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Resumo:

A doenca de Alzheimer é uma doenga neurodegenerativa muito comum nos dias que
correm, particularmente na populagao idosa, que é caracterizada por uma acumulagao de
placas amiloides a nivel cerebral com gradual perda das capacidades cognitivas. Um dos
principais problemas desta doenga é o facto de os sintomas s6 aparecerem numa fase ja
muito avangada, nao sendo possivel, até a data, reverter a lesao cerebral ja desenvolvida.
Varios esforgos para tentar descobrir novos marcadores que permitam uma detegao mais
precoce da doenga, na tentativa de evitar a sua progressao, tém sido feitos.

A glicoproteina-P, expressa nao s6 mas também na barreira hematoencefalica, parece
estar envolvida no transporte dos peptideos amiloides para o exterior do cérebro, podendo
estar subjacente a fisiopatologia da doenga. Assim, varias investigagoes tém sido conduzidas
na tentativa de avaliar a atividade desta proteina de efluxo em doentes de Alzheimer,
podendo, desta forma, ser usado como biomarcador da doenga e, consequentemente,
permitir um diagndstico mais precoce. Para além disto, o gene ABCBI que codifica esta
glicoproteina € altamente polimodrfico, sendo que, estudos de polimorfismos genéticos
podem ser uma mais-valia para que haja desenvolvimentos nesta area da medicina

neurodegenerativa.

Abstract:

Nowadays, Alzheimer’s disease is a very common neurodegenerative disorder,
particularly in the elderly population, which is characterized by an accumulation of amyloid
plaques in the brain with progressive memory loss. One of its main problems regards the
fact that the symptoms only appear in very advanced stages, making the brain injury unable
to be reverted. Several investigations have been conducted with the objective of finding new
biomarkers to earlier diagnose the disease.

P-glycoprotein, expressed not only but also in the blood-brain-barrier, seems to be
involved in the transport of the amyloid peptides out of the brain, and therefore it has been
suggested to underlie the physiopathology of the disease. Many experiments for measuring
the expression and activity of this efflux transporter in the brain have been conducted in
order to use P-glycoprotein as a new biomarker of the disease and, consequently, allowing
an early diagnosis. Moreover, the ABCBI gene, that codes this glycoprotein, is highly
polymorphic which means that identify the various polymorphisms of this gene can probably

enlighten the neurodegenerative medicine area.
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Lista de Abreviaturas

ABC — ATP-binding cassette

APOE — Apolipoproteina E

APP — Peptideo precursor amiloide

BHE — Barreira Hematoencefalica

BP\p — Potencial de ligagao nao deslocavel

DA — Doenga de Alzheimer

LCR - Liquido Cefalorraquidiano

LRP-1 — Low density lipoprotein receptor-related protein |
MAO-B — Monoaminooxidase-B

MMSE — Mini-mental state examination

NFT — Neurofibrillary tangles

NMDA — N-metil-D-aspartato

PCR — Reagao em cadeia da polimerase

PET — Tomografia de Emissao de Positroes

pg-P — Glicoproteina P

PXR — Recetor X dos pregnanos

RAGE — Advanced glycation end products receptor

SNP — Single nucleotide polymorphism

SPECT — Tomografia computorizada por emissao de um fotao Unico

TLR4 — Toll-like Receptors 4
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|. Introducao

A doenga de Alzheimer (DA) é uma doenga neurodegenerativa muito comum, cuja
fisiopatologia ainda nao esta totalmente esclarecida. Caracteriza-se por ter uma evolugao
lenta e silenciosa ao longo dos anos que culmina com o aparecimento de sintomas
maioritariamente a nivel intelectual, podendo, numa fase mais final da doencga, culminar em
dificuldades motoras. Ha uma perda de capacidade cognitiva crescente, acompanhada por
confusao mental, perda de memoria.

De entre as varias teorias que tentam explicar a fisiopatologia da doenga, aquela que
tem tido maior evidéncia cientifica baseia-se na acumulagao de peptideo amiloide 3 a nivel
cerebral devido a disfungdes nos sistemas de transporte desta substincia ou na sua
produgao. Baseado neste pressuposto, ha evidéncias que demonstram que a glicoproteina-P
(gp-P), uma bomba de efluxo de extrema importancia expressa em varios locais do nosso
organismo, nomeadamente na barreira hematoencefilica (BHE), esteja envolvida no
transporte do peptideo do cérebro para a corrente sanguinea e por conseguinte na
fisiopatologia da doenga. Para além disto, pode ter um papel muito importante como
biomarcador da doenga. A gp-P é codificada pelo gene ABCBI, que ¢ altamente polimorfico,
cuja expressao pode também contribuir para o desenvolvimento da patologia.

A presente monografia tem como principal objetivo demonstrar, recorrendo a varios
estudos quer em animais quer em humanos, a relevancia da gp-P na fisiopatologia da DA,
bem como a sua importincia como possivel biomarcador da doenga, permitindo, desta
forma, um diagnostico mais precoce da doenga. Para além disto, sera ainda explorado o gene
ABCBI na tentativa de demonstrar quais os polimorfismos que podem contribuir para o
desenvolvimento dos sintomas da DA, de forma a melhorar quer o diagndstico quer a

terapéutica.
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2. Doenca de Alzheimer

A Doenga de Alzheimer (DA) é uma doenga neurodegenerativa croénica, sendo,

atualmente, considerada a forma mais prevalente de deméncia na populagao idosa [1]. O seu
nome deve-se a Alois Alzheimer, médico alemao que, em 1907, descreveu a doenga pela
primeira VezZ. Cérebro saudavel Alzheimer avancado
A DA caracteriza-se por um declinio cognitivo
irreversivel, problemas de memoria e alteragoes
comportamentais. Observando a Figura | verifica-se
que, de forma geral, em individuos com DA avangada

ha uma perda de células a nivel cerebral o que conduz

a redugao do cortex cerebral, principalmente na zona

Hipocampo

do hipocampo responsavel pela criagdo de novas  Figura | Esquema comparativo entre um
cérebro de um individuo saudavel e de um
memorias e, simultaneamente, ao aumento da doente com DA [2].
dimensao dos ventriculos cerebrais que sao preenchidos por liquido cefalorraquidiano (LCR)
[2]. Esta detioragao mental conduz a alteragoes da personalidade, bem como da capacidade
funcional, comprometendo a realizagio de tarefas didrias, havendo necessidade de um

acompanhamento continuo dos doentes de Alzheimer em estado mais avangado [1,3].

Esta doenga pode ser do tipo esporadico ou familiar. O primeiro é a forma mais comum,

podendo ocorrer em qualquer idade, contudo, afeta, principalmente, pessoas com idade
superior a 65 anos. A DA do tipo familiar € muito menos frequente, porém a doenga
transmite-se de geragao em geragao, desenvolvendo-se normalmente entre os 40 e os 60
anos de idade [1].

A nivel epidemiolégico prevé-se que esta doenga afete mais de 80 milhoes de pessoas em
2040, sendo a prevaléncia maior no sexo feminino, uma vez que a sua esperanga média de

vida é superior [3].

2.1 Fisiopatologia

As alteragoes fisiopatologicas associadas a DA iniciam-se muito antes do aparecimento
das manifestagoes clinicas da doenca.

Existem varias teorias subjacentes a fisiopatologia da DA, contudo, a mais aceite
relaciona-se com a acumulagao de placas amiloides a nivel cerebral.

A anilise de cérebros posmortem de doentes com DA demonstra a existéncia, a nivel
cerebral, de placas amiloides extracelulares (senile plaques) e trangas neurofibrilares

9
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intracelulares (neurofibrillary tangles - NFT), compostos por peptideos -amildides e proteinas
tau altamente fosforiladas [1].

A deposicao de placas amildides extracelulares parece dever-se a um desequilibrio entre

a producao e a clearance do peptideo AP, cujo precursor € o peptideo precursor amildide
(APP), levando a uma acumulagao de monomeros de AP, oligbmeros e finalmente, placas

amildides que se agregam no espago entre os neuronios cerebrais (Figura 2).

APP
N-terminal N-terminal
APP
a - secretase Monomero AP Oligomero AP I
P - secretase —t py —> \\,')/44
\ / -
y - secretase ) Formacio AR Asremgio A \\ \ ,I ’\ \ A
/ /
A\
ry N Placas AP
C-terminal C-terminal

Figura 2 Esquema representativo da formagao de placas amiloides extracelulares [4].

Relativamente as NFT’s, estas resultam da hiperfosforilagao da proteina tau (componente
dos microtlibulos do citoesqueleto) que conduz a sua dissociagao do citoesqueleto,
assumindo uma estrutura helicoidal. Este acontecimento contribui para a formagao de
depésitos intracelulares, que nao sao mais que as designadas NFT’s (Figura 3).
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Figura 3 Esquema representativo da formagao de NFT's intracelulares [4].
Pensa-se que uma falha na clearance do peptideo -amildide do cérebro possa ter um

papel importante na patogénese desta doenga. Assim, caso haja um problema nos
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mecanismos de eliminagao deste peptideo pode ocorrer a sua acumulagao a nivel cerebral
com consequente formagao das placas amiloides. Nestes mecanismos incluem-se degradagao
por proteases, remogao através do LCR para a corrente sanguinea, drenagem pelo sistema
linfatico e o transporte através da BHE [4].

A BHE é uma barreira extremamente seletiva que, tal como o nome indica, separa o

Membranz Abluminl sistema nervoso central da corrente sistémica. A

. o) o, M nction BHE é composta por uma monocamada de
Astrocito | B N\

células capilares endoteliais unidas através de tight

Capiar ntréco | Junctions que dificultam a passagem de substancias
Cerebral B
para o cérebro, tendo, portanto, um papel
1 ’ extremamente importante na prote¢ao do
N A
Neurdnio ™~ Z

cérebro de substincias que lhe poderiam ser
,/ Membrana Basal

Pericto ™S prejudiciais (Figura 4). Para além destas jungoes

Figura 4 Esquema representativo da barreira entre as ceélulas endoteliais, a BHE é também
hematoencefilica.

constituida por astrocitos e pericitos que

comunicam com as células endoteliais, tendo um papel importante na estabilizagao dos vasos

e comunicagao entre as células [5]. Todos estes constituintes contribuem para que a BHE

tenha um papel essencial na protegao do sistema nervoso central. Existem ainda mecanismos

de efluxo que transportam quer substancias endégenas quer exogenas do cérebro para a

corrente sanguinea, sendo a gp-P um dos transportadores de efluxo mais expressos na BHE

[4]. Sendo assim apenas a agua, alguns gases, moléculas lipossollveis que passam por difusao

passiva e a glicose e aminoacidos, que atravessam por transporte seletivo mediado por
determinados transportadores, conseguem ultrapassar a BHE.

Sendo assim, devido a presenga das tight junctions, o transporte do peptideo amiloide-3
através da BHE implica o envolvimento de um transportador ou recetor especifico e, desta
forma, ser eliminado do SNC de modo a nao se depositar, evitando a formagao das placas
amiloides. Enquanto o recetor de produtos finais de glicagao avangados (RAGE) é o
transportador responsavel pela passagem do referido peptideo da corrente sanguinea para o
cérebro, o recetor de baixa densidade relacionado com a proteina | (LRP-1) faz o
transporte contrario, ou seja, permite que o peptideo amiloide [ passe do cérebro para a
corrente sanguinea [4].

Mais recentemente, tem sido sugerido que a gp-P também pode estar relacionada com a
clearance do peptideo em causa. Informagao acerca da estrutura e funcionamento desta

glicoproteina sera dada em capitulos posteriores da presente monografia.
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Existe um modelo que propoe o envolvimento da gp-P no transporte dos peptideos

amiloides, através da BHE (Figura 5).

Sangue

Endotélio

Cérebro

Figura 5 Modelo do transporte do peptideo amiloide f§ através da BHE [7].

De acordo com esse modelo, a entrada do peptideo no cérebro ocorre através do
recetor RAGE, tal como referido anteriormente. O efluxo do peptideo parece dever-se ao
recetor LRP| que permite a endocitose do mesmo para o interior da célula endotelial,
sendo que, existem evidéncias de que ha o envolvimento da apolipoproteina E (ApoE) para
que tal ocorra. Posteriormente, o peptideo sai da célula diretamente para a corrente
sanguinea através de um transporte mediado pela gp-P que envolve gasto de energia [6].

Assim, assumindo-se esta hipotese, um decréscimo ou auséncia da expressao da gp-P a
nivel do endotélio dos capilares cerebrais da BHE, pode promover a acumulagao do

peptideo amiloide-f3, havendo um risco acrescido para o desenvolvimento de DA.

2.2 Manifestacoes Clinicas
Os sintomas associados a esta patologia s6 aparecem varios anos apds o inicio da

ocorréncia de alteragdes a nivel cerebral. O ritmo ao qual a doenga progride varia de
individuo para individuo, nao sendo previsivel quando o doente ira evoluir para uma fase
mais avangada da doenga [7].

As manifestagoes clinicas desta doenga, podem ser divididas em 3 fases principais. Na |*

fase incluem-se sintomas como: perda de memoria recente, problemas cognitivos ligeiros,
depressao e apatia. Na 2° fase, a perda de memoria torna-se mais persistente, existindo
dificuldades no reconhecimento de amigos e familiares bem como na sua proépria historia

pessoal, podem existir distirbios no sono, alteragoes de humor e de comportamento e até

12
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mesmo dificuldades em se situar no tempo e espago. Na 3° fase, que corresponde a uma fase
mais avangada, ha perda total da capacidade de relembrar determinados
acontecimentos/pessoas, perda de mobilidade, alucinagoes e delirios [I].

Os sintomas indicados anteriormente vao surgindo a medida que ha uma maior perda
de células a nivel cerebral com consequente diminuicao do hipocampo, o que conduz a uma

detioragao da fungao cerebral progressiva.

2.3 Prevenciao e Tratamento

Relativamente a prevencao da DA, existe falta de evidéncia que permita concluir que
determinados fatores de risco conduzam ao desenvolvimento desta doenga. Contudo, varios
estudos sugerem que a toma de suplementos alimentares, dieta adequada, fatores
socioeconomicos bem como a exposicao ambiental podem ser fatores que afetem a
incidéncia da DA. Para além destas, o tratamento da hipertensao arterial, ingestio de acidos
gordos omega-3, atividade fisica e manutengao de atividade cognitiva tém demonstrado
resultados promissores [8].

No que respeita ao tratamento farmacoldgico existem dois grupos farmacologicos
principais: os inibidores da acetilcolinesterase e os antagonistas dos recetores N-metil-D
aspartato (NMDA) do glutamato. O uso do primeiro grupo nesta patologia esta associado a
uma diminuicao da concentragao de acetilcolina nos doentes e, inibindo a enzima que a
metaboliza, os inibidores da acetilcolinesterase aumentarao os niveis do neurotransmissor na

fenda sinaptica. Nesta classe inclui-se o donepezilo, a galantamina e a rivastigmina. Os efeitos

secundarios mais comuns deste tratamento sao nauseas, vomitos e diarreia. O antagonista
do recetor do glutamato usado é a memantina que previne uma excessiva atividade
glutamatérgica sem interferir nas fungoes fisiologicas do glutamato, que € o principal
neurotransmissor excitatorio fundamental no processo de aprendizagem e memoria. A
memantina € usualmente associada a inibidores da acetilcolinesterase, em estadios mais
avancgadas da doenca [8].

Para além dos grupos de farmacos referidos, outros tém sido sugeridos para serem
usados no tratamento da DA. Neste grupo inclui-se a selegelina, um inibidor da
monoaminooxidase do tipo B (MAO-B) com ligeiros efeitos anticolinérgicos, contudo nao
existe ainda evidéncia suficiente para o seu uso nesta patologia [8]. Os antipsicoticos,
embora nao estejam aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento
da DA, sao, muitas vezes, usados como coadjuvante no tratamento dos sintomas

comportamentais, tais como agressao e psicose associado a estes doentes. Os farmacos mais
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usados sao a olanzapina e a risperidona, mas o seu uso deve ser evitado devido a ocorréncia

de efeitos secundarios associados aos mesmos, nomeadamente os efeitos extrapiramidais
[8].

Novas terapias encontram-se sob investigagao, algumas das quais serao exploradas neste
trabalho. Nestas incluem-se intervengoes que permitam reduzir as placas amiloides, bem
como a sua formagao, agentes que possam intervir diretamente com a proteina tau, o
resveratrol, composto existente na casca das uvas vermelhas que tem efeitos no
envelhecimento, a latrepirdina que se encontra em estudos clinicos de fase 3, pertencendo
ao grupo dos antagonistas do recetor NMDA do glutamato e, ainda, agentes que possam
intervir com o RAGE, com consequente redugao da inflamagao e da formagao de placas
amiloides [8].

E importante salientar que quando um doente é diagnosticado com DA deve haver uma
sensibilizagao quer do doente quer da propria familia para a doenga e avaliar o estadio em

que se encontra para se encontrar a melhor terapéutica para aquele doente e ir fazendo a

reavaliagao da terapéutica para verificar se esta a ser eficaz.

3. Biomarcadores da Doenca de Alzheimer

Apesar dos recentes estudos demonstrarem que as alteragoes a nivel cerebral se iniciam
cerca de 10 anos antes do diagnodstico de DA, este, atualmente, s6 é conseguido numa fase
avancada da doenga [I]. Por esta razio, tem-se vindo a tentar descobrir marcadores
especificos da doenga que permitam que o seu diagndstico seja mais precoce e, desta forma,
seja possivel uma intervengao mais a montante com o objetivo de evitar o desenvolvimento
da doenca.

Um biomarcador ideal pode ser definido como: ser capaz de detetar uma caracteristica
especifica da doencga, ter uma sensibilidade e especificidade superior a 80% de forma a
conseguir discriminar a DA de outras doengas, ser nao invasivo, facil de detetar e
financeiramente acessivel [1].

Distinguem-se biomarcadores de dois grupos principais: os genéticos e os hao genéticos.
Os biomarcadores genéticos, incluem mutagoes em 5 genes principais: gene APP, PSENI,

PSEN2, APOE e TOMMA40 (Translocase of Outer Mitochondrial Membrane 40). Mutagoes no

gene APP, PSENI e PSEN2 podem conduzir a alteragoes no local de reconhecimento das
secretases responsaveis pela clivagem do peptideo APP, com consequente aumento do

peptideo AP ou da sua capacidade de agregagao. Estas sao responsaveis pelo
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desenvolvimento mais precoce da doenga. Mutagoes no gene APOE no alelo €4 levam a
diminuigao da entrega de colesterol, resultando numa alteragao da homeostasia dos lipidos,
conduzindo a um aumento da deposicao de A a nivel cerebral. Esta mutagao esta associada
a forma mais tardia da doenga. Relativamente ao gene TOMM40, tem-se demonstrado que
este € muito promissor para uma detegao mais precoce da DA, uma vez que disfungoes
mitocondriais tém vindo a ser associadas a sua fisiopatologia. Na DA, as mitocondrias
parecem permitir o influxo do peptideo AP para a célula cerebral através do recetor
TOMMA40. Este influxo tem como consequéncia o aumento de espécies reativas de oxigénio
na célula, resultando em apoptose celular [I].

Se considerarmos que a glicoproteina-P tem um papel fundamental na clearance do
peptideo AP, polimorfismos no gene ABCBI que codifica a gp-P podem, igualmente, estar
associados a maior risco do desenvolvimento da DA.

Ja os biomarcadores nao genéticos, incluem a determinagao do peptideo APB42, da
proteina tau total e da proteina tau fosforilada. Estes sio marcadores confiaveis da doenga,
contudo, nao permitem a sua detegao precoce, pois apenas podem ser detetados quando ja
existem danos irreversiveis a nivel cerebral.

Recentemente, surgiram novos biomarcadores que sao capazes de permitir o
diagndstico mais precoce desta doenga, tais como o cobre sérico, os microRNAs e os TLR4.
Relativamente aos microRNAs, ha evidéncia que um aumento da expressio de um gene
inflamatorio devido a agao de um microRNA induz o desenvolvimento e progressao da
doenca [I]. Esta também demonstrado que os doentes com Alzheimer tém uma alteragao
no metabolismo normal do cobre livre no plasma que é capaz de atravessar a BHE e, por
esta razao, ha um excesso de cobre no LCR nos individuos com DA. Quanto aos recetores
do tipo Toll, existem alguns dados que permitem inferir que o peptideo AP ativa as células da
microglia através destes recetores, dai que seja possivel a sua utilizagdo como biomarcador.

A gp-P e a sua utilizagdo como biomarcador da DA, como é alvo de estudo nesta

monografia, sera pormenorizada nos capitulos seguintes.
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4. A Glicoproteina-P

A gp-P é uma glicoproteina transmembranar (Figura 6) que é codificada pelo gene de
multirresisténcia a farmacos — o gene ABCBI. A gp-P pertence a superfamilia dos
transportadores  ATP-binding cassette (ABC).

Trata-se de uma bomba de efluxo cuja atividade — e s frmace: —\*\‘}/’ e o
depende de energia na forma de ATP, 1 1
desempenhando um papel importante como

protetora de tecidos com fungoes de barreira ou

secretorias, tal como o intestino delgado, o figado

e os rins. Contudo, como ja salientado
anteriormente, ela ¢é também expressa ma Figura 6 Estrutura da gp-P [16].
membrana luminal dos capilares cerebrais formadores da BHE, onde transporta varios
compostos novamente para a corrente sanguinea, nomeadamente determinados farmacos,
tais como antibidticos, esteroides, agentes de quimioterapia e muitos outros. Esta
glicoproteina ¢, portanto, de extrema importancia quer na protecio do SNC de
xenobioticos, quer na desintoxicagao cerebral [6,9].

Tal como foi referido na secgao “Fisiopatologia da doenga de Alzheimer” da presente
monografia, a gp-P parece ter um papel importante no efluxo do peptideo B-amiloide do
cérebro para a corrente sanguinea. Assim, com o objetivo de detetar uma diminuigao da
atividade e/ou expressao da gp-P, varios substratos deste transportador tém sido propostos
na tentativa de diagnosticar a doenga numa fase mais precoce.

A gp-P apresenta quatro locais diferentes para interagao com varias substancias, em que 3
(I-1ll) sao responsaveis pelo transporte de substratos e moduladores (paclitaxel, rofamina,
vinblastina) e o 4° (IV) local funciona como um regulador onde se ligam varios modulares
como o XR9576 e o XR9051. Estes locais comunicam entre si, de for a que, quando um
substrato de liga a um determinado local, haja uma alteragao na configuragao da proteina
com consequente diminuigao da capacidade de ligagao nos outros locais [1].

Os ligandos podem ser classificados em 3 categorias principais: substratos, que sao
transportados ativamente pela bomba, sendo que a sua concentragao no exterior € maior
em comparagao ao citoplasma; moduladores, que tém capacidade de alterar a afinidade
dos substratos para a gp-P interagindo, para isso, num local diferente da ligagao do substrato

(modulagao nao competitiva); inibidores, que bloqueiam o transporte dos substratos pela
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bomba [1] (Figura 7). A Tabela | evidencia alguns exemplos de inibidores e indutores da gp-

P.

(&) Tabela | Exemplos de indutores e inibidores da gp-P.
~ /
Fora D Fora P —
a) Inibidores Indutores
. .{ \W Dentro N\ ® e Verapamil Dexametasona
ATF
Ciclosporina A Morfina
- ®, ©
| ora
@ | @ wbmroto Eritromicina Rifampicina
! M) modulodor - "
' A W ey ¢ Estatinas Quercetina
ADP+¥ ATF ®

Progesterona | Erva deS. Joao

Figura 7 Interagiao da gp-P com: a) substrato; b)modulador;
c)inibidor.

Assim, estes compostos podem ser utilizados como ferramentas na tentativa de avaliar a
expressao e funcionamento da gp-P, ou seja, os substratos sao muito Uteis na avaliagao da
atividade da gp-P, enquanto os inibidores sao importantes para a medir a expressao da
mesma. Quanto aos moduladores, sao usados para determinar a especificidade de uma
determinada sonda para o seu alvo [1].

Viarias sondas de tomografia de emissao de positroes (PET) tém vindo a ser desenvolvidas
neste contexto, entre as quais se incluem o [| | C]-verapamil e o [| | C]N-desmetiloperamida
como substratos e o [l |C]-taraquidar e [||C]-laniquidar como inibidores. Das sondas
referidas a mais utilizada em estudos experimentais € o verapamil, razao pela qual ¢, de uma
forma muito breve, descrito seguidamente.

O verapamil (Figura 8) é um bloqueador da entrada de Ca** MO o,

H;CO. N OCHj3
que é usado no tratamento da hipertensao, arritmias, angina, HSCO:Q;%N w@[ma

etc. Para além do seu uso como farmaco, tem vindo a ser co N A/C[OCHG
c
choDjEf\Ahll OCH,4
CHs
HsC” CHs

desenvolvido como sonda para PET, quando marcado

radioactivamente, para avaliagio da atividade da gp-P. Esta  Figura 8 Estrutura do verapamil.
molécula entra no cérebro por difusao passiva e, nas

concentragoes utilizadas nesta técnica, funciona como substrato da gp-P. Assim, um aumento
substancial do verapamil a nivel cerebral ocorre quando a atividade da bomba se encontra
comprometida [4]. Embora tanto o ismero R como o S sejam substratos da gp-P, a forma R
¢é a preferida [1], pois € menos metabolizada no organismo humano e a sua retengao no
cérebro esta inversamente relacionada com a atividade da gp-P. A forma mais usada para

avaliar a atividade desta glicoproteina, recorrendo ao verapamil, é através da medigao do
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potencial de ligacao nao deslocavel (BP,;) do mesmo e que é inversamente proporcional a

atividade da bomba de efluxo.

4.1 A gp-P e a Doenca de Alzheimer

Tal como referido em capitulos anteriores, existe evidéncia que a gp-P possa estar
envolvida na fisiopatologia da DA, uma vez que, parece auxiliar o processo de transporte de
um dos principais marcadores da doenga: o peptideo AB. A evidéncia cientifica pode

resumir-se, de uma forma muito simplificada, nos pontos seguintes [6]:

i.  Evidéncia proveniente de estudos in vitro: varios estudos em linhagens celulares
diferentes demonstram a capacidade da gp-P transportar os peptideos amiloides,
embora estes substratos apresentem tamanhos moleculares mais elevados que os
substratos tipicos desta glicoproteina [10].

ii.  Evidéncia por observagio de doentes: estudos demonstram que uma perda de gp-

P ao nivel da BHE conduz a um aumento da acumulagao de peptideo AP em
pessoas sem qualquer tipo de deméncia [7].

iii.  Evidéncia proveniente de estudos em animais: foi demonstrado que uma injegao

de um inibidor de gp-P em ratos transgénicos, conduziu a um aumento dos niveis
de peptideo amiloide a nivel cerebral [6]. Em ratos com a fungao da gp-P
comprometida, foi demonstrado que uma intervengao farmacoldgica para a
restaurar, conduz a um efluxo do peptideo amiloide com redugao da sua
acumulagao no tecido cerebral [I1].

iv.  Correlacao inversa entre a deposicao de peptideo amiloide e a expressao da gp-P

no tecido cerebral.

4.1.1 Evidéncias do papel da gp-P na Doenca de Alzheimer

Varios estudos quer em animais quer em humanos tém vindo a ser feitos na
tentativa de avaliar e provar o papel da glicoproteina-P na fisiopatologia da doenga de
Alzheimer, uma vez que se pode tornar um novo biomarcador, tornando possivel um
diagnostico mais precoce da doenga e, desta forma, permitir que haja uma intervengao numa

fase preliminar da doenca, na tentativa de evitar a sua progressao. Assim, neste subcapitulo
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serao abordados alguns estudos que tém vindo a ser desenvolvidos para tentar demonstrar

esta teoria.

4.1.1.1 Ensaios em modelos animais

Em murganhos, a gp-P é codificada por 2 genes (mdr/a e mdrlb) que diferem 80%
em relagao ao gene humano correspondente (ABCBI). Assim, um duplo knockout dos genes
destes animais conduz a uma eliminagao completa da atividade da gp-P, incluindo a existente
ao nivel da BHE [12]. Baseados nestes pressupostos, um grupo de investigadores fez uma
experiéncia que consistia em avaliar, em murganhos knockout para os genes referidos, a
acumulagao dos peptideos amildides quando estes sao microinjetados diretamente no
cérebro. Os resultados obtidos foram comparados com murganhos que expressam a gp-P de
forma normal. Cerca de 30 minutos apos a microinjegao dos respetivos peptideos no
cérebro dos animais, estes foram sacrificados e, seguidamente prosseguia-se a quantificagao

dos peptideos a nivel cerebral (Figura 9).

P o ["2*1]AB

% recuperagdo

A Sacrificio dos animais, Pgp WT P
O IR edodeunsiage | SITTTTD @
> o - _/ dos peptideos nos i

respetivos cérebros.
Murganhos double knockout (Pgp-null)

Vs
Murganhos "normais" (Pgp WT)

Figura 9 Esquema da experiéncia realizada para avaliagdo da atividade da Gp-P em murganhos double knockout vs
murganhos "normais". O grafico A representa a % de recuperagdo do peptideo AB-40 em ambos os grupos, enquanto o
grafico B se refere ao peptideo AB-42 [12].

Analisando os resultados, quer o peptideo AB40 quer o AB42, encontram-se em
maior quantidade no cérebro dos murganhos double knockout, o que nos indica que a gp-P
pode ter um papel importante no efluxo destes peptideos para o exterior do cérebro.
Paralelamente a este estudo, o mesmo grupo de investigadores avaliou o efeito de
administragao de um inibidor (XR9576) na acumulagao dos respetivos peptideos, no qual se

verificou que, nos murganhos tratados com o inibidor, a quantidade de peptideo acumulado
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no cérebro é superior em relagio a encontrada nos animais tratados com inibidores,
sugerindo que a modulagao da atividade da bomba de efluxo pode ser uma estratégia a
explorar para controlar a evolugao da DA [12].

Outro estudo, realizado em murganhos, permitiu chegar as seguintes conclusoes
[13]:

a) A gp-P existente na BHE transporta o peptideo AP42. Este facto foi

demonstrado recorrendo a capilares cerebrais de murganhos que foram incubados num
meio contendo o peptideo AB42 marcado com fluoresceina. Apods incubagao, houve uma
grande acumulagdo do mesmo no espago vascular, indicando a existéncia de um transporte
através da membrana dos capilares. O recurso a inibidores da gp-P como o verapamil e o
XE9576 diminui a quantidade de peptideo AP42 que atravessa, sugerindo o envolvimento
desta bomba de efluxo no transporte deste peptideo. Para além disto, os autores do estudo
recorreram a inibidores do recetor LRPI (Kol43,
probenecid) verificando-se o mesmo efeito, ou
seja, uma menor quantidade de peptideo no
compartimento vascular. Assim, estes resultados

corroboram a teoria do envolvimento de ambos

os transportadores no efluxo do peptideo A} do
Figura 10 Esquema representativo do transporte da  ~&rebro (Figura |0) [| 3]'

Gp-P através da BHE, envolvendo o recetor LRPI e a
Gp-P [13].

b) A funcao da gp-P encontra-se comprometida em murganhos transgénicos

que sobreexpressam o APP. Para chegar a esta conclusao, os autores procederam a

quantificacao da expressao da gp-P em murganhos modificados geneticamente,
sobreexpressando APP. Os resultados foram comparados com um grupo controlo
verificando-se uma menor quantidade de peptideo acumulado nos capilares do grupo

experimental, indicando uma menor expressao/atividade da gp-P nestes murganhos [13].

c) E possivel restaurar a atividade da gp-P em murganhos transgénicos,

recorrendo a ativacao do recetor X dos pregnanos (PXR), com consequente diminuicao da

acumulagao do peptideo AB. O mesmo grupo de investigadores demonstrou que a ativagao

do PXR, conduz a uma restauragao da fungao da gp-P existente na BHE, com consequente
diminuicao dos peptideos amiloides a nivel cerebral, em murganhos que sobre-expressam o
APP [13]. Esta descoberta pode contribuir para o aparecimento de novas terapéuticas para a
DA, permitindo uma regressao dos sintomas associados a esta patologia.
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4.].1.2 Estudos em humanos

Num ensaio realizado em humanos, a populagao teste foi dividida aleatoriamente
em dois grupos: o grupo experimental constituido por individuos com DA (n=15, dos quais
2 foram excluidos por nao satisfazerem os critérios de inclusao) e o grupo controlo
composto por individuos saudaveis (n=14) [4]. Do 1° grupo, 5 doentes tomavam inibidores
da acetilcolinesterase que nao interferem com a atividade da gp-P, contudo 2 consumiam
antidepressivos que possivelmente sao substratos desta glicoproteina. Em ambos os grupos
foi avaliada a atividade da gp-P recorrendo a técnica de PET, utilizando o (R)-[| | C]-verapamil
como sonda. No que diz respeito as caracteristicas dos grupos, nao foram observadas
diferengas estatisticamente significativas, exceto no Mini-Mental State Examination (MMSE),
que, tal como esperado, era significativamente menor no grupo experimental. Os resultados

obtidos estao sumariados na Tabela 2.

Tabela 2 Caracteristicas dos sujeitos participantes no estudo [4].

Caracteristicas dos grupos Grupo Controlo Grupo Experimental | Valor P
n 14 13

Idade (anos) 624 657 0,29

Sexo feminino (%) 43 23 0,29
MMSE 30 1 233 <0,000

Dose injetada de verapamil
378 + 31 354 + 36 0,10
(MBq)
Atividade especifica do
40 £ I3 46 + 29 0,98

verapamil (GBq/umol)

Na Tabela 3 observa-se a quantidade de verapamil depositada em cada regiao
cerebral, sendo que, nos individuos com DA, essa quantidade foi significativamente superior
quando comparados com o grupo controlo na maioria das zonas do cérebro. Nao houve

diferengas significativas no lobo temporal medial nem no cerebelo.
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Tabela 3 BPnp do verapamil em ambos os grupos em estudo [4].

Regido do cérebro Grupo Controlo Grupo Experimental | Valor P
Global 1,77 + 0,41 2,18 £0,25 0,001
Frontal 1,79 + 0,40 2,12+£0,28 0,029
Parietal 1,84 + 0,46 2,15%0,26 0,000
Temporal 1,84 + 0,46 2,29 £ 0,27 0,000
Occipital 1,75 + 0,38 2,20 £ 0,25 0,001
Cingulato Posterior 1,65+ 0,30 2,20 £ 0,35 0,000
Cingulato Anterior 1,67 + 0,50 2,06 = 0,35 0,029
Lobo Temporal Medial 2,51 +£0,79 2,97 £ 0,42 0,120
Cerebelo 1,87 + 0,57 1,99 + 0,24 0,109

Assim, os autores concluiram que ha uma disfungao da atividade da gp-P em
doentes com DA, o que conduz ao desenvolvimento da patologia, por esta estar associada a
acumulagao de um substrato transportado do interior para o exterior do cérebro com o
auxilio da gp-P [4].

Outro estudo utilizou como amostra um conjunto de 30 pessoas que foram
divididas em 2 grupos (um constituido por individuos doentes e outro por individuos
saudaveis), os quais nao exibiam diferengas estatisticamente significativas no que diz respeito
as caracteristicas dos sujeitos em estudo.

Nesta investigacao foi utilizado tecido cerebral para avaliar a expressao da gp-P
nas varias regioes anatomicas do cérebro, bem como a acumulagao dos peptideos amiloides

AB40 e AB42 [9]. Os resultados do estudo estao representados na Tabela 4.

Tabela 4 Distribuigao do peptideo AB40 e AP42 e expressao da gp-P no grupo experimental e no grupo controlo em
varias areas do cérebro.

Grupo Local | Peptideo Ap40 Peptideo Ap42 Gp-P nos capilares
ST 132 688 1279
Controlo HC 35 42 960
BS 33 36 1358
ST 986 3776 920
Experimental HC 345 528 1192
BS 78 83 1482

ST = cortex temporal superior; HC = Hipocampo; BS = Tronco Cerebral.
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Com base nestes resultados, inferiu-se que:

v As NFT’s encontraram-se em maior quantidade no grupo experimental;

v Existem diferencas na acumulagio do peptideo amiloide quando se
comparam as varias zonas, sendo superior no cortex temporal superior,
seguido do hipocampo e do tronco cerebral;

v Locais com elevada expressio da gp-P apresentam nenhuma ou baixa
acumulagao de peptideo amiloide;

v" Ha uma maior expressio da gp-P no hipocampo e no tronco cerebral dos
doentes de Azheimer, enquanto nos controlos a sua expressao € maior no

cortex temporal superior.

Assim, constatou-se que a expressao da gp-P é maior no tronco cerebral
relativamente aos outros locais, havendo, neste local uma menor acumulagao de placas senis,
que é visivel em ambos os grupos. Foram também demonstradas variagoes regionais na
expressao da gp-P, em particular no tronco cerebral, que pode ter efeitos protetores contra

a deposigao de placas [9].

4.1.2 O polimorfismo do gene ABCBI

O gene ABCBI, responsavel pela codificagao da glicoproteina-P (responsavel pelo
transporte de substancias do interior para o exterior das células) é altamente polimorfico,
sendo conhecidas mais de 100 mutagdes num unico nucledtico (SNP’s). Apesar deste
nimero elevado de mutagoes, a maioria ocorrem em introes ou em zonas nao codificantes,
sendo que apenas uma minoria levam a alteragoes da cadeia de aminoacidos que constituem
a proteina [14]. Os SNP’s mais estudados atualmente sao: C1236T, G2677T e C3435T.

A atividade da gp-P depende de dois parimetros fundamentais: o grau de
expressao do gene referido, que esta diretamente relacionado com a quantidade de proteina
que é produzida a nivel celular; e a funcionalidade da bomba que determina que substratos
serao reconhecidos e transportados pela mesma [15]. O primeiro parimetro tem sido alvo
de muitos estudos, uma vez que ha uma correlagao entre o grau de sensibilidade de células
tumorais a determinados farmacos com o aumento da expressao do gene, que pode estar
associado a amplificagoes genéticas ou a toma de indutores (ex.: rifampicina). Relativamente
ao segundo parametro, este € definido de acordo com a sequéncia de aminoacidos que é

codificado a partir do gene, ou seja, alteragoes na cadeia de aminoacidos podem interferir
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com a funcao da gp-P. Alguns estudos nos quais se induziram mutagoes no gene ABCBI
demonstram que a glicoproteina reage, de uma forma muito reativa, a pequenas alteragoes
na cadeia de aminoacidos. Estas modificagoes, podem, por conseguinte, alterar a capacidade
de reconhecimento por parte da gp-P e, desta forma, alterar o espetro de substratos
reconhecidos pela mesma. Assim, varios estudos tém sido conduzidos na tentativa de
descobrir quais as mutagoes que ocorrem naturalmente que podem, de certa forma,
conduzir a uma alteragao da funcionalidade da bomba de efluxo referida [I5].

Como parece haver um envolvimento desta glicoproteina na fisiopatologia da DA,
alteragoes genéticas a este nivel podem estar relacionadas com um maior risco de
desenvolvimento da doenga. Assim sendo, apresenta-se seguidamente um estudo [14] com o
principal  objetivo de identificar quais os  polimorfismos  associados ao
aparecimento/desenvolvimento da doenca.

Neste estudo, foram formados 2 grupos: um grupo controlo, composto por 32
pessoas do sexo feminino, e um grupo experimental onde se incluem 17 individuos com DA.
Ambos foram sujeitos ao MMSE e foi avaliada a toma concomitante de medicamentos que

pudessem interferir com a atividade da gp-P que foi avaliada recorrendo ao (R)-[IIC]-

verapamil.
A prevaléncia dos polimorfismos em ambos os grupos apresenta-se na Tabela 5.
Tabela 5 Prevaléncia de diferentes SNP's no grupo controlo e experimental [14].
Grupo Controlo Grupo com DA

CcC 34% 18%

Cl1236T CcT 34% 47%
TT 31% 35%

GG 31% 18%

G26677T/IA TG 31% 47%
TT 31% 35%

CcC 25% 12%

C3435T CcT 47% 53%
TT 28% 35%

Nos controlos, nao foram encontrados efeitos dos SNP’s em CI1236T, G2677T e

C3435T na atividade da gp-P ao nivel da BHE, contudo, nos doentes com Alzheimer, estes

24



A glicoproteina-P e o polimorfismo do gene ABCBI na Doenga de Alzheimer: da fisiopatologia a inovadora
utilizagdo como biomarcador

polimorfismos sao relacionados com um aumento do BP,, do (R)-[I |C]-verapamil, o que
sugere uma diminuicao da atividade desta bomba. Assim sendo, este estudo demonstra que
mutagoes ao nivel do gene referido apenas afetam a fungao da gp-P quando esta ja se
encontra comprometida.

Contudo, existe uma questao que se coloca: “Sera que a redugao da expressao da
gp-P ao longo do tempo conduz ao aparecimento dos sintomas da doenga, ou esta
diminuigao esta associada a acumulagao do peptideo A no cérebro?”. Para tentar responder
a esta pergunta varias técnicas tém vindo a ser desenvolvidas de forma a utilizar-se o
peptideo AP ou a proteina tau como ferramentas de diagnostico da doenga. Existem estudos
a serem feitos na tentativa de se identificar quais os agentes terapéuticos que podem ser
usados de forma que a gp-P seja uma ferramenta que favorece a eliminagao do peptideo Af
do cérebro e, desse modo, tentar reverter os sintomas da doenga.

Assim, pode dizer-se que as variagoes genéticas no gene ABCBI| em doentes com
DA podem contribuir para uma progressao da doenga devido a uma redugao adicional da
atividade da gp-P, com consequente aumento da taxa de acumulagao de substancias toxicas a

nivel cerebral, como é o caso do peptideo amiloide.

25



A glicoproteina-P e o polimorfismo do gene ABCBI na Doenga de Alzheimer: da fisiopatologia a inovadora
utilizagdo como biomarcador

5. Conclusao

A exploragao da hipétese de como a gp-P contribui para a fisiopatologia da DA ¢, a
meu ver, um futuro promissor para descoberta de novas formas de diagnostico e tratamento
da doenga. O conhecimento do mecanismo exato do transporte do peptideo amiloide
através da BHE é de extrema importancia para esse desenvolvimento, bem como a avaliagao
de como a atividade da bomba de efluxo referida pode influenciar a acumulagao deste
peptideo a nivel cerebral. Para além disto, o reconhecimento de quais os polimorfismos do
gene responsavel pela codificagao desta proteina que contribuem param o desenvolvimento
da doenga mostram-se de extrema importancia, pois podem contribuir para um diagnéstico
muito mais precoce da doenga, através da sequenciagao do gene.

Da realizagao desta monografia, pode-se inferir que o facto de a gp-P parecer ter
um efeito protetor na deposicao de placas amiloide pode ser um ponto de partida para o
desenvolvimento de novas terapéuticas para a DA. Assim, a gp-P pode funcionar como um
alvo terapéutico e a sua modulagio pode permitir o controlo do desenvolvimento desta
patologia. Para além disto, a sua atividade também permite avaliar a propensao dos
individuos para desenvolverem esta doenga podendo ser usado, para além de agente
terapéutico, como agente de diagnostico, permitindo um diagnostico mais precoce da
doenca.

Na minha opiniao, esta via pode ter extrema importancia para o desenvolvimento no
campo das doengas neurodegenerativas e, a gp-P, pode assumir um papel crucial quer na

fisiopatologia, quer na utilizagao como biomarcador.
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