vez que se trata de
uma doenga que afeta o cérebro e o diagnostico precoce ¢ dificil. Por essa razdo esta
doenca s6 ¢ detetada em fases mais avangadas, através da percecdo dos sintomas
relacionados com a doencga. O diagnéstico existente, para além do pds-morte, € sO
efetuado através de exames histoldgicos e de exames comportamentais e de memorizacao.
A grande prospeg¢do futura para esta doenca ¢ a descoberta de uma cura eficaz, ndo um
tratamento que retarde sintomas ou dé a um individuo afetado uma melhor qualidade de
vida. Isso ¢ também importante, mas com a dimensao que esta doenga tem no meio das
deméncias existentes ¢ a taxa de mortalidade que esta doenga acarreta ¢ essencial uma

cura eficaz.
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Sendo uma area em desenvolvimento, a grande maioria dos trabalhos ndo sao conclusivos
e os modelos baseados nas experiéncias cientificas incompletos. Tendo esta doenca a
complexidade que tem, ndo s6 a nivel fisiolégico mas também a nivel fisico, cada
individuo tem formas de resposta ¢ de desenvolvimento diferentes. Por esta razdo ¢
sempre dificil determinar com exatiddo o que seria de esperar para esta doenga.

Perante o exposto, ¢ essencial que a investigagdo desta doenga continue no ambito de se
encontrar uma cura e diminuir assim a taxa de mortalidade e a grande prevaléncia que

esta doenga tem na populagao idosa, essencialmente.
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