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Resumo

Resumo

Com o envelhecimento da populago e a sua prevaléncia crescente, a deméncia tornou-
se um importante problema de saide publica em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. A causa de deméncia mais comum ¢ a Doenca de Alzheimer. A
fisiopatologia da doenca passa pela acumulag@o de emaranhados neurofibrilares e placas
senis de proteinas, bem como a perda neuronal acentuada. Sabe-se que ¢ uma doenga
multifactorial, poligénica, com genes associados que aumentam o risco de doenca.
Como estratégia terapéutica, os principais farmacos utilizados sdo Donepezilo,
Galantamina, Rivastigmina e Memantina. Os trés primeiros sdo inibidores da
acetilcolinesterase com diferentes caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas,
metabolizados maioritariamente por enzimas da familia citocromo P450 (CYP2D6,
CYP3A4). A Memantina ¢ um antagonista dos recetores de NMDA. O objetivo
terapéutico passa por retardar a deterioracdo cognitiva e melhorar a sintomatologia

comportamental.

O objetivo desta monografia consistiu numa abordagem a Doenca de Alzheimer, do
ponto de vista da farmacogenética. Através de uma revisdo bibliografica, procurou-se
justificar as diferentes respostas farmacologicas observadas para o mesmo medicamento

em pacientes fenotipicamente semelhantes.

Estudos farmacogenéticos mostraram que a resposta terapéutica na Doenga de
Alzheimer € especifica para cada gendtipo, e que o gendtipo APOEe4e4 foi associado
com a pior resposta a terapéutica. Paralelamente, pacientes portadores de variantes
polimérficas no gene CYP2D6 sdo caracterizadas por metabolismo alterado por vérios
farmacos psicotropicos, produzindo diferentes respostas terapéuticas. No entanto, a
associagdo de variantes especificas no alelo APOE-4 e de outros genes (CYP2D6,
CYP3A4, CYP2C9) modula uma resposta terap€utica menor que genotipos sem

variantes.

Assim, a Farmacogenética pode ser responsavel por 20-95% da variabilidade
farmacocinética e farmacodindmica dos farmacos. A incorporacdo de protocolos de
farmacogenética na investigagdo da Doenca de Alzheimer, na pratica clinica pode

promover a otimizagdo terapéutica, melhorar a eficicia e seguranca.

Palavras-chave: APOE. CYP2D6. Doenca de Alzheimer. Farmacogenética.
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Abstract

Abstract

With an aging population and its increasing prevalence, dementia has become a major
public health problem in developed and developing countries. The most common cause
of dementia is Alzheimer's Disease. The pathophysiology of the disease involves the
accumulation of neurofibrillary tangles and senile plaques, as well as pronounced
neuronal loss. It is known to be a multifactorial disease, polygenic, associated with

genes that increase the risk of disease.

As a therapeutic strategy, the main drugs used are Donepezil, Galantamine,
Rivastigmine and Memantine. The first three are acetylcholinesterase inhibitors with
different pharmacokinetic and pharmacodynamic properties, mainly metabolized by
enzymes of the cytochrome P450 family (CYP2D6, CYP3A4). Memantine is an NMDA
receptor antagonist. The therapeutic objective involves delaying the cognitive decline

and improve the behavioral symptoms.

The purpose of this paper consisted of an approach to Alzheimer's Disease, from the
viewpoint of pharmacogenetics. Through a literature review, we tried to justify the
different pharmacological responses observed for the same drug in phenotypically

similar patients.

Pharmacogenetic studies have shown that the therapeutic response in Alzheimer's
Disease is specific for each genotype and that APOEg4e4 genotype was associated with
poor therapy response. Similarly, patients with polymorphic variations in the CYP2D6
gene are characterized by altered metabolism of several psychotropic drugs producing
different therapeutic responses. However, the association of specific variants in APOE-4
allele and other genes (CYP2D6, CYP3A4, CYP2C9) modulates a minor genotypes

therapeutic response without variants.

Thus, Pharmacogenetics may be responsible for 20-95% of the variabilities in
pharmacokinetics and pharmacodynamics of drugs. The incorporation of
pharmacogenetic research protocols of Alzheimer's disease in clinical practice can

promote the therapeutic optimization to improve the efficiency and security.

Keywords: APOE. CYP2D6. Alzheimer's disease. Pharmacogenetics.
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Introdugado

1. Introducao

Foram duas as razdes que me levaram a analisar a Doenca de Alzheimer. Um filme que,
ha cerca de 2 anos estreou no cinema, uma histéria veridica sobre uma familia onde a
doenca estava presente, despertou a minha atengdo o suficiente para pensar que, se um
dia, ainda a estudar, tivesse oportunidade de escrever sobre a Doenca de Alzheimer, ndo
hesitaria. O filme — I’'m Alice — com Julianne Moore no papel principal, relata a historia
de uma familia onde a mae passa por todos os estadios da doenca e como a familia se
vai adaptando e a reagindo a todo o processo. Emocionalmente forte, despertou uma
curiosidade para a percecdo dos mecanismos da doenca e das diferentes respostas a

terapéutica.

Por outro lado, ndo tinha nog¢do do sem nimero de perguntas que continuam por
responder e menos ainda da quantidade de novos casos identificados anualmente.

Assim, surgiu a oportunidade de escrever sobre o tema.

E objetivo da presente monografia, uma abordagem da Doenga de Alzheimer do ponto
de vista da farmacogenética. Primeiramente serd feita uma breve caracterizagdo da
doenga, epidemiologia e fisiopatologia. Posteriormente, serdo indicadas as principais
terapéuticas utilizadas no controlo da doenga bem com os genes envolvidos na resposta

do organismo as mesmas.

A metodologia utilizada neste trabalho foi a pesquisa bibliografica exaustiva de
informacdo nas bases de dados Medline/PubMed e BioMed Central. Foram também
consultados alguns livros de referéncia. A pesquisa foi feita em Inglés e Portugués com
algumas das seguintes palavras-chave: “Alzheimer’s disease” em combinacdo com
“history”,  “epidemiology”,  “treatment”,  “genmetics”,  “pharmacogenetics”,

“ . » [ » “ o o * * » [ * »
‘pharmacogenomics”’, “immunotherapy”, “colinesterase inhibitors” e “memantine”.

Finalmente, existira uma breve referéncia a prospetivas futuras de tratamento e de

ensaios clinicos que estejam a decorrer.

11
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1.1. Breve defini¢do de doengas neuro degenerativas

O termo doenca neuro degenerativa € utilizado para condi¢des fisioldgicas que,
primeiramente, afetam neuronios ao nivel cerebral. Os neurdnios, juntamente com o
cérebro e espinal medula, formam o que designamos de sistema nervoso. Os neuronios
sd0 as unicas células do organismo humano que, ap6s lesdo, ndo possuem capacidade de
regeneragdo ou multiplicagdo, por outras palavras, quando um neurénio morre ou ¢

danificado, a sua atividade no organismo néo pode ser substituida, perde-se.

Como exemplos de doengas neuro degenerativas temos a Doenca de Huntington,
Esclerose Lateral Amiotrdfica, Doenga de Parkinson e Doenga de Alzheimer, sendo a
ultima abordada de forma detalhada, seguidamente, e que representa, do grupo, a causa
mais frequente de deméncia relacionada com a idade, como ¢ possivel observar na

figura 1 (Barber, 2012; Fridman, Gregdrio, Neto, & Ojopi, 2004).

A deméncia ¢ uma sindrome que descreve uma ampla gama de sintomas associados a
um declinio de memoria e outras fungdes psicomotoras. Caracteriza-se pela redugdo da
funcdo intelectual, incluindo o desenvolvimento de défices cognitivos, linguagem e
emocionais que podem afetar a habilidade para tarefas da vida didria dos seus
portadores, levando a uma desintegracdo de personalidade (Devshi et al., 2015; Salawu,

Umar, & Olokoba, 2011).

Deméncia
frontotemporal
15%

"~ Outros
10%

Doenca de
Alzheimer
50%

Demeéncia Deméncia
COMm COrpos vascular
de Lewy 15% 10%
Figura 1 - Principais causas de deméncia. Adaptado de:

http://neuropsicopedagogianasaladeaula.blogspot.pt/2013/01/demenci
a.html

12
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Atualmente, classificam-se as doengas neuro degenerativas como debilitantes do sistema
nervoso sem tratamento disponivel, uma vez que levam a uma degeneragdo e/ou morte
progressiva das células nervosas. Os tratamentos ainda n3o se mostraram
suficientemente eficazes devido a elevada variabilidade patologica da DA (Schlachetzki,
Saliba, & de Oliveira, 2013). Com vérios genes possivelmente associados, a DA
representa molecularmente um grupo heterogéneo de doencgas. Como resultado, nem
todos os pacientes vdo responder ou responder da mesma forma a um determinado

agente terapéutico (Nogueira, Almeida, & Ojopi, 2006).

13
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2. Doenca de Alzheimer

2.1. Epidemiologia
A Doenga de Alzheimer (DA), identificada ha mais de 100 anos por Alois Alzheimer
(1864-1996), integra um grupo de doengas neuro degenerativas sendo, dentro do grupo,

a principal causa de deméncia a nivel mundial (Qiu, Kivipelto, & Von Strauss, 2009;

Scheltens et al., 2016).

Segundo o relatério mundial para a prevaléncia da Doenca de Alzheimer, em 2015
existiam mais de 46,8 milhdes de doentes diagnosticados, com uma estimativa de 74,7

milhdes para 2030 e de 131,5 milhdes de diagndsticos para 2050 (Prince et al., 2015).

Atualmente em Portugal, a Ordem dos Médicos estima que existam cerca de 110.000

casos diagnosticados com DA (Santana, Farinha, Freitas, Rodrigues, & Carvalho, 2015).

Estes dados s3o suportados pelo rapido envelhecimento da populagdo mundial,
condi¢des incondicionalmente associadas (Qiu et al., 2009). A prevaléncia da DA
aumenta exponencialmente com a idade, revelando um marcado aumento apos os 65
anos de idade. Estudos realizados em 1998 por Brookmeyer e colaboradores
(Brookmeyer, Gray, & Kawas, 1998) concluiram que a incidéncia da DA, depois dos 60
anos, duplica a cada 5 anos e aumenta 0,17% por ano apds os 65 anos de idade, 0,71%,

1,0% e 2,92%, respetivamente, aos 75, 77 e 85 anos de idade.

Em idades superiores a 85 anos mais de um terco da populacdo, em média, apresentam
sintomas e sinais de deméncia correlacionados com a DA (Mayeux, 2006; Qiu et al.,

2009). Apos esta idade, a incidéncia € de 2,92% por ano (Mayeux, 2006).

Deste modo, a idade apresenta-se como o fator de risco mais importante para o
desenvolvimento da DA e contribui para que a doenga constitua um problema de Satde
Publica de grande impacto nas proximas décadas, declaragdes feitas por especialista da
ONU (“Doencga de Alzheimer ndo ¢ tratada de forma suficiente a nivel mundial | Radio

das Nagdes Unidas,” 2015).

A Doenga de Alzheimer pode ter uma causa genética ou ser de origem esporadica
(Thies, William, 2013). Os fatores que aumentam os riscos de Doenga de Alzheimer
incluem, por ordem de relevancia: alelo apoEe4, género — risco 3 vezes superior no sexo
feminino, baixa educacdo, historia familiar de presenga de Doenca de Alzheimer,

doenca arterial corondria, traumatismo craniano significativo, hipertensdo arterial,
15
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diabetes, tabagismo, obesidade e dieta rica em gorduras, esta ultima ainda ndo
totalmente entendida mas talvez quando em combinagdo com a presenga do alelo

apoEe4 (Mayeux, 2006; Pooler et al., 2013; Povova et al., 2012; Scheltens et al., 2016).

Por outro lado, fatores como maior desenvolvimento intelectual, niveis de educacdo
superiores, integracdo social bem como a realizagdo de atividades como tocar um
instrumento musical ou dangar, mostraram-se um aspeto positivo na diminuig¢do do risco

de DA (Verghese, Lipton, Hall, Kuslansky, & Katz, 2003).

2.2. Caracterizagdo Clinica

De um largo espectro de doencas neuro degenerativas causadoras de deméncia, a
Doenca de Alzheimer € a principal e mais comum (Pleckaityte, 2010). O seu curso de
desenvolvimento ¢ conhecido, no entanto as varias etapas do processo ndo sdo lineares,
ndo sendo o diagnostico feito sempre na mesma fase da doenga (Cruz, Pais, Teixeira, &

Nunes, 2004).

Assim, podemos dizer que a DA afeta diferentes pessoas de diferentes maneiras, mas
que a idade avangada surge como principal fator de risco, sendo todos os outros

referidos anteriormente, cumulativos com este (Qiu et al., 2009).

A sintomatologia mais comum ¢ a gradual dificuldade em aceder a informacgdo
guardada, principalmente informacdo adquirida recentemente. Segundo a Alzheimer’s
Association, os primeiros neuronios a sofrer malformagdes e degeneracdo sdo os
envolvidos na formacdo de novas memdrias. Progressivamente, outros neurdnios sao

afetados e os sintomas surgem (“2013 Alzheimer’s disease facts and figures.,” 2013).

16
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Sdo estes:

- Perda de memoria, interferindo com a rotina diaria

- Dificuldade em planear e resolver problemas

- Dificuldade em tarefas de casa, trabalho e lazer

- Confusédo no tempo e espago

- Problemas na fala e escrita, nomeadamente confusio com as palavras

- Perda de capacidade de recriar situagdes ou perceber descri¢cdo de imagens
- Sintomas neuropsiquiatricos como psicoses € mudangas de humor

O doente comeca a apresentar os primeiros sintomas desfasadamente dos primeiros
danos cerebrais (Alves, Correia, Miguel, Alegria, & Bugalho, 2012). Quer isto dizer
que, alteracdes neuroldgicas antecedem os sintomas visiveis e que, muitas vezes, a sua
identificacdo passa por uma maior atencdo por parte de familiares e pessoas mais
préximas, na identificacdo de sinais de perda de memdria e outras fungdes cognitivas

por ocorréncia de disfun¢do sinaptica (Cruz et al., 2004).

Em estados mais avanc¢ados da doenga, o paciente comega a ter necessidade de
acompanhamento para a realizagdo das suas tarefas diarias e até mesmo de
supervisionamento constante. Em estadios severos, o doente perde a capacidade de
comunicagdo, reconhecimento familiar, pode tornar-se dependente de uma cama ou
cadeira de rodas, ficando, a partir desse momento mais vulneravel a certo tipo de
infecdes como a pneumonia. Nesta altura o diagndstico € claro devido a evidéncia de
perturbagdo do comportamento (Cacabelos et al., 2010; Thies, William, 2013; Wimo,
Winblad, & Grafstrom, 1999).

Apesar de todas as alteragdes funcionais que se vado desenvolvendo ao longo do
processo patoldgico a autopsia continua, até aos dias de hoje a representar o inico meio
de diagnostico definitivo, podendo o exame histoldgico tornar-se complementar

(Cheeran, Lokensgard, & Schleiss, 2009; Perl, 2010; Zotova et al., 2013).

17
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2.3. Fisiopatologia

Nos ultimos 30 anos de pesquisa da doenca de Alzheimer tém surgido evidéncias de que
a acumulagdo de proteinas AP e tau em placas amildides e emaranhados neuronais estio

relacionadas a processos neuro degenerativos no cérebro dos pacientes (Scheltens et al.,
2016).

Pensa-se que as placas senis, localizadas no cortex cerebral, surjam antes das trangas
neurofibrilares e até mesmo que provoquem ou, pelo menos, predisponham para a
formagdo destas. Sdo ambas constituidas por uma densidade imensa de micro filamentos

(Alzheimer, Stelzmann, Schnitzlein, & Murtagh, 1995).

As placas senis sdo constituidas por proteina amiloide-f (AP) e tém natureza
extracelular com origem nos fragmentos precursores da glicoproteina amildide (APP)
transmembranar, por traducdo (Bloom, 2014; Mohamed, Shakeri, & Rao, 2016). Como
¢ possivel observar na figura 2, os fragmentos vao-se acumulando e formando placas de
tamanhos variaveis, processo que, em cérebros sem patologia ndo aconteceria, uma vez
que os agregados proteicos acabavam por ser eliminados por enzimas proteoliticas como
a neprelisina, por vias lisossomais e ndo lisossomais, por absor¢do pelos astrocitos e por

mecanismos da microglia (Humpel, 2011; Kurz & Perneczky, 2011).

Membrana y ‘ - | Placa

Celular | amiléide-

/ /. Dbeta

LN
Interior \

Celular

Figura 2 - Formagao de placas de proteina AB. Adaptado de:
https://maldealzheimer.worldpress.com/tag/tratamento-farmacologico-alzheimer-beta-amiloide-placas-

senis/

Hé4 j& varias décadas que se estuda a composi¢do e formacdo de emaranhados
neurofibrilares e, sabemos hoje, que como principal constituinte estdo os
microfilamentos de proteina tau acumulada hiperfosforilada (Holtzman, Morris, &

Goate, 2011; Perl, 2010).
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Esta tem como principal fungfo a estabilizacdo dos microtiibulos existentes no interior
dos neuronios, que lhes confere estabilidade do citoesqueleto e estrutura, permitindo a
sua manutencao e a possibilidade de contacto por sinapse com outros neuronios (Reddy,
2012). Por mecanismos de hiperfosforilagdo anormal, a tau, agora hiperfosforilada,
forma agregados de microfilamentos que se vdo acumulando no cértex, mecanismo

ilustrado na figura 3 (Pooler et al., 2013).

A presenca de agregados ndo € suficiente para fazer o diagndstico da DA uma vez que,
muitas outras patologias de doencas neuro degenerativas apresentam a mesma
acumulag@o. Na DA esta acumulagdo € feita maioritariamente ao nivel do cortex, regido
particular de aprendizagem e memoria (Hyman, Van Hoesen, Damasio, & Barnes,
1984). Um estudo realizado em 2013 por Amy Pooler e colaboradores, concluiu que o

processo de hiperfosforilacdo da proteina fau, se propaga entre neurdnios (Pooler et al.,

2013).

Desintegracdo de
subunidades de
microtabulos

Microttibulos

desintegrados
Emaranha
dos de
proteina
tau

Neuré6nio
doente

Microtabulos
desintegrados

Figura 3 - Demonstragdo ilustrativa da desintegragdo dos microtiibulos neuronais e formagdo de
emaranhados de proteina fau. Adaptado de: https://www.viralglobalnews.com/2014/11/03/tau-protein-

triggers-neuronal-death-process-alzheimers-say-researchers/

Gradualmente, o circuito neuronal vai decaindo por falta de conexdo entre neurénios,
pois estes, estruturalmente afetados acabam por morrer. Os sintomas comec¢am entdo a
surgir, € 2 medida que as alteracdes se v@o propagando ao longo de todo o campo

cerebral e acabam por chegar ao neocdrtex e atingem o sistema limbico, o diagndstico ¢
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atribuido e a classificagdo em estadios da doenga pode ser feita de forma mais clara

(Arnold, Hyman, Flory, Damasio, & Van Hoesen, 1991; Perl, 2010; Pooler et al., 2013).

Apesar de as proteinas P-amildide e tau desempenharem um papel importante no
desenvolvimento da doenga de Alzheimer, outros mecanismos neuro degenerativos
foram também propostos, incluindo respostas pro-inflamatorias, disfung¢do mitocondrial,
stress oxidativo, apoptose e fatores genéticos e ambientais (Alves et al., 2012; Nelson &

Schmitt, 2011).

A perda sinaptica ocorre no inicio da doenga e antes da deposi¢do de placas de amildide
e de emaranhados neurofibrilares. Quando localizada no hipocampo e no neocértex esta

associada ao declinio cognitivo (Alves et al., 2012).

2.4. Diagnostico

A maior parte dos casos sdo de DA esporadica sendo que apenas 2,5% sdo relativos a

patologia por predisposi¢do genética (Humpel, 2011).

A afirmagdo de um diagnostico definitivo pode apenas ser feito com recurso aos dados
clinicos do doente e com a realizagdo de autopsia para a confirmacgdo de acumulacio de
emaranhados neurofibrilares e placas de deposi¢do de proteina tau (Humpel, 2011). No
entanto a doenca de Alzheimer pode, atualmente, ser diagnosticada com uma exatiddo
de 90% a 95% pelos profissionais de satde especialistas com recurso ao historial
clinico do doente, avaliacdo fisica, testes laboratoriais, abordagem imagioldgica e

avaliag@o neuropsicoldgica (Alves et al., 2012; Chu, 2012).

O diagnostico precoce ¢ ainda muito dificil de conseguir pois a sintomatologia inicial ¢
comum a varias patologias de deméncia. Segundo Humpel (2011), o ideal seria a
utilizagdo de um biomarcador especifico para a DA capaz de a distinguir de outras
patologias (Lam, Hollingdrake, Kennedy, Black, & Masellis, 2009). Torna-se

importante porque o tratamento ¢ diferente para cada uma.

Na DA os biomarcadores estabelecidos para medicdo quantitativa no liquido
cefalorraquidiano, sdo: proteina tau total, proteina tau fosforilada e proteina -
ami6ide(1-42). E consensual que sé a utilizagio conjunta dos trés aumenta a
probabilidade de um diagnostico valido com uma sensibilidade de 95% e especificidade
de 85% (K Blennow, 2004; Kaj Blennow, 2005; Degerman Gunnarsson et al., 2016;
Marksteiner, Hinterhuber, & Humpel, 2007). No entanto, a recolha de amostra de LCR
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em periodos regulares para andlise torna-se insustentavel pelos custos e invidvel pela
posicdo em que coloca o doente. A realizagdo de pun¢des lombares sistematicas ndo sdo
uma solucdo pelos seus efeitos adversos inerentes. Nesse sentido, estudos de
investigacdo tém sido realizados com o intuito de identificar possiveis tecidos ou fluidos

do organismo de mais facil acesso como por exemplo o sangue (Humpel, 2011).

Outros meios de diagndstico sdo também utilizados como biomarcadores genéticos,
marcadores moleculares correspondentes a componentes da cascata fisiologica da

doenga, imagens como PET e RMN (Alves et al., 2012; McCorquodale & Myers, 2008).

O diagnostico definitivo pode apenas ser feito quando o doente morre e se for

autopsiado.

No exame macroscopico € possivel a identifica¢do de atrofia cerebral, maioritariamente
na zona do hipocampo, responsdvel pelas funcdes de memoria e linguagem, numa zona
especifica do corno temporal (Alves et al., 2012; Perl, 2010; Zotova et al., 2013). No
entanto, em situacdes de idade mais avangada as mesmas lesdes podem ser
identificadas, ndo estando necessariamente relacionadas com a DA mas sim com o
envelhecer natural, dai a necessidade de identificagdo de outras lesdes neuropatoldgicas.
Microscopicamente, as lesdes cerebrais ja referenciadas podem ser caracterizadas pela
presenga de placas extracelulares de P-amiloide e emaranhados neurofibrilares (Perl,

2010).
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Cérebro Saudavel
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Figura 4 - Esquema comparativo entre um cérebro saudavel e dois estadios da DA,

referenciando a zona do hipocampo, concretamente corno temporal adjacente do

ventriculo lateral. (Adaptado de http://www.memeron.com/alzheimers.html)
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2.5. Farmacogenética

Para que um farmaco produza efeito bioldgico, as suas concentragdes terapéuticas
devem atingir o estado estacionario nos tecidos onde se localiza o seu alvo terapéutico.
A Farmacocinética explica como ¢ alcangada a concentracio necessaria, em fun¢do do
tempo através de equagdes matematicas que contemplam: a absor¢ao a partir do local de
administracdo, a distribuicdo ao longo dos tecidos, o metabolismo pelos diferentes
sistemas enzimaticos e a sua excre¢do do organismo (ADME). Uma vez atingida a
concentragdo terapéutica necessaria, o firmaco vai produzir um efeito bioldgico medido
por interagdes farmacodinamicas. A farmacodinamica relaciona os efeitos terapéuticos
observados, com uma determinada concentracdo de farmaco. Os alvos terapéuticos
podem ser proteinas, enzimas, recetores membranares, segundos mensageiros ou canais

16nicos (Lam et al., 2009; Nogueira et al., 2006).

Clinicamente, existe variabilidade significativa no efeito e na resposta dos farmacos no
organismo que varia entre nenhuma resposta, declinio de resposta ou taxa de
desaceleracdo dos sintomas, com melhoria cognitiva e comportamental, embora que por
tempo limitado, resultado de uma resposta positiva do organismo ao farmaco (Lam et
al., 2009). A metabolizacdo de farmacos € um dos fatores que contribuem para a

variabilidade na farmacocinética (Kalow, 1997).

Através da farmacogenética ¢ possivel entender os fatores associados aos genes que
codificam enzimas responsaveis pelo metabolismo de farmacos que regulam tanto a

farmacocinética como a farmacodinamica (Cacabelos et al., 2012).

As constantes descobertas no conhecimento do genoma humano e a identificagdo e
caracterizacdo de genes relacionados com a doenca de Alzheimer (Cacabelos, 2002),
bem como de genes da familia CYP em que os produtos enzimaticos sdo responsaveis
pela metabolizagdo hepatica de farmacos tém sido incorporados no desenvolvimento da
farmacogenética e farmacogendmica. Acredita-se que os beneficios de ambos podem ser
substanciais em termos de otimizacdo de terapéuticas de deméncias e ndo so, assumindo
que fatores genéticos sdo determinantes tanto para a morte neuronal prematura como

para o metabolismo de farmacos na DA (Cacabelos, 2005b; Evans & Relling, 1999).

A farmacogendmica, por seu turno, permite diferenciar a especificidade de um farmaco,

em termos de eficicia, para a doenga e os mecanismos genéticos cujas mutagdes
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determinam alteracdes na sintese de proteinas, para uma resposta mais ou menos eficaz

(Karch, Cruchaga, & Goate, 2014).

O resultado dos estudos farmacogendémicos (Cacabelos, 2009b) dependem de fatores

como:

I.  Genoma

II.  Fendtipo da doenca

III.  Patologias concomitantes

IV.  Relagdo gendtipo-fendtipo para a doenga
V.  Condigdes nutricionais

VI. Idade e sexo

VII.  Perfil farmacoldgico dos farmacos
VIII.  Interacdes medicamentosas

IX.  Perfil de expressdo genética

A aplicagdo destes procedimentos em patologias como a Doenca de Alzheimer é uma
tarefa extremamente complexa, ja que se trata de uma doenga multifatorial com mais de
200 genes envolvidos, para além do alelo €4 do gene ApoE (Cacabelos, Fernandez-

Novoa, Lombardi, Kubota, & Takeda, 2005).

Adicionalmente, sabe-se que apenas um farmaco ndo ¢ capaz de reverter ou controlar
todos os mecanismos associados @ morte neuronal prematura. Cada paciente € Unico no
desenvolvimento da doenca e isso traduz um fendtipo para a DA extremamente

complexo.

Sintomas como declinio de memdria, mudangas comportamentais e deterioragdo
funcional progressiva requerem a utilizacdo de diferentes farmacos em simultineo,
incluindo  psicotropicos (antidepressivos, anti convulsivantes, ansioliticos e
neurolépticos) bem como de outros grupos terapéuticos para doengas concomitantes
tendenciais no idoso, por exemplo hipertensdo, doencas cardiovasculares e diabetes

(Kawas et al., 2015).

Apesar da resposta farmacoldgica produzida ter inumeros fatores que a definem, estima-
se que grande parte da sua variabilidade (20-95%) seja justificada por fatores genéticos

(Karch et al., 2014).
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Aliando a genética a terapéutica, uma determinada doenca pode ser tratada de acordo
com o genoma e marcadores bioldgicos do doente, permitindo selecionar a medicac¢do
otima individual ou para um grupo de pacientes com perfis genomicos idénticos. Para
muitas medicagdes, as variagdes inter-individuais sdo do tipo SNPs nos genes que
codificam enzimas metabolizadores, transportadores ou alvos terapéuticos (Cacabelos et

al., 2010).

Dos genes que constituem o genoma humano, cerca de 1200 estdo associados a
patogénese de doencas do sistema nervoso central e deméncia. Estudos
farmacogenéticos sobre a resposta farmacoldgica de farmacos psicotrdpicos no
organismo que tém sido realizados, mostram como principal interesse a determinagdo da
relagdo entre as variagdes existentes em genes especificos e a sua resposta terap€utica e

efeitos adversos (Malhotra, Murphy, & Kennedy, 2004).

Aproximadamente 18% dos farmacos neurolépticos sdo substratos do CYP1A2, 40% do
CYP2D6 e 23% do CYP3A4. Os antidepressivos, 24% sdo metabolizados pelo
CYP1A2, 5% pelo CYP2B6, 38% pelo CYP2C19 85% pelo CYP2D6 e 38% pelo
CYP2D6. 7% do grupo das benzodiazepinas sdo substratos do CYP2C19, 20% do
CYP2D6 e 95% do CYP3A4 (Cacabelos, 2009a, 2009b).

Assim, percebemos que muitos dos farmacos com a¢do no SNC sdo metabolizados por
um grupo de enzimas codificados pela superfamilia de genes, os CYP, e que alteragdes
genéticas a esse nivel produzirdo respostas diferentes entre si. A resposta farmacoldgica,
para o grupo de farmacos utilizado em patologias de deméncia, vai depender das
variagdes genéticas nesse dominio, consoante os doentes as apresentem, ou ndo. Estudos
prospetivos, sobre farmacos anti deméncia, revelaram que a resposta a terapéutica da
DA ¢ especifica para cada gendtipo em estudo e que as suas variantes induzirdo

altera¢des no metabolismo, eficacia e perfil de seguranga (Cacabelos et al., 2010).

Sendo todos metabolizados por enzimas com genética varidvel, de exemplo os do
citocromo P450, variagdes polimodrficas nesses genes podem induzir alteragdes no

metabolismo que alteram tanto a eficicia como a seguranca (Cacabelos, 2005b).

Como exemplo, cerca de 10-20% da populagdo Caucasiana € portadora de variantes
polimérficas do CYP2D6 o que vai alterar o metabolismo de muitos agentes

psicotropicos (Cacabelos et al., 2010).

25



Farmacogenética Aplicada ao Tratamento da doenga de Alzheimer

O espectro para as variagdes no genoma humano inclui (Crawford, Akey, & Nickerson,

2005; Sharp, Cheng, & Eichler, 2006):

I.  Alteragdes pontuais de nucleotidos (SNP)
II.  Pequenas inser¢des ou delegdes
III.  Repeti¢des curtas em tadem
IV.  Variagdes estruturais (delec¢des, inser¢des, inversdes, duplicagdes)
V. Insercdes retroelementares
VI.  Variagdes estruturais intermédias (como as referidas em IV mas em maior
escala)
VII.  Variagdes estruturais longas

VIII.  Variagdes cromossomais

Apds a identificacdo de diversas alteragdes genéticas relacionadas com a DA, estas

foram classificadas da seguinte forma:

I.  Mutacdes Mendelianas
Séo raras apresentando-se em 1:1000 doentes e incluem mais de 30 mutagdes associadas
ao gene da proteina precursora (APP) da AP (21g21); 160 mutagdes no gene PSENI
(14924.3); 10 mutagdes no gene PSEN2 (1q31-g42) (Cacabelos et al., 2005).

As proteinas PSEN1 e PSEN2 interferem na atividade da y-secretase, responsavel pela

clivagem proteolitica da APP (Cacabelos et al., 2005).

II.  SNP maltiplas em diferentes genes ao longo do genoma
As multiplas variantes polimdrficas estdo identificadas em mais de 200 genes, sendo
que de entre os mais suscetiveis, o alelo 4 do APOE € o que apresenta maior risco
associado para a morte prematura e vulnerabilidade neuronal na DA (Cacabelos et al.,

2005).

III.  Mutagdes no DNA mitocondrial

Por heteroplasmia, a acumula¢do de erros durante a replicacdo do DNA influéncia o
tempo de vida da célula e as condigdes de stress oxidativo, conferindo heterogenecidade

fenotipica (Cacabelos et al., 2005).
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As SNP e insercdes ou delecdes pequenas sdo os tipos de variagdo estrutural mais
comuns. O polimorfismo dos genes responsaveis por diversos processos enzimaticos ou
metabolizacdo de farmacos (por exemplo: CYP2D6), influenciam e aumentam os

fendtipos com importancia patologica e farmacogenética (Cacabelos et al., 2010).

O metabolismo dos farmacos inclui reagdes de fase I, como oxidagdo, reducdo e

hidrolise, e reagdes de fase II, como acetilagdo, glucuronizago, metilagdo e sulfatagéo.

Os principais CYPs com maior variabilidade genética, de fase I do metabolismo, e que
mais metabolitos originam sdo CYP2D6, CYP2C19, CYP2C9 e CYP3A4/5 (Cacabelos,
2009a, 2009b). De fase II de metabolismo temos: UGTs, TPMT, COMT, HMT, STs,
GSTs, NATs (Cacabelos et al., 2010).

2.5.1. Enzimas de Fase I do Metabolismo (CYP)

Para a fase I do metabolismo de fAirmacos a farmacogenética estuda a superfamilia de
enzimas do citocromo P450, codificadas pela familia de genes CYP. Algumas isoformas
deste grupo de enzimas metabolizam mais substancias que outras, originando produtos

que podem ser indutores ou inibidores uns dos outros e alterar a resposta terapéutica.

A importancia da indugdo enzimatica explica-se na redugdo de eficacia do farmaco por:
aumento do metabolismo enzimatico, diminui¢do do tempo de semi-vida plasmatico e
consequente diminui¢do do tempo de acdo farmacologico, aumento de tolerancia,
acumulagdo de metabolitos para niveis tdxicos (no caso de o metabolito ser tdxico) e

potencia interagdes farmacoldgicas.

A inducdo enzimdtica pode ser tanto a nivel de enzimas microssomais como nao
microssomias. Quando a inibi¢do € ao nivel ndo microssomal em enzimas especificas &
devida a competi¢do pelo local de ligagdo por moléculas estruturalmente semelhantes.
Os enzimas microssomais sdo influenciados, indiretamente por fatores como défices
nutricionais, desequilibrios hormonais e disfun¢do hepatica. Independentemente do tipo
de inibicdo enzimdtica, esta resulta num metabolismo do fiarmaco reduzido.
Consequentemente temos: aumento dos efeitos adversos por aumento do tempo de

duragdo de a¢do e aumento do tempo de semi-vida.

De todas, a CYP3A4 metaboliza mais compostos do que todas as outras variantes

juntas. Alteragdes ao grupo estdo relacionadas com diferencas étnicas e geograficas

27



Farmacogenética Aplicada ao Tratamento da doenga de Alzheimer

(Isaza, Henao, Lopez, & Cacabelos, 2000; Mizutani, 2003; Ozawa et al., 2004; Xie,
Prasad, Kim, & Stein, 2002).

Estas diferengas influenciam o metabolismo dos fairmacos em diferentes grupos €tnicos,
pelo que as doses, nessas circunstancias, devem ser ajustadas de acordo com a sua

capacidade enzimatica, de acordo com:

i.  Metabolizadores normais (MN)

1i.  Metabolizadores lentos (ML)
iii.  Metabolizadores intermédios (MI)
iv.  Metabolizadores rapidos (MR)

v.  Metabolizadores ultra-rapidos (MU)

Na sindrome de deméncia, a maioria dos casos sdo de doentes de Alzheimer. Metade
dos farmacos disponiveis para esta patologia s3o metabolizados por CYPs, seja de fase I
ou fase II e, deste modo, torna-se fundamental, entender os mecanismos genéticos que
codificam estes enzimas. Dada a extensa variabilidade genética até agora descrita,
agrupar os grupos de risco por gendtipo, permitird uma adaptacdo de terapéutica mais
individualizada por doente, adequada as suas necessidades clinicas e limitagdes, com

menos efeitos adversos.

De acordo com a informagdo disponivel podemos concluir que, pelo menos 10-15% da
populagdo com DA, apresenta um metabolismo alterado de inibidores da
Acetilcolinesterase e de todos os outros farmacos metabolizados por CYPs que
apresentem variancias genéticas nos seus codificadores. Aproximadamente metade deste
grupo populacional apresenta um metabolismo ultrarrdpido. Por esse motivo, existe a
necessidade de um ajuste de dose para uma dosagem superior de forma a atingir as
concentragcdes farmacoldgicas necessarias para produzir efeito terapéutico. A outra
metade apresenta um metabolismo lento, com risco aumentado de toxicidade e efeitos

adversos mesmo em dosagens menores.

Nao s6 o tipo de metabolismo que um individuo apresenta para um farmaco ou um
grupo de fairmacos ¢ importante para a eficacia da resposta terapéutica, como também as
interagdes entre farmacos podem ter influéncia nesse aspeto (Cacabelos, 2007c, 2008a,
2009a, 2009b; Cacabelos et al., 2005; Cacabelos, Llovo, Fraile, & Fernandez-Novoa,
2007). Algumas das interagcdes mais comuns com a terap€utica para a DA sdo com
antidepressivos, neurolépticos, analgésicos, antieméticos, e antiarritmicos, grupos
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também metabolizados pelo enzima CYP2D6 do citocromo p450. Por outro lado, em
certos casos com polimorfismo genético na expressio do CYP2D6, este ndo ¢
espectavel que afete a farmacodinamica do farmaco pois o farmaco ¢ maioritariamente

metabolizado por outra via. Este é o caso da Rivastigmina.

Contrariamente a Galantamina e ao Donepezilo, a Rivastigmina nfo sofre
metaboliza¢io hepatica por enzimas CYP. E rapidamente metabolizada no seu local de
acdo por colinesterases € no soro humano e eliminada pelos rins (Jann, Shirley, &
Small, 2002; Scarpini, Scheltens, & Feldman, 2003). De entre os referidos, ¢ o firmaco
com mais especificidade na ligacdo aos recetores de AchE na inibi¢do desta (Cacabelos,

2007a).

E importante referir que muitas vezes os efeitos terapéuticos nio sdo os desejados, néo
pela dose ndo estar correta, mas pela incapacidade de metabolizag¢do desta nos ML. Uma
das técnicas utilizadas em 30-60% dos casos que se apresentam com falhas terapéuticas
ou reagdes adversas, passa pela titulacdo, principalmente de Donepezilo, da sua

concentragdo em solugdo (Cacabelos et al., 2010).

2.5.1.1. CYP2D6

Codificada pelo gene com loci 22q13.1-13.2, a CYP2D6, é um enzima responsavel pelo
metabolismo ndo s6 de inibidores da AchE como também de outros psicotropicos como
antidepressivos, opioides, neurolépticos e também antiarritmicos, analgésicos, entre
outros, que funcionam também como substratos indutores ou inibidores, potencialmente
interagindo com outros farmacos, e originando efeitos adversos. O polimorfismo do
CYP2D6 tem ja conhecidos mais de 100 alelos diferentes, classificando o enzima de
acordo com o tipo de metabolizador, anteriormente descritos. 80% da populagdo ¢
metabolizador normal. No entanto, quando ¢ feita uma avaliacdo aos polimorfismos
existentes, em média, aproximadamente 6,28% da populacio mundial sdo

metabolizadores lentos, de onde a Europa faz parte em 7,86%.

Cacabelos e colaboradores (2010) utilizaram estudos realizados anteriormente e
relacionaram a prevaléncia dos varios tipos de genotipos da CYP2D6 com alguns dos

genes relacionados com a DA (Cacabelos et al., 2010). O resultado foi o seguinte:
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Da populagdo em estudo,12,56% do gendtipo APOEe2¢2 foi considerado MR; do
genotipo APOEede4, 12,50% foram considerados MR, 6,66% MN, 3,95%

metabolizadores normais e nenhum caso de ML foi registado.

Genotipos PSENI-1/1 foram mais frequentes nos considerados MN (45%), e genotipos
PSEN-1/2 foram considerados ML (63,16%) e UM (60%).

Pacientes com gendtipo PSENI-2/2 foram considerados ML em 38,46% da populagdo
em estudo e 20% MU.

2.5.2. Enzimas de fase 11 do Metabolismo

Os enzimas de fase Il de metabolizagdo, apresentados na figura 5, também designada de
“reagdes de conjugagdo” sdo considerados como uma etapa de desintoxicagdo no
metabolismo do farmaco. Estes enzimas desempenham um papel fundamental na
biotransformac¢@o de xenobidticos e moléculas endogenas, para formas mais facilmente
eliminadas e inativagdo de metabolitos ativos. Uma reducdo na capacidade de

metabolizacdo de fase II pode conduzir a efeitos toxicos de farmacos.

Figura 5 - Principais enzimas de metabolizacdo de fase II Adaptado de:

(Jancova, Anzenbacher, & Anzenbacherova, 2010)
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Existem estudos farmacogenéticos publicados sobre estes enzimas que revelam ligacdes
entre varidncias alélicas e diferentes respostas a farmacos ou predisposicdo para
determinadas patologias. Ensaios relativos a COMT mostraram que polimorfismos no
gene (VAL 108/158 MET) estdo relacionados com doengas como Esquizofrenia e
Parkinson bem como alguma predisposi¢do para o alcoolismo (Kunugi et al., 1997;

Yoritaka, Hattori, Yoshino, & Mizuno, 1997).

Vérias linhas de evidéncia sugerem uma relacdo entre estes enzimas e doencgas
neurodegenerativas através de alteracdes estruturais nos genes GSTT e GSTM
(hGSTTI1-1 e/ou hGSTM1-1) que desempenham um papel na desativagdo de espécies
de oxigénio reativas que sdo suscetiveis de estarem envolvidas em processos celulares

da inflamacao, envelhecimento e doencas degenerativas (Bolt & Thier, 2006).

2.5.3. ApoE e Resposta Terapéutica

O gene APOE, localizado no cromossoma 19q13.2, codifica a apolipoproteina E, uma
proteina membrana envolvida mo metabolismo lipidico. Atualmente, existem trés
variantes alélicas conhecidas: €2, €3 e ¢4. Estas sdo determinadas por variagdes nas
posigdes 112 e 158 aminoacidicas. A presenga de uma cisteina em ambos os locais
confere a variante alélica €2, enquanto que uma arginina em cada uma das posigdes
confere a conformagdo 4. A conformacgdo €3 tem na posi¢do 112 uma cisteina e na

posic¢do 158 uma arginina (Lam et al., 2009).

Estudos clinicos realizados comprovam que a frequéncia alélica €4 ¢é superior em
pacientes com DA, da mesma forma que individuos que carregam a variagdo €2 tém
menor probabilidade de desenvolver a doenga (St. George-Hyslop, 2000).
Adicionalmente, foi descoberto que homozigdticos para o alelo €4 apresentaram uma
idade de inicio da doenga menor que o pacientes heterozigoticos, € que pacientes com

alelo €2 tém também um inicio de doenc¢a mais tardio (St. George-Hyslop, 2000).

O mecanismo exato da APOE &4 que contribui para a patogénese da doenca ainda ndo
esta totalmente esclarecido, no entanto sabe-se que contribui para a o metabolismo da
AP e agregacdo da AP e aumenta a velocidade de hiperfosforilagdo da proteina tau,
reduz a atividade da AchE, aumenta os processos oxidativos, reduz o metabolismo
lipidico e induz a apoptose neuronal (Cacabelos et al., 2010, 2005; Roses, 2004). Pensa-

se que ¢ o conjunto dos trés mecanismos, de forma complementar, que origina a
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sintomatologia (Hanson, Craft, & Banks, 2015). A interagdo APOE-CYP2D6 também

influencia a resposta terapéutica em pacientes com DA (Cacabelos et al., 2010).

Dois estudos realizados em 2004 e 2005, um sobre a resposta ao Donepezilo e outro a
Galantamina, respetivamente, mostraram que a resposta a estes farmacos, para pacientes
portadores do alelo €4, era positiva e que os sintomas diminuiam e a resposta cognitiva
melhorava (Babi¢, Mahovi¢ Lakusi¢, Serti¢, Petrovecki, & Stavljeni¢-Rukavina, 2004;
Bizzarro et al., 2005). Ao contrario, Poirier e colaboradores (1995), tinham provado que
80% dos doentes sem a variancia €4 apresentaram melhorias quando medicados com
Tacrina, ao mesmo tempo que 60% dos que possuem a varidncia ndo mostraram

quaisquer alteracdes ou pioram (Poirier et al., 1995).
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O conjunto especifico de sintomas que cada paciente manifesta como resultado das
altera¢des no decurso da DA ¢ diferente entre doentes. Adicionado a influéncia de co-
morbilidades e medicamentos para outras patologias, este facto pode, pelo menos
parcialmente, explicar a variacdo de efeitos farmacologicos entre individuos. Assim, a
criacdo de guidelines de tratamento para esta forma de deméncia ndo € tdo claro como
necessario, pelos efeitos adversos e custos que tém (Thies, William, 2013). A referéncia
ao tratamento farmacologico neste trabalho serd direcionada apenas para os grupos
terapéuticos diretamente envolvidos na DA e ndo no tratamento de co-morbilidades que

surgem no desenvolvimento da doenca.

A nivel individualizado, especialmente quando a doenga ja esta em estddios moderados
e avangada, a escolha da terap€utica acaba por ser com base em casos semelhantes de

doentes anteriores (Alves et al., 2012).

As estratégias terap€uticas passam, assim, por tentar interferir nos mecanismos
patogénicos da doenca, tais como: mutagdes genéticas, deposicdo de AP, mecanismos
da tau, apoptose celular, défice de neurotransmissores, défices neurotroficos, perda
neuronal, neuro inflamacéo, stress oxidativo, alteragdes nos canais de célcio, alteragdo
no metabolismo lipidico e alteracdes cerebrovasculares(Cacabelos, 2002, 2003, 2005a,

2005b, 2008a, 2008b, 2009a, 2009b; Cacabelos et al., 2005; Kato, 2007).

Os objetivos da implementacdo de um tratamento passam também por reverter alguns
défices cognitivos, melhorar a capacidade funcional e controlar perturbagdes
neurolégicas, sintomas e comportamentos (Chu, 2012). E recomendavel a associagdo de
tratamentos farmacoldgico com ndo farmacologico (Alves et al., 2012), sendo que s6

sera dada énfase ao primeiro.

O tratamento atualmente disponivel para a DA ¢ sintomatico. No entanto, se a
medicacgdo for retirada mesmo que por um curto periodo de tempo, estes doentes ndo

conseguirdo ser distinguidos de outros nunca antes medicados (Alves et al., 2012).

Apds varios ensaios clinicos, entidades reguladoras de varios paises estipularam como
linha de tratamento o seguinte conjunto de farmacos: Inibidores da Acetilcolinesterase
(1AchE): Donepezilo, Rivastigmina e Galantamina; Antagonistas N-metilo-d-aspartato:

Memantina (Herrmann, Chau, Kircanski, & Lanctot, 2011).
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Outros grupos farmacoldgicos sdo também utilizados no tratamento da DA e serdo

referidos ao longo do trabalho.

Em conjunto, a analise de evidéncias bioquimicas, eletrofisiologicas, farmacologicas e
farmacogenéticas desempenharam um papel fundamental no entendimento da disfungdo
colinérgica e distirbios de memoria relacionados com a idade e com patologias de
deméncia, surgindo a hipdtese colinérgica para a perda neuronal sintoméatica da doenga

(Bartus, Dean, Beer, & Lippa, 1982).

Assim, a hipdtese colinérgica conclui que os sistemas colinérgicos do prosencéfalo s@o
afetados na doenga incluindo perda neuronal e declinio da funcdo enzimética essencial a
sintese de acetilcolina. O resultado ¢ a perda de memoria irreversivel e sintomas

neuropsiquiatricos (Bartus et al., 1982).

Posteriormente, foram propostos como os primeiros farmacos aprovados para o
tratamento da Doenca de Alzheimer os inibidores da Acetilcolinesterase (Sun, 2012;
Yiannopoulou & Papageorgiou, 2013). O objetivo da terapéutica passa por aumentar os
niveis de acetilcolina (Ach) ao nivel da sinapse, aumentando a resposta nervosa (Lam et

al., 2009).

3.1. Inibidores da Acetilcolinesterase

Estdo aprovados para estados da doenca de inicial a moderado onde, de acordo com
ensaios clinicos realizados (2000-2006), se mostraram ser mais eficazes a nivel
cognitivo, comportamental, particularmente em estados de apatia e menos em estados de
psicose, e desempenho diario de atividades basicas (Birks & Harvey, 2006; Birks, J,
lakovidou, & Tsolaki, 2000; Loy & Schneider, 2006).

Os inibidores da Acetilcolinesterase ligam-se seletivamente e inibem a atividade deste
enzima responsavel pela hidrélise da acetilcolina, referenciando-se os principais na
tabela 1 (Darvesh, Hopkins, & Geula, 2003; Soreq & Seidman, 2001). Esta inibi¢do
promove um aumento da quantidade de Ach na fenda sindptica estimulando o recetor
colinérgico muscarinico ou nicotinico da dendrite do neurdnio seguinte. Esta inibi¢do ¢
tanto a nivel central, responsavel pelos efeitos a nivel cognitivo, como a nivel periférico

que caracteriza os efeitos adversos dose-dependentes (Lam et al., 2009).
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A ligacdo ao enzima pode ser reversivel como ocorre com o Donepezilo e com a
Galantamina, ou irreversivel como € o caso da Rivastigmina, que, por ser metabolizada

por colinesterases se torna um inibidor deste tipo (Jann et al., 2002).

Os efeitos secunddrios mais comuns sdo gastrointestinais e distirbios de sono que
acabam por ser contornados pelo ajuste de dose (Birks & Harvey, 2006; Birks et al.,
2000; Loy & Schneider, 2006). Outros efeitos também observados e de gravidade
superior sdo bradicardia e sincope, razdes pelas quais ¢ aconselhavel a avaliagdo prévia
da funcdo cardiaca do doente (Sun, 2012). Segundo Winblad e colaboradores (2007) a
administracdo de Rivastigmina por penso transdérmico tem menos efeitos adversos

mantendo-se a eficacia terap€utica (Winblad et al., 2007).

Em casos de sensibilidade ou intolerancia, a troca ou escolha preferencial entre cada um

deles pode ser justificada pelas diferencas existentes a nivel de metabolismo.

Tabela 1 - Comparagdo das caracteristicas farmacoldgicas de 4 inibidores da Acetilcolinesterase.

Adaptado de: (Sun, 2012).

Tacrina Donepezilo Rivastigmina Galantamina
NHs o o gl e
Estrutura B . A 7 CF 3 \<$
e ©/\ ||_ch"‘(r:" 3 }’”
N % SHy HO
Enzima-alvo AchE e BuchE AchE AchE e BuchE AchE
9.5 mg/24h penso
. . ; 24 mg/dia
Dose recomendada 160 mg/dia 10 mg/dia transdérmico
2 vezes/dia
12 mg/dia capsula
Semi-vida Penso: 3 horas
) 2-4 horas Cerca de 70 horas Cerca de 7 horas
plasmatico Capsula: 1 hora
Tratamento do Ligeira a Ligeira a
) Todos
estadio da doenga Moderada Moderada
Toxicidade Nauseas, perda de
Reagdes Adversas . Diarreia, natseas Diarreia, nauseas
hepatica peso
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3.1.1. Donepezilo

Atualmente utilizado em mais de 50 paises para o tratamento da DA, comparativamente
a outros fAirmacos do mesmo grupo, o Donepezilo liga-se seletivamente aos recetores de
AchE, de forma reversivel, exibindo o melhor perfil farmacoldgico do seu grupo no que
diz respeito a melhorias na cognicdo, taxa de resposta farmacologica (40-58%), adesdo a
terapéutica (5-13%) e efeitos secundarios (6-13%) (Cacabelos, 2007a). Apesar da
relacdo custo-efetividade ndo representar uma vantagem nesse aspeto, a maioria dos
estudos realizados conclui que se trata de um farmaco com melhorias significativas ao
nivel da cogni¢do, comportamento e desempenho na realizagdo das tarefas diarias em
estados moderados a severos da Doenga de Alzheimer, contribuindo para o atraso na

progressdo da doenga (Cacabelos, 2007a).

Alguns dos efeitos que podem ser observados, resultando na redugdo de atrofia ao nivel
cortical do hipocampo sdo a inibicdo da AchE, aumento da resposta neurotransmissora
colinérgica, ativagdo de mecanismos neurotroficos, promog¢do da via ndo
amiloidogénica e efeitos indiretos na fungdo vascular cerebral melhorando a perfusdo

cerebral (Cacabelos, 2007b).

A resposta terapéutica de Donepezilo ¢ influenciada por variantes dos genes (APOE,
CHAT). O Donepezilo ¢ um importante substrato de CYP2D6, CYP3A4, ACHE e
UGTs, inibe ACHE e BchE-K, e ¢ transportado pela familia de genes ABCB1, como
pode ser observado na tabela 2. A maioria dos estudos concluiu que variantes CYP2D6
podem afetar a eficacia e seguranga Donepezilo na DA (Albani et al., 2012; Cacabelos,
2007a, 2008b, 2012; Cacabelos et al., 2007; Noetzli & Eap, 2013). A variante
rs1080985 do gene do CYP2D6 foi encontrado associada a uma mé resposta ao

Donepezilo (Albani et al., 2012; Pilotto et al., 2009).

Metabolizado no figado pela CYP2D6 e CYP3A4, enzimas do citocromoP450, sofre
efeito de primeira passagem. Cada uma das enzimas d4 origem a um metabolito que
pode, ou ndo, ter efeito equivalente & molécula inicial. Assim, a CYP2D6 origina
metabolitos com atividade farmacoldgica equivalente, enquanto que a CYP3A4 da

origem a um composto inativo (Birks & Harvey, 2000).

Um estudo realizado por Varsaldi e colaboradores (2006) num grupo de doentes tratados
com Donepezilo durante trés meses, foi determinar a concentragdo plasmatica e resposta

terapéutica com base nos polimorfismos do CYP2D6 (Varsaldi et al., 2006). Apesar de
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nido terem sido identificados metabolizadores lentos, foram identificados
metabolizadores ultrarrapidos e metabolizadores intermédios. Tanto para os
ultrarrapidos como para os intermédios em homozigotia, as concentragdes plasmaticas
eram inferiores, comparativamente com metabolizadores intermédios heterozigdticos.
Estes também mostraram ter melhorias mais significativas no quadro clinico do que os

restantes (Varsaldi et al., 2006).

Estudos realizados demonstraram que, apesar das conclusdes otimistas que podem ser
retiradas de ensaios clinicos é importante a sua comparagdo com pacientes em placebo.
S6 assim € percetivel que os iAchE no geral e o Donepezilo em particular tém uma
eficacia reduzida no tratamento da Doenca de Alzheimer (Birks, 2006; Birks & Harvey,
2006; Kaduszkiewicz, Zimmermann, Beck-Bornholdt, & van den Bussche, 2005;
Lanctot et al., 2003; Loveman et al.,, 2006). No geral, trata-se de uma boa opgdo

terapéutica, no entanto sem resultados tdo positivos quanto o necessario.

Os principais efeitos adversos observados incluem problemas cardiovasculares,
alteragdes gastrointestinais e alteragdes no sistema nervoso central como agitacdo,

insonia, confusdo, depressdo e ansiedade (Cacabelos, 2007a).

3.1.2. Galantamina:

Por outro lado, a Galantamina, também metabolizada pela CYP2D6 ¢ CYP3A4 tem
como principal metabolito um composto com atividade trés vezes superior, resultado da
metabolizacdo pela CYP2D6. Metabolizadores lentos vém a clearance do metabolito

produzido pela a¢do da CYP2D6 reduzida em 25% (Jann et al., 2002).

Para além desta atividade, a Galantamina € moduladora dos recetores nicotinicos de Ach

e pode aumentar os niveis de Glutamato, APOE, APP, AchE, BchE, descrito na tabela 2.

As principais vias metabdlicas sdo glucuronidag@o, O-desmetilagdo, N-desmetilagdo, N-

oxidagdo e epimerizagao.

Noetzli et al. (2013) estudaram a relacdo entre variantes genéticas CYP2D6, CYP3A4/5,
ABCBI1 e a Galantamina em concentra¢gdes de estado estacionario no plasma. O
gendtipo CYP2D6 mostrou-se um parametro importante na farmacocinética da

Galantamina, onde 45% eram CYP2D6-ML. Comparativamente aos CYP2D6-MN
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heterozigdticos ou homozigoticos, os pacientes considerados metabolizadores lentos
necessitaram de um ajuste de dose 62% superior (Noetzli, Guidi, Ebbing, Eyer,

Zumbach, et al., 2013).

3.1.3. Rivastigmina

A rivastigmina ¢ um inibidor reversivel da acetilcolinesterase, tabela 2, que provoca um
aumento na concentragdo de acetilcolina, que por sua vez aumenta a neurotransmissao

colinérgica, como € possivel observar na tabela 2.

Um ensaio realizado por Sonali e colaboradores (2012) com um grupo de pacientes
do India Institute of Medical Sciences, em Nova Deli, estudou as variagdes alélicas
CYP2D6*3, UGT2B7, e UGT1A9*5, nos respetivos genes, em doentes de Alzheimer
bem como os efeitos farmacoldgico e toxicoldgicos com Rivastigmina em monoterapia
e em associacdo (Sonali, Tripathi, Sagar, Velpandian, & Subbiah, 2013). Estes
concluiram que o polimorfismo UGT2B7 conferia aos pacientes uma metabolizacdo
lenta de Rivastigmina em terapia combinada com Memantina, com concentragdes

plasmaticas mais elevadas e menor efeito terapéutico (Sonali et al., 2013).

De acordo com Han et al. (2015), portadores da variante de K do enzima
butirilcolinesterase (BchE-K) apresentam uma capacidade de hidrolise de acetilcolina
reduzida. Assim, a resposta clinica a Rivastigmina pode ser diferente em portadores na
Doenga de Alzheimer (Han et al., 2015). O objetivo da equipa foi investigar a resposta
clinica a Rivastigmina transdérmica em monoterapia e em associacdo com Memantina
com base no gene BchE-K. Numa populagdo em estudo de 146 pacientes os resultados
concluiram que portadores BchE-K mostraram uma taxa de resposta mais baixa do que
os ndo portadores. Esta tendéncia foi evidente também em pacientes com DA com
apolipoproteina Ee4. Assim, o genotipo BchE-K pode estar relacionado com uma
resposta diminuida no tratamento com Rivastigmina em associacdo ou em monoterapia,

especialmente na presenca da variancia apolipoproteina Ee4 (Han et al., 2015).

Os principais efeitos adversos sdo os descritos na tabela 1, na pagina 35 (Sun, 2012).
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3.2. Antagonista N-metilo-d-aspartato

3.2.1. Memantina

A Memantina foi introduzida como primeira linha de terapéutica da doenga de
Alzheimer em 2000 para o tratamento do estado severo da doenca (Reisberg et al.,

2003).

O cérebro contém recetores da N-metil-D-aspartato (NMDA) envolvidos na transmissao
de sinais nervosos importantes na aprendizagem e memoria A Memantina, um
antagonista dos recetores de NMDA, liga-se preferencialmente a estes, tabela 2. Daqui
resulta o bloqueio da atividade do Glutamato, melhorando a transmissdao dos sinais

nervosos e memdria (Areosa & Sherriff, 2003; Reisberg et al., 2003).

A Memantina ¢ um forte inibidor dos CYP2B6 ¢ CYP2D6 e um fraco inibidor do
CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2EI ¢ CYP3A4 [86137161], o que pode

estar associado a fatores farmacogenéticos (Yang, Zhou, & Zhang, 2013) (tabela 2).

Micuda et al. (2004), estudaram o potencial de interacdo medicamentosa da Memantina
por elucidacdo dos seus efeitos inibitorios sobre os enzimas do citocromo P450
(CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1 e CYP3A4)
utilizando microssomas de figado humano (HLM). Nestes, a Memantina inibiu o
CYP2B6 e CYP2D6, ndo mostrando nenhum efeito significativo sobre a atividade do
CYPIA2, CYP2EL, CYP2C9 ou CYP3A44, diminui a atividade dos CYP246 ¢ CYP2CI19.
Quando co-administrada com substratos de CYP2B6, observou-se uma diminui¢do de

mais de 65% do seu metabolismo (Micuda et al., 2004).

Noetzli e colaboradores (2013) investigaram que fatores clinicos e genéticos poderiam
influenciar a acdo da Memantina. Os pacientes foram genotipados para polimorfismos
comuns em transportadores renais (SLC22A41/2/5, SLC4741, ABCBI) e recetores
nucleares (NR112, NR113, RXR, PPAR). A clearance média foi de 5,2 L/h com uma
variabilidade inter-individual de 27%. Concluiram que a taxa de filtragdo glomerular e o
sexo influencia a clearance da Memantina. A variagdo rs1523130 no gene NR1I2 foi
identificada como sendo a variavel genética mais significativa para alteracdes na
clearance da Memantina. Os portadores de NR112 rs1523130 CT/TT apresentaram
uma clearance 16% mais lenta do que os portadores do gendtipo CC (Noetzli, Guidi,

Ebbing, Eyer, Wilhelm, et al., 2013).
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Tabela 2 - Farmacogenética de farmacos anti deméncia. Adaptado de: (Cacabelos et al., 2012).

Farmaco

Propriedades

Farmacogenética

NHy

CHg

HaC

CHs
//\\,U \.C“
i ) \I 3
N
Hye” ~N-CH2
CH,

NH,

Nome: Donepezilo

Categoria: Inibidor da Acetilcolinesterase
Mecanismo: atividade central, inibidor
reversivel da Acetilcolinesterase; aumenta os
niveis de acetilcolina a nivel sinaptico

Nome: Galantamina

Categoria: Tnibidor da Acetilcolinesterase
Mecanismo: inibidor reversivel competitivo da
Acetilcolinesterase, que leva ao aumento da
concentragao de acetilcolina na fenda sinptica
colinérgica, modulador dos receptores
nicotinicos de acetilcolina, pode aumentar os
niveis de glutamato e seretonina

Nome: Memantina

Categoria: Antagonista dos receptores N-Metil-
D-Aspartato

Mecanismo: liga-se preferencialmente aos
canais de catides com receptores NMDA; pode
atuar como bloqueador da atividade do
glutamato

Nome: Rivastigmina

Categoria: Inibidor da Acetilcolinesterase
Mecanismo: aumenta os niveis de acetilcolina
no sistema nervoso central, através da inibigao
reversivel da sua hidrolise pela
acetilcolinesterase

Nome: Tacrina

Categoria: Inibidor da Acetilcolinesterase
Mecanismo: Aumenta os niveis de acetilcolina
no cortex cerebral por diminuicéo da
degradagdo de acetilcolina

Genes Patogénicos: APOE, CHAT

Genes do mecanismo: CHAT, ACHE, BCHE
Genes do metabolismo:

-Substratos: CYP2D6 (major), CYP344
(major), UGTs, AchE

-Inibidor de: ACHE, BCHE
Transportadores: 4BCB1

Genes Patogénicos: APOE, APP

Genes do mecanismo; CHRNA4, CHRNA7,
CHRB2, ACHE, BCHE

Substratos: CTP2D6 (major), CYP344 (major)
Inibidor de: ACHE, BCHE

Genes Patogénicos: APOE, MAPT, PSEN1
Genes do mecanismo: CHRFAM7A4, DLGAPI,
FOS, GRIN24, GRIN2B, HOMERI, HTR34
Genes do metabolismo:

-Inibidores: CTP142 (fraco), CYP246 (fraco),
CYP2B6 (forte), CYP2C9 (fraco), CYP2E]
(fraco), CYP2D6 (forte), CYP344 (fraco),
NR1/2

Transportadores: NR1/2

Genes Pleiotropicos: 4POE, MAPT, MT-TK,
PSENI

Genes Patogénicos: APOE, APP. CHAT
Genes do mecanismo: CHRNA4, CHRB2,
ACHE, BCHE, CHAT

Genes do metabolismo:

-Inibidores: 4CHE, BCHE

Genes Pleiotropicos: APOE, MAPT

Genes Patogénicos: 4POE

Genes do mecanismo: CHRNA4, CHRB2,
ACHE, BCHE

Genes do metabolismo:

-Substrato: CYP142 (major), CYP2D6 (minor),
CYP344 (major)

-Inibidores: ACHE, BCHE, CYP1A42 (fraco)
Genes Pleiotropicos: APOE, CES1, GSTM],
GSTT1, LEPR, MTHFR
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4. Prospetivas futuras

As doengas neuro degenerativas representam de forma crescente uma preocupagdo para
a sociedade e a sua compreensio ¢ cada vez mais clara. Pelo imparavel aumento do
nuimero de novos casos torna-se importante que se facam investimentos no sentido de

descobrir uma causa, com vista ao desenvolvimento posterior de um tratamento eficaz.

Existem véarios programas e centros, desenvolvidos com esse objetivo, como ¢ exemplo
o JPNDresearch (EU Join Programm — Neurodegenerative Disease Research). Como ¢
possivel ler no website, ¢ um programa criado com o objetivo de progressdo e
transposi¢do de barreiras até agora encontradas na area. Visam um trabalho
multidisciplinar estudando a suscetibilidade da populag@o, hébitos e historial clinico e

ndo clinico, acreditando que a solugfo estard, algures por ai escondida.

Continuamente cientistas aliados a médicos, farmacéuticos, geneticistas, entre outros
especialistas procuram uma resposta para as mais importantes questdes que assombram

o tema: Como, Porqué? E se o tratamento existe, qual €?

Desde ha algum tempo que a Imunoterapia surge como hipotese de prevencdo, ou pelo
menos de atraso aos sintomas da doenga. As respostas ainda n3o se mostraram
conclusivas. Os resultados de ensaios pré-clinicos em animais t€ém sido promissores, no
entanto, trespassa-los para ensaios humanos, cumprindo normas de seguranca e

mostrando eficdcia tem sido o mais desafiante (Lemere, 2013).

A vacinagdo tornou-se uma das abordagens de imunoterapia mais promissores na
prevengdo e no tratamento da doenga de Alzheimer (DA) e caracteristicas
neuropatologicas relacionadas. Inumerosas intervengdes em imunoterapia t€ém tentado
atingir imunidade adaptativa contra AP com uma gama de diferentes modelos
antigénicos e estratégias imunomoduladores, a maioria deles com grande sucesso em
estudos no ratinho com DA. A maioria destes estudos demonstraram que tanto a
imunizacdo ativa como passiva, podem reduzir drasticamente a deposi¢do de proteina
amildide e prevenir o declinio do desempenho cognitivo. Ensaios clinicos, recentemente
aprovados, estdo em investigagdo com o intuito de testar a eficicia de diferentes
abordagens de vacinag@o. A procura por novas abordagens para ultrapassar os efeitos
secundarios mais graves levou a novos métodos técnicos, tais como vacinas vetoriais ou
de DNA, embora o uso de adjuvantes inovadores combinados com péptidos amildides

selecionados esteja entre 0s mais auspiciosos.
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Virios estudos tém sido realizados até a data (tabela 3). H4 semelhanca de Beka
Solomon’s em 1996 que sugeriu, pela primeira vez, a utilizagdo de anticorpos contra a
AP, de forma a evitar a formagdo de novas redes de fibrina e a desagregar as ja
existentes, em 2013, Dr* Lemere, quadro do Brigham and Women’s Hospital, Boston,
testou as diferengas entre utilizagdes de vacinas ativas e inativas contra varias formas da
proteina B-amildide de onde concluiu resultados promissores, ainda em ensaios pré-
clinicos em animais (Lemere, 2013; Solomon, Koppel, Hanan, & Katzav, 1996). No
entanto, contrariamente ao desejado, a investigadora percebeu que a utilizagdo de
imunoterapia mostrou insignificantes ou mesmo inexistentes beneficios na sua
utilizagdo em estados mais avangados da doenga. Nestes casos, o processo de
decaimento neuronal j4 foi iniciado ha varios anos e tornou-se significativo o suficiente
para que a remog¢do de placas de proteina amildide B ndo consiga reverter os danos

existentes.

Investigadores estdo agora focados em abordagens de imunizacdo passiva, estratégias
anti-amiloide, inibidores [(-secretase e y-secretase e farmacos que interfiram com a

agregacdo em placas ou que possam destrui-las (Scheltens et al., 2016).

Assim, objetivos futuros passam pela utilizagdo de imunoterapia numa fase o mais
inicial quanto possivel da DA, na esperanga de prevenir danos como a acumulagdo de

proteina Tau e posterior perda neuronal (Lemere, 2013).

Recentemente, Vandenberghe e colaboradores, realizaram um estudo de forma a avaliar
a eficdcia e seguran¢a da utilizagdo de Bapineuzumab como terapéutica para a DA
moderada. Os resultados, no entanto, ainda ndo se mostraram conclusivos, uma vez que
varios fatores variantes estdo ainda por caracterizar. As conclusdes retiradas revelaram
que a interpretacdo se tornou dificil pelo grupo populacional ser reduzido, sendo que
com um maior numero de casos a atividade do Bapineuzumab nos marcados da DA
seria mais evidente. E ainda importante indicar que, apesar de a percentagem de
amiloide ser pré-estabelecida como similar em toda a populagdo em estudo. €
importante o seu limite estar bem definido para a realizacdo de testes futuros. Outra das
questdes sem resposta encontradas relaciona-se com a falta de caracterizacdo da
percentagem de penetragdo do Bapineuzumab na barreira hemato-encefalica

(Vandenberghe et al., 2016).
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Prospetivas futuras
No entanto, apesar de todas as novas abordagens em curso, estudos farmacogenéticos

sobre o tema ainda ndo foram desenvolvidos.

Tabela 3 - Anticorpos monoclonais em desenvolvimento no tratamento da Doenga de Alzheimer.
Adaptado de: (Scheltens et al., 2016)
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Conclusdo

5. Conclusio

Clarificar o perfil farmacogenético individualizado tanto para iAchE como para a
Memantina no tratamento sintomatico da Doenca de Alzheimer é cada vez mais
considerado uma linha de investigagdo fundamental. Até a data, estudos de
polimorfismos genético do APOE, CYP2D6 ja t€m sido feitos no sentido de
compreender a variabilidade inter-indivual na resposta aos farmacos. No entanto os

resultados ainda ndo se mostraram consistentes.

A Doenca de Alzheimer é um problema que afeta inimeros doentes em paises
desenvolvidos e que acarreta inumeros custos. Cerca de 10-15% dos custos de
tratamento sdo atribuidos a medicacdo e, no entanto, apenas 10-20% dos doentes
responde de forma moderada aos tratamentos, apesar de que com duavidas de custos-

efetividade.

O fendtipo da doenca ¢ caracterizado pela deposi¢do de proteina amildide-beta no
cérebro e vasos, formagdo de emaranhados de proteina Tau, perda sindptica e dendritica

e morte prematura das células nervosas.

As primeiras modificagdes potenciadoras de neuro degeneracdo incluem fatores
genéticos, com mais de 200 genes diferente, distribuidos por todo o genoma, aliadas a

progressiva disfuncdo cerebral e fatores ambientais

As mutagdes genéticas associadas diretamente a cascata amildide estdo identificadas,
principalmente, em variagdes alélicas nos genes APP, PSENI e PSEN2. Embora
presentes em apenas 5% da popula¢do de doentes de Alzheimer, o alelo 4 do gene

mutado que codifica a apolipoproteina E, representa um fator de risco major.

Estudos de correlagdo entre gendtipo e fendtipo t€m revelado associagdes de mutagdes
especificas em loci e variantes polimoérficas relacionas com a APOE, com as diferentes
expressdes fenotipicas na resposta farmacologica. Estima-se que fatores genéticos
tenham uma influéncia entre 20-95% na variabilidade de farmacodindmica para a

mesma substancia.

Estudos recentes t€ém sugerido que a resposta terapéutica na Doenca de Alzheimer ¢
especifica para cada gendtipo, dependendo dos genes associados a doenca e a sua

patogénese bem como daqueles responsaveis pelo metabolismo dos farmacos indicados
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como terapéutica. No ultimo cendrio falamos sobretudo de genes da superfamilia do

citocromo P450, as CYPs.

Ensaios monogénicos realizados concluiram que portadores do genétipo APOEeg4e4 sao
considerados os com pior resposta ao tratamento convencional. Alguns dos inibidores
da Acetilcolinesterase mais utilizados, primeira linha de tratamento, sdo entdo
metabolizados pelos CYPs. Estes farmacos podem ser indutores, substratos ou
inibidores dos proprios CYPs pela interagcdo entre si. Estas interagdes podem provocar

toxicidade e outros efeitos adversos.

Da familia de enzimas do citocromo P450, a CYP2D6 e isoformas estio envolvidas em
mais de 20% do metabolismo dos farmacos considerados para o tratamento de
patologias do Sistema Nervoso Central. EM Portugal e Espanha, os diferentes gendtipos
podem ser agrupados da seguinte forma: Metabolizadores normais (MN);
Metabolizadores lentos (ML); Metabolizadores intermédios (MI); Metabolizadores
rapidos (MR); e Metabolizadores ultrarrapidos (MU). Os MI mostraram-se ser os que

melhor respondiam a terap€utica instituida e os MU os piores.

Ainda que no inicio, o desenvolvimento da farmacogenética para a Doenga de
Alzheimer e tantas outras patologias tem comprovado a sua elevada importancia na
categorizagdo de um perfil terapéutico para cada doente, individualmente. Através dos
estudos clinicos realizados até entdo € incontestavel a relagdo entre o grupo de genes
envolvidos na patogénese da doencga e no metabolismo do seu tratamento e a resposta

farmacoldgica produzida.

Muitos dos ensaios clinicos, atualmente em curso, sobre o tratamento da Doenga de
Alzheimer tentam ultrapassar estas barreiras procurando uma nova terapéutica mais
eficaz e com menos efeitos adversos, como ¢ o caso do desenvolvimento da

imunoterapia.

Alguns dos resultados de estudos recentemente concluidos constituem uma esperanga
para o futuro do tratamento curativo da Doenga de Alzheimer, todavia ainda sdo as

primeiras etapas de um longo percurso que se adivinha bastante promissor.
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