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Resumo

Ao longo do ultimo século, melhorias nos cuidados de satde tém contribuido para um
aumento da esperanca média de vida da populacdo mundial. Este “envelhecimento”
global tem sido acompanhado pelo aumento de um sindrome, denominado por Deméncia,
caracterizado por uma deterioracdo progressiva e irreversivel nas fungdes cognitivas
(memoria, linguagem, capacidades de planeamento e de execucdo, etc.) que conduzem a
uma perda de autonomia dos doentes na execu¢do das suas rotinas diarias, e mais tarde
pode resultar na perda total de autonomia ou mesmo levar a morte.

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa, responsavel por mais
de metade dos casos de deméncia em idosos, podendo, no entanto, ocorrer em qualquer
idade adulta. Desta forma, € considerada atualmente um grave problema de satde publica.

A presente monografia tem como objetivo clarificar a fisiopatologia inerente a DA,
através da identificacdo dos processos e mediadores envolvidos. O inicio do processo
patoldgico da DA precede, em décadas, 0 aparecimento dos primeiros sintomas clinicos.
Nesta fase pré-clinica, ja se observa uma perda neuronal gradual. A presenca de depdsitos
extracelulares de proteina P-amiloide e de trangas neurofibrilares intraneuronais,
constituidas por filamentos de proteina tau hiperfosforilada, sdo os principais achados
histopatoldgicos desta doenca.

Um diagnostico definitivo da DA requer, para além da avaliacdo clinica, uma
confirmacéo histopatoldgica, através de uma autopsia ou bidpsia cerebral. Por sua vez, o
diagnostico clinico é probabilistico, e embora apresente elevado rigor, é realizado ja em
fase de deméncia. Com o desenvolvimento de novos farmacos que visam atrasar e reverter
a progressao da DA, torna-se importante diagnostica-la em fase pré-deméncia. Com esta
finalidade, foram elaborados novos critérios de diagnostico da DA, onde se incluiram as
analises clinicas a biomarcadores. Um biomarcador é uma entidade biologica que pode
ser medida experimentalmente e indicar a ocorréncia de um processo bioldgico ou
patogénico de um organismo ou uma resposta a um agente farmacolégico.

Esta monografia é suportada pela reviséo bibliografica efetuada segundo um carater
interpretativo da mesma, e pretende estudar o papel e a importancia dos diferentes

biomarcadores no diagnostico da Doenca de Alzheimer, em fase pré-deméncia.

Termos-chave: “biomarcadores”; “deméncia”; “Doenc¢a de Alzheimer”; “diagndstico”.

Pagina | iii



O Papel dos Biomarcadores na Doenca de Alzheimer

Abstract

Over the last century, improvements in health care have contributed to an increase in
average life expectancy of the World population. This global “aging” has been
accompanied by the growth of a syndrome, referred to as Dementia, characterized by a
progressive and irreversible deterioration of cognitive functions (memory, language,
planning and execution capacities, etc.) that lead to patients loss of autonomy in carrying
out their daily routines, and later on can result in complete dependence and even death.

Alzheimer’s Disease (AD) is a neurodegenerative disorder, accounting for over half
of all dementia’s cases in the elderly, although it may occur at any time in adulthood.
Thus, it currently represents a major public health problem.

The present paper purposes to clarify AD’s physiopathology through the knowledge
of the processes and mediators associated. The onset of AD’s pathologic cascade
precedes, in decades, the onset of clinical symptoms. At this preclinical stage, it can
already be detected an ongoing neuronal loss. The extracellular -amyloid deposits and
the intraneuronal neurofibrillary tangles, consisting of hyperphosphorylated tau protein
filaments, are the major histopathological findings of this disease.

A definitive diagnosis of AD requires, besides clinical evaluation, an
histopathological confirmation, by means of an autopsy or brain biopsy. In turn, the
clinical diagnosis of AD is probabilistic, and despite of exhibiting high accuracy, it can
only be performed at a dementia stage. With the development of new drugs which aim to
slow and reverse AD’s pathological process, it becomes fundamental to diagnose it at a
pre-dementia stage. To this end, new criteria for AD’s diagnosis have been set, which
now include clinical analyzes of biomarkers. A biomarker is a biological entity that can
be measured experimentally and indicate the occurrence of a biological or pathogenic
process in an organism or a response to a pharmacological agent.

This paper is supported by a literature review carried out according to an explanatory
outlook, and it intends to study the role and importance of different biomarkers in the

diagnosis of Alzheimer’s Disease, at a pre-dementia stage.

Keywords: “biomarker”, “dementia”, “Alzheimer’s Disease”, “diagnosis”.
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1. Introducéo

A deméncia pode ser definida como um comprometimento adquirido da memoria
associado ao declinio de pelo menos um dos outros dominios cognitivos, tais como:
linguagem, capacidade de planeamento e de execugéo, de reconhecimento de coisas e
pessoas, etc. A Doenca de Alzheimer (DA) é uma sindrome neurodegenerativa, descrita
pela primeira vez em 1907 pelo psiquiatra alemdo Alois Alzheimer e, hoje em dia,
apresenta-se como a forma mais prevalente de deméncia na sociedade moderna.(1)(2)

Com o aumento da esperanga média de vida e 0 consequente envelhecimento da
populacéo, a prevaléncia dos casos de deméncia tem vindo a crescer abruptamente, sendo
ja considerada um grave problema de salde publica. Estima-se que cerca de 1% dos
individuos na faixa etaria dos 60-64 anos, 5 a 7% entre 0s 75 e 0s 79 anos e quase um
terco dos idosos a partir dos 85 anos sejam afetados por esta enfermidade.(3) Para além
da idade, outros fatores de risco tém sido associados & incidéncia da DA, tais como: o
género, heranca genética, depressdo, baixa escolaridade, estilo de vida e doencas a ele
relacionadas (diabetes, hipertensao, dislipidémia e obesidade), etc.(4)

A maioria dos doentes de Alzheimer passa por um estado de transi¢do intermédio, que
se situa entre o envelhecimento cognitivo normal e o estado de deméncia instalado. Esta
fase é atribuida ao Défice Cognitivo Ligeiro (DCL), em que o0s sintomas iniciais de perda
de memdria episddica e de outras capacidades cognitivas passam geralmente
despercebidos pelo doente, familiares e pessoas préximas, ndo interferindo com a
realizacdo das rotinas diarias para que se justifique o diagndstico clinico de deméncia.
Como tal, depreende-se que doentes com DCL sejam mais propensos a progredir para
DA.(5)

A DA pode ser subdividida em dois grupos de acordo com a idade de inicio dos
sintomas clinicos. A DA de inicio precoce (ou familiar) representa cerca de 1 a 5% do
total de casos de DA e, normalmente, inicia-se antes dos 65 anos, tendo como etiologia
uma predisposicdo genética (mais de 85% dos casos de DA de inicio precoce),
nomeadamente, mutacGes autossomicas dominantes ao nivel dos genes da proteina
precursora de amiloide (APP) e das presenilinas 1 e 2 (PSEN1 e PSEN2). Por sua vez, a
DA de inicio tardio (ou esporadica), costuma ter inicio a partir dos 65 anos,

correspondendo a cerca de 95% do total de individuos afetados por esta sindrome.(6)
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Hoje em dia, sabe-se que os mecanismos fisiopatologicos da DA antecedem, em
décadas, o aparecimento dos primeiros sintomas clinicos. Os achados histopatolédgicos
mais importantes subjacentes a esta patologia sdo: 0s depositos extracelulares de f-
amiloide, também denominados por placas senis, e as trangas neurofibrilares (TNFs)
intraneuronais, constituidas por filamentos de proteina tau hiperfosforilada.(7)

Estima-se que em 2050, o numero de casos de DA no mundo correspondera a,
aproximadamente, 80 milhdes de individuos, 43% dos quais se prevé necessitarem de um
nivel elevado de cuidados.(8) Como tal, o desenvolvimento de biomarcadores capazes de
efetuar um diagndstico preciso e precoce desta doenca e rastrear a sua progressdo, sao
uma “pega-chave” uma vez que possibilitam que futuros fa&rmacos capazes de modificar
a patologia da DA sejam administrados numa fase inicial e de eficdcia comprovada da
terapéutica. Porém, a terapéutica farmacologica atualmente disponivel para a DA é
apenas sintomatica e ndo desacelera, previne ou reverte a progressdo da mesma.(9)

De acordo com o Biomarkers Definitions Working Group, um biomarcador ou
marcador bioldgico, é uma caracteristica que é objetivamente medida e avaliada como
um indicador dos processos bioldgicos normais, processos patogénicos ou respostas
farmacoldgicas a uma determinada terapéutica.(10) Estes podem ser encontrados em
diferentes tecidos ou fluidos do corpo humano. A andlise imunohistoquimica post-
mortem do tecido cerebral, com evidéncias significativas da presenga de placas senis e
trancas neurofibrilares, é necessaria para o diagndstico definitivo da DA. As autdpsias ou,
raramente, biopsias cerebrais permitem rastrear as alteracoes fisiopatologicas no cérebro
de um doente de Alzheimer, mas ndo sdo apropriadas para analises de rotina. Por sua vez,
o liquido cefalorraquidiano (LCR) é um fluido muito Gtil no que compete ao diagnéstico
da DA, pois devido ao seu contato direto com o cérebro, reflete os processos metabdlicos
que la ocorrem. Contudo, a sua utilizacdo é limitada devido ao método de colheita
invasivo por puncdo lombar. As medi¢des no plasma e soro sdo consideradas gold
standard nos laboratorios de anélises clinicas, uma vez que sdo minimamente invasivas
e, portanto, facilmente colhidas e processadas. A sua principal vantagem assenta no facto
dos doentes poderem ser monitorizados através de analises de rotina, durantes varios
anos. Porém, os biomarcadores presentes neste fluido apresentam pequenas variagdes
muito heterogéneas, ndo tendo necessariamente a ver com a DA.(11)(12)

Por conseguinte, com a elaboracdo desta monografia pretende-se fazer uma reviséo
bibliogréafica das caracteristicas dos biomarcadores da DA ja validados e também dos que

ainda se encontram em fase de estudo, e ilustrar o seu papel e importancia no diagnostico
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precoce desta sindrome. Para tal, foi realizada uma pesquisa bibliografica entre Setembro
de 2014 e Janeiro de 2015, tendo-se consultado livros, artigos e sites de informagéo
médica. O acesso aos artigos obteve-se através de meios informaticos, tais como: em
bases de dados “PubMed” (US National Library of Medicine National Institutes of
Health), “ScienceDirect”, Google Académico e “B-On” (Biblioteca do conhecimento on-
line — Fundag&o para a Computacéo Cientifica Nacional). Na pesquisa de artigos deu-se

preferéncia aos mais atuais, redigidos em inglés ou portugués.
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2. Doenca de Alzheimer

2.1 Epidemiologia

Os casos de deméncia no mundo eram em 2011 estimados em 33,9 milhdes, segundo
uns autores, ou em 24 milhdes, segundo outros, sendo a maioria relativos a DA.(13)(14)
Qualquer que seja 0 nimero certo, devido ao rapido envelhecimento da populacéo, a
previsdo é que V4 triplicar nas proximas décadas.(13) As estimativas de prevaléncia de
deméncia no mundo apontam para valores mais elevados nalguns paises asiaticos e na
América Latina e mais baixos na india e na Africa subsariana (embora 0s estudos nestas
regibes sejam considerados menos fiaveis). As previsdes sdo para que o numero de
pessoas atingidas com deméncia (essencialmente doenga de Alzheimer e deméncia
vascular, pois a soma das duas representa habitualmente 90% do total dos casos de
deméncia) cres¢a progressivamente, a medida que aumenta a esperanca média de vida no
mundo.(15) As estimativas sobre o nimero de casos de DA no mundo para 2050, sdo de
1 em cada 85 individuos, 43% dos quais se prevé necessitarem de um nivel elevado de
cuidados. S&o numeros assustadores e que deverdo impelir a sociedade e cada um de nos
a fazer o seu melhor na sua prevencdo e diagndéstico precoce.(8)

Num estudo levado a cabo no ambito do projeto EuroCoDe (European Collaboration
on Dementia), promovido e financiado pela Comissdo Europeia e coordenado pela
Alzheimer Europe, com a finalidade de determinar a prevaléncia da deméncia na Europa,
foi demonstrado que neste continente existem mais de 7,3 milhdes de pessoas com
deméncia. Prevé-se também que face ao envelhecimento da populacdo nos estados-
membros da Unido Europeia, estes nimeros deverdo duplicar nas préximas décadas na
Europa Ocidental, e triplicar na Europa de Leste. Todos os anos, 1,4 milhdes de cidaddos
europeus desenvolvem deméncia, o que significa que a cada 24 segundos um novo caso
é diagnosticado.(16) Em Portugal, os mais recentes dados epidemiolédgicos apontam para
a existéncia de 153 mil pessoas com deméncia, das quais 90 mil ttm DA. Ou seja, cerca
de 1% da populacao nacional sofre desta sindrome.(17)

A prevaléncia da DA segue a curva do envelhecimento: cerca de 1% até aos 65 anos,
5% entre 0s 65-70 anos e até mais de 30% aos 80 anos. O que, em grande parte, dificulta

o diagnéstico, atribuindo-se muitas das vezes os sintomas ao proprio envelhecimento.(16)
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Em suma, a maior frequéncia da DA com o envelhecimento, associado a longa
duracdo desta doenca, € um dos grandes responsaveis pela elevada prevaléncia mundial
desta patologia. Deste modo, a idade apresenta-se como o fator de risco mais importante
no desenvolvimento desta sindrome, contribuindo para que a mesma constitua um

problema de Saude Pablica de grande impacto nas proximas déecadas.(6)

2.2 Manifestacdes Clinicas

Quando a DA foi descrita pela primeira vez, pensou-se tratar de uma afecdo que
atingia apenas um pequeno namero de individuos relativamente jovens. Nessa altura,
considerava-se que o declinio cognitivo nos idosos era parte integrante do processo
normal de envelhecimento, causado por aterosclerose das artérias cerebrais. Mais tarde,
estudos neuropatoldgicos vieram transformar essa visdo afirmando que o processo
patoldgico associado & DA era comum também em idosos.(1)

Apesar do inicio dos sintomas de DA ser bastante variavel, esta é normalmente
subdividida em DA de “inicio precoce” e DA de “inicio tardio”. Ambas apresentam
semelhantes achados neuropatoldgicos e sintomas clinicos, diferindo apenas na idade em
que estes se iniciam.(6)

A DA de “inicio precoce” ou familiar, é essencialmente causada por mutacoes
autossomicas dominantes nos genes das proteinas APP, PSEN1 ou PSEN2, e constitui
apenas 1-5% do total de casos de DA. Inicia-se sempre antes dos 65 anos e 0s sintomas
progridem mais rapidamente. Esta forma de DA é relativamente fécil de se diagnosticar,
uma vez que os sintomas subjacentes diferem da maioria dos sintomas caracteristicos das
doencas mais frequentes nestas faixas etarias.(6)(18)

Quanto a DA de “inicio tardio” ou esporadica, 0s doentes comecam normalmente a
exibir sintomas ap0s os 65 anos, embora em doentes cujo alelo ApoE ¢4 esteja presente
os sintomas tendam a manifestar-se ligeiramente mais cedo, entre os 60 e 70 anos.
Acredita-se também que 60-80% dos casos neste tipo de DA sejam determinados
geneticamente.(19)(20) Também nesta forma de DA se sabe que o processo patoldgico
se inicia duas a trés décadas antes do aparecimento de qualquer sintoma clinico. Ou seja,
e de acordo com um estudo, um doente de Alzheimer que morra aos 75 anos tera 5-10%
de probabilidade de ser diagnosticado antemortem (avaliagcdo clinica), e 20-40% de

probabilidade de ser detetado com a patologia caracteristica da DA aquando de um
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diagnostico histopatoldgico postmortem (autopsia). A esperanca de vida destes doentes,
apos diagnostico clinico, pode chegar aos 20 anos, mas é em média de 8 anos.(12)(21)
Os doentes de Alzheimer ndo sofrem 0s mesmos sintomas pela mesma ordem, ou pelo
mesmo nivel de gravidade. No entanto, existe um padrdo geral de evolucdo da doenca
que permite descrever e ordenar 0s seus principais estadios. O modelo de Braak&Braak
subdivide a progressdo das alteragcdes neuropatoldgicas caracteristicas da DA em seis
estadios, e correlaciona-as com os sintomas clinicos subsequentes (figura 2.1).(22)

Fase Fase Fase
Transentorrinal Limbica Meocortex
- - V-

Memdria de curto-prazo

Memdria episodica

Capacidade de execugdo

Memdria semantica

DA pré-clinico DA inicial DA intermédio
{MIMSE 24-30) (MIMSE 18-26)

Figura 2.1. Representacdo esquematica da correlagdo entre a progressdo clinica e o processo patolégico da Doenga
de Alzheimer de acordo com o Modelo de Braak&Braak. Adaptado de Braak.(22)

A fase pré-clinica da DA (assintomatica) é normalmente semelhante aos estadios I-11
de Braak&Braak, ou fase transentorrinal. Nesta fase ja existe uma perda neuronal gradual
em estruturas do sistema limbico, como o hipocampo, cortex entorrinal e transentorrinal,
nacleo basal de Meynert e amigdala, que como referido anteriormente, se estima que
tenha inicio cerca de 20 a 30 anos antes do aparecimento dos primeiros sintomas clinicos.
A perda de neuronios colinérgicos do nucleo basal de Meynert, responsavel pela perda de
inervacdo colinérgica cortical, € um dos mecanismos fisiopatologicos desta doenca e
tambem o principal alvo terapéutico até ao momento.(22)(23)

Este periodo assintomatico é frequentemente finalizado por um inicio insidioso de

declinio da memoria episodica, justificado neuropatologicamente pela severa lesdo que

A
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se verifica sobretudo no cortex entorrinal e hipocampo. Esta nova fase corresponde aos
estadios I11-1V de Braak&Braak, também denominada por fase limbica. O doente ainda
ndo pode ser diagnosticado clinicamente como “demente”, uma vez que a sua
incapacidade de funcionamento social ainda ndo é grave. Contudo, os problemas de
memoria comegam-se a agravar, a aprendizagem de algo novo torna-se numa tarefa cada
vez mais ardua e trabalhar requer cada vez mais esforco e tempo, o que pode desencadear
problemas paralelos de stress, irritagéo e depressdo. As recordacdes recentes encontram-
se enfraquecidas e o doente devera entdo ser remetido a um médico por parte de um
familiar, amigo ou cuidador. Em termos clinicos, diz-se que nesta fase o doente sofre de
Défice Cognitivo Ligeiro (DCL), sendo que a etiologia dos sintomas permanece uma
incognita. Caso se verifique que a etiologia dos sintomas tenha resultado dos processos
patoldgicos caracteristicos da DA, a esta fase da-se o nome de DA prodrémica.
Progressiva e lentamente, o défice cognitivo comeca a interferir nas rotinas diérias,
tornando-se aos poucos um desafio para os doentes manterem tarefas como: as financas
sob controlo, seguir instrugcdes no trabalho, conduzir veiculos, fazer compras e manter o
lar, podendo em alguns casos ocorrer anosognosia, em que 0 doente ndo tem consciéncia
destas alteracGes. O doente experimenta também estados de confusdo com alteracdes no
seu meio envolvente que levam a que este se perca a andar ou a conduzir. (2)(22)(23)

Quando o diagnostico clinico de DA ¢é finalmente estabelecido, o processo
neuropatologico encontrar-se normalmente nos estadios V-V de Braak&Braak, também
chamada de Fase do Neocortex. Nesta fase, o cértex entorrinal e o0 hipocampo encontram-
se bastante deteriorados e ha também o acometimento do cortex pré-frontal e
temporoparietal. O doente torna-se incapacitado para trabalhar, perde-se e confunde-se
com facilidade, o que ja exige o supervisionamento por parte de um cuidador. Ha um
comprometimento progressivo da linguagem, compreensdo e fluéncia verbal. Ocorre
também afasia, circunlocucao e apraxia. Esta Gltima, quando aparece, impede os doentes
de executar tarefas motoras sequenciais. A medida que a doenca progride e 0s neurénios
vao sendo destruidos, ocorre uma atrofia neocortical geral, que conduz a um declinio mais
acentuado nos dominios cognitivos, em especial na funcdo executiva. Por fim e na fase
terminal da doenca, o doente perde o discernimento, o raciocinio e as capacidades
cognitivas e por vezes experimenta episodios de delirio. O culminar na morte resulta
habitualmente de desnutricdo, infecbes secundarias, embolia pulmonar ou
cardiopatia.(2)(22)(23)
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2.3 Diagnostico

O cérebro pode ser examinado na sua funcao (testes neuropsicolégicos), morfologia,
ressonancia magnética nuclear (RMN) e tomografia computorizada (TAC), metabolismo,
tomografia por emissdo de positroes (PET), atividade elétrica, eletroencefalograma
(EEG), e existe ainda a possibilidade de avaliar a presenca de dano cerebral através da
analise clinica de biomarcadores no LCR (AP e tau) ou realizar testes genéticos, tais
como, genotipagem da apolipoproteina E (ApoE), proteina precursora de amiloide (APP)
e presenilinas 1 e 2 (PSEN1 e PSEN2).(24)

De acordo com a norma da Direcdo Geral de Saude (DGS) n°053/2011 de 27 de
Dezembro de 2011, os critérios de diagnostico de deméncia mais utilizados sdo 0s
propostos no Diagnostic and Statistical Manual, 42 edicéo revista (DSM-IV-TR) e os
definidos na International Classification of Diseases (CID-10). Para o diagndéstico de
Défice Cognitivo Ligeiro (DCL) existem também diversos critérios, sugerindo-se os
propostos pelo European Alzheimer’s Disease Consortium OU 0S mais recentes do
National Institute on Aging and A/zheimer’s Association (NIA-AA).(25) Existem também
critérios para o diagnostico especifico das formas mais prevalentes de deméncia.

No caso da Doenca de Alzheimer referem-se os critérios de diagnostico da DSM-IV-
TR e os propostos pelo NIA-AA, revistos recentemente.(25)(26) O grupo de trabalho
responsavel pela revisdo destes critérios tentou assegurar a sua aplicacdo quer por
profissionais de salde, muitas vezes sem acesso a testes neuropsicoldgicos, testes
laboratoriais e técnicas avancadas de imagiologia, quer por investigadores especializados,
envolvidos em pesquisas cientificas ou ensaios clinicos e com acesso a estas tecnologias
mais avancadas. Para tal, o grupo subdividiu o termo DA em “DA provavel”; “DA
possivel” e “DA provavel com evidéncia do processo fisiopatoldgico”. Sendo que os dois
primeiros conceitos pretendem ser usados em contexto clinico e o terceiro em contexto
de investigacéo.(26)

Segundos os autores, 0s principais critérios utilizados no diagnostico clinico de
deméncia implicam um declinio cognitivo e comportamental, detetaveis através da
combinacéo da histdria clinica do doente e avaliagdo cognitiva objetiva (exame ao estado
mental ou teste neuropsicoldgico), que interferem com a capacidade de trabalho e
execucao das atividades diérias do doente e ndo s&o justificaveis por delirios ou outras

desordens psiquiatricas. Referem também que a diferenga entre deméncia e DCL assenta
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no facto do declinio cognitivo ter ou ndo uma interferéncia significativa na capacidade do
doente em trabalhar e executar as suas rotinas diarias.(26)

A DA provével é diagnosticada quando o doente cumpre os critérios de deméncia e,
em adicdo, apresenta: histdria clara de um inicio insidioso em que os sintomas clinicos
apresentam uma evolucédo gradual; agravamento cognitivo comprovado e sem evidéncias
de patologias concomitantes, tais como, doencas cerebrovasculares, neurolégicas, etc. No
caso da DA provavel com evidéncia do processo fisiopatolégico, os critérios sdo 0s
mesmos com o acréscimo de analises clinicas a biomarcadores, que refletem de certa
forma o processo patoldgico da DA, de modo a minimizar o erro de diagndstico.

No caso da DA possivel, é também diagnosticada quando o doente cumpre os critérios
de deméncia, mas apresenta um inicio repentino dos sintomas clinicos ou ha a evidéncia
da presenca em simultaneo de outras patologias, neuroldgicas ou nao-neuroldgicas, ou

uso de medicamentos com efeitos substanciais no dominio cognitivo.(26)

2.3.1 Avaliacéao Clinica e Neuropsicoldgica

E sabido que os mecanismos fisiopatoldgicos inerentes a DA conduzem gradualmente
a uma perda neuronal gradual e destruicdo das sinapses em regiGes do cérebro
responsaveis pela memdria e funcionamento cognitivo e, posteriormente, levam a
alteracdes nestes dominios cognitivos.

A avaliacdo neuropsicoldgica € uma pec¢a fundamental no diagnostico diferencial da
deméncia, pois os diferentes quadros demenciais apresentam algumas caracteristicas
especificas. Nesta devem constar, a avaliacdo da capacidade visuoconstrutiva (teste do
desenho do reldgio), memodria episddica, linguagem, atencdo, velocidade de
processamento e funcdo executiva.(26)

Existem diversos testes para realizar esta avaliacdo, entre os quais se destacam: o Mini
Mental State Examination (MMSE) e o Montreal Cognitive Assessment (MoCA).(27) O
MMSE é um teste simples que contém algumas perguntas sobre funcbes cognitivas
bésicas, tais como: orientacdo, atencdo, cdlculo, memoria de curto-prazo, linguagem e
construcdo visuo-espacial. N&o avalia fungdes executivas nem memoria a longo-
prazo.(28) Para colmatar algumas falhas que existem no MMSE, foi desenvolvido outro
teste cognitivo, 0 MoCA. Este teste tem a capacidade de avaliar um maior nimero de
areas cognitivas, apresentando tarefas mais complexas, em comparacao ao teste anterior.

Nele séo avaliados oito dominios cognitivos: memoria a longo-prazo, aptiddes visuo-
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espaciais, funcGes executivas, atencdo, concentracao, memoria de curto-prazo, linguagem
e orientagdo. O facto de ser um teste mais sensivel a alguns pardmetros permite que seja
mais eficaz a detetar casos de DCL, por exemplo.(29)

Internacionalmente sdo também usadas essencialmente duas escalas clinicas, a
Clinical Dementia Rating Scale (CDR) e a Global Deterioration Scale (GDS), que
avaliam qualitativamente a progresséo da doenga, com base em entrevistas clinicas aos
doentes e aos seus acompanhantes. A escala GDS define sete estadios — Estadio 1: sem
declinio cognitivo; Estadio 2: declinio cognitivo muito ligeiro; Estadio 3: declinio
cognitivo ligeiro; Estadio 4: deméncia em estadio inicial; Estadio 5: deméncia em estadio
moderado; Estadio 6: deméncia moderada; Estadio 7: deméncia grave. Por sua vez, a
escala CDR define cinco parametros: CDR-0: sem défice cognitivo; CDR-0,5: défice
cognitivo ligeiro (DCL); CDR-1: deméncia ligeira; CDR-2: deméncia moderada; CDR-
3: deméncia grave.(30)(31)

2.3.2 Biomarcadores no diagndéstico

Como referido anteriormente, o diagndstico definitivo da DA apenas pode ser
realizado post mortem, por analise histopatoldgica do tecido cerebral durante a autopsia,
ou, muito raramente, através de uma bidpsia cerebral. Este exame deve revelar evidéncias
significativas da presenca dos biomarcadores histopatoldgicos caracteristicos da DA, ou
seja, depdsitos extracelulares de AP e trangas neurofibrilares, resultantes da acumulagéo
intracelular de proteina tau hiperfosforilada (P-tau).(32)

A importéncia do diagndéstico precoce da DA explica-se pelo facto de caso apareca
uma terapéutica capaz de modificar a patologia inerente a esta doenca, a eficcia da
mesma serd maior quanto mais cedo for administrada. Nos critérios propostos pelo NIA-
AA, como foi referido anteriormente, incluiram a analise clinica de biomarcadores no
processo de diagndstico com a finalidade de aumentar o grau de precisdo do diagndstico
numa fase pré-deméncia.(26)

Atualmente, os principais biomarcadores da Doenca de Alzheimer encontram-se
divididos em duas categorias, tendo por base a biologia das suas medi¢fes. Na primeira
categoria encontram-se 0os biomarcadores de deposic¢éo da proteina 3-amiloide, tais como:
niveis diminuidos de Ap42 no LCR e aumento da deposi¢ao amiloide identificada na
PET-PiB. Na segunda categoria situam-se os biomarcadores de lesdo neuronal, tais como:

niveis elevados de tau (P-tau e T-tau) no LCR; atrofia das estruturas dos lobos temporais
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mesiais (hipocampos) e parietais em RMN e reducdo do metabolismo de glicose no
cérebro, identificado na FDG-PET (em fase de estudo).(11)

Com o objetivo de descrever a relacdo entre a flutuacao nos niveis dos biomarcadores
nos diferentes estadios da doenca de Alzheimer, propds-se a divisdo da DA em 3 fases
diferentes: “DA pré-clinica”; “DCL devido a DA” e “DA com deméncia” (figura 2.2).(33)

e Acumulagdo de f-amiloide (AB42 LCR/PET
~ Disfungao sinaptica (FDG-PET)
Lesao neuronal (T-tau e P-tau LCR)
Atrofia cerebral (RMN)
Declinio cognitivo
Sintomas clinicos

Magnitude dos biomarcadores

DA pré-clinica | DCL : DA com deméncia

Estadios clinicos da DA

Figura 2.2. Modelo hipotético descritivo da relagdo entre a magnitude dos biomarcadores nos diferentes estadios
da Doenca de Alzheimer. Adaptado de Jack.(33)

A fase de “DA pré-clinica” encontra-se subdividida em trés etapas. Na primeira etapa,
0s doentes apresentam patologia amiloide, evidenciada pela PET-PiB “positiva” ou pela
diminuicdo dos niveis de AB42 no LCR, mas ndo demonstram sinais de degeneragdo
neuronal, volumetria normal na RMN e niveis normais de tau (T-Tau e P-tau) no LCR.
Na segunda etapa, para alem da patologia amiloide também se observa degeneracao
neuronal, evidenciada pelos niveis aumentados de tau no LCR ou por sinais de leséo
neuronal em métodos imagioldgicos. Por fim, na terceira etapa, os doentes para além de
manifestarem as patologias caracteristicas da DA (deposi¢do amiloide e lesdo neuronal),
manifestam também um declinio cognitivo subtil, que ndo € suficientemente grave para
ser considerado DCL..(33)(34)

Na fase de “DCL devido a DA”, foi demonstrado que doentes com DCL,
acompanhados durante 4 a 5 anos, tém o triplo do risco de progredirem para DA, quando
comparados com individuos cognitivamente saudaveis. Porém, uma vez que o DCL ¢é
uma condi¢do muito heterogénea, estes doentes também podem evoluir para outro tipo de
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deméncias ou permanecer relativamente estaveis. A combinacdo de baixos niveis de
AP42 e niveis elevados de tau no LCR possibilita um diagnostico discriminativo acurado
entre doentes com DCL estavel e aqueles com DCL devido a DA, com uma sensibilidade
e especificidade de 95% e 83%, respetivamente, apds um periodo de acompanhamento
de cinco anos.(35) No mesmo estudo, apos mais quatro anos de follow up (nove anos
desde o inicio do estudo), verificou-se que mais doentes tinham progredido para DA. A
razdo APB42/P-tau no inicio do estudo h& nove anos atras, previu esta progressao com uma
sensibilidade e especificidade de aproximadamente 85 a 90%. Doentes com DCL que
progrediram para DA nos primeiros 5 anos de follow up tinham niveis significativamente
mais elevados de tau (P-tau e T-tau) no LCR do que aqueles que progrediram mais tarde.
Por sua vez, os niveis de AB42 no LCR entre estes dois grupos de individuos era
semelhante.(36)

Por ultimo, na fase de “DA com deméncia”, os niveis de T-tau no LCR sdo 300%
maiores em doentes de Alzheimer do que em individuos cognitivamente saudaveis
(controlo). Este biomarcador ndo é especifico para a DA e, portanto, niveis aumentados
do mesmo podem ocorrer em doentes com outros tipos de deméncia, doenca de
Creutzfelt-Jakob, AVC ou traumatismo craniano.(37) No diagnéstico diferencial entre a
DA e outro tipo de deméncias, a P-tau pode ter um papel importante, uma vez que é mais
especifica para a DA. Por exemplo, num estudo foram detetados niveis mais elevados de
P-tau em doentes de Alzheimer quando comparados com doentes com deméncia
frontotemporal (FTD) e deméncia com corpos de Lewy (DLB), com especificidades de
92% e 64%, respetivamente.(38)

Vaérios estudos demonstraram que, a combinacdo dos trés biomarcadores do LCR
(AP42, T-tau e P-tau) possibilita realizar um diagndstico diferencial acurado entre doentes
de Alzheimer e controlos saudaveis, com uma sensibilidade e especificidade superiores a
80%.(39) Um estudo em particular, que analisou o desempenho destes trés biomarcadores
em doentes de Alzheimer de diferentes faixas etarias, verificou que embora a precisdo no
diagnostico diminuisse com a idade, a combinacdo dos valores preditivos destes
biomarcadores era suficientemente acurada no diagndéstico de doentes mais idosos.(40)
Também se analisou a flutuagdo nos niveis destes biomarcadores com a
progressao/agravamento dos sintomas clinicos da DA, tendo-se concluido que os niveis
de Ap42 e P-tau permanecem praticamente inalterados ao longo do tempo, enquanto os

dados disponiveis para a T-tau se demonstraram inconclusivos. Contudo, 0s niveis
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elevados de T-tau e P-tau parecem estar associados a um aumento da intensidade da

doenca e também a uma progressdo mais rapida da mesma.(41)

2.4 Défice Cognitivo Ligeiro

Défice Cognitivo Ligeiro (DCL) € o termo atribuido a doentes com um ligeiro défice
cognitivo detetado por critérios clinicos, mas que ndo provoca comprometimento do seu
funcionamento diario. E definido como o estado clinico de transicdo entre o
envelhecimento cognitivo normal e as primeiras manifestacoes de desordens demenciais,
particularmente de DA, embora a transi¢do ndo tenha obrigatoriamente que ocorrer. Nesta
categoria, estdo incluidos individuos que apresentam defice em pelo menos um dominio
cognitivo, geralmente o da memdria de curto-prazo, mas, no entanto, continuam a realizar
as suas rotinas diarias de forma independente.(5)

Os sintomas mais importantes, notados habitualmente por familiares ou amigos, que

0 doente pode experienciar sdo: (42)

o Perda de memoria subtil e anormal para a idade: esquecimento frequente de
coisas, acontecimentos importantes e Ccompromissos ou eventos sociais;

o Perda de uma linha de raciocinio;

o Aprisionamento mental na tomada de decisdes e planeamento de etapas para
realizacdo de uma tarefa, ou na interpretacdo de instrugoes;

o Dificuldade em encontrar o caminho de volta para casa, ou sitios familiares ao
doente;

o Impulsividade e agitacéo;

o Diminuigdo do sentido critico.

A probabilidade dos individuos com DCL virem a desenvolver deméncia € 5 a 10
vezes maior do que a dos individuos cognitivamente saudaveis. Muitos individuos com
DCL que eventualmente poderao vir a evoluir para DA durante alguns anos permanecerao
neste estado intermédio, ou seja, um diagnostico de DCL significa que o doente continua

capaz de ser independente e autbnomo na maioria das situacdes (figura 2.3).(5)(43)
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# Envelhecimento normal
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== Curvz do declinic do desempenho cognitive e funcional
Inicio da fase sintomatica: DCL

== = |nicio da fase de deméncia

s Evolugdo dos eventos neuropatoldgicos caracteristicos dz DA

Figura 2.3. Progressdo dos sintomas cognitivos e funcionais durante a transi¢do de Défice Cognitivo Ligeiro (DCL)
para Doenga de Alzheimer (DA). Adaptado de Forlenza.(43)

Segundo a revisdo “Key Symposium: MCI” (em inglés, Mild Cognitive Impairment)
feita em 2003, propGe-se uma classificacdo para o DCL em DCL amnéstico (aDCL) e
DCL ndo-amnéstico (naDCL). Os doentes com aDCL apresentam baixa performance nos
testes neuropsicoldgicos de memdria episodica. Teremos naDCL quando se observa um
fraco desempenho nos testes neuropsicoldgicos de outros dominios cognitivos que ndo a
memoria. Acrescenta-se ainda que o DCL pode restringir-se a um ou estar presente em
mais dominios cognitivos, definindo-se assim DCL de dominio Gnico e DCL de multiplos
dominios. Assim sendo, um paciente diagnosticado com DCL devera pertencer a um
destes quatro subtipos:(44)

I.  aDCL, dominio Unico (apenas a memoria estd comprometida);
Il.  aDCL, dominios multiplos (comprometimento da memoria e outros dominios
da cognicdo);
1. naDCL, dominio Unico (comprometimento de um dominio que ndo a
memoria);
IV.  naDCL, multiplos dominios (comprometimento de outros dominios que néo a

memoria).
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Num estudo mais recente do NIA-AA, propde-se o termo “DCL devido a DA”, que
se refere a fase sintomatica de pré-deméncia da DA. Com recurso aos dois principais
biomarcadores da DA, que preveem a progressdao de DCL para DA, o DCL pode ser

classificado em trés categorias:

A. “DCL devido a DA” probabilidade intermédia;

B. “DCL devido a DA” elevada probabilidade;

C. “DCL devido a DA” improvavel.

A combinacdo da informagdo dada por estes dois biomarcadores permite medir a

possibilidade de identificar os casos de DCL com potencial de evoluir para DA, ou seja,
casos de DCL, cuja fisiopatologia de base é a da DA (Quadro 2.1).(44)(45)

Quadro 2.1. Classificacdo do Défice Cognitivo Ligeiro de acordo com a sua probabilidade de progressdo para
Doenca de Alzheimer, dada pela combinagdo de resultados dos dois principais biomarcadores desta doenca.(45)

“DCL devido a DA”

Marcadores de deposicdo AB

Marcadores de lesdo neuronal

Probabilidade intermédia

Positivo

N&o testado

Néo testado Positivo
Alta probabilidade Positivo Positivo
Improvavel Negativo Negativo

@)
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2.5 Fisiopatologia

A doenca de Alzheimer manifesta caracteristicas fisiopatologicas especificas no
cérebro, que permitem o seu diagnoéstico. Os achados histopatoldgicos mais importantes
subjacentes a esta patologia sdo: as placas de amiloide extracelulares, também
denominadas por placas senis ou placas neuriticas, e as trancas neurofibrilares (TNFs)
intracelulares (figura 2.4). Ao contrario das trancas neurofibrilares, o aparecimento de
placas senis em grandes quantidades € considerado uma caracteristica especifica da
DA.(7)(46)

Placas senis v
()

Trangas
neurofibrilares

9

\'V

Trangas
Neurofibrilares

- Placas Amiloides
Secgdo do
Secgdo do cérebro com
cérebro normal Alzheimer

Figura 2.4. Principais achados histopatolégicos caracteristicos da Doenga de Alzheimer. Adaptado de Perl.(46)

Estas lesdes acumulam-se em pequeno nimero durante o envelhecimento normal do
cérebro, mas ocorrem em excesso na DA. As primeiras trancas neurofibrilares surgem
habitualmente no chamado cértex entorrinal, progridem para outras areas limbicas
corticais e finalmente atingem o neocdértex. Por sua vez, as placas neuriticas depositam-
se em maior nimero nos lobos temporais e occipitais, numa quantidade intermédia nos
lobos parietais e menor nos lobos frontais e cortex limbico. Deste modo, encontramos
também uma progressao dos sintomas clinicos em funcdo da area cerebral atingida. Os
primeiros sintomas sdo habitualmente esquecimentos, relativos a memorias imediatas,
funcdo que se localiza nas regides internas dos lobos temporais. A desorientacdo espacial
é também relativamente frequente nas fases iniciais, e relaciona-se com a disfung¢éo nos

lobos occipitais e parietais (figura 2.5).(47)(48)
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Figura 2.5. Localizacéo das funcdes cognitivas no cortex cerebral. Adaptado de Netter.(48)

Pensa-se que estas anomalias conduzem a ativacdo de cascatas neurotoxicas,
processos inflamatorios (tais como astrogliose e ativacdo da microglia), mudancas
citoesqueléticas que eventualmente acabardo por causar uma reducdo da densidade das
sinapses, perda de neurdnios e degenerescéncia vacuolar dos neurdnios principalmente
nas zonas do cortex e hipocampo. A nivel macroscopico, recorrendo a exames de
imagiologia (em especial, RMN), a perda de neuronios, principalmente nas regides do
hipocampo e cortex, apresenta-se como uma atrofia significativa nessas regides, para
além da dilatacdo simétrica dos ventriculos laterais (figura 2.6).(43)(49)(50)

Hipocampo * 2
sl Cérebro Normal  Cérebro com Alzheimer

Figura 2.6. Principais caracteristicas morfoldgicas macroscopicas da doenca de Alzheimer. Adaptado de Alzheimer's
Disease Education and Referral Center, a service of the National Institute on Aging.(50)

@ Universidade do Algarve Pagina | 17



O Papel dos Biomarcadores na Doenca de Alzheimer

As placas senis sdo depdsitos extracelulares constituidos por um ndcleo central de
proteina B-amiloide (AP) rodeado por astrécitos, micréglia, macréfagos, neurites
distroficas, apolipoproteina E, al-antiquimiotripsina e outras proteinas. Resultam da
deposicdo e acumulacdo anormal do péptido B-amiloide, maioritariamente as isoformas
APB40 e AP42.(46) A AP é um péptido com 39 a 42 aminoacidos que resulta da prote6lise
da proteina precursora amiloide (APP), regulada pelas enzimas B- e y-secretases. Uma
vez que a isoforma APB42 é mais propensa a agregar ¢ formar oligdbmeros, dadas as suas
caracteristicas mais hidrofobicas, ¢ embora represente apenas 10% de todo o AP
produzido, vai ocorrer em maior abundancia nas placas senis.(51)

A classificacdo morfol6gica das placas senis baseia-se na sua colora¢do ndo-
especifica com corantes especificos para conformacbes em folha-f, tais como:
Tioflavina-T (Th-T) e Vermelho do Congo.(52) E através deste ensaio histopatoldgico
que, atualmente, se realiza o diagndstico definitivo post-mortem da DA. Os depositos de
AP quando corados pelo Vermelho do Congo adquirem uma aparéncia vermelho-
alaranjada na microscopia de luz e produzem birrefringéncia quando observada a luz
polarizada, que resulta da disposi¢do ordenada do corante nas fibrilhas amiloides. Por sua
vez, a tioflavina-T produz uma fluorescéncia amarelo-esverdeado. A Th-T € uma sonda
fluorescente bastante utilizada como método de detecdo de agregados de AP em solugéo.
A utilizagéo desta sonda permite determinar se esses agregados sdo ordenados (placas
neuriticas) ou ndo (placas difusas). Tal propriedade advém do facto da tioflavina-T, na
auséncia de placas neuriticas, ter propriedades étimas de emissao a 445 nm e de excitacdo
a 385 nm, mas na presenca destas placas, quando excitada a um comprimento de onda de
450 nm, ocorre uma alteracdo na estrutura desta sonda, alterando 0 maximo de emisséo
para 0s 482 nm.(53) Embora se saiba pouco acerca do mecanismo de interacdo desta
sonda com as placas neuriticas, alguns estudos defendem que o aumento de fluorescéncia
observado na presencga destes agregados de proteina Ap ordenada, ndo se deve a ligacao
regular de muitas moléculas de Th-T, mas sim a limitagdo do espaco fisico disponivel
para a Th-T e consequente restricdo da sua dindmica molecular.(54) Desta forma, a
presenca de placas neuriticas, constituidas tanto por Ap42 como por APB40, costuma
ocorrer juntamente com neurites distroficas, astrdcitos reativos, ativagdo da micrdglia,
estando associados a perda sinaptica e ao declinio cognitivo, e como tal, a acumulagéo
excessiva destas placas é considerada uma caracteristica especifica da DA. Pelo contrario,
as placas difusas sdo depdsitos amorfos de AP que costumam ocorrer numa fase precoce

da DA mas também no cérebro de idosos saudaveis, sendo formadas essencialmente por
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AP42, e normalmente a sua presenca nao € acompanhada por ativagdo da microglia ou
perda sinaptica, e por isso ndo sdo consideradas especificas da DA.(55)

Estima-se que a acumulagao de depositos de A atinja o seu plateau aquando do inicio
dos primeiros sintomas cognitivos e ndo se verifica um agravamento significativo da
patologia amiloide a medida que a doenca progride.(56) De acordo com estas evidéncias,
chegou-se a conclusdo de que, a acumulagdo de AP ndo se correlaciona com a progressao
dos sintomas clinicos da DA.(57) Além disso, a evolugéo espaciotemporal da patologia
AP ndo ¢ tao previsivel quanto a das TNFs. Porém, as placas AP costumam acumular-se
maioritariamente no isocortex, ao passo que no cortex entorrinal, hipocampo, cerebelo e
ganglios da base se acumulam mais tardiamente e em menor extens&o.(22) Por outro lado,
ha também evidéncias de que a formacdo de agregados de AP ndo fibrilares e soluveis
tém um papel mais importante na cascata neurodegenerativa da DA do que as placas senis

(insoluveis).(49)

A proteina tau, abundante no SNC e menos comum noutros locais, facilita a
polimerizacéo da tubulina celular, promovendo desta forma a formac&o dos microtubulos.
E, portanto, importante e necesséria & organizacdo e estabilizacdo dos microtlbulos na
célula neuronal. Estes, juntamente com neurofilamentos e microfilamentos, constituem o
citoesqueleto, uma infraestrutura neuronal que tem como funcéo o transporte axonal de
nutrientes, glicoproteinas e outras substancias e também o de assegurar a manutencao da
integridade estrutural do neurdnio. A interacdo da Tau com a tubulina consiste num
processo dindmico regulado pelo balango entre os estados de fosforilagdo e
desfosforilacdo desta proteina, gerando mudancas conformacionais que influenciam a sua
interacdo com as proteinas constituintes do microtibulo. Na DA, ocorre uma
hiperfosforilacdo da Tau o que implica que este processo decorra anormalmente,
desestabilizando a estrutura do microtibulo e, consequentemente, levando a um
comprometimento do transporte axonal e da integridade estrutural do neurénio.(58)

As trancas neurofibrilares (TNFs) sdo o outro achado histopatoldgico importante da
DA, embora ndo sejam especificas para esta doenca. S&o constituidas por filamentos
helicoidais de proteina tau hiperfosforilada e localizam-se no citoplasma dos
neuronios.(59) Ao contrario da patologia AP, a evolugdo espaciotemporal das TNFs é
relativamente previsivel. A acumulacdo das TNFs inicia-se no cortex transentorrinal e
entorrinal, e progride para o hipocampo e isocértex associativo, enquanto as areas

sensoriais, motoras e visuais do isocortex sdo as Ultimas a serem afetadas.
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Esta degeneracédo neurofibrilar encontra-se representada no modelo de Braak&Braak

(figura 2.7). Para além disto, alguns estudos verificaram que, a propagacao topogréafica

das TNFs pelo cérebro encontra-se diretamente correlacionada com a patologia clinica da

DA, ou seja, com o aparecimento e evolucdo dos sintomas clinicos.(23)(57) Contudo,

apesar desta evidéncia, ainda ndo se esclareceu se as TNFs sdo as causadoras da patologia

clinica, ou se estdo apenas relacionadas com a perda neuronal.(60)
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Figura 2.7. Progressdo da patologia neurofibrilar de acordo com os seis estadios de Braak&Braak.
Aacumulagdo de TNFs inicia-se no cortex entorrinal e transentorrinal e progride para o hipocampo
antes de se iniciarem os sintomas clinicos (Fase Transentorrinal; estadios I-11). Posteriormente,
aumenta a extensdo da patologia neurofibrilar na zona do hipocampo, e também atinge o lobo
temporal medial, sendo que nesta fase costumam aparecer os sintomas de DCL ou DA (Fase
Limbica; estadios I11-1V). Finalmente, a patologia das TNFs agrava-se ainda mais na zona do lobo
temporal e alastra-se para as areas do cortex visual associativo (Fase Neocortical, estadios V-VI).
Adaptado de Braak.(60)
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2.5.1 Hipotese da Cascata Amiloide

O conjunto dos mecanismos fisiopatologicos que estdo na base da patologia da DA
ainda ndo se encontram totalmente esclarecidos. Porém, e embora ja tenham sido
formuladas vérias teorias, a “Hipdtese da Cascata Amiloide” é atualmente a teoria
globalmente mais aceite (figura 2.8).(61)(62) Esta hipotese foi publicada ha mais de duas
décadas e defende que a acumulacdo anormal de proteina B-amiloide no espaco
extracelular constitui o primeiro evento na patologia da DA, sendo também responsavel
por desencadear as alteracGes fisiopatologicas subsequentes. De acordo com ela, as
causas responsaveis pela acumulacdo exagerada de AP sdo: mutacfes nos genes APP,
PSEN 1 ou PSENZ2, no caso da DA familiar, e defeitos nos mecanismos de producao e
clearance de A, no caso da DA esporadica. O aumento dos niveis de AB leva a formacéo
de oligbmeros AP, constituidos essencialmente pelas isoformas AB40 e Ap42, e posterior
deposicdo em placas insoluveis. Os oligdmeros AP solUveis exibem efeitos toxicos nas
sinapses. Estes eventos desencadeiam uma resposta inflamatoria levando a ativacdo da
microglia e recrutamento dos astrocitos. Esta € acompanhada pelo stress oxidativo,
induzido por uma alteracdo na homeostasia ionica neuronal, que, por sua vez, altera a
atividade das cinases e fosfatases que catalisam entdo a hiperfosforilacdo da Tau. Os
depdsitos de proteina tau hiperfosforilada acumulam-se nos neurdnios, levando a
formacdo de trancas neurofibrilares (TNFs). Por fim, estes eventos culminam numa
reducdo da densidade das sinapses e perda gradual de neurénios. (61)(63)

Devido a falta de detalhe, a “Hipdtese da Cascata Amiloide” tem atraido muitos
criticos, tendo sido sugeridas outras hipdteses na tentativa de explicar os mecanismos
fisiopatologicos na origem da DA. Por exemplo, a “Hipdtese da Dupla Via” afirma que a
acumulacdo de AP e a formagdo de trangas neurofibrilares ocorre em paralelo,

conduzindo de forma independente a perda neuronal e deméncia.(64)
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Figura2.8. llustracdo da Hipotese da Cascata Amiloide. Adaptado de Christensen.(62)

Um argumento normalmente apresentado para criticar a “Hipotese da Cascata
Amiloide”, baseia-se no facto da quantidade de placas neuriticas ndo se correlacionar com
a progressao do declinio cognitivo. Porém, como referido anteriormente, existe uma boa
correlacdo entre a progressao da patologia neurofibrilar (TNFs) e o declinio cognitivo na
DA.(63) Em alguns estudos, surgiu também a evidéncia de que os oligomeros AR
soluveis, mas ndo os monomeros ou fibrilas insolUveis, estdo relacionados com a extenséo

da disfuncdo sinaptica e com os sintomas cognitivos adjacentes.(65) Por exemplo, hum
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desses estudos verificou-se que oligdbmeros AP soltveis isolados a partir do cortex
cerebral de um individuo com DA e introduzidos em ratos saudaveis, sdo capazes de
bloquear a potenciacdo de longa duracdo (LTP, em inglés Long Term Potentiation), que
consiste num aumento persistente da forca sinaptica apos estimulacdo de alta frequéncia
de uma sinapse quimica, sendo considerado um dos principais mecanismos na base da
aprendizagem e memoria(66), estimular a depresséo de longa duragdo (LTD, em inglés
Long Term Depression) e interromper a captacdo sindptica de glutamato, levando a perda
de densidade das sinapses. Por sua vez, as placas de AP insoluaveis, isoladas a partir dos
mesmos doentes de Alzheimer e introduzidas em cérebros de ratos saudaveis, ndo se
mostraram capazes de inibir a LTP, a ndo ser que fossem primeiramente dissolvidas de
forma a libertar os dimeros de AP sollveis, que demonstram algum efeito toxico nas
sinapses.(67)

Outro argumento utilizado para criticar a “Hipotese da Cascata Amiloide”, é o facto
dos ratos transgénicos para a DA, e com deposicdo gradual de AP, normalmente nio
apresentarem perda neuronal significativa.(68) Contudo, existem varias explicacfes
plausiveis para este facto, tais como, as diferencas na vulnerabilidade neuronal e nos
mediadores inflamatorios entre as duas espécies e também o curto periodo de exposicao
dos ratos a patologia AP. Na verdade, os ratos transgénicos para a APP humana
desenvolvem distrofia neuritica e disfungdo sinéptica ao longo do tempo, durante
aproximadamente dois a trés anos, que é a esperanca média de vida de um rato de
laboratdrio. Este periodo de tempo é de facto muito curto para que seja alcancada a perda

neuronal induzida pela patologia Ap.(69)

A relagdo entre a AP e a tau tem sido alvo de diversos estudos com a finalidade de
esclarecer os mecanismos fisiopatoldgicos na base da DA. Existem varios estudos que
indicam que a acumulagdo de AP precede a patologia neurofibrilar, e outros que
demonstram que a Tau € necessaria para mediar a toxicidade de A na patologia da DA.
Num desses estudos, demonstrou-se que 0S neurénios que expressam a proteina tau
(humana ou de rato) degeneram na presenca de depdsitos de AP, a0 passo que 0S
neurdnios onde ndo se encontra expressa esta proteina sdo resistentes & degeneracao
aquando da presenca de placas de APB.(70) Noutro estudo, foi demonstrado que baixos
niveis endogenos de proteina Tau evitam alteragdes comportamentais em ratos

transgénicos para a APP humana, mesmo com niveis elevados de Af.(71)
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Num estudo com primatas propds-se identificar o papel das placas de AP na
fosforilagdo da proteina tau. Para tal, injetou-se AP no cortex cerebral de primatas Rhesus
envelhecidos, resultando ndo s6 numa degenerescéncia neuronal, como também na
inducdo da fosforilacdo da Tau nos neurdnios situados na periferia do local da injecao.
Em suma, estes dados vém reforgar a capacidade de AP induzir a hiperfosforilacdo da tau,
que se deposita no interior dos neuronios levando a formagao de trangas neurofibrilares
(TNFs).(72)

Todos estes mecanismos moleculares juntamente com outras alterac6es celulares séo
responsaveis pelo desencadear de um mecanismo patogénico importante na DA, o stress
oxidativo (figura 2.9). Este caracteriza-se por um desequilibrio entre agentes oxidantes e
antioxidantes que pode ocorrer devido a um excesso de agentes oxidantes, um défice de
agentes antioxidantes e/ou a combinacdo de ambos.(73) A sobreproducdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) como o anido superéoxido (O2), o
peroxido de hidrogénio (H202), o 6xido nitrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO") sédo
responsaveis pelos danos celulares e sinais de apoptose, pois iniciam uma série de reacoes
secundarias entre radicais livres e outras biomoléculas. A presenca de radicais livres em
excesso € responsavel pela inducio de uma entrada massiva de calcio (Ca2*) no neurénio.
O excesso de AP induz a formagao de concentragdes elevadas e ndo usuais de ROS bem
como a deplecdo de anti-oxidantes enddgenos, o que causa dano celular e morte neuronal.
Como fator agravante, as placas de f-amiloide contém metais como cobre (Cu), zinco
(Zn) e ferro (Fe) que para além de facilitarem a agregacdo promovem uma reacdo com o
peroxido de hidrogénio, formando um oxidante forte e radical hidroxilo. As alteragGes no
metabolismo do ferro nas células neuronais sdo responsaveis por alteracdes de
mecanismos de transducdo nessas mesmas células com consequente neurodegeneracéao.
As células neuronais ndo sdo as Unicas intervenientes neste processo e a ativacdo da

microglia também se encontra na base deste stress oxidativo.(74)
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Figura 2.9. llustracéo representativa da lesdo oxidativa induzida pela proteina p-amiléide. Adaptado de Mattson.(74)

2.5.2 Hiperfosforilacédo da proteina Tau

A proteina Tau é um produto do splicing alternativo de um anico gene, MAPT
(Microtubule-Associated Protein Tau), localizado no cromossoma 17, resultando em seis
isoformas desta proteina, que variam entre os 352 e 441 aminoacidos. A proteina Tau
pertence a familia das proteinas associadas a microtibulos (MAPs, Microtubule-
Associated Proteins), sendo capaz de interagir com a tubulina, proteina constituinte dos
microtubulos, facilitando a sua polimerizacdo aquando da formacdo dos
microtubulos.(75) A proteina tau liga-se também aos filamentos de espectrina e actina,
conectando os microttbulos as estruturas do citoesqueleto, restringindo desta forma a sua
flexibilidade, estabilizando-0s. Os microtibulos sdo pequenas estruturas proteicas que
fazem parte do citoesqueleto das células, com papel importante na manutencao estrutural

da célula, participam na mitose e funcionam como “trajetos” no transporte intracelular de
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vesiculas e organelos por proteinas motoras.(59) A interacdo da Tau com a tubulina é
regulada pelo seu estado de fosforilagdo. Por sua vez, o balango entre a atividade das
proteinas cinases e fosfatases, regula o estado de fosforilacdo da Tau.(76)

Assim, os estados de fosforilacdo da Tau tém um papel muito importante na dindmica
dos microtubulos. Por exemplo, um estado de hiperfosforilagdo da Tau, leva a uma menor
afinidade entre esta proteina e a tubulina, desencadeando uma destabiliza¢éo e rutura na
estrutura dos microtdbulos, impedindo-os de desempenhar as fungbes acima
mencionadas. Alguns investigadores defendem que este pode ser um dos motivos pelo
qual a hiperfosforilacdo da tau conduz a neurodegeneragédo na DA.(76)

Na DA, a tau encontra-se hiperfosforilada e, como consequéncia, comeca a destacar-
se dos microttbulos, o que conduz a rutura dos mesmos. A tau hiperfosforilada € insoltvel
e, por isso, enrola-se em filamentos helicoidais que se acumulam no citoplasma dos

neuronios, levando a formacdo de trancas neurofibrilares (figura 2.10).(77)
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Figura 2.10. Hiperfosforilagdo da proteina Tau e formagéo das Trancas Neurofibrilares. Adaptado de Henry.(77)
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Até ao momento, foram identificados um total de 84 locais possiveis de fosforilagdo
nos seus residuos de serina, treonina e tirosina. S&o conhecidas varias cinases que se sabe
estarem envolvidas na fosforilacdo da tau, tais como: a glicogénio sintase cinase-3 (GSK-
3); a cinase dependente de ciclina-5 (cdkb); a proteina cinase A (PKA); a proteina cinase
dependente de célcio-calmodulina (CaMK 1l); caseina cinase-1 (CK-1) e proteinas
cinases ativadas pelo stress (SAPKSs).(78) Existem também varias proteinas fosfatases no
cerebro. No entanto, as fosfatases 2A e 1, PP-2A e PP-1, respetivamente, sdo responsaveis
por mais de 90% da atividade destas proteinas na regulacdo do estado de fosforilacdo da
tau, em ceélulas de mamiferos. Demonstrou-se que a atividade destas fosfatases se
encontra reduzida em cerca de 20% no cérebro de individuos com Alzheimer, o que
possivelmente contribui para a patologia da tau nesta enfermidade.(79) Sob condig¢des
normais, a tau fosforilada contém 2 a 3 mol de fosfato por mol de proteina. Na DA, a tau
encontra-se hiperfosforilada, apresentando pelo menos 3 a 4 vezes mais moles de fosfato
por mol de proteina.(80)

Para além da DA, as TNFs podem ser observadas noutras doengas
neurodegenerativas, tais como: deméncia frontotemporal com parkinsonismo associada
ao cromossoma 17 (FTDP-17) e doenca de Pick. Estas ultimas sdo causadas por mutagdes
no gene MAPT, que codifica a tau, e, por isso, designadas por tauopatias. No caso da DA,
ainda ndo se encontrou nenhuma ligacdo entre esta doenca e as mutagdes no gene
MAPT.(76)

2.5.3 Producao de AP

Os depositos de AP sdo as principais caracteristicas neuropatologicas da DA,
distinguindo-a de outros tipos de deméncia. O péptido AP pode conter entre 37 a 43
residuos de aminoacidos, tem um peso molecular de aproximadamente 4 KDa e resulta
da clivagem proteolitica da proteina precursora da amiloide (APP). O gene que codifica
a APP, localiza-se no cromossoma 21, tendo sido ja identificadas mais de 25 mutacdes
neste gene responsaveis pela DA familiar. Além disso, a duplicacdo ou triplicacdo
(Sindrome de Down) deste gene, s6 por si, estd na origem da DA de inicio precoce. O
gene da APP pertence a uma pequena familia de genes, onde se incluem os genes de
proteinas tipo-precursoras amiloide 1 e 2 (APLP1 e APLP2, respetivamente). Todos eles

codificam proteinas membranares do tipo I, com um grande dominio extracelular e uma
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pequena regido citoplasmatica. Porém, apenas o gene da APP contém a sequéncia que
codifica o dominio AP.(81)

A APP possui trés isoformas. A mais curta APP695 encontra-se expressa
predominantemente nos neurdnios, ao passo que as isoformas APP751 e APP770 estédo
presentes nos diferentes tecidos em quantidades idénticas. (81)

Nos neurdnios, a APP é produzida em grandes quantidades, mas rapidamente
metabolizada. Apos translacdo, esta proteina é direcionada para a via secretoria
constitutiva e durante o0 seu transporte, em vesiculas secretorias, pelo reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi, em direcdo a membrana plasmatica, sofre varias
modificagOes pos-translacionais (maturagdo), tais como: N- e O-glicosilagdo, fosforilagcdo
e sulfatacdo dos residuos de tirosina presentes ao longo da estrutura desta proteina.(82)
Com base em modelos de culturas de células, verificou-se que a APP se encontra
maioritariamente localizada no complexo de Golgi e que apenas uma pequena
percentagem atinge a membrana plasmética, aproximadamente 10%. Nas células
neuronais, a APP ¢ internalizada (endocitose) pouco tempo depois de atingir a membrana
plasmatica, devido a presenca da sequéncia YENPTY perto da regido C-terminal desta
proteina. Apos endocitose, uma pequena fracdo desta proteina é reciclada de novo para a
superficie celular, enquanto uma fracdo significativa vai sofrer um processo de

degradacéo nos lisossomas (figura 2.11).(82)(83)

Membrana / % B
plasmtica / :

Figura 2.11. llustragdo da maturagdo e trafego intracelular da APP. As barras a preto indicam os locais onde ocorrem
0s processos de maturagdo desta proteina. Adaptado de Lee.(83)
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Na superficie celular, a APP pode ser processada por trés enzimas, denominadas: a-,
B- e y-secretases. Existem duas vias distintas pelas quais a clivagem proteolitica da APP
pode ocorrer: via amiloidogénica e via ndo-amiloidogénica (figura 2.12).(82)
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Figura 2.12. Representacao da estrutura e processamento proteolitico da APP. Adaptado de Haass.(83)

O péptido AP € um produto da via amiloidogénica, que € iniciada por um corte da 3-
secretase (BACE-1) levando a formagdo de um ectodominio solavel da APP (SAPPP) e
um fragmento com a regido C-terminal (BCTF ou C99). Em seguida, o C99 é clivado pelo
complexo y-secretase, culminando na libertagdo do péptido AP, que sera secretado no
espaco extracelular, e do dominio intracelular da APP (AICD), enviado para o citosol. O
complexo y-secretase cliva o dominio transmembranar da APP em multiplos sitios, dando
origem a varias isoformas da proteina A, variando entre os 37 e os 43 aminoacidos. A
isoforma AB40 constitui cerca de 90% da AP resultante da clivagem proteolitica da APP,
enquanto a isoforma AB42 corresponde a menos de 10%. Também foram detetadas
quantidades infimas das isoformas AB38 e AB37. Por sua vez, na via ndo-amiloidogenica,

a APP ¢ clivada consecutivamente pelas a- e y-secretases. O sitio de “corte” da a-
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secretase encontra-se localizado no meio do dominio AP, impedindo que se forme o
péptido AP, resultando num dominio APPa soluvel (sAPPa) e num fragmento aCTF ou
C83. Posteriormente, o corte pelo complexo y-secretase liberta um péptido A truncado
(p3) e AICD.(82)(83)

Em células ndo-neuronais, aproximadamente 10% da APP é processada pela via
amiloidogénica. J& nos neurdnios, pensa-se que o processamento da APP pela via
amildidogénica ocorra com maior frequéncia, devido a maior abundancia de BACE-
1.(84)

A y-secretase consiste num grande complexo enzimatico constituido por quatro
proteinas integrais de membrana: presenilina 1 e 2 (PSEN1 e PSEN2, respetivamente);
potenciador da presenilina 2 (PEN2); faringe anterior defetiva 1 (APH-1) e nicastrina
(NCT). A presenilinas contém nove dominios transmembranares e dois residuos aspartil
nos dominios 6 e 7, que fazem parte do dominio catalitico do complexo y-secretase. A
presenca da PEN-2 é necessaria para estabilizar os fragmentos de presenilina do
complexo. A NCT e a APH-1 formam o “esqueleto” inicial da y-secretase, ao qual se
ligam, posteriormente, as presenilinas 1 e 2.(85) O complexo y-secretase cliva o dominio
transmembranar da APP em multiplos sitios, dando origem a varias isoformas da proteina
AP, variando entre os 37 e os 43 aminoacidos. Foi demonstrado que farmacos
pertencentes ao grupo dos Anti-Inflamatorios Né&o-Esteroides (AINES) modulam a
atividade catalitica da y-secretase, aquando do processamento da APP, favorecendo a
produg¢do da isoforma menos toxica, AP40, o que pode ter interesse a nivel

terapéutico.(86)

A BACE-1 (em inglés, s-site APP Cleaving Enzyme 1) € a Gnica enzima que corta a
APP no sitio B, uma vez que se verificou que o seu blogueio inibe a via amiloidogénica
e, consequentemente, a producdo de AP. Esta -secretase foi denominada BACE-1 de
forma a se distinguir da sua homéloga BACE-2, com baixa expressao no cérebro. Devido
ao papel de relevo que desempenha na producao de AP, esta B-secretase tem sido estudada
como um potencial alvo terapéutico no tratamento da DA. Tém sido desenvolvidas
moléculas inibitorias da BACE-1 de forma a diminuir a sua atividade e,
consequentemente, a producao de AB. Porém, dado o vasto espetro de substratos desta
proteina, uma inibicdo excessiva da mesma pode causar graves efeitos
secundarios.(87)(88)
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A BACE-1 encontra-se presente no pancreas e no cérebro, em particular no cortex
cerebral. Em condigdes normais, esta enzima encontra-se altamente expressa nos
neurdnios. Porém, varios estudos demonstraram que, sob diferentes condi¢des de stress
(tais como, privacdo energetica; stress oxidativo; hipoxia; isquemia; apoptose e
traumatismo craniano) 0s seus niveis aumentam drasticamente, aparecendo também
expressa nos astrocitos, podendo resultar na producdo exacerbada de Ap.(89)

Os doentes de Alzheimer apresentam niveis elevados de BACE-1 no cortex frontal e
temporal, quando comparados com individuos cognitivamente saudaveis. Uma vez que
na maioria dos estudos realizados, ndo se observou um aumento nos niveis de mMRNA da
BACE-1 em doentes de Alzheimer, foi proposto que o aumento dos niveis desta proteina
encontra-se associado aos eventos que ocorrem apos transcricao.(88)

Quanto ao processamento da BACE-1, é inicialmente sintetizada no reticulo
endoplasmatico e, em seguida, transportada para o complexo de Golgi, onde ocorre a sua
maturacgdo. A proteina BACE-1 matura tem uma atividade catalitica superior a BACE-1
imatura, e um tempo de meia-vida de aproximadamente nove horas. Apds maturacao, esta
enzima pode ser transportada para a membrana celular ou diretamente para 0s
endossomas. Este transporte intracelular é regulado pela presenca de uma sequéncia
sinalizadora di-leucina na regido C-terminal da BACE-1, que permite o reconhecimento
desta enzima por parte de proteinas transportadoras. E nos endossomas que ocorre a
clivagem proteolitica da APP pela BACE-1, dado que o pH dentro destes compartimentos
(pH 4,5) ¢ favoravel a atividade desta p-secretase.(87) As proteinas que medeiam o
transporte da BACE-1 (pelo reconhecimento da sequéncia sinalizadora di-leucina), do
complexo de Golgi para os endossomas, onde ocorre a clivagem catalitica da APP, e do
seu regresso de novo para o complexo de Golgi, aquando da reciclagem, da-se o nome de
GGAs (em inglés, Golgi-localized, y-ear containing ADP ribosylation-binding factor).
As GGAs apresentam trés isoformas: GGAL, GGA2 e GGA3. A GGA3 é a Unica das trés
isoformas que se encontra também envolvida no transporte desta proteina dos
endossomas para os lisossomas, onde vai ocorrer degradacdo proteolitica. Assumindo,

por isso, um papel importante na manutengdo dos niveis de BACE-1 no cérebro.(90)
A ubiquitina é uma proteina regulatoria sinalizadora que também demonstrou ser
importante no transporte intracelular da BACE-1. A ligacéo desta proteina a p-secretase

(ubiquitinacdo), dependendo da posi¢do do residuo de lisina a que esta se liga, pode
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direciona-la para uma via de degradagdo proteossomal ou lisossomal. Por exemplo, a
ubiquitinagdo do residuo de lisina 501 na regido C-terminal da BACE-1,
independentemente da presenca da sequéncia sinalizadora de di-leucina, gera um sinal de
reconhecimento desta enzima por parte da GGA3, que se liga a ela, mediando o seu

transporte em direcdo a via de degradacéo lisossomal.(91)
2.5.4 Degradacio e Clearance de AP

Tal como defende a “Hipdtese da Cascata Amiloide”, considera-se a acumulacdo de
AP no parénquima cerebral como o principal fator na origem da patologia inerente a DA.
Para haver uma manuteng¢do nos niveis de AP no cérebro, tem que ocorrer um equilibro
entre os mecanismos de producdo e clearance desta proteina. Desta forma, uma
acumulagao excessiva e duradoura de AP, como no caso da DA, resulta de um defeito nos
mecanismos de producdo e/ou degradacdo desta proteina. Ao passo que na DA familiar,
a producdo de AP ou a razdo AP42/AB40 se encontram aumentados, devido a mutagdes
nos genes que codificam as proteinas APP, PSEN1 ou PSEN2, envolvidas na sua
producdo, na DA de inicio tardio, foi proposto que a acumulagdo de AP resulta de defeitos
nos mecanismos de degradacdo e clearance.(92) Esta afirmacdo é suportada por um
estudo recente, que demonstrou haver defeitos nos mecanismos de clearance de A em
individuos com DA de inicio tardio, quando comparados com individuos cognitivamente
saudaveis. Para além disso, a taxa de producdo de AP mostrou-se semelhante nos dois
grupos de individuos.(93)

Contudo, ao passo que a produgdo de AP envolve apenas um unico mecanismo, que
se encontra bem caracterizado, a sua eliminacdo, pelo contrario, envolve varios
mecanismos paralelos que ainda ndo se encontram completamente esclarecidos (figura
2.13).(92)
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Figura 2.13. Mecanismos envolvidos na eliminacdo de AB. Adaptado de Tanzi.(92)

As enzimas de degradagao proteolitica da AP mais estudadas sdo: a Neprilisina (NEP)
e a Enzima Degradadora de Insulina (IDE). A NEP é uma protéase tipo Il associada a
membrana plasméatica, membro da familia das metaloprotéases dependentes de zinco,
com os sitios cataliticos voltados para o meio extracelular, ideal para a degradacdo de
péptidos extracelulares, tais como a AB. Foi demonstrado que os niveis de AP se
encontram inversamente correlacionados com a atividade da NEP. Esta protéase
encontra-se quase exclusivamente expressa nos neurénios.(94) Num estudo in vitro
demonstrou-se que a NEP ¢ capaz de degradar oligdbmeros de formas sintéticas de A,
mas ndo oligdmeros AP isolados de meios de cultura de células.(95) Em estudos in vivo,
verificou-se que a sobrexpressdo de NEP em ratos resulta numa reducdo de
aproximadamente 90% dos niveis dos mondmeros de AP, prevenindo a formagdo de
placas senis. Contudo, ndo se verificou alteracdo nos niveis dos oligobmeros AP, nem
melhorias nos défices de memoria e aprendizagem nos ratos utilizados neste estudo.(96)

Tal como a NEP, a IDE também pertence a familia das metaloprotéases dependentes
de zinco. Encontra-se predominantemente expressa nos neurénios e degrada
exclusivamente mondmeros AB. Ao contrario da NEP, esta protéase encontra-se

localizada em varios compartimentos intracelulares, sendo mais abundante no citosol e
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mitocOndria, e também no espago extracelular. Os mecanismos responsaveis pela
secrecédo da IDE ainda nédo se encontram esclarecidos, sendo que o papel desta enzima na
degradagao proteolitica de AP, foi demonstrado através de estudos in vivo, em que se
verificou que ratos desprovidos desta enzima exibem niveis significativamente mais
elevados de AP no cérebro.(97)

Para além da degradagdo proteolitica, a outra via de eliminagdo de AP ¢ a Clearance
mediada por recetores. O recetor melhor caracterizado na eliminagdo de A ¢ o LRPI
(em inglés, low-density lipoprotein receptor-related protein 1), que pertence a familia
dos recetores de lipoproteinas de baixa-densidade (LDLR, em inglés, low-density
lipoprotein receptor), que sdo recetores localizado na superficie celular que internalizam
ligandos extracelulares, tais como a ApoE, encaminhando-os para a via de degradacéo
lisossomal. O recetor LPR1 é abundante na superficie celular dos neurénios e também se
encontra expresso nas células gliais que circundam as placas de AP. Este recetor regula o
transporte de AP para o interior da célula, direcionando-0 para a via de degradagio
lisossomal, e também do cérebro para a circulagcdo sanguinea, através da barreira
hematoencefalica (BHE), em direcdo a locais de degradacdo periféricos, tais como o
figado e os rins. O LRP1 pode ligar-se a A direta ou indiretamente, através dos seus

ligandos: a2-macroglobulina, RAP e ApoE.(92)

2.5.5 Resposta Inflamatdria ao nivel do Sistema Nervoso Central

O cérebro foi considerado durante muito tempo como um 6rgdo imunologicamente
privilegiado devido a existéncia de uma barreira hematoencefélica constituida por um
sistema de tight junctions, entre os capilares do sistema nervoso central, que impede a
entrada de células inflamatdrias, agentes patogénicos e algumas macromoléculas para o
espaco subaracnoide. Atualmente ja4 é referida a existéncia de um sistema imune
enddgeno coordenado por células imunocompetentes, como a microglia, que apresenta
um processo inflamatdrio distinto daquele que é encontrado a periferia, até porque o facto
de o cérebro ndo conter fibras de dor torna dificil o reconhecimento da ocorréncia de

inflamacéo.(98)
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Dissertacdo do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

Tem sido sugerido que a deposi¢do e acumulagdo de AP no parénquima cerebral
constitui um dos principais processos fisiopatoldgicos da Doenga de Alzheimer. A
formagdo destes depdsitos inicia uma série de eventos celulares capazes de desencadear
uma resposta imune, na qual participam células residentes, tais como, a microglia e 0s
astrocitos. A acumulagdo de AP no parénquima cerebral e vasos sanguineos leva a uma
migracdo microglial e promocdo de respostas inflamatdrias agudas, induzindo desta
forma a producgéo de 6xido nitrico (NO); espécies reativas de oxigénio (ROS); citocinas
pro-inflamatorias, tais como, fator de necrose tumoral (TNFa), interleucinas (IL-1p e IL-
6), quimiocinas, fatores de crescimento e fatores do complemento (C1q, C3, C4 e C9),

que eventualmente podem promover a morte neuronal. (figura 2.14).(99)

Disfungio
sinsptice

ros Citocinas

inflamatonias

Figura 2.14. Resposta Inflamatdria na Doenca de Alzheimer ao nivel do Sistema Nervoso Central (SNC). Adaptado
de Meraz-Rios.(99)

Como se pode observar na figura 2.14, os péptidos AP derivados do processamento
da APP pela via amiloidogénica formam agregados que ativam a microglia através de
recetores do tipo Toll (TLRs) e recetores para produtos finais de glicacdo avangada
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(RAGE). Estes recetores, por sua vez, ativam os fatores de transcricdo NF-xB (fator
nuclear Kappa B) e AP-1 (proteina ativadora 1), que induzem a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e expressdo das citocinas inflamatdrias (IL-1p, IL-6 e TNF-
a). Estes fatores inflamatorios atuam diretamente noS neuronios e estimulam os astrécitos,
levando a uma amplificacao dos sinais pro-inflamatérios, induzindo efeitos neurotdxicos.
Os mediadores inflamatorios gerados pelas células residentes do SNC, induzem a
producdo de moléculas adesivas e quimiocinas, as quais recrutam macrofagos
periféricos.(99)

A microglia sdo células residentes localizadas no SNC, que tém origem nas células
precursoras dos mondcitos aquando da embriogénese, sendo capazes de fornecer a
resposta inicial contra qualquer lesdo que ocorra no SNC (resposta imune inata). A
presenca de placas neuriticas ativa uma resposta inflamatdria mediada pela microglia e
leva também a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias, que podem causar diretamente
lesdo neuronal. Um estudo verificou que a microglia em culturas de células in vitro sdo
capazes de fagocitar o péptido B-amiloide. Contudo, a sua capacidade de fagocitose é
limitada. Atualmente sabe-se que existem dois tipos de células fagociticas no CNS,
capazes de iniciar uma resposta imune inata: microglia e macrofagos periféricos. Estes
macréfagos sao recrutados para 0 SNC por citocinas especificas e quimiocinas, que sao
libertadas durante a ativacdo da microglia e dos astrocitos, sendo capazes de atravessar a
barreira hemato-encefalica.(99)

O papel dos astrécitos no processo inflamatério da DA néo é tdo claro como o da
microglia, no entanto, ganham énfase devido a possivel capacidade de degradacdo e
depuracdo de PBA, ao facto de fornecerem um suporte trofico aos neurdnios e por
formarem uma barreira protetora entre os dep6sitos de BA e os neurdnios. A presenca de
um elevado niimero de astrocitos associados a depositos de BA na DA sugere que as lesdes
causadas por essas placas levem a formacao de moléculas quimiotéacticas que medeiam o
recrutamento de astrécitos. Esses astrocitos no cortex entorrinal de doentes com DA
acumulam de forma gradual BA42. Tem sido demonstrado que estas células secretam
varias moléculas pré-inflamatorias como interleucinas, leucotrienos, tromboxanos,
fatores de coagulacéo, fatores do complemento, proteases e inibidores de proteases que
sdo similares e se podem sobrepor aos libertados pela microglia. No entanto, tal como no
caso da microglia nem sempre os astrocitos séo considerados benéficos no decorrer da
doenca e o seu recrutamento para junto das placas de BA pode prolongar a inflamagao e

contribuir para a neurotoxicidade mediada por NO por expressarem a Oxido nitrico
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sintetase (iNOS). Por outro lado, 0s proprios astrocitos podem ser uma fonte de BA devido
ao facto de aumentarem a produgéo de B-secretase (BACEL) que é uma enzima essencial
para a formagao de BA.(100)

2.6 Estratégias terapéuticas atuais

Considerando o efeito deletério da DA no dominio cognitivo, comportamental e
funcional dos doentes, que perdem a autonomia nas atividades do quotidiano e se tornam
dependentes de terceiros, assim como as repercussdes de cariz socioeconémico sentidas
pelos familiares e pela comunidade em geral, torna-se crucial a existéncia de uma
terapéutica modificadora ou preventiva desta enfermidade. No entanto, esta ndo é a
realidade atual.(9)

O tratamento da DA deve conciliar a intervencdo farmacolégica com a nao-
farmacoldgica. No que concerne ao tratamento farmacoldgico, grandes esforgos tém sido
realizados, por parte da comunidade cientifica, na pesquisa e desenvolvimento de
inimeras substancias psicoativas com a finalidade de preservar e reverter as fungdes
cognitivas, comportamentais e funcionais do doente de Alzheimer. Contudo, os farmacos
até hoje aprovados ndo permitem retardar a perda neuronal, atuando simplesmente na
melhoria parcial e temporéria dos sintomas cognitivos (inibidores da acetilcolinesterase
e memantina) e comportamentais (antidepressivos, antipsicoticos, ansioliticos,
etc.).(9)(101)

2.6.1 Tratamento ndo-farmacoldgico

O tratamento ndo-farmacolégico dos pacientes com Alzheimer tem a mesma
importancia que o farmacol6gico na melhoria da qualidade de vida dos doentes e dos seus
cuidadores e/ou familiares.(24)

A estimulacdo cognitiva, nas suas diferentes modalidades, pode ter um papel
terapéutico complementar, contribuindo para um melhor desempenho e bem-estar do
doente. Nos altimos anos tém sido publicados diversos estudos na area da reabilitagdo
cognitiva, nomeadamente com recurso a plataformas computorizadas de treino cognitivo.
No entanto, torna-se complexo avaliar a eficacia deste tipo de estratégias de reabilitacéo

cognitiva, 0 que em muito se deve as limitagdes inerentes aos estudos publicados, como
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por exemplo: ndo serem estudos aleatérios, pela insuficiente caracterizacdo dos grupos
clinicos, pelos reduzidos tamanhos das amostras, por significativas lacunas ao nivel do
procedimento de avaliagdo neuropsicoldgica inicial e follow-up, pela inexisténcia de
estudos com uma monitorizacdo de médio ou longo prazo, entre outras.(24)(49)

De um modo geral, as investigac6es tém evidenciado uma melhoria a curto prazo ao
nivel da capacidade funcional dos pacientes com queixas subjetivas de memdria e com
DCL, no entanto, os resultados ndo se tém confirmado nos doentes de Alzheimer.
Contudo, parece ser razoavel considerar que o treino cognitivo com base em programas
de reabilitacdo cognitiva computorizada podera contribuir para um adiamento da continua
progressao do défice cognitivo dos doentes no espetro do DCL e da DA.(102)

O tratamento ndo-farmacolégico também pode ser Gtil na abordagem de sintomas
neuropsiquiatricos como apatia, depressdo, ansiedade, psicose, agitacao, irritabilidade,
agressdo e distarbios de sono. Este tratamento inclui: medidas de higiene, de sono,
fototerapia, atividades fisicas e sociais, aromaterapia (com lavanda e erva-cidreira),
terapia com animais, musicoterapia e terapia com presenc¢a simulada (com cassete de

audio ou video com familiares).(49)

2.6.2 Tratamento farmacoldgico

IAChEs

Os principais farmacos atualmente aprovados para o tratamento dos sintomas
cognitivos da DA sdo os Inibidores da Acetilcolinesterase (IAChES), cujo mecanismo de
acdo visa aumentar a disponibilidade sinaptica da acetilcolina (Ach) pela inibicdo das
suas enzimas cataliticas (acetilcolinesterase e butirilcolinesterase), aumentando também
a capacidade da Ach em estimular os recetores nicotinicos e muscarinicos cerebrais
(figura 2.15).(103)
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Figura 2.15. Mecanismo de acéo dos Inibidores da Acetilcolinestarase (IAChEs). Adaptado de (103)

Os farmacos pertencentes a este grupo que estdo disponiveis no mercado sdo: a
galantamina, o donepezilo e a rivastigmina. Estes séo considerados IAChEs de 22 geracéo,
apresentam propriedades farmacoldgicas sobreponiveis, e demonstraram em ensaios
clinicos um efeito estatisticamente significativo na funcdo cognitiva de doentes com
doenca de Alzheimer inicial ou moderada. Além do efeito especifico sobre as fungdes
cognitivas, verifica-se também um efeito sobre fun¢des ndo-cognitivas. Apesar do efeito
observado sobre a cognicdo ser consistente, a sua dimensao é em média muito pequena.
Estes medicamentos apresentam em geral uma boa tolerancia com efeitos adversos
comparaveis, resultantes da hiperativacdo colinérgica periférica, tais como: cefaleias,
dores generalizadas, fadiga, nduseas, vOmitos, anorexia, cdibras, insonia, tonturas,
depressao, sonhos anormais, esquimoses, aumento de peso, efeitos vagotonicos, aumento
da secrecdo gastrica e convulsdes. Aquando da terapéutica com este grupo de farmacos,
0 doente de Alzheimer deve ser monitorizado, ao longo de um periodo de
aproximadamente 12 semanas, de forma néo so a avaliar a existéncia de efeito terapéutico
mas também para minimizar os problemas de seguranca.(2)(101)

A galantamina e o donepezilo sdo inibidores reversiveis da acetilcolinesterase,
respetivamente de duracdo intermédia e longa. Por sua vez, a rivastigmina, que é um

inibidor pseudo-irreversivel (ou lentamente reversivel), tem duracdo intermédia. A
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rivastigmina inibe também a butirilcolinesterase, o que pode resultar numa maior
incidéncia de efeitos colaterais periféricos. Por outro lado, a sua inibicdo pode representar
beneficios adicionais ao tratamento, uma vez que a butirilcolinesterase também parece
estar envolvida na maturacdo das placas neuriticas. A interacdo da AChE com a
rivastigmina leva a formacdo de um produto de clivagem fendlico (com atividade
farmacoldgica minima e rapida excre¢do), e de um complexo carbamilado com a enzima,
que impede a hidrélise da acetilcolina por inibicdo competitiva e duradoura, porém
reversivel, sendo classificada como pseudo-irreversivel. Por este motivo, os efeitos
inibidores perduram apos a eliminacdo do farmaco e dos seus metabolitos, reduzindo
assim os riscos de interagcdes medicamentosas.(101)(104)

A eficécia dos IAChEs de 22 geragdo esta bem documentada em multiplos estudos na
doenca de Alzheimer ligeira a moderada, sendo mesmo considerados como terapéutica
de 12 linha nestas situacdes. Contudo, estes farmacos tém sido avaliados recentemente,
do ponto de vista médico e econdmico acerca do seu custo-beneficio. Alguns clinicos
argumentam que, os IAChEs tém efeito apenas num subgrupo de 10 a 20% de doentes, e
porque este subgrupo ndo pode a partida ser identificado, os IAChEs estdo indicados para
todos os doentes de Alzheimer. Dada a auséncia de fatores preditores clinicos ou
bioldgicos de eficacia, justifica-se a prescricao de um inibidor da colinesterase para todos
os doentes com diagnostico de DA ligeira ou moderada, desde que ndo existam
contraindicacdes a sua prescri¢do. Evidentemente, a administracao destes medicamentos
envolve também a decisdo do momento de interromper, devendo ser descontinuados nos
seguintes casos: fraca adesdo ao tratamento; manutencdo do ritmo da deterioracdo
cognitiva, ap6s 12 semanas de tratamento; rapida deterioracdo ap6s um periodo inicial de
estabilizacdo e quando apds um periodo de tratamento se constata que o farmaco nédo
proporciona mais beneficios.(104)

Os estudos que avaliaram a eficacia dos IAChESs mostraram que a sua administracdo
em doentes com DA ligeira ou moderada, resulta em beneficios discretos a nivel
cognitivo, comportamental e funcional, em relacdo aos doentes que ndo fizeram esta
terapéutica. Por outro lado, estudos controlados por placebo detetaram que os beneficios
sdo geralmente observados a partir de doze a dezoito semanas e, possivelmente,
desaparecem apos seis a 0ito semanas da interrup¢do do tratamento.(105) Um estudo vai
mais longe, e afirma que a administracdo de IAChEs a doente com DCL, por periodos
que variam entre 4 meses a trés anos, ndo se encontra associado a um atraso na evolucéao

para deméncia e que 0s seus riscos ndo podem ser negligenciados, estando a galantamina
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associada a um aumento da mortalidade. O mesmo estudo concluiu que, os IAChEs néo
séo eficazes nem na prevencdo nem na melhoria das func¢6es cognitivas em doentes com
DCL.(106)

Memantina

Tem sido admitida a possibilidade de que a ativacdo glutamatérgica atraves dos
recetores NMDA (N-metil-D-aspartato), contribua para a DA. Em regifes associadas as
funcBes cognitivas e a memoria, o glutamato demonstrou ser o principal neurotransmissor
excitatorio cerebral. As regifes corticais e subcorticais que contém neuronios e recetores
do glutamato sofrem perdas estruturais e funcionais na evolugdo da DA, uma vez que 0
glutamato é excitotoxico e provoca a morte neuronal, quando presente em niveis elevados
por periodos longos.

A memantina, um antagonista ndo-competitivo dos recetores do glutamato do tipo
NMDA, constitui uma adicao recente a terapia da DA. Este farmaco bloqueia os recetores
NMDA no estado de repouso, de modo idéntico ao magnésio, e € deslocado do seu local
de ligacdo em condicdes de ativacdo fisiologica, em contrapartida, ndo se desprende do
recetor na vigéncia de ativacao patoldgica. Essas propriedades conferem a memantina a
possibilidade de retardar a evolugéo da doenca.(101)(107)

A eficacia clinica e tolerabilidade da memantina foram avaliadas num estudo com 166
individuos, portadores de deméncia primaria moderada a grave, incluindo a DA.
Utilizando medidas funcionais, em vez de cognitivas, 0s autores concluiram que o
tratamento com memantina (10 mg/dia durante 12 semanas) proporcionou,
independentemente da etiologia da deméncia, beneficios funcionais e do comportamento,
reduzindo a dependéncia de cuidados de assisténcia.(108) Mais recentemente, um estudo
comprovou a eficacia da memantina no tratamento de doentes de Alzheimer, moderada a
grave. Neste estudo de desenho duplamente-cego e controlado por placebo, 181 de 252
doentes recrutados concluiram 28 semanas de tratamento com memantina (20 mg/dia) ou
placebo. Os doentes que receberam o farmaco ndo apresentaram efeitos adversos
significativamente superiores aos do grupo controlo, onde a taxa de abandono de
tratamento foi maior (42 contra 29 no grupo memantina). De acordo com os valores a
atingir nas escalar de avaliacdo clinica e funcional, os doentes que receberam memantina
apresentaram evolucdo mais favoravel do que os doentes do grupo placebo podendo-se
inferir que a terapéutica anti-glutamatérgica é capaz de reduzir a deterioragdo cognitiva e

funcional em doentes portadores de deméncia moderada a grave.(109)
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A seguranca clinica do uso de memantina foi avaliada por estudos clinicos controlados
por placebo, em doentes com deméncia leve ou moderada a tomar doses diérias entre 20
e 30 mg. Verificou-se que proporcionavam beneficios sobre as fungdes cognitivas,
motoras e comportamentais e concluiu-se que a incidéncia de reacfes adversas com a
memantina ndo foi significativamente superior a do placebo. Os efeitos secundarios mais
frequentes foram: diarreia, vertigens, cefaleias, inquietacdo, excitacéo e cansago.(107)

A dose diaria recomendada é de 20mg, distribuidas por duas tomas de 10mg. A
absorcdo da memantina no trato gastrointestinal conduz a um pico de concentragdo sérica
de trés a oito horas e a sua eliminacdo é fundamentalmente renal, sem interferéncia com
enzimas do citocromo P450, traduzida na auséncia de interacGes farmacocinéticas a esse
nivel. Deste modo, é possivel a coadministracdo da memantina e IAChEs, com

baixissimos riscos de interacbes medicamentosas.(107)

2.7 Fatores de risco e protecdo

Embora os danos cerebrais se acumulem e a funcdo cognitiva decline
progressivamente com a idade, a deméncia ndo faz parte do processo de envelhecimento
natural do ser humano, sendo que a maioria dos idosos nunca ird desenvolver esta
sindrome. No entanto, a nivel populacional observam-se marcadas diferencas inter-
individuais no que respeita a salde cognitiva dentro desta faixa etaria. Estas diferencas
podem em parte resultar do grau de exposicdo de cada individuo a um determinado
namero de fatores ao longo da vida, os quais sdo normalmente denominados por, fatores
de risco ou fatores de protecdo, dependendo se estdo associados a um aumento ou
diminuicdo do risco de desenvolver deméncia.(4)(16) Por exemplo, na Finlandia, em
1200 individuos dos 60 aos 77 anos, esta em curso, desde 2009, uma intervencao
controlada cientificamente sobre os diversos fatores de risco de deméncia e que pretende
verificar qual o impacto do controlo dos fatores de risco na cognicéo.(110)

Os fatores de risco distinguem-se habitualmente em modificaveis e ndo-modificaveis.
Dentro dos fatores de risco ndo-modificaveis encontram-se a idade, o género e os fatores
genéticos. No que respeita aos fatores de risco modificaveis, temos uma lista extensa,
com variagfes na literatura cientifica quanto a sua relevancia, e nela incluem-se: a
depresséo; baixa escolaridade e o analfabetismo; traumatismos cranianos; o estilo de vida

e doencas com ele relacionadas (diabetes, hipertenséo arterial, dislipidemia e obesidade);
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défices nutricionais; toxicos ambientais; tabaco; anestésicos; cirurgia cardiaca e apneia
do sono.(4)(111)

Por outro lado, os principais fatores de protecdo da DA sdo a atividade cognitiva e 0
exercicio fisico. Também a eventual protecdo proporcionada pelo tipo de dieta
(nomeadamente a dieta mediterranica) tem ganho cada vez mais adeptos e financiamento.
E conhecido que as doengas resultantes de uma ma alimentagdo (diabetes, hipertenso
arterial, dislipidemia e obesidade) se alastram pelo mundo, seguidas do aumento da
prevaléncia de deméncia, tornando-se graves problemas de saude publica.(112)

Porém, torna-se relevante mencionar que atualmente ainda existe alguma controvérsia
sobre o que constitui fatores de risco de deméncia, fatores protetores e de que modo estes

interagem entre si.

2.7.1 Fatores de risco ndo-modificaveis

Idade

O envelhecimento cerebral é o principal fator de risco relacionado com o
aparecimento da doenca de Alzheimer. Em todo o mundo, e em particular, nos paises
desenvolvidos, a esperanca média de vida tem vindo a aumentar significativamente. Desta
forma, com o aumento do nimero de idosos, aumentam também o nimero de casos de
deméncia, particularmente DA.(4)

A prevaléncia desta doenca dobra a cada cinco anos depois dos 60 anos, e assim, passa
de uma prevaléncia de cerca de 1% na faixa etéaria dos 60-64 anos, para cima de 30% em
individuos com no minimo 85 anos.(3) Porém, estudos recentes, com base em técnicas de
ressonancia magnética e medi¢oes de biomarcadores no LCR, sugerem que apds os 85
anos ha um abrandamento no que diz respeito ao aumento da prevaléncia desta sindrome.
Esta conclusdo surge do facto de haver uma aproximacdo entre a atrofia cerebral
correspondente ao envelhecimento normal e aquela que se encontra associada a patologia
da DA, sendo por isso complicado realizar um diagndstico acurado nestas faixas etarias.
A relevancia clinica deste achado ainda ndo € muito valorizada porque ha ainda muito
poucos individuos nesta faixa etaria, mas podera vir a ter implicacbes a medida que

aumenta a esperanca média de vida das populacgdes.(113)
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Fatores Genéticos

Com base na idade em que tém inicio os sintomas clinicos, a DA pode ser classificada
em DA de inicio precoce (ou familiar) e DA de inicio tardio (ou esporadica). Embora
sejam clinicamente indistinguiveis, a DA de inicio precoce, estd associada a uma
progressdo mais rapida da patologia clinica, que se inicia antes dos 65 anos e constitui
cerca de 1-5% de todos os casos de DA. Nesta também se observa um padrdo mendeliano
de heranca genética, sendo trés os principais genes (APP, PSEN1 e PSEN2) implicados
na origem da patologia neste tipo de DA. Muta¢6es num destes genes, maioritariamente
mutaces autossomais dominantes, correspondem a 85% dos casos de DA de inicio
precoce. Individuos com sindrome de Down (ou Trissomia 21) tém 1 copia adicional do
gene da APP, devido a presenca de 3 cromossomas 21, e como consequéncia, produzem
50% mais proteina APP, aumentando a producdo de AP e conduzindo a DA de inicio
precoce. Por fim, mutagdes nestes genes ndo sdo consideradas fatores de risco, mas sim
marcadores genéticos desta doenga, uma vez que a sua presenca ird conduzir,
inevitavelmente, ao desenvolvimento da patologia inerente a DA.(6)

Por outro lado, a DA de inicio tardio, esta associada a uma progressdo mais lenta da
patologia clinica, que se inicia normalmente a partir dos 65 anos e corresponde a,
aproximadamente, 95% do total de individuos afetados por este sindrome. Ao contréario
da DA familiar, ndo apresenta nenhuma mutagao associada, descrita até a0 momento, mas
sabe-se, através de estudos longitudinais de agregacdo familiar e de estudos com gémeos,
que mutacdes em alguns genes constituem fatores de risco acrescido no desenvolvimento
deste tipo de DA. Demonstrou-se que, familiares em 1° grau destes doentes tém o dobro
do risco de desenvolver esta doenga, quando comparados a individuos sem este
parentesco.(6) Para além disso, verificou-se também que, gémeos monozigoticos
apresentam maior incidéncia para a DA do que gémeos dizigoticos, 0 que sugere uma

contribuicdo genética substancial, 60-80%, na origem desta doenga.(19)

Como referido anteriormente, a varia¢do genética no gene da ApoE é o principal fator
de risco conhecido na DA de inicio tardio, uma vez que se demonstrou que as isoformas
da ApoE (E2, E3 e E4) afetam de forma diferente a deposicéo e clearance de A, assim
como, de outros processos independentes de AP, tais como: plasticidade sinaptica;
metabolismo lipidico e neuroinflamac&o.(114)

A ApoE ¢é uma apolipoproteina composta por 229 aminoacidos e com um peso

molecular de aproximadamente, 34 kDa. O gene da ApoE, situado no cromossoma 19,
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existe em trés variantes, que resultam de variagdes em aminoacidos nas posicdes 112 e
158, onde pode estar presente um residuo de cisteina (Cys) ou arginina (Arg): €2 (Cys
112; Cys 158), €3 (Cys 112; Arg 158) e €4 (Arg 112; Arg 18). No Sistema Nervoso
Periférico (SNP), a ApoE é produzida principalmente no figado e em macréfagos, e
participa no metabolismo do colesterol. No Sistema Nervoso Central (SNC), é a principal
apolipoproteina, sendo produzida pelos astrdcitos e microglia.(114)

O alelo €4, presente em 15% da populagdo em geral, encontra-se aumentado em
portadores de DA, com uma sensibilidade de 65% para o seu diagnoéstico isolado.(115)
Apesar de 40-65% dos doentes de Alzheimer serem portadores de, pelo menos, uma copia
do alelo €4, este ndo é determinante da doenca. Pelo menos um terco dos individuos com
DA ndo carregam este alelo, e alguns homozigotas para o alelo ApoE &4 nunca
desenvolveram a doenca, no entanto, o risco de a virem a desenvolver é cerca de vinte
vezes maior quando comparados com individuos com outros genotipos.(6)

Um estudo que recorreu ao uso de imagiologia PET-PiB e de biomarcadores de AP
no LCR, demonstrou que qualquer individuo homozigota para o alelo ApoE &4,
independentemente da faixa etaria a que pertence, apresenta niveis reduzidos de Ap42 no
LCR e elevada deposicdo de AP no parénquima cerebral, quando comparados com
individuos com outros gendtipos ApoE.(116) Noutro estudo, foi demonstrado que a ApoE
se co-deposita nas placas AP no cérebro de doentes de Alzheimer, sendo que a isoforma
ApoE4 é a que tem menor afinidade de ligacdo a AP, sugerindo que esta isoforma devera
ser menos eficiente a mediar a clearance desta proteina.(117) Outro estudo recente, que
utilizou ratos como modelos de estudo, aos quais se substituiu a ApoE nativa pelas
diferentes isoformas da ApoE humana, verificou-se que os niveis de ApoE no cérebro e
LCR dependem do gendtipo do individuo. Os resultados indicaram que 0s baixos niveis
de ApoE total observados em individuos homozigotas para o alelo ApoE &4, podem
diminuir a eficiéncia do mecanismo de clearance e, por isso, contribuir para a progressao
da patologia da DA.(118)

A associacdo entre DCL e o alelo €4 também tem sido amplamente estudada. As
conclusbes geralmente sdo concordantes com os resultados para a deméncia e DA. A
homozigotia para Apoe4 implica um maior risco para o desenvolvimento de DCL e DA.
Individuos homozigotas para o alelo €4 desenvolverdo DA 10 a 20 anos mais cedo que 0s
portadores dos outros dois genotipos. Se comparados com 0s ndo portadores do alelo &4,
0s portadores heterozigoticos tém uma probabilidade de vir a desenvolver DA trés a

quatro vezes maior. Evidéncias sugerem que um individuo que preencha critérios
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clinicos, cognitivos e etiologicos para o DCL, e €é positivo para o alelo €4, tem maior
probabilidade de progredir para DA em menos anos do que um individuo sem esta
caracteristica genética.(34)(45)

Nos ultimos anos houve um grande desenvolvimento tecnoldgico na area da genética.
Estudos recentes de associacdo gendmica em larga escala (GWAS, em inglés, Genome-
Wide Association Studies) possibilitaram uma andlise simultanea de milhdes de
polimorfismos no genoma de milhares de doentes de Alzheimer. Estes estudos revelaram
novos genes (CD33, CLU, CR1, PICALM, BIN1, ABCA7, CD2AP, EPHAL e
MS4A6A/MS4A4E) como provaveis fatores de risco da DA. Contudo, apesar do forte
suporte estatistico, o efeito destes novos candidatos no risco de desenvolver DA nédo
parece ser significativo. Isto porque, enquanto a variacdo alélica da ApoE provoca uma
alteracdo no risco de desenvolver DA na ordem dos 400-1500%, as alteracdes provocadas

pela variacdo alélica destes novos genes variam entre 10-20%.(119)

Sexo Feminino

Um estudo recente sugere que quase dois tercos dos individuos diagnosticados com
DA sdo do sexo feminino. Apesar dos varios estudos sobre o assunto, ainda nao foram
determinados com preciséo os fatores envolvidos na maior suscetibilidade feminina para
a doenca. Alguns autores sugerem que se deve a maior longevidade, outros a fatores
hormonais, ou ainda a menor escolarizacédo e diferenciacdo profissional.(120)

Estudos efetuados em ratos transgénicos mostram uma vulnerabilidade dos cérebros
femininos, em especial do hipocampo, com desenvolvimento de maior atrofia e uma
deposicao de Ap mais precoce. Tém sido analisadas razdes para esta diferenga de risco, e
concluiu-se que na sua base podem estar: achados como efeitos do genoétipo €4, mais
pronunciados em mulheres que em homens; uma reserva cerebral maior nos homens ser
protetora quanto a suportar a patologia e, por fim, a diminuicéo dos niveis de estrogénio
apos menopausa.(121)

Uma outra hipétese relaciona a maior prevaléncia da DA com a maior vulnerabilidade
dos hipocampos femininos ao stress, assim como a maior prevaléncia de depressdo ao

longo da vida adulta das mulheres, sendo ambos fatores de risco desta doencga.(111)
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2.7.2 Fatores de risco modificaveis

Depressao

O papel da depressao como fator de risco da DA, embora seja amplamente
reconhecido, 0s seus mecanismos de atuacdo ainda ndo se encontram bem esclarecidos.
A depressao que se associa ao aparecimento da DA parece ser aquela que se inicia antes
dos 65 anos, bem como a depressdo recorrente, com mdaltiplos episodios ao longo da
vida.(122)

Num estudo populacional em que se avaliaram e seguiram durante varios anos 4 803
individuos, dos quais 11,7% foram diagnosticados com depressdo, os investigadores
verificaram, anos mais tarde, que este grupo era mais suscetivel ao aparecimento de
deméncia do que o grupo de individuos livres de depressao.(123) Por outro lado, existem
evidéncias na literatura cientifica relativas a diminuicdo do risco de desenvolver certos
tipos de deméncia com o tratamento adequado da sindrome depressiva.(122)

Muitas vezes, a depressdo leva a um agravamento no funcionamento da memoéria, e
também da cognicédo, que pode simular uma deméncia. Dai que, por vezes o diagnostico
das fases iniciais da DA possa ser confundido com um sindrome depressivo. Desta forma,
quando coexistem sintomas depressivos e disfuncdo cognitiva, é necessario tratar a
depressdo de forma adequada (recorrendo a farmacos antidepressivos) e,

simultaneamente, vigiar a evolucdo da funcdo cognitiva.(123)

Baixa escolaridade e falta de diferenciacdo profissional

A baixa escolaridade e falta de diferenciacdo profissional estdo associados a uma
elevada prevaléncia e incidéncia da DA. Porém, os mecanismos por detras desta
associacdo ainda ndo se encontram esclarecidos. Alguns investigadores propde que
quanto mais estimulos o cérebro receber, mais sinapses serdo estabelecidas,
proporcionando, gradualmente, uma maior “reserva cognitiva”. A reserva cognitiva
refere-se a diferencas individuais no modo como executamos as tarefas. Estas diferencas
individuais poderdo levar uns doentes a ter uma maior resisténcia do cerebro as
modificagOes patoldgicas do que outros. Por este motivo, individuos com uma reserva
cognitiva mais baixa, teoricamente, atingirdo o limiar de deméncia mais cedo do que
individuos de maior reserva cognitiva, como por exemplo, aqueles com niveis de

educacéo e diferenciacdo profissional mais elevados.(111)
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Doencas relacionadas com o estilo de vida

Os fatores de risco de DA, devido a doencas relacionadas com o estilo de vida, séo:
diabetes tipo Il, hipertensdo arterial, dislipidemia e obesidade.

Resultados obtidos de estudos longitudinais, que analisaram a relacdo entre a
hipertensdo arterial, em individuos entre os 40-60 anos, e o declinio cognitivo, defendem
que esta constitui um fator de risco na DA devido ao seu efeito na integridade vascular
da barreira hemato-encefélica, que resulta num extravasamento de proteinas para o
cérebro, que por sua vez pode conduzir a lesdo neuronal, reducdo da funcgéo sinaptica,
apoptose e aumento do depdsito extracelular de AB.(124) A hipertensdo arterial estd
associada ao consumo excessivo de sodio e /ou baixo consumo de potéssio. De acordo
com as recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS),os adultos deverdo
consumir menos de 2000 mg de sddio por dia (equivalente a 5 gramas de sal) e mais de
3500mg de potéssio por dia. A ingestdo diéria de sodio pelos portugueses foi avaliada
como sendo, em média, de 10,7g por dia, ou seja, mais do dobro dos valores
recomendados pela OMS.(125)

Alguns estudos defendem, com base em dados estatisticos, que individuos com
diabetes tipo Il ttém o dobro do risco de vir a desenvolver DA, quando comparados com
individuos nao-diabéticos.(126) Os mecanismos que associam a diabetes tipo 11 a DA de
inicio tardio ainda ndo se encontram totalmente esclarecidos, mas pensa-se que nestes
possam estar incluidos mecanismos cerebrovasculares e nao-cerebrovasculares.(127)
Sabe-se que este tipo de diabetes é um fator de risco para o acidente vascular cerebral
(AVC), sendo acompanhado por outros fatores de risco vasculares, tais como, hipertensao
e dislipidemia. Os mecanismos ndo-cerebrovasculares que se encontram associados a
diabetes tipo Il incluem a hiperinsulinémia. A insulina é capaz de atravessa a barreira
hemato-encefalica, sendo que a infusdo periférica de insulina nos idosos pode
desencadear um aumento os niveis de Ap42 no LCR. Existem recetores de insulina no
cérebro, inclusive no hipocampo e cortex entorrinal, que sdo estruturas afetadas numa
fase inicial da DA. A enzima degradadora de insulina (IDE) encontra-se também
envolvida no mecanismo de degradacéo proteolitica da Ap e, portanto, tanto a insulina
como a AP sao substratos deste enzima. Uma vez que a insulina € um inibidor competitivo
da degradacdo proteolitica de AP, a presenga desta no cérebro vai conduzir para uma
diminuicdo da taxa de degradagdo proteolitica de AP, contribuindo para o depdsito e
acumulacdo desta proteina no espaco extracelular, que é o mecanismo fisiopatolégico

caracteristico da DA. Por outro lado, a hiperinsulinémia pode suprimir a absorcéo de
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insulina através da barreira hemato-encefélica, resultando numa reducgéo dos niveis desta
no cérebro e, consequentemente, inibicdo da expressdo da IDE, diminuindo a degradacgéo
proteolitica de AP mediada por este enzima.(127)(128)

Alguns estudos analisaram também a relacdo entre os niveis lipidicos, de individuos
entre os 40-60 anos, e o0 risco de desenvolverem DA, concluindo que estes podem
constituir um fator de risco para esta doenca. Por exemplo, estudos recentes de associagdo
genética identificaram véarios genes envolvidos no metabolismo ou transporte do
colesterol (ApoE, CLU, ABCA7 e SORL1) como sendo genes sensiveis para a DA.
Outros estudos, no ambito da biologia celular, defendem o envolvimento das “jangadas
lipidicas” de colesterol (dominios da membrana plasmatica com elevada concentragdo de
colesterol), na modulagéo do processamento da APP pelas secretases, interferindo na
producdo de APB. Porém, em estudos epidemiol6gicos obtiveram-se resultados
contraditérios, ndo se verificando qualquer relacdo entre a dislipidémia e o risco de
desenvolver DA.(129)

No que diz respeito a obesidade, devido ao facto da diabetes e a hiperinsulinémia
serem comuns em individuos com elevado indice de massa corporal (IMC), o risco
elevado para a DA nestes individuos pode ser explicado através dos mecanismos

subjacentes a estas co-morbilidades.(111)

Traumatismo craniano

Os traumatismos cranianos sdo conhecidos ha varias décadas como lesivos do
funcionamento cerebral. Considera-se que os traumatismos cranianos moderados a graves
aumentam de duas a quatro vezes o risco de desenvolver deméncia, sendo este maior nos
homens do que nas mulheres. S&o, no entanto, ainda desconhecidos quais 0s mecanismos
envolvidos, embora existam algumas evidéncias de que ap6s um traumatismo craniano,

normalmente, aumenta a extensao da patologia AP e tau no cérebro.(130)

Tabaco

A acetilcolina (AcH) e os seus recetores nicotinicos estdo diminuidos nos doentes de
Alzheimer, e uma vez que a nicotina induz a expressao destes recetores, foi proposto que
esta poderia ser usada para prevenir ou atrasar a progressao da DA, contrabalangando a
perda de recetores nicotinicos que conduzem a défices colinérgicos, e que, por isso, 0
tabagismo poderia estar associado a um risco reduzido de DA. De acordo com isto, foi

demonstrado que a nicotina aumenta a performance cognitiva dos fumadores. Apesar da
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possibilidade da nicotina ser benéfica para a DA, o tabaco contém outras toxinas com
efeitos carcinogénicos e risco conhecido para doencas pulmonares e cardiovasculares e,
portanto, pode aumentar o risco de DA através das co-morbilidades associadas. Outra
desvantagem do tabaco é o facto de que, na maior parte dos casos, este habito esta
associado a habitos alcodlico e quando esta associacéo é forte, torna-se particularmente
prejudicial para a cognigdo. Estudos reportam que a forte interagéo entre habitos tabagicos
e alcoolicos pesados leva a taxas de declinio cognitivo mais réapidas. Em estudos de
coorte, verificou-se que o tabaco é um fator de risco para a DA e que esta associado a

uma maior atrofia regional do cérebro em individuos normais.(111)(131)

2.7.3 Fatores de protecao

Estimulacdo Cognitiva

Atividades que estimulem a cognicdo foram associadas a uma reducdo do risco de
desenvolver DA. Apesar de varios estudos epidemioldgicos mostrarem associacdo entre
uma baixa escolaridade e a DA, ndo se sabe ao certo o papel da educacdo formal no
desenvolvimento da DA. Uma hip6tese plausivel seria que um cérebro mais escolarizado,
que aprendeu mais estratégias cognitivas podera lidar melhor com a carga lesional da
doenca e demorar mais tempo a revelar as falhas na cognicdo. Dai que, nestes doentes
mais escolarizados possa ocorrer uma queda quase abrupta da funcgdo cognitiva pouco
depois do aparecimento dos primeiros sintomas clinicos, dando a “falsa” sensagdo de que
a doenca evoluiu mais depressa do que o habitual.

Muitos idosos ndo leem livros, ndo usam o computador, nem praticam novas
atividades que lhes desperte ou mantenha as aptiddes cognitivas. E toda esta inatividade
cumulada com o isolamento social contribui para a diminuicao das aptiddes cognitivas de

um modo geral.(110)

Atividade Fisica

Muitos estudos sugerem que exercicios cardiorrespiratorios estdo associados a um
risco diminuido de DCL e DA e a taxas de declinio mais lentas ap6s diagndéstico de DA.
Um estudo em particular reporta que a atividade fisica estd associada a um risco
diminuido de défice cognitivo em fases da vida mais tardias. As praticas de exercicio

fisico durante a adolescéncia associam-se a uma 6tima diminuigdo do risco de DA. Por
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aqui se conclui que a préatica de exercicio fisico durante a adolescéncia e também em
menor grau, ao longo de toda a vida, é benéfica, na medida em que reduz o risco de vir a
desenvolver DA, mas também contribui para a melhoria da performance cognitiva e
aumento da reserva cognitiva. Ao contrario, a inatividade fisica durante a adolescéncia
contribui para co-morbilidades, como a obesidade e a diabetes, que por sua vez sdo ambos

fatores de risco para a DA.(110)

Dieta

Uma alimentagdo baseada em carne, lacticinios, enchidos e gorduras tem um teor
excessivo em acidos gordos saturados, o que parece propiciar o declinio cognitivo. Pelo
contréario, uma dieta do tipo mediterranico, que promove 0 consumo de peixe, acidos
gordos mono e polinsaturados, vegetais e frutos estdo relacionados com a reducédo do
risco de disfuncéo cognitiva.(132)

Sao vérios os estudos que demonstram os beneficios neuroprotetores de nutrientes
presentes na dieta mediterranica, tais como os &cidos gordos polinsaturados 6mega 3
(DHA e EPA), presentes no peixe, e 0s antioxidantes, presentes na fruta e nos
vegetais.(133) Existem, no entanto, algumas suspeitas de que a protecdo dada pelos
acidos gordos bmega 3 so teria efeito nos individuos nao portadores do alelo Apoe4.(134)

O cérebro € o 6rgdo do corpo humano mais rico em acidos gordos, nomeadamente
acido araquidonico (6mega 6), DHA e EPA (6mega 3). Contudo, ndo o0s sintetiza em
quantidade suficiente e, como tal, 0s mesmos necessitam de ser ingeridos diariamente em
quantidades adequadas. A proporc¢ao ideal de 6mega 6/6mega 3 na dieta humana € de 4:1.

O indice 6mega 6/6mega 3 é reconhecido como um marcador relevante do risco de
doenca cardiovascular e comegou também recentemente a ser avaliado como marcador
de disfuncdo cognitiva, parecendo existir uma correlacdo entre este indice e o risco de
desenvolver DA. Alguns estudos em modelos animais de doenca de Alzheimer revelaram
que a suplementacdo com DHA e um quociente dmega 6/6mega 3 baixo na dieta diminui
0 quociente dmega 6/0mega 3 no cérebro e também os niveis de AP e tau insoluvel,
principais biomarcadores da DA.(135) Outro estudo que testou a influéncia da
suplementacdo com DHA num grupo de doentes com deterioracdo cognitiva revelou
beneficios ao fim de seis meses de suplementacdo, comparativamente com 0 grupo
placebo.(136)

A ingestdo de acidos gordos necessita de ser complementada com a ingestdo de

antioxidantes (vitamina E) para potenciar os efeitos anti-inflamatorios, antitromboticos,
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antiarritmicos e anticoagulantes, bem como os efeitos benéficos na cognicdo e
flexibilidade das membranas celulares. E igualmente importante o acesso, através da dieta
ou suplementacéo, a vitaminas do complexo B, de acido félico e de vitamina D. O cérebro
possui inimeros recetores de vitamina D e, recentemente, foram verificadas associacfes
entre niveis sanguineos baixos desta vitamina (<25 nmol/l) e o risco quatro vezes mais
elevado de défice cognitivo, quando comparado com pessoas com niveis normais (> 75
nmol/l).(110)(137)
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3. Biomarcadores

3.1 Definicao e utilidade dos biomarcadores

Um biomarcador ou marcador biolégico é qualquer substancia, estrutura ou processo
que pode ser objetivamente medido e avaliado, no corpo ou nos seus produtos, como um
indicador de processos bioldgicos normais, processos patolégicos ou respostas
farmacoldgicas a uma intervencéo terapéutica.(11)

A identificacdo de biomarcadores especificos para doengas neurodegenerativas, tais
como a DA, é um dos principais objetivos da investigagdo clinica atual, sobretudo porque
estes sao cruciais no diagnostico diferencial entre patologias idénticas, 0 que permite uma
selecdo mais rigorosa dos doentes participantes em ensaios clinicos, no estudo e avaliacdo
do efeito das diferentes terapéuticas (principalmente, em ensaios clinicos de novos
farmacos) e também no acompanhamento da progressdo da doenca. Atualmente ndo
existem terapéuticas capazes de reverter este tipo de patologias, sendo a caréncia em
biomarcadores uma das principais causas apontadas para esta auséncia. Como referido
anteriormente, a maioria dos doentes de Alzheimer é diagnosticado ja numa fase de
deméncia. Nesta fase a degeneracdo neuronal j& se encontra bastante avancada, o que
torna dificil a eficacia de qualquer terapéutica, com excecdo das que Sdo meramente
sintomaticas.(10)(11)

A avaliacdo do valor de diagndstico de um determinado biomarcador, para uso num
determinado contexto, pode ser conseguida pela andlise das suas caracteristicas
individuais, tais como, a sensibilidade, especificidade e valores preditivos (negativo e
positivo), habitualmente derivadas do estudo que o comparou com o teste de referéncia

(gold standard) e que permite construir a chamada tabela de contingéncia (Quadro 3.1).

Quadro 3.1. Tabela de Contingéncia na avaliagdo do valor de diagndstido de um biomarcador. Adaptado de Robin.(138)

Teste de referéncia

Positivo Megativo
_% '-.-’erdffgeirn Falso positivo walor Preditive Positiva (WPP)
. sk positivo
gf | Positivo ) (FP} = WP/ (VP +FP)
2
Y Falso wWerdadeino Walor Preditivo Negativo (WPM)
a | Negativo Megativo Megativo _
% (E0) (VN) WINF NN
sensibilidade Especificidade Precisdo
=VP{IVPEEN] [ =VN/(FP+VN) = (VN+VP/ (VN+VP+FN+FP)
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A sensibilidade define-se como a percentagem de doentes que apresentam um
resultado positivo num teste de diagnéstico. Se todos os doentes portadores de uma
determinada doenca apresentarem resultados anormais (positivos), esse teste tem uma
sensibilidade de 100%. Um teste com uma sensibilidade elevada sera particularmente Util
no rastreio de um determinado diagnostico (baixa percentagem de falsos-negativos). Por
sua vez, a especificidade define-se como a percentagem de individuos saudaveis
(controlos) que apresenta um resultado negativo num teste. Se todos os controlos
apresentarem um resultado negativo num teste, este teste tera uma especificidade de
100%. Um teste com uma especificidade elevada sera particularmente til na confirmacao
de um determinado diagnostico (baixa percentagem de falsos-positivos). O valor
preditivo positivo (VPP) define-se como a probabilidade que um resultado positivo de
um teste signifique presenca de doenca- Um teste com um VPP elevado permite, em caso
do resultado ser anormal fundamentar razoavelmente o diagndéstico. J& o valor preditivo
negativo (VPN) define-se como a probabilidade que um resultado negativo de um teste
signifique auséncia da doenca.(138)

As caracteristicas de diagnostico acima descritas ndo sdo imutaveis e permanentes. Os
valores da sensibilidade e especificidade de um teste dependem de duas ordens de fatores.
Em primeiro lugar, do valor previamente definido a partir do qual se considera que um
resultado € positivo (valor de cut-off), assim, o teste apresentard uma especificidade e
sensibilidade variaveis, isto €, quanto mais sensivel, menos especifico e vice-versa (figura
3.1). Em segundo lugar, depende também da prevaléncia da doenca na populagdo em que
o teste foi estudado. Por exemplo, na situacdo tipica da determinacdo da sensibilidade e
especificidade de um teste utilizando doentes mais velhos e com a doenga num estadio
mais avangado, comparados com grupos-controlo constituidos por individuos mais novos
e saudaveis, faz com que a percentagem de resultados verdadeiros-positivos seja mais
elevada (porque os doentes tém doenca mais avancada) e a de verdadeiros-negativos
também (porque o grupo-controlo € composto por individuos saudaveis). Deste modo, a
sensibilidade e a especificidade deste teste serdo mais elevadas do que seria de esperar na
populacio em geral em que existem espetros de doenca e saude mais
alargados.(11)(12)(138)
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Valor de cut-off

Ndo-doentes

Concentracdo do biomarcador

Figura 3.1 Distribuicdo hipotética dos resultados de testes de diagndstico entre doentes e ndo-doentes. Adaptado de
Robin.(138)

Atualmente, os fatores mais importantes para definir a utilidade diagnéstica de um
biomarcador sdo: a sensibilidade, especificidade, definirem bons valores cut-off,
facilidade de utilizag&o e colheita (ndo-invasivo), reprodutibilidade, acessibilidade (baixo
custo) e o facto de estarem relacionados com os mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes
a doenca (Quadro 3.2). A sensibilidade e especificidade devem ser superiores a

80%.(11)(138)

Quadro 3.2 - Critérios de sele¢do de um bom biomarcador para o estudo da DA. Adaptado de Humpel.(11)

Critérios de selecdo dos biomarcadores

Refletir processos de envelhecimento fisioldgico

Refletir processos fisiopatoldgicos basicos do cérebro

Reagir sob intervencdo farmacologica

Exibir elevada sensibilidade

Apresentar alta especificidade para a doenca

Permitir medicdes repetidas ao longo do tempo

Permitir reprodutibilidade em laboratérios por todo 0 mundo

Deve ser mensuravel, ndo invasivo, facil de utilizar

N&o deve causar danos aos individuos que estdo a ser analisados/avaliados
Os testes de diagndstico devem ser baratos e rapidos

As amostras devem ser estaveis para permitir o transporte facil e pouco dispendioso
Féacil recolha de fluidos, ndo s6 em hospitais

Definir bons valores de cut-off de forma a distinguir doengas

Os dados publicados em revistas e jornais crediveis

Dados reproduzidos por, pelo menos, duas investigacfes independentes
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3.2 Métodos e materiais de recolha

Os biomarcadores podem ser obtidos a partir de diferentes tecidos e fluidos corporais

humanos e por diferentes técnicas. Por exemplo: (11)

Na analise ao tecido cerebral post-mortem, por técnicas de imunohistoquimica,
encontram-se as placas amiloides e os neurofilamentos de proteina tau;

Bidpsias cerebrais permitem a seriacdo de mudancas patoldgicas nos diferentes
estadios da DA, mas ndo sdo Uteis para analises de rotina;

O LCR é um fluido muito atil no diagndstico, pois reflete os processos
metabdlicos no cérebro, devido ao contato direto com o mesmo. A sua colheita
faz-se por puncdo lombar, um processo invasivo que torna este procedimento
limitado para uso diagnostico na clinica;

No sangue, as analises ao plasma e soro, sdo o gold standard nos laboratdrios de
analises clinicas. Sao técnicas minimamente invasivas quando comparadas com a
técnica de recolha do LCR sendo esses fluidos mais faceis de extrair e processar.
A procura de marcadores periféricos para a DA tem ganho muito interesse. No
entanto, o0 seu uso € ainda limitado uma vez que as possiveis alteragdes sdo
pequenas e heterogéneas e a informacdo recolhida do plasma/soro reflete um
amplo espetro de mudancas que ndo estdo necessariamente relacionadas com a
DA. A sua maior vantagem é que permite que os doentes possam ser

acompanhados através de andlises de rotina por varios anos.(11)

3.3 Biomarcadores da DA

Os doentes de Alzheimer podem apresentar alteracdes fisiopatoldgicas associadas a

deméncia ou apresentarem-se cognitivamente normais. Tanto a degradacdo patoldgica

como o declinio cognitivo ocorrem gradualmente, mas as altera¢cBes patoldgicas

observaveis em sujeitos com deméncia tendem a desenvolver-se algumas décadas antes

do aparecimento dos primeiros sintomas clinicos.(12)

Os biomarcadores, tanto bioquimicos como imagioldgicos, sdo indicadores in vivo das

alteracdes especificas que ocorrem na DA. Os principais biomarcadores desta doenca séo:

os biomarcadores de depositos f-amiloide e os de lesdo neuronal.
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Estes resultam numa série de alteracdes no cérebro e LCR, que se podem estender até
ao sangue e ser detetados através de técnicas de bioguimica e de imagiologia.(12)(33)

Atualmente, estes dois grupos de biomarcadores sdo representados pelas seguintes
alteracdes:(12)(44)

1) Biomarcadores de deposigdo B-amiloide
a) Niveis de Ap no LCR;
b) Placas amiloides, identificadas na PET-PiB;
2) Biomarcadores de lesdo neuronal
a) Niveis de proteina T-tau e P-tau no LCR;
b) Atrofia temporal-medial e do volume do hipocampo, através de medicdes
volumétricas ou medicGes visuais em RMN;
c) Taxa de atrofia cerebral;
d) Reducdo do metabolismo de glicose no cérebro, identificado na FDG-PET;
e) Reducdo do fluxo sanguineo cerebral, identificado pela SPECT (tomografia

computorizada de emisséo de fotdo Unico).

E pela combinac&o de informagdo dada por estes dois tipos de biomarcadores que se
torna possivel estimar a possibilidade de ocorréncia de um caso de DA.(44) Desta forma,
atualmente os principais biomarcadores com utilidade clinica sdo os de patologia
amiloide e os de lesdo neuronal, que podem ser medidos pela bioguimica no sangue e
LCR do doente ou por métodos imagioldgicos funcionais e estruturais. Para além disso,
alteragBes neuropsicoldgicas, principalmente de memoria episodica e fatores de risco
associados também sdo uteis.(45)

Quanto a biomarcadores em fase de estudo, e consequentemente, ainda com pouco
valor no diagnostico da DA, verificam-se: biomarcadores de imagiologia funcional, como
a reducdo do fluxo de sangue cerebral, medido pela SPECT e a diminuicdo do
metabolismo de glicose, medido na FDG-PET; os marcadores de disfuncdo sinaptica,
relacionados com a perda de Ach e biomarcadores inflamatdrios, relacionados com
processos patologicos que ocorrem no cerebro.(45) Uma das possiveis classificacdes

destes biomarcadores encontra-se resumida na tabela seguinte (Quadro 3.3).

2 Pagina | 57



O Papel dos Biomarcadores na Doenca de Alzheimer

Quadro 3.3. Classificacdo dos biomarcadores de diagnostico da DA.(12)(45)(33)(44)

Os biomarcadores precedidos por um “*” ainda se encontram em fase de estudo.

Marcadores de Marcadores de lesdo Marcadores Marcadores de
patologia amiloide neuronal Inflamatoérios disfungdo sinptica
AB42 e AB40
*oligdbmeros AR
o T-tau * |niveis de ACh
Q2 LCR *Presinilinas -
o N P-tau
E BACE-1
*
g_ SAPPa/sAPPB
D *Proteinas relacionadas *11-1
Sangue AB42 com a proteina tau: *TNF-a -
GSK-3 e PKC *11-8
Atrofia de areas
Estrutural - ) - -

cerebrais em RMN
[%2)
o
Qo *| Fluxo de sangue para
(@]
% o cérebro, medido na
> ) Deposito de placas SPECT o
< Funcional o ) ) - * | atividade de AChE
§ amiloides, na PET-PiB * | Metabolismo de

glucose medido na

FDG-PET

3.3.1 Biomarcadores da patologia amiloide

3.3.1.1 Biomarcadores bioquimicos no LCR

O LCR reflete a composicdo do parénquima cerebral, uma vez que contacta
diretamente com este e, como tal, deve alojar varios biomarcadores de doencas
neurodegenerativas, tal como a DA. Além disso, as alterac6es na composicao deste fluido
bioldgico parecem preceder as primeiras modificagdes anatomicas no cérebro, observadas
em RMN. Contudo, o método de colheita por puncéo lombar € relativamente invasivo,
mesmo que os efeitos secundarios ocorram em menos de 2% dos doentes.(139)

ApB42 e AB40

Como anteriormente mencionado, 0S mecanismos que se encontram na base da
patologia da DA ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Contudo, evidéncias
patoldgicas e genéticas sugerem que o péptido A, particularmente AB42, esté altamente
envolvido no processo patologico da DA. Este péptido pode ser medido diretamente no

LCR e tambem no plasma sanguineo, pelo meétodo ELISA (Enzyme Linked
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Immunosorbent Assay). Porém, séo os seus niveis no LCR que refletem a presenca e
extensdo dos depdsitos cerebrais de ApB.(12)(45) Existem vérias isoformas desta proteina,
sendo as mais importantes para o contexto, a Ap40 e AB42, que existem numa razéo de
10:1 no cérebro.(11)

A AB40, apesar de ser mais abundante, € a isoforma mais solivel e menos propensa a
formar placas amiloides, sendo portanto considerada a menos neurotoxica.
Comparativamente a individuos cognitivamente saudaveis, os niveis de Ap40 no LCR em
doentes de Alzheimer variam de poucas a nenhumas alteracdes ou, em alguns casos,
podem estar ligeiramente aumentados. Desta forma, verifica-se um elevado grau de
sobreposicéao entre doentes de Alzheimer e os grupos-controlo.(140)

Por sua vez, a Ap42 é a isoforma menos abundante e mais insoluvel, sendo portanto
mais neurotéxica e mais propensa a agregar-se no cérebro, formando facilmente placas
de B-amiloide. A anélise dos niveis de AB42 no LCR revela uma reducdo significativa
dos mesmos em doentes de Alzheimer quando comparados a grupos-controlo, tendo sido
sugerido que esta é causada por um défice na eliminacdo desta proteina do cérebro para
0 LCR e corrente sanguinea, assim como por uma maior agregacao e deposi¢cdo em placas
desta proteina no cérebro (tabela 3.1).(141)

Tabela 3.1. Desempenho do biomarcador AB42 no LCR na diferencia¢do entre Doentes de Alzheimer e controlos

saudaveis. O simbolo “|” significa que se verificou uma diminuigdo dos niveis de AP42 no LCR em doentes de
Alzheimer comparativamente aos controlos Adaptado de (39)

Autor Ano Método  n (DA/Controlos) Sensibilidade Especificidade Niveis
(%) (%) AP

Hulstaert 1999 ELISA 150/100 78 81 !
Sjogren 2000  ELISA 60/32 93 85 !
Rosler 2001 ELISA 27149 78 100 l
Mulder 2002 ELISA 20/20 100 95 !
Riemenschneider 2002 ELISA 74/40 89 95 l
Sjogren 2002 ELISA 19/17 100 94 l
Kapaki 2003 ELISA 49/49 82 80 l
Maddalena 2003 ELISA 51/31 78 90 !
Rosso 2003 ELISA 18/13 89 85 !
Lewczuk 2004 ELISA 22/35 100 83 l

Num estudo com doze doentes de Alzheimer e doze controlos saudaveis, verificou-se
que a taxa de clearance de AP para o CSF estava reduzida em 30% nos doentes de
Alzheimer, ao passo que a producdo desta mesma proteina se manteve inalterada.(93) Um

estudo populacional demonstrou uma forte correlacéo inversa entre os niveis de Ap42 no
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LCR e os depositos de AP observados nas regides do neocortex e hipocampo.(142)
Porém, a diminuicdo dos niveis de AB42 no LCR também é observada noutras patologias,
que ndo apresentam depdsitos de B-amiloide, tais como: Doenca de Creutzfelt-Jacob,
Demeéncia de Corpos de Lewy e Esclerose Lateral Amiotréfica.(143)(144) As medicOes
dos niveis de AB42 no LCR, pelo método ELISA, conseguem estabelecer um diagnostico
diferencial entre doentes de Alzheimer e individuos cognitivamente saudaveis com uma
sensibilidade e especificidade de 86% e 90%, respetivamente.(39) As mesmas medigdes
revelam concentracdes de Ap42 no LCR compreendidas entre 600 e 1230 pg/ml, em
individuos cognitivamente normais, e entre 260 a 500 pg/ml em doentes de
Alzheimer.(145)(146) Alguns autores sugerem que os niveis de Ap podem servir como
um bom preditor do risco de evolugdo de DCL para DA, uma vez que foram relatados
niveis reduzidos no LCR de idosos saudaveis assintomaticos, que passam a desenvolver
DA 1 a 2 anos apds acompanhamento.(12)

Num estudo da ADNI (em inglés, Alzheimer’s Disease Neuroimaging Initiative)
verificou-se uma correlacdo entre o decréscimo dos niveis de Ap42 no LCR e a elevada
taxa de atrofia hipocampal em doentes de Alzheimer em fase inicial.(147) Noutros
estudos, demonstrou-se também que o declinio dos niveis de Ap42 no LCR estdo também
relacionados com a atrofia cerebral em individuos com DCL devido a DA e em alguns
individuos cognitivamente saudaveis. (40)(148) Contudo, existem outros estudos em que
estas associa¢cdes ndo foram confirmadas.(149)

As isoformas do péptido AB mais abundantes no LCR s&o, por ordem crescente de
concentracdo, Ap40, AB38 e Ap42. Na DA, como referido anteriormente, 0s niveis no
LCR da isoforma AP40 costumam manter-se estaveis, podendo em alguns casos
encontrar-se ligeiramente aumentados. Contudo, as medi¢cdes da concentracdo desta
isoforma de Ap no LCR sdo muito instrutivas, isto porque refletem aproximadamente a
quantidade total de péptido AB que é libertado neste fluido biolégico.(144) Uma vez que
os individuos que produzem mais AP, através do metabolismo da APP pela via
amiloidogénica, véo ter concentracdes deste péptido mais elevadas no LCR, foi proposto
que a razdo AP42/Ap40 pode constituir um biomarcador mais preciso no diagnostico
diferencial entre doentes de Alzheimer e grupos-controlo, pois permite retificar os erros
na interpretacdo dos resultados biologicos correspondentes apenas aos niveis de Ap42 no
LCR.(150)
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Paralelamente as isoformas do péptido AP ja referidas, outras sdo produzidas através
da regulagdo fisioldgica pela y-secretase. Parte da investigacdo atual concentra-se na
identificacdo de novas isoformas desta proteina, com o objetivo de melhorar o diagnostico
diferencial, visto que as diferentes isoformas apresentam perfis especificos consoante o

tipo de afecdo neurologica.(150)

Oligbmeros AB

Pensa-se que os oligomeros AP (sollveis) sejam mais tdxicos que as placas de AP
(insoltveis). Em estudos in vivo, verificou-se que estes podem inibir a potenciacdo a
longo-termo do hipocampo e provocar a hiperfosforilagdo da tau e distrofia neuritica. Ja
foram publicadas vérias sugestfes de métodos analiticos com capacidade de quantificar
os oligdmeros AB no LCR. Estes estudos mostram que o nivel de oligomeros AB no LCR
é muito baixo, provavelmente inferior a 1% dos niveis totais de Ap no LCR e, por isso,
torna-se dificil quantifica-los de forma acurada.(151)(152)

Alguns estudos, detetaram niveis elevados no LCR de oligdbmeros Ap em doentes de
Alzheimer, quando comparados com grupos-controlo. Contudo, noutros estudos nédo se
verificam quaisquer alteracGes nos niveis de oligdmeros AP no LCR, entre estes dois
grupos de individuos. Para além das dificuldades técnicas na quantificagcdo de pequenas
quantidades de oligdmeros Ap no LCR, também é possivel que os diferentes métodos
analiticos usados para o efeito mecam diferentes variantes dos oligdmeros Ap, o que pode

explicar a divergéncia dos resultados obtidos em diferentes estudos.(153)

BACE-1

Para que o péptido AP seja produzido a APP tem de ser processada pela via
amiloidogénica, na qual ¢ clivada por duas enzimas diferentes: -secretase e y-secretase.
A principal B-secretase presente no cérebro é denominada BACE-1. S&o varios os estudos
que tém investigado os niveis de BACE-1 no LCR em doentes com DCL e DA, mas 0s
resultados nem sempre sdo concordantes. Trés pequenos estudos verificaram que 0s
doentes de Alzheimer apresentam niveis elevados de atividade BACE-1 quando
comparados com individuos cognitivamente saudaveis e doentes com outros tipos de
deméncia. (153) Outro estudo, demonstrou niveis mais elevados de BACE-1 em doentes
com DCL e DA quando comparados com controlos saudaveis. Por outro lado, noutros
estudos ndo foram detetadas diferengas nos niveis de BACE-1 entre doentes com DCL e
DA e individuos saudaveis. (154)
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Quando os doentes de Alzheimer foram subdivididos em DA moderada e DA grave,
verificou-se um aumento da atividade da BACE-1 no grupo com DA moderada. Estes
estudos indicam que a atividade BACE-1 pode-se encontrar aumentada nas fases iniciais
da DA, mas a sua utilidade no diagnostico pode ser limitada. Pode no entanto ser Gtil nos

ensaios clinicos de farmacos inibidores da BACE-1.(153)

SAPPa/sAPPf

Os niveis de sAPPa e SAPPB correlacionam-se muito bem em doentes de
Alzheimer assim como em grupos-controlo. Porém, varios estudos falharam em detetar
alguma diferencga nos niveis destes biomarcadores entre estes dois grupos de individuos.
Um desses estudos detetou niveis elevados de sAPPB em doentes com DCL quando
comparados com controlos saudaveis. Outro estudo verificou que doentes com DCL que
mais tarde viriam a desenvolver DA apresentavam niveis de SAPP mais elevados do que
aqueles que estabilizavam. Contudo, noutro estudo que pretendeu demonstrar 0 mesmo
que o anterior, ndo se observaram diferentes niveis de sAPP entre doentes com DCL
devido a DA e aqueles com DCL nédo demencial. Estudos que compararam doentes com
DCL ou deméncia (comprovada por biomarcadores) com controlos saudaveis,
verificaram que o primeiro grupo apresentava niveis elevados de SAPPa e SAPPf, embora
existissem sobreposicBes entre 0s grupos. Desta forma, o valor de diagndstico destes
biomarcadores parece ser limitado. Contudo, estas proteinas podem ser usadas no estudo

dos efeitos metabolicos da APP em ensaios clinicos.(153)

3.3.1.2 Marcadores bioquimicos no sangue

O diagnostico de rotina da DA, e outros tipos de deméncia, a partir do LCR apresenta
inimeros inconvenientes, tais como, o facto do método de colheita por pun¢édo lombar ser
invasivo com potenciais efeitos secundarios, tornando problemaética a monitorizacdo do
doente ao longo do tempo. Como tal, existe uma necessidade clara de procurar por
biomarcadores noutros fluidos corporais. Embora a saliva e urina sejam facilmente
colhidas, as analises ao sangue sdo o0 método gold standard nos laboratérios de anélises

clinicas.(11)
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AP42 e AB4O0 periférico
Os niveis do péptido Ap também podem ser detetados no plasma sanguineo, através

da técnica ELISA. No entanto, possuem fraca magnitude no diagnostico da patologia. Tal
acontece porque embora as medigdes sejam precisas, estas também sdo portadoras de
incertezas e fatores de confusao, devido a:(11)(140)

e A expressdo de Ap ser influenciada por medicamentos;(155)

e AP ter uma capacidade de ligacdo ndo especifica a proteinas plasmaticas, o que
acaba por alterar os valores medidos no sangue, num grau que varia de acordo
com as condi¢des metabdlicas de cada individuo;(11)(140)

e Os niveis de AP no sangue flutuarem ao longo do tempo e entre os individuos e
podendo diferir nos diferentes estadios da DA;(11)

e Haver um aumento significativo de AB42 no sangue em mulheres com DCL, mas
ndo em homens, quando comparados com individuos da mesma faixa etéria e
cognitivamente saudaveis;(156)

e As plaquetas conterem elevadas quantidades de AB, o que afeta diretamente 0s
niveis plasmaticos. Estas expressam a APP e a maquinaria das secretases e
produzem principalmente AP40, que desempenha um papel importante na

agregacdo plaquetéria.(157)

N&do obstante, estudos mais recentes neste campo tém revelado um aumento da
confianca no seu valor de diagnostico. Num estudo de coorte, encontrou-se uma
associacao entre elevados niveis de Ap40 e baixos niveis de Ap42 com o risco de
desenvolver DA. Noutro estudo, que comparava os niveis plasmaticos desta proteina em
trés grupos de individuos: grupo com DA esporadica, grupo com DCL e o grupo-controlo.
Concluiu-se que a diminuigdo de AB42 plasmaética é preditiva de DA, especificamente da
transicdo de um estado cognitivo normal ou DCL para DA.(140)

Em alguns estudos transversais 0s resultados mais comuns sdo o declinio dos niveis
de AP42 e aumento ou manutencdo dos niveis de AP40, associados a um declinio
cognitivo, 0 que aumenta a credibilidade da razdo AP42/Ap40 como potencial
biomarcador da DA.(158)(159) Em contraste, niveis elevados de AB42/AB40 encontram-
se associados a um baixo risco de deméncia.(158) Por outro lado, outros estudos ndo tém
verificado qualquer associacéo entre os niveis de Ap42 e o risco de desenvolver DA.(160)

As divergéncias nos resultados obtidos em diferentes estudos, podem ser atribuidos
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principalmente a: diferencas nas populaces em estudo; diferentes periodos de follow-up
e variacGes nos métodos de analise utilizados. Uma evidéncia que se tem demonstrado
comum em estudos transversais e longitudinais € o facto de, contrariamente ao que ocorre
no LCR, haver um aumento brusco dos niveis de Ap42 periféricos antes do inicio do
declinio cognitivo.(161)

Resultados recentes de Ap42/Ap40 ajudaram a entender melhor a dindmica dos niveis
de AP periférico e a sua relagdo com a cognicdo. Num estudo com 1125 individuos
saudaveis, a diminuicdo dos niveis de AP42 e o baixo valor de AB42/AB40, foram
associados a um inicio de declinio nas fungdes cognitivas.(162) Noutro estudo, com 481
mulheres saudaveis na faixa etéria dos 65 anos, seguidas durante dez anos, verificou-se
que os valores iniciais de Ap42/AB40 periférico que se apresentaram baixos, estavam
associados a um declinio cognitivo mais acentuado ao fim de 10 anos.(159) Acrescenta-
se que, noutro estudo, onde foram acompanhados 997 individuos saudaveis durante 9
anos, naqueles que apresentaram um baixo valor inicial de AP42/AB40 periférico
combinado com uma baixa escolaridade, verificou-se um maior declinio cognitivo ap6s

0s 9 anos de follow-up.(163)

As evidéncias relativas a correlacdo entre os niveis de AP no plasma e os depositos de
AP no cérebro, s6 agora se estdo a comegar a conhecer. Num pequeno estudo caso-
controlo de 20 doentes com DCL e 19 controlos saudaveis, os baixos valores de
AP42/AB40 foram associados a uma maior retencdo de PiB na PET, sendo esta relagéo
mais pronunciada nos doentes de DCL.(164) Num estudo transversal com 1032 doentes,
foram detetados valores baixos de AP42/Ap40 em doentes com DCL e DA, em
comparacdo com doentes cognitivamente saudaveis. Para além disso, 255 destes
individuos foram analisados através das técnicas imagioldgicas RMN e PiB-PET, tendo
sido observada uma correlagéo inversa entre os valores de AB42/AB40 e a intensidade de
ligacdo de PiB aos depdsitos B-amiloides.(165)

3.3.1.2 Biomarcadores de Imagiologia Funcional

A Medicina Nuclear ¢ uma técnica que utiliza radioisotopos para o diagnostico,
tratamento e estudo de algumas doencas, sendo uma das areas mais emergentes da
Imagiologia Nuclear que permite a visualizagdo, caracterizacdo e quantificacdo de

sistemas in vivo. As técnicas de imagiologia, sendo ndo-invasivas, sdo atualmente
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bastante utilizadas no meio clinico pois permitem uma visualiza¢cdo com grande detalhe
das estruturas anatomicas e fisioldgicas do corpo humano, sem causar dor ou desconforto.
Os meétodos imagioldgicos mais utilizados atualmente sdo: a TC (tomografia
computorizada), raio-X, PET e RMN.(11)

Depositos de placas B-amiloide no cérebro

A acumulagdo extracelular de depositos de proteina B-amiloide, é a principal
caracteristica patoldgica da DA. Estes podem ser visualizados e quantificados através da
Tomografia com Emissdo de Positrdes (PET) com o auxilio de um ligando especifico
para AP, Composto B de Pittsburgh (PiB), marcado com o radioisétopo carbono-11 (*1C)
(figura 3.2). O ligando PiB liga-se com grande afinidade aos agregados fibrilares de Ap
(Placas Neuriticas), mas ndo aos agregados amorfos e difusos (Placas difusas) nem as
trancas neurofibrilares.(166)(167)

Controlo Alzheimer

PiB-PET

Figura 3.2. Diferencas observadas nas imagens PiB-PET obtidas de um individuo cognitivamente saudavel (controlo)
e de um doente de Alzheimer. Adaptado de Cedazo-Minguez.(167)

Os resultados obtidos pela PiB-PET demonstraram uma boa correlagdo com os
depositos AP detetados no tecido cerebral durante a autopsia ou bidpsia cerebral.(168)
Acrescenta-se que o0s resultados obtidos a partir desta técnica imagioldgica também se
correlacionam com as quantidades de AP40 e AB42 insolaveis, presentes no tecido
cerebral post-mortem.(169) Verifica-se também que a retencdo de PiB em doentes de

Alzheimer, é mais intensa no cértex lateral frontal, cortex cingulado posterior, regiGes do
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lobo parietal medial e lateral e do lobo temporal lateral, que correspondem as regides
conhecidas de deposicdo amiloide na patologia da DA.(170)

Esta técnica imagiologica distingue eficazmente doentes de Alzheimer de individuos
cognitivamente saudaveis.(171) Contudo, também pode ocorrer retencdo de PiB em
individuos saudaveis, quase 30-40% dos individuos a partir dos 80 anos. Cinco em cada
seis idosos com mais de 85 anos apresentam retencao de PiB indicadora de uma elevada
deposicdo amiloide.(172) Por outro lado, sabe-se também que individuos com DCL
diagnosticado clinicamente e que apresentam elevada retencédo de PiB na PET, tém uma
maior probabilidade de evoluirem para DA, quando comparados com aqueles que nao
apresentam retencgéo de PiB.(173)

Por fim, as limitages do uso clinico do PET-PiB sdo: o curto tempo de meia-vida
(tv2=20 minutos) do ligando PiB, o facto de ser um método imagiologico dispendioso e,
por isso, pouco acessivel e a exposi¢do dos individuos a radiacdo. Com a finalidade de
ultrapassar estas limitacOes, estdo a ser desenvolvidos novos radiofarmacos especificos
para depositos de B-amiloide, tais como: o florbetabeno e o florbetapir (*¥F).(173) S&o as
medicdes de AB42 no LCR e as medicgdes PiB que refletem a deposicao de AB no cérebro,

estando fortemente correlacionados.(45)(174)

3.3.2 Biomarcadores de Lesdo Neuronal

3.3.2.1 Biomarcadores bioquimicos no LCR

T-tau e P-tau

Como marcador bioquimico com utilidade clinica no diagnéstico da DA e progndstico
da progressdo de DCL para DA, existe a proteina Tau na sua forma normal (T-tau) e
fosforilada (P-tau). Em individuos cognitivamente saudaveis (controlos) verificou-se que
0s niveis de T-tau no LCR variam com a idade: <300 pg/ml (21-50 anos); <450 pg/ml
(51-70 anos) e <500 pg/ml (> 70 anos). Em doentes de Alzheimer, os niveis de T-tau
encontram-se significativamente aumentados, quando comparados a controlos saudaveis
da mesma faixa etaria (tabela 3.2), com valores cut-off superiores a 600 pg/ml.(11)(39)
Porém, como referido anteriormente, a T-tau € mais um indicador de lesdo neuronal do
que um biomarcador especifico da DA, isto porque, também se observa uma varia¢do nos

niveis desta proteina noutras neuropatologias, tais como: a Doenca de Creutzfelt-Jacob
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(CJD), Deméncia Frontotemporal (FTD); Paralisia Supranuclear Progressiva (PSP) e
Deméncia com Corpos de Lewy (CBD).(175) Os niveis de T-tau na CJD encontram-se
drasticamente aumentados, comparativamente com qualquer outra doenca
neurodegenerativa, incluindo a DA. Estima-se que o limiar da concentracdo de T-tau na
CJD seja de 1300 pg/ml.(176)

A T-tau também pode funcionar como biomarcador de prognéstico na conversdo de
DCL a DA, isto porque em 90% dos casos de DCL que mais tarde progrediram para DA,
mas em nenhum dos casos de DCL estavel, foram detetados niveis elevados de T-tau no
LCR.(39) Casos de conversdo de DCL para DA podem ser discriminados de DCL estavel,
com sensibilidade de 90% e especificidade de 100%, através da medi¢do ELISA da
concentracdo desta proteina no LCR.(12)

Tabela 3.2. Desempenho do biomarcador T-tau no LCR na diferenciacdo entre doentes de Alzheimer e
controlos saudaveis. O simbolo “1” significa que se verificou um aumento dos niveis de T-tau no LCR
em doentes de Alzheimer comparativamente aos controlos. Adaptado de (39)

Autor Ano  Método  n (DA/Controlos) Sensibilidade Especificidade Niveis

(%) (%) T-Tau
Andreasen 1999 ELISA 407/93 93 86 1
Sjogren 2000 ELISA 60/32 79 82 1
Sjogren 2001 ELISA 41/17 85 95 1
Buerger 2002 ELISA 80/21 81,3 91 1
Hu 2002 ELISA 52/56 79 100 i
Riemenschneider 2002 ELISA 74/40 95 98 1
Shoji 2002 ELISA 366/316 59 97 1
Kapaki 2003 ELISA 49/49 88 96 1
Wallin 2003 ELISA 39/12 72 93 i
Jia 2005 ELISA 39/35 63 89 i
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No que diz respeito aos niveis de P-tau, verifica-se que estes se encontram
particularmente aumentados em doentes de Alzheimer, quando comparada com
“controlos” saudaveis ou doentes com outro tipo de deméncias, tais como, FTD e

deméncia vascular (tabela 3.3).(170)

Tabela 3.3. Desempenho dos biomarcadores P-taul81 e P-tau231 no LCR na diferenciacdo entre doentes
de Alzheimer e controlos saudaveis. O simbolo “1” significa que se verificou um aumento dos niveis de P-
tau no LCR em doentes de Alzheimer comparativamente aos controlos Adaptado de (39)

Autor Ano P-tau n Sensibilida Especificidade Niveis

isoforma (DA/Controlos) de (%) (%) P-Tau
Parnetti 2001 P-tauis1 80/40 84 88 1
Sjogren 2001 P-tauis: 41/17 44 95 1
Sjogren 2002 P-tauis: 19/17 58 94 1
Maddalena 2003 P-tauis: 51/31 84 84 1
Riemenschneider 2003 P-tauis: 42/43 88 100 1
Rosso 2003 P-tauis: 18/13 89 85 1
Humpel 2004 P-tauis: 108/23 85 91 1
Kohnken 2000 P-tauzs: 27/31 85 97 1
Buerger 2002 P-tauza1 82/21 100 91 1
Humpel 2004 P-tauzs1 108/23 85 96 1

Outros estudos, também demonstraram um aumento nos niveis de P-tau na DA e
DCL.(177) Além disso, o declinio cognitivo encontra-se relacionado com o aumento dos
niveis de P-tau, o que indica que este biomarcador pode marcar especificamente um
processo cerebral degenerativo.(178)

Algumas fosforilacdes sdo mais especificas para a DA. Os niveis da tau fosforilada na
serina-181 (P-tauis1) ou na treonina-231 (P-tauzs1), parecem melhorar claramente a
exatiddo do diagndstico da DA.(38) Os niveis de P-tauiss no LCR aumentam
significativamente em doentes de Alzheimer, quando comparados com ‘“controlos”
saudaveis, apresentando uma sensibilidade de 80% e especificidade de 92% na
discriminacdo de casos de DA dos controlos saudaveis.(167) As medicdes ELISA da P-
tauis1, revelam niveis desta proteina no LCR de 30-50 pg/ml em “controlos” saudaveis e
entre 70-100 pg/ml em doentes de Alzheimer.(145) Esta forma fosforilada da tau permite
também distinguir a DA de outro tipo de etiologias neurodegenerativas com elevada
sensibilidade e especificidade. Por exemplo, as medicOes de P-tauis: sdo capazes de
diferenciar a DA da FTD com uma sensibilidade de 85% e especificidade superior a
80%.(179) Estes resultados sdo semelhantes na diferenciacdo entre DA e outro tipo de
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deméncias neurodegenerativas.(38) Além disso, a P-tauss; reflete a neuropatologia da DA
uma vez que a sua concentracdo no LCR se correlaciona com as quantidades de TNFs
detetadas na autopsia.(180) Por sua vez, a P-tauzai, aparece precocemente no processo
patoldgico da DA, e também é capaz de diferenciar doentes de DA de individuos
cognitivamente saudaveis com elevada sensibilidade e especificidade (90%).(181) Para
além disso, a P-tauzs; mostrou também um declinio longitudinal durante o processo
patoldgico da DA, o que permite ter uma ideia da severidade da deméncia. E prioritario
desenvolver ELISAS sensiveis e especificas para outras isoformas de P-tau (tais como, P-
tauzss, P-tau1oo, P-tausgs € P-tausos) de forma a melhorar o repertorio de diagndstico precoce
da DA.(182)

A razdo T-tau/APs> aumenta a especificidade do diagndéstico diferencial da DA
comparativamente a controlos saudaveis ou com outros tipos de deméncia. A
especificidade desta razdo na diferenciacao entre a DA e a deméncia vascular € superior
a 80%, sendo contudo menos eficiente na diferenciagéo entre DA e DLB.(183) Outro
estudo, verificou que esta razdo T-tau/APs> permite prever alteragdes cognitivas em
individuos assintomaticos em até oito anos antes do inicio dos sintomas clinicos da
DA.(184) De forma semelhante, a razdo P-tauisi/APs> surge como um elemento
importante no diagnostico diferencial da DA. Esta permite distinguir doentes de
Alzheimer daqueles com FTD com uma sensibilidade e especificidade superior a
80%.(185)

3.3.2.2 Biomarcadores bioquimicos no sangue

Enzimas relacionadas com a proteina Tau

As concentracdes da proteina Tau no plasma sanguineo encontram-se, na sua maioria,
abaixo dos limites de detecdo. Nas patologias relacionadas com a Tau, estdo implicadas
alteracOes na funcgdo das proteinas cinases e fosfatases. As cinases que contribuem para a
hiperfosforilacdo da tau, incluem: a glicogénio cinase sintase-3 (GSK-3), cinase
dependente ciclina-5 (cdk5), cinase reguladora afinidade microtibulo (MARK) e a
proteina cinase C (PKC). Por sua vez, a fosfatase 2A contribui para a desfosforilacao da
tau.(186)

Foi demonstrado que a GSK-3 se encontra significativamente aumentada nos
leucdcitos em doentes com DA ou DCL, quando comparados com controlos

saudaveis.(187) Contrariamente, noutros estudos, foram detetados niveis reduzidos de
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GSK-3 em células mononucleares presentes na circulacdo sanguinea periférica, o que
indica uma elevada variabilidade deste biomarcador.(188)

A PKC esté alterada nos fibroblastos, linfécitos e glébulos vermelhos dos doentes de
Alzheimer, 0 que apoia a ideia de que a conformacdo da desta proteina nas células
periféricas pode constituir um biomarcador com bom valor preditivo no diagnostico
precoce da DA.(189)

Apesar disto, atualmente os biomarcadores periféricos associados a proteina tau, nao
tém utilidade no diagnostico da DA.(11)

3.3.2.3 Biomarcadores Imagiol6gicos

Biomarcadores de Imagiologia Estrutural

Em estudos estruturais de RMN, identificam-se areas “chave” de atrofia cerebral, tais
como o lobo temporo-medial, que reflete a perda de volume entorrinal e hipocampal, e 0
cértex cingulado posterior, 0 que conduz a dilatagdo do sistema ventricular e alargamento
dos sulcos corticais (figura 3.3). Em estudos longitudinais, mostrou-se que a aceleragdo
anual da taxa de atrofia hipocampal e as taxas de atrofia cortical e expansao ventricular
sdo bons preditores de progressao de DCL para DA. Na revisao de estudos prévios neste

campo, apuraram-se valores de preciséo entre 56% e 82%.(12)(45)(44)

Controlo Alzheimer

Figura 3.3. Diferencas observadas nas imagens RMN obtidas de um individuo cognitivamente saudavel (controlo) e
de um doente de Alzheimer. Adaptado de Ceedazo-Minguez.(167).
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De acrescentar tambem que outro dos aspetos neuropatoldgicos da atrofia cerebral é que
esta ocorre nas regiGes limbicas e pode ser cortical e/ou central. Isto é relevante para
diferenciar casos de inicio precoce de DA dos de inicio tardio. Nos casos de inicio
precoce, a atrofia cortical € mais pronunciada. Por outro lado, nos casos de inicio tardio,
a atrofia central € mais proeminente. Para além disto, na DA héa aspetos macroscopicos
especificos importantes, como a atrofia dos bulbos e trato olfatério e o encolhimento do
hipocampo com aumento do corno temporal dos ventriculos laterais.(174)

Biomarcadores de Imagiologia Funcional

O FDG (2-Fluoro-2-desoxi-D-glicose) € um marcador imagiologico do metabolismo
de glicose no cérebro na PET (figura 3.4). O mesmo permite identificar os défices de
metabolismo da glicose na regido temporoparietal. Tal défice metabdlico correlaciona-se
com défices neuropsicoldgicos e aumenta com a progressao da doenca, tornando 0 mesmo
um meio mais sensivel de acompanhar a progressao e severidade da doenga.(12) Outros
estudos FDG-PET demonstraram défice substancial no cortex de associacao
temporoparietal e cingulado posterior em individuos com DCL que progrediram

rapidamente para DA.(44)

Controlo Alzheimer

FDG-PET

Figura 3.4. Diferencgas observadas nas imagens FDG-PET obtidas de um individuo cognitivamente saudavel (controlo)
e de um doente de Alzheimer. Adaptado de Cedazo-Minguez.(167)
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Todos estes achados, apesar de ndo serem especificos paraa DA, fornecem evidéncias
acerca do estadio ou severidade da doenca que ndo podem ser dadas pelas medic6es do
péptido AP.(45)

Em estudos comparativos que combinaram diferentes marcadores num modelo de
previsdo de DCL, a FDG-PET, juntamente com os testes de memdria episodica, eram
fortes preditores da transicdo clinica para DA, enquanto os marcadores no LCR
primeiramente refletiam a taxa de declinio cognitivo, independentemente da severidade

da doenca. Conclui-se que FDG-PET tem mais informac&o progndstica.(44)

Tomografia Computorizada por emissio de fotdo Unico (SPECT)

NA SPECT, que mede o fluxo de sangue cerebral, verifica-se uma redugéo do fluxo
sanguineo no cortex temporoparietal nos pacientes com DA. No entanto, este achado
continua ainda em fase de estudo, ndo podendo prever a progressao de casos de DCL para
DA.(45)

3.3.3 Biomarcadores de disfuncéo sinaptica

Nesta patologia, ha perda progressiva da acetilcolina (ACh) do cortex e do hipocampo.
Sugere-se que esta perda esta altamente correlacionada com o declinio cognitivo.(11) As
mudancas bioquimicas associadas ao processo patolégico de DA que indicam a

destruicdo sinaptica e neuronal sao:(174)

e Diminuicéo da atividade de acetilcolinesterase (AChE);
e Diminuicédo dos niveis de ACh, muito importante no processo de memodria;

e Perda da atividade da enzima Colina-O-acetil-transferase.

Estas mudangas atingem o sistema colinérgico da base do cérebro e sdo as primeiras
que aparecem comprometidas na DA.A perda neuronal colinérgica estd diretamente
relacionada com as manifestacfes de DA. Esta ocorre a nivel do nicleo basal de Meynert
(o ponto de partida ascendente do sistema colinérgico), que conduz ACh ao cortex e
hipocampo e atinge 90% da inervacdo.(174) Marcadores colinérgicos vistos em imagens
funcionais permitem também medir a atividade de AChE, a sua ligacdo a recetores
nicotinicos e muscarinicos e o transporte vesicular de ACh. Sugere-se que estes
marcadores sdo mais sensiveis as mudancas precoces no cérebro que o metabolismo de

glucose.(12)
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3.3.4 Biomarcadores Inflamatorios: Citocinas e Quimiocinas

A DA caracteriza-se também pela sobre-expressdo das respostas imunes inatas no
cérebro, resultando em processos inflamatérios que culminando em dano e destruicédo
neuronais.(12) Um processo de inflamagdo cronica estd implicado na cascata
neuropatoldgica da Doenca de Alzheimer (DA). Os componentes inflamatérios na DA
incluem: a microglia, astrécitos, sistema do complemento e varios mediadores
inflamatdrios, nos quais se incluem as citocinas e quimiocinas. A maioria dos estudos da
DA concentram-se na atividade das células neuronais, mas ha indicios que sugerem que
as celulas gliais ttm um papel importante no processo patoldgico da DA, sendo
responsaveis pela degeneracdo neuronal. Neste contexto, foi proposto que as citocinas
secretadas pela microglia, astrocitos e/ou neurénios podem induzir a sintese de certas
proteinas de fase-aguda, tais como a APP. Da mesma forma, foi demonstrado que o
péptido AP ¢é capaz de induzir a expressao da interleucina 1B (IL-1B), TNF-a e IL-6 nos
astrdcitos e microglia em meios de cultura. Entdo, foi estabelecida uma correlacdo direta
entre a neurotoxicidade induzida por AP em condi¢des neurodegenerativas e a producao
de citocinas. (11)

A barreira hematoencefélica (BHE) restringe a troca de solutos polares, tais como a
AP, entre o cérebro e a corrente sanguinea devido a presenca de tight junctions entre as
células endoteliais do cérebro. A presenca da BHE pode interferir com o movimento das
moléculas cerebrais para o sangue periférico, comprometendo a validade dos
biomarcadores. Estudos recentes sugerem um possivel envolvimento das citocinas e
quimiocinas sistémicas na patologia da DA, embora ainda esteja a ser debatido se a
superproducdo de citocinas no cérebro possa contribuir para o conjunto de citocinas
periféricas por transbordamento do CNS ou se as citocinas periféricas possam afetar as

funcOes cerebrais humanas por atravessamento da BHE e interacdo com o CNS.(45)

Citocinas e Quimiocinas periféricas na DA

A IL-1PB encontra-se associada a A} nas placas senis € aumenta a sintese e translagao
de mRNA da APP. A maior parte dos estudos que investigaram o0s niveis no soro e/ou
plasma de IL-1B ndo detetaram diferencas entre doentes de Alzheimer e controlos
saudaveis. Contudo, um estudo com 145 doentes de Alzheimer e 51 controlos verificou

maiores concentracOes desta interleucina em doentes de Alzheimer em comparacdo aos
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individuos saudaveis. Esta discrepancia pode ser explicada pelos baixos niveis de IL-1
no soro de individuos saudaveis, cumulado com a baixa sensibilidade do sistema ELISA
utilizado. Por exemplo, os niveis de IL-1p apenas foram detetados em 13% dos doentes
de Alzheimer e em 2% dos controlos.(190) Da mesma forma, noutro estudo, a maioria
das amostras analisadas tinham niveis de IL-1f abaixo do limite de dete¢do do sistema de
ELSIA utilizado (10 pg/ml).(191)

A IL-6 é uma citocina que medeia respostas imunes e reacdes inflamatdrias que
afetam o crescimento e diferenciacéo celular no SNC, sendo marcadamente induzida sob
condicdes patologicas. Em individuos diagnosticados com “DA provavel” os niveis de
IL-6 no soro correlacionam-se com os seus niveis no LCR e os niveis no LCR de recetores
desta interleucina encontram-se reduzidos em doentes de Alzheimer, sugerindo talvez um
mecanismo de regulacdo compensatorio da ativacao aberrante de IL-6. Varios estudos
reportaram niveis elevados de IL-6 no soro ou plasma de doentes de alzheimer quando
comparados com controlos, enquanto outros estudos foram incapazes de encontrar tais
alteracOes.(12)(192)

A TNF-a parece ser um fator nao-especifico mas significativo no desenvolvimento de
varias doencas neurologicas, incluindo depressao e deméncia. No mecanismo patogénico
da DA, o0 TNF-a ¢ produzido pela microglia ativada, principalmente na resposta aos
péptidos AP40 e AB42 e ao stress oxidativo. E consensual de que os niveis de TNF-a e o
seu recetor aumentam com a idade em individuos saudaveis. Contudo, nos pacientes com
DA os seus niveis estdo diminuidos, comparativamente com o grupo controlo. Num
estudo, verificou-se que as concentracfes no soro deste fator de necrose tumoral se
encontram diminuidas em individuos com deméncia quando comparados a controlos
saudaveis. Acrescenta-se que, os niveis de TNF-a no soro sao significativamente menores
na DA inicial ou moderada quando comparados com a DA severa e deméncia vascular,
sugerindo que existe uma diferenca no perfil desta citocina nos diferentes estadios da DA,
assim como, para diferentes tipos de deméncia.(192)

As quimiocinas sdo uma superfamilia de citocinas quimiotaticas essenciais na
ativacdo e migracdo de leucdcitos em contextos fisioldgicos e patoldgicos. A interleucina-
8 (IL-8), uma quimiocina derivada da miccroglia produzida em resposta a sinais pro-
inflamatorios tais como -amiloide, podem ser importantes no recrutamento da microglia

ativada para areas do cérebro lesadas pela patologia da DA. Nao foram encontradas
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diferencas significativas nos niveis de IL-8 entre controlos saudaveis e doentes de
Alzheimer ou entre os diferentes estadios da DA.(192)

A proteina quimiotatica de monocitos (MCP) é um membro da familia das
quimiocinas que desempenha um papel importante nos processos inflamatérios, incluindo
a aterosclerose e doencas neurodegenerativas. As células microgliais produzem MCP e
estimulam os astrdcitos, que em conjunto participam na degradacdo de péptidos AB. A
regulacdo ascendente de MCP-1 foi demonstrada em doencas neurodegenerativas (tais
como a DA), e existe uma evidéncia que indica que os niveis plasmaticos de MCP-1
podem servir como biomarcadores para monitorizar o processo inflamatério da DA. E
provavel que os niveis de MCP-1 sejam influenciados pela idade, dado que num estudo
da populacéo japonesa foi demonstrada uma correlacao entre a idade e os niveis elevados
de MCP-1. Da mesma forma, o MCP-3 é a quimiocina mais potente capaz de regular os
macrofagos e mondcitos sendo que foi demonstrado que esta tem um papel importante no
recrutamento e manutengdo do infiltrado inflamatério. A MCP-3 é uma das 18 proteinas
sinalizadores no plasma sanguineo que podem ser usadas para discriminar entre doentes

de Alzheimer e controlos com uma precisao de 90%.(192)
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4. Conclusao

Atualmente, os principais biomarcadores da Doenca de Alzheimer encontram-se
divididos em duas categorias, tendo por base a biologia das suas medi¢des. Na primeira
categoria encontram-se os biomarcadores de deposicao da proteina p-amiloide, tais como:
niveis diminuidos de Ap42 no LCR e aumento da deposicdo amiloide identificada na
PET-PiB. Na segunda categoria situam-se os biomarcadores de lesdo neuronal, tais como:
niveis elevados de tau (P-tau e T-tau) no LCR; atrofia das estruturas dos lobos temporais
mesiais (hipocampos) e parietais em RMN; reducdo do metabolismo de glicose no
cérebro, identificado na FDG-PET (em fase de estudo).

Tendo em conta a sua natureza, os biomarcadores do LCR assentam numa
interpretacdo quantitativa, ja os biomarcadores imagiolégicos podem ser interpretados de
ambas as formas, qualitativa e quantitativa. Em vérios casos, os resultados dos
biomarcadores, de acordo com uma interpretacdo qualitativa, irdo ser “positivos”,
aquando da presenca do processo fisiopatologico subjacente a DA, ou “negativos”,
quando o mesmo se encontra ausente. Contudo, em alguns casos, os resultados podem ser
ambiguos ou indeterminados (“falsos positivos” ou “falsos negativos™).

De acordo com o0s mais recentes critérios de diagndstico, propostos pelo National
Institute on Aging-Alzheimer’s Association (NIA-AA), em individuos que cumpram 0s
critérios clinicos principais para a DA, a evidéncia com biomarcadores pode aumentar a
“certeza” de que o processo fisiopatologico caracteristico da DA se encontra na base da
sindrome de deméncia clinica. Contudo, ainda ndo se chegou a um consenso acerca da
utilizacdo dos biomarcadores em andlises de rotina. As razdes mais frequentemente
apontadas para esta limitacdo, sdo: o facto dos critérios clinicos atuais fornecerem um
rigor de diagndstico satisfatdrio na maioria dos doentes; serem necessarios mais estudos
para assegurar que os critérios que incluem o uso dos biomarcadores foram desenvolvidos
apropriadamente; ainda ndo existirem métodos padréo de analise globalmente aceites nem
reprodutibilidade dos resultados obtidos em diferentes laboratérios e, por Gltimo, o facto
do acesso a estes biomarcadores ser limitado. Desta forma, nos dias de hoje, a utilizagédo
de biomarcadores pode ser util em trés circunstancias: estudos de investigacdo dos
mecanismos fisiopatoldgicos inerentes a DA e desenvolvimento de novos potenciais

farmacos; ensaios clinicos (por exemplo, na sele¢do dos diferentes grupos de doentes ou
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monitorizacdo do efeito de novos farmacos) e também como ferramenta adicional de
diagndstico para ser usada se 0 médico assim o entender.

Por outro lado, e apesar da especificidade e sensibilidade demonstradas pelos
biomarcadores do LCR no diagnostico da DA, a sua utilidade em analises de rotina
encontra-se limitada, principalmente, devido ao método de colheita invasivo por pungéo
lombar. Como tal, existe uma necessidade clara de procurar por biomarcadores noutros
fluidos corporais. Embora a saliva e a urina sejam facilmente colhidas e ndo-invasivas, as
analises ao sangue (minimamente invasivos) sdo 0 método gold standard nos laboratérios
de analises clinicas. Contudo, ainda ndo se esclareceu como é gque a concentracdao de
analitos no sangue se correlaciona diretamente as mudancas fisiopatologicas que ocorrem
no cérebro, particularmente no caso da DA.

Por fim, no futuro o principal objetivo dos biomarcadores da DA sera o de facilitar o
diagnostico acurado desta doenca (ou o prognéstico na evolucdo de DCL para DA),
através de um rastreio rapido, econémico e ndo-invasivo da populacéo e numa fase inicial

em que a terapéutica eficaz seja factivel e acessivel.
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