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Sumario

As doencas neurodegenerativas caracterizam-se por apresentar condigdes bastantes
debilitantes, ainda sem cura, que afetam pessoas de todas as idades e resultam numa
degeneracdo progressiva e/ou morte dos neuronios, sendo estas as células responsaveis

pelas func¢des do sistema nervoso.

Nos ultimos anos, tem-se vindo a descobrir uma relacdo entre os metais e a
neurodegeneracdo, porém, os mecanismos pelos quais os ides metalicos (ferro, cobre e
manganés) interferem com a doenca de Huntington e com a esclerose lateral amiotréfica

ainda sdo pouco claros, necessitando de novos estudos e investigacoes.

Contudo, para a manutencdo das funcdes vitais e homeostase de orgdos individuais sao
necessarios niveis adequados de elementos metalicos vestigiais. Estes niveis vestigiais,
apesar de essenciais para a vida, com o excesso de acumulacdo podem tornar-se

altamente toxicos e possivelmente fatais.

Existem ja alguns mecanismos que se pensam estar na base do inicio da progressdo das
doencas abordadas, tais como o stress oxidativo através da libertacdo de espécies

reativas de oxigénio e a agregacdo proteica.

A doenca de Huntington é uma patologia neurodegenerativa, autossémica dominante,
que afeta 0 movimento e conduz a um défice cognitivo e perturbagdes psiquiétricas. E
causada pela expansdo instavel de uma repeticdo do trinucleétido CAG na regido
codificante do gene HD, no braco curto do cromossoma 4. Este gene codifica a proteina
Huntingtina, onde ir4 ocorrer uma mutagdo originando a Huntingtina mutante, levando
deste modo a degeneracdo do estriado e das camadas mais profundas do cortex, sendo

estas seletivamente afetadas durante a progressao da doenca.

A esclerose lateral amiotrofica é uma doenca neurodegenerativa rara, caracterizada pela
perda progressiva da funcdo motora e da capacidade respiratdria, cuja mortalidade se
deve fundamentalmente a repercussdo respiratoria, em estadios mais tardios da doenca.

A primeira evidéncia da doenga é o surgimento da fraqueza simétrica num dos



membros, associada a atrofia progressiva dos masculos. Uma mutacdo no gene que
codifica a superoxido dismutase 1, expressa ubiquamente na eliminacdo de radicais
livres, parece estar na base desta patologia, encontrada em 1 a 9% dos pacientes com

esclerose lateral amiotroéfica.

Sendo estas duas doencas neurodegenerativas raras e pouco estudadas e tendo
repercussdes negativas na salde do individuo, e de extrema importancia a realizacdo de
um diagnostico precoce. Para tal, € necessario que o clinico realize uma boa anamnese,

exame fisico e ainda a execucdo de exames complementares de diagnostico.

Até a0 momento, a maioria das doengas neurodegenerativas, ndo possuem ainda uma
cura, ndo sendo a doenca de Huntington e a esclerose lateral amiotrofica uma excecéo.
O tratamento existente, passa por mecanismos que apenas aliviam a sintomatologia.
Atualmente, os quelantes de metais estdo a ser testados como mecanismos terapéuticos
no combate a acumulagdo do excesso de metais no organismo, diminuindo desta forma
a sua toxicidade. Sdo ainda necessarios mais estudos, porém constituem um avanco na

medicina.

Palavras-chave: Doencas neurodegenerativas; Doenca de Huntington, Esclerose

lateral amiotréfica; Cobre; Ferro; Manganés; Metais toxicos; Metais bioldgicos.
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Abstract

Neurodegenerative diseases are characterized by presenting harmful conditions, still
without cure, afecting all ages and resulting in a progressive degeneration and/or

neurologic death, being these cells the responsible for the neurologic system functions.

In the last years, it has come to discover a link between metals and neurodegeneration,
however, the mechanisms by which metallic ions (iron, copper and manganese) cause
Huntington’s disease and amyotrophic lateral sclerosis are still unclear, needing new

studies and investigation.

In spite of that, in order to mantain individual organs vital functions and homeostasis,
adequated levels of vestigial metallic elements are necessary. These vestigial levels,
however essential to life, with excessive accumulation may become highly toxic and

potencially fatal.

There are a few mechanisms that are probably in the origin of the adressed diseases
progression, as such oxidative stress through reactive oxygen species libertation and

proteic aggregation.

Huntington’s disease is a neurodegenerative pathology, autossomic dominant, which
afects movements and leads to a cognitive defict and psychiatric perturbations. It is
caused by the instable expantion of a CAG trinucleotid repetition in the HD gene
codificant region, in the chromossome 4 short arm. This gene codifies Huntingtin
protein, where a mutation leading to a mutant Huntingtin will occur, resulting in the
striatum and most deep layers of cortex degeneration, that are selectively affected

during the disease progression.

Amyotrophic lateral sclerosis is a rare neurodegerative disease, characterized by the
progressive loss of motor function and respiratory capacity, which mortality is
fundamentally due to respiratory repercution, in the late stages of the disease. The first
symptom is simetric weakness in one of the limbs, associated with a progressive muscle

atrophy. A mutation on the superoxide dismutase 1 codificant gene, expressed on the
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free radicals elimination, is likely to be on the origin of this pathology, found in 1% to

9% of amyotrophic lateral sclerosis patients.

Both of these diseases are rare and poorly studied and both have negative repercussions
in the patient life, so it is of extreme importance the realization of an early diagnosis.
Therefore, a good clinical story is necessary, as also as physical exam and

complementary diagnosis exams.

Up to this moment, most neurodegenerative diseases don’t have a cure yet, and
Huntington’s disease and amyotrophic lateral sclerosis are not an exception. There is
treatment available, consisting in mechanisms that only realive the symptoms.
Nowadays, metal chelators are being tested as therapeutic mechanisms to fight the
excessive metal accumulation on the organism, decreasing, therefore, its toxicity. There

are also needed more studies, as they promote a step foward in medicine.

Keywords: Neurodegenerative diseases; Huntington’s disease; Amyotrophic lateral

sclerosis; Copper; Iron; Manganese; Toxic metals; Biological metals.
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O papel dos metais na doenga de Huntington e na esclerose lateral amiotrofica

l. Introducéo

1.1. Conceitos gerais sobre a doenga de Huntington e a esclerose lateral

amiotrofica

Em 1872, George Huntington publicou uma das primeiras descricdes da doenca de
Huntington (DH), que viria a ter o seu nome. Em toda a sua carreira, fez apenas esta
publicacdo que foi baseada em familias acompanhadas pelo seu pai, que também era
médico (Finkbeiner, 2011).

Contudo, foi apenas em 1993 que a mutacdo genética causadora da doenca foi
descoberta pelo consércio organizado pela Hereditary Disease Foundation. Este grupo
identificou uma expansdo instavel do trinucleotido citosina-adenina-guanina (CAG) na
regido codificante (exdo 1) do gene HD que codifica a proteina Huntingtina mutante
(mHtt), que estaria na base da origem da doenca (Gil-Mohapel, 2011). Quando excede
as 40 repeticOes, a doenga apresenta penetrancia completa que se associam com a
disfuncdo e morte neuronal, predominantemente no corpo estriado, resultando numa

triade de movimento, comportamento e disfuncao cognitiva (Jones, 2016).

A esclerose lateral amiotrofica (ELA) é uma das doencas neuromusculares mais comuns
em todo o mundo (Hayashi et al., 2015). As primeiras descricbes médicas de casos de
ELA remontam a década de 1820, em que o relatério da doenca publicado pelo
neurobiologista e fisico Jean-Martin Charcot de 1874 foi considerado como a primeira
caracterizacdo detalhada da doenca e foi elogiado pela sua perfeicdo e completividade.
Charcot catalogou cuidadosamente as alteracGes fisiologicas em larga escala de
pacientes com ELA, incluindo a fraqueza, progredindo esta para uma paralisia total dos
musculos voluntérios, espasticidade ou rigidez, espasmos nos membros, dificuldades
mecanicas na pronlncia e ao engolir e eventual dificuldade respiratoria, levando deste

modo a morte (Mulligan e Chakrabartty, 2013).

Assim, a ELA caracteriza-se por ser uma doenca neurodegenerativa fatal caracterizada
pela morte seletiva de neurénios motores superiores e inferiores, levando a uma atrofia

muscular progressiva, paralisia e morte. Cerca de 80 a 90% dos casos de ELA ndo
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possuem uma componente genetica ou causa conhecida e sdo denominadas esporadicas.
Os cerca de 10% restantes dos casos de ELA constituem as formas familiares da doenca
e sdo causados por mutagfes numa série de proteinas, entre as quais se destaca a cobre-
zinco superoxido dismutase 1 (SOD1), que representa o exemplo mais bem estudado até

ao momento (Chattopadhyay e Valentine, 2009).

Em ambas as patologias neurodegenerativas, o diagndstico precoce é importante mas
também muito complexo devido a similaridade com outras doencas neurologicas (Kaur
etal., 2015).

Deste modo, é indispensavel a realizacdo de uma cuidada histéria clinica e posterior
realizacdo de exames imagioldgicos. Pode ainda ser necessario a realizacdo de exames
complementares de diagndstico como por exemplo a realizacdo de um teste genético
com recurso a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) no caso da DH e estudos
soroldgicos no caso da ELA (Gasser et al., 2003; Martelli, 2014; Silani et al., 2011).

Até ao momento, ainda ndo existe cura para estas desordens neurodegenerativas,
adoptando-se algumas estratégias de tratamentos para aliviar a sintomatologia e retardar
a progressao das doencas. Acredita-se que a complexicidade dos mecanismos que levam
a neurodegeneracdo contribuem para o insucesso da busca de um tratamento eficaz,
sendo que a maioria das estratégias testadas possuem um mecanismo de acdo restrito
(Gil-Mohapel e Rego, 2011; Martelli, 2014).

1.2. Importéancia dos metais no organismo e fatores que influenciam a inducéo de

toxicidade

Os ides metalicos possuem um papel fundamental nos processos biolégicos, quer de
uma forma estrutural, estabilizando vérias proteinas ou configuraces de &cidos
nucleicos, quer funcional. Os metais tornam-se mensageiros secundarios ou ativam

metaloenzimas (Barnham e Bush, 2014).

Contudo, para a manutencdo das funcdes vitais e homeostase de orgdos individuais sao

necessarios niveis adequados de elementos metalicos vestigiais. Estes niveis vestigiais,
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apesar de essenciais para a vida, com o excesso de acumulacdo podem tornar-se

altamente toxicos e possivelmente fatais (Mitra, 2014).

Para que ocorra a absorcdo e metabolismo dos varios metais, como por exemplo o ferro
e manganés, é necessario um importante transportador de metais divalentes (TMD-1). A
expressao alterada deste transportador pode resultar numa modificacdo da absorcdo de
metais tOXicos e por conseguinte a indugdo de toxicidade do metal (Menon et al., 2015).
H& uma crescente evidéncia de que os metais desempenham um papel crucial na
patogénese de doencas neurodegenerativas. Estas incluem diferentes condicGes
patoldgicas que partilham processos metabdlicos semelhantes, como agregacao proteica

e stress oxidativo, ambos associados ao envolvimento de metais.

O aumento da acumulacdo de metais no cérebro esta associado a um aumento do stress
oxidativo promovido pela capacidade dos metais catalisarem reacgdes redox,
desencadeando deste modo um mecanismo neurodegenerativo (Menon et al., 2015).

O stress oxidativo € definido como uma situacdo na qual a formacdo de espécies
reativas excede significativamente a capacidade de defesa antioxidante e de reparo do
organismo, tendo como consequéncia o aumento de danos de biomoléculas tais como o
acido desoxirribonucleico (ADN), lipidos e proteinas. Estes danos, quando ndo
reparados, acabam comprometendo o normal funcionamento da célula, levando-a a
morte por apoptose ou necrose, desencadeando desta forma um mecanismo

neurodegenerativo (Barbosa et al., 2006).

Existem véarios fatores que alteram componentes do metabolismo do metal,
influenciando assim o papel do metal no corpo e no cérebro. O excesso de metal no
cérebro causa neurodegeneracao e disfuncdo nos neurotransmissores através da inducao
do stress oxidativo. Espécies reativas de oxigénio (ERO) prejudicam varios
componentes de neurotransmissores, acabando por se manifestar como distarbios

psiquiatricos/afetivos (Figura 1).
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Figura 1. Potenciais mecanismos de sobrecarga de metais no cérebro no
desenvolvimento de desordens afetivas e doencas neurodegenerativas (Adaptado de
Menon et al., 2015).

1.2.1. Homeostase do ferro

O ferro (Fe) é um elemento essencial necessario para o desenvolvimento normal das
funcdes cerebrais (Urrutia et al., 2014). E o metal de transicdo mais abundante no corpo
humano, e constitui um componente essencial na formacdo do heme fundamental em
varias funcGes do organismo, incluindo a producdo de energia celular (adenosina
trifosfato, ATP), a sintese de ADN e transporte de oxigénio (Grotto, 2010; Menon et al.,
2015).

O heme ¢ sintetizado em todas as células nucleadas, sendo que a maior quantidade é
produzida pelo tecido eritroide, ficando assim dependente da sintese de hemoglobina
(Hb) nos eritroblastos. Parte da sua sintese ocorre na mitocondria e no citosol, estando
dependente de diversas enzimas para a sua formacgdo. O heme é constituido por um anel
tetrapirrolico com um ido central de ferro (Figura 2). A cadeia respiratoria mitocondrial
é importante na conversdo do ferro férrico (Fe**) em ferroso (Fe**), pois o Fe** é a Unica
forma quimica reconhecida pela ferratoquelase para que seja incorporado no anel
pirrolico na finalizagdo do heme (Grotto, 2010).
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Figura 2. Estrutura do heme (Grotto, 2010).

A deficiéncia de ferro € um dos problemas nutricionais mais comuns, que afeta
populacbes em todo o mundo, mesmo em paises mais desenvolvidos. A manifestacdo
mais comum causada por esta deficiéncia denomina-se por anemia, em que esta
compromete o desenvolvimento fisico e cognitivo das criancas, aumenta a morbilidade
maternal e infantil e reduz a capacidade de trabalho e a resisténcia imunolégica
(Siqueira et al., 2006).

A maior parte do ferro existente no organismo é adquirido e absorvido através da dieta
(Zhang et al., 2016). Para que ocorra a absorcdo do ferro inorganico (Fe"), forma
encontrada nos alimentos de origem vegetal, é necessario a sua reducdo a forma ferrosa
(Fe?*) pela citocromo b duodenal redutase (Dcytb) (Figura 3) (Siqueira et al., 2006).

A absorcdo de metais a partir de fontes dietéticas, apenas é possivel devido a existéncia
de um importante transportador de ferro, TMD-1, presente na superficie apical da
célula, proporcionando quantidades suficientes de nutrientes e metais individuais no
organismo (Menon et al., 2015). A absorcdo ocorre a nivel intestinal, estando 0 TMD-1
localizado na superficie luminal das membranas dos enterdcitos duodenais (Siqueira et
al., 2006).

No cérebro, a expressdo do TMD-1 é mais elevado nos neurdnios do estriado e cerebelo.
O transporte de metais através da barreira hematoencefalica (BHE) € o primeiro passo
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na regulacdo da absorcdo dos metais no sistema nervoso central (SNC), bem como na

manutencdo dos niveis adequados das suas concentragdes (Menon et al., 2015).

O transporte do ferro ocorre entre os locais de absor¢do, armazenamento e utilizacéo,
através de uma glicoproteina plasmatica denominada transferrina (Tf), que se liga
firmemente e de forma reversivel ao ferro. A Tf é reconhecida por recetores de
membranas celulares especificos (TfR), importantes para a captacdo de ferro pelas
celulas. Apo6s a libertacdo intracelular do complexo Tf-TfR, o ferro penetra em

compartimentos funcionais ou fica armazenado na ferritina (Siqueira et al., 2006).

O principal exportador do ferro da célula para o plasma é a ferroportina (FPN), sendo
este o Unico mecanismo de efluxo do ferro. Como a Tf tem grande afinidade para o
ferro na forma férrica, o Fe®* exportado pela FPN deve ser oxidado para Fe**. A oxidase

hefaestina é responsavel por essa conversao (Figura 3) (Grotto, 2010).

A absorcdo do ferro heme é feita pela proteina transportadora do heme-1 (HCP1),
localizada na membrana apical das células do duodeno. O heme liga-se & membrana dos
enterdcitos duodenais e a proteina transportadora atravessa intacta a membrana
plasmatica, importando o heme extracelular que se ird ligar a membrana das vesiculas
no citoplasma da célula. No interior da célula, o ferro é libertado pela protoporfirina
pela heme oxigenase (HO) e apos ser libertado, fara parte do mesmo compartimento do
ferro ndo heme (Figura 3) (Grotto, 2010).
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Figura 3. O enterdcito e as proteinas envolvidas na absor¢do do ferro (Grotto, 2010).

O corpo humano possui a capacidade de regular o contetdo de ferro através da proteina
globular ferritina, que armazena o ferro ndo utilizado para assim proteger a célula de
efeitos toxicos, através da formacdo de ERO, evitando a reacdo aleatéria com moléculas
de O, (Zhang et al., 2016). O ferro pode ser potencialmente prejudicial, quando em

excesso, devido a consequente producdo de ERO pela reacao de Fenton:

Fe?* + H,0, + HY ——> Fe** + HO- + H,0 (1)

Fe* +H,0, —> Fe*" HOO- +H" )

Existem enzimas como a catalase e a glutationa que mantém os niveis de produtos
toxicos reduzidos, convertendo-os em produtos menos téxicos e numa grande
quantidade de peréxido de hidrogénio (H.O,) endégeno. Contudo, o Fe?* pode ser
oxidado pelo H,O, enddgeno, resultando na producdo de dois radicais de oxigénio
diferentes (Muller e Leavitt, 2014).

O radical hidroxilo originado através do stress oxidativo, € considerado uma das
espéecies mais reativas geradas nos sistemas bioldgicos. Esta molécula induz danos
irreversiveis no ADN, &cido ribonucleico (ARN), proteinas e lipidos (Urrutia et al.,
2014).
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Embora a ferritina seja uma proteina de armazenamento de ferro, 0 seu aumento sugere
uma maior disponibilidade para causar danos, atraves duma combinacdo de um aumento
do transporte de ferro para o cérebro, efluxo reduzido a partir de células, ou a
redistribuicdo de outros compartimentos (isto €, alteracdo da homeostasia no cérebro)
(Rosas et al., 2012).

No cérebro, o ferro é o segundo metal mais abundante, a seguir ao zinco, e é essencial
para a mielinizacdo. Para além da ferritina, o ferro esta presente no cérebro ligado a
varios transportadores, € um cofator para muitas metaloproteinas e serve como cofator
para enzimas indispensaveis envolvidas no metabolismo e sintese de neurotransmissores
(Menon et al., 2015).

As enzimas envolvidas na sintese de neurotransmissores, que possuem ferro como um
grupo prostético, sdo alvos reconhecidos da deficiéncia de ferro. Estas enzimas sdo a
monoamina oxidase (MAO) A e B envolvidas no catabolismo da dopamina (Figura 3A),
a triptofano hidroxilase necesséria para a sintese da serotonina (Figura 3B), a tirosina
hidroxilase necessaria para a sintese de dopamina (Figura 3C) e a glutamato
descarboxilase envolvida na sintese do acido y-aminobutirico (GABA) (Figura 3D)
(Urrutia et al., 2014).
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Figura 3A. Catabolismo da dopamina através das enzimas MAO A e B.
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Figura 3B. Sintese da serotonina através da enzima triptofano hidroxilase.
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Figura 3C. Sintese da dopamina através da enzima tirosina hidroxilase.
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Figura 3D. Sintese do GABA através da enzima glutamato descarboxilase.

Qualquer aumento da exposicdo de ferro a biomoléculas celulares poderia facilmente
potencializar a neurodegeneracdo, e de facto ha uma extensa evidéncia do aparecimento
de danos oxidativos precoces de proteinas, lipidos e acidos nucleicos no cérebro de
doentes com a DH. Mesmo pequenas elevagdes de metais podem levar a um aumento
do stress oxidativo celular através de reacdes redox, levando a varias consequéncias

negativas para o metabolismo energético, podendo mesmo afetar a transducdo de sinal e

9
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a transcricdo do gene e resultar em danos no ADN e, eventualmente, na morte celular
(Rosas et al., 2012). Em suma, acumulacdes anormais de ferro no cérebro,
possivelmente devido a inexisténcia de uma homeostasia, poderdo conduzir a

neurodegeneracdo (Zhang et al., 2016).
1.2.2. Homeostase do manganés

O manganés (Mn) é um dos elementos mais abundantes que existe naturalmente na
crosta terrestre, ndo surgindo desde logo no seu estado puro. Oxidos, carbonatos e
silicatos definem os minerais mais importantes que contém manganés. Este metal existe
em vérias formas quimicas, estados de oxidacdo (Mn?*, Mn**, Mn**, Mn®e Mn"), sais
(sulfato, cloreto e gluconato) e quelatos (aspartato, fumarato, succinato) (Farina et al.,
2012).

A fonte primaria de manganés para a populacdo humana é, em geral, através da dieta. A
ingestdo media é estimada entre 0,9-10 mg de manganés por dia, porém so cerca de 3-
5% de manganés ingerido é absorvido, sendo o resto excretado nas fezes. Os alimentos
com niveis de manganés superiores a 30 mg /kg sdo os grdos, arroz e nozes (Farina et
al., 2012).

O manganés é necessario para uma funcdo imunitaria adequada, regulacdo do aclcar no
sangue e energia celular, reproducéo, digestdo, formacao do tecido conjuntivo e 6sseo,
defesa contra as ERO e para a manutenc¢do da fungdo normal do cérebro (Madison et al.,
2012; Horning et al., 2015). O manganés constitui um micronutriente essencial no

cérebro, especialmente nos ganglios basais (Menon et al., 2015).

Os efeitos benéficos de manganés ocorrem devido a incorporacdo do metal em
metaloproteinas. As metaloproteinas que contém manganés incluem as oxirredutases,
transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases. O manganés esta incorporado em
metaloenzimas tais como a arginase, glutamina sintetase, piruvato carboxilase, e
enzimas SOD, estando estas dependes do manganés para o seu funcionamento (Madison
et al., 2012; Horning et al., 2015). Deste modo, este metal funciona como um cofator de

varias enzimas neccessarias para a funcdo neuronal e glial das células, assim como

10
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enzimas envolvidas na sintese e metabolismo de neurotransmissores (Kwakye et al.,
2011).

Para assegurar a funcdo bioldgica e evitar a toxicidade € necessaria uma regulacao

homeostatica apropriada dos niveis de manganés (Tidball et al., 2014).

O transporte de manganés e ferro esta intimamente relacionado (Menon et al., 2015).
Ambos sdo metais de transicdo de primeira linha com massas atomicas semelhantes e
com raios e estrutura de electrdes idénticos, permitindo assim mecanismos de transporte

compartilhados (Horning et al., 2015).

Alguns transportadores de ferro medeiam a captacdo de manganés, incluindo o TMD-1,
TfR1 e FPN. A importancia do TMD-1 no transporte de manganés foi observado na
deficiéncia de manganés em ratos do Belgrado e demonstrou que a absorcdo de
manganés em astrdcitos ocorreu via TMD-1 e era dependente da quantidade de ferro.
Embora a afinidade do TMD-1 intestinal para 0 manganés seja relativamente alta, o
transporte de manganés através do TMD-1 para o cérebro tem sido posta em causa
(Menon et al., 2015). Por conseguinte, as concentragdes de ferro alteradas tém mostrado
um papel influenciador na quantidade de manganés absorvido (Horning et al., 2015).

1.2.3. Homeostase do cobre

O cobre (Cu) é um dos diversos ides metalicos necessarios para as fungdes essenciais do
organismo. Esta presente em todo o cérebro e encontra-se mais proeminente nos
ganglios basais, hipocampus, cerebelo, numerosas membranas sindpticas e em corpos
celulares dos neurénios piramidais corticais e cerebelares granulares (Desai e Kaler,
2008).

Este metal é crucial em reacGes de transferéncia de eletrfes, numa série de enzimas
envolvidas em atividades como a defesa antioxidante e biossintese de
neurotransmissores, constituindo assim um importante co-fator para numerosas
enzimas, desempenhando um papel importante no desenvolvimento do SNC (Desai e
Kaler, 2008; Hands et al., 2010). As enzimas que dependem do cobre para executarem

as suas fungdes incluem a tirosinase, importante na sintese de melanina; cobre-zinco
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SOD, na desintoxificacdo do ido superdxido; ceruloplasmina, no transporte do cobre no
plasma; hefaestina, que promove o efluxo de ferro nos enterdcitos; dopamina [-
hidroxilase (DBH), que cataliza a conversdo da dopamina em noradrenalina e a
citocromo c¢ oxidase (CCO) essencial no transporte de electrbes na mitocondria
(Scheiber et al., 2014).

Apesar das funcBes essenciais do cobre, um excesso deste metal pesado poder-se-a
tornar toxico, principalmente devido a sua capacidade reativa com o oxigénio molecular

que conduz a formacgéo de ERO (Hands et al., 2010).

A producdo de radicais livres ocorre por meio da reaccdo de Haber-Weiss,
H,O, + 02© —> 0, +HO + HO

que resulta em danos mitocondriais, quebra do ADN e lesdo neuronal (Desai e Kaler,
2008).

Portanto, o transporte e compartimentalizacdo do cobre sdo altamente regulados,

envolvendo transportadores e chaperonas de cobre (Hands et al., 2010).

O cobre existente no cérebro é derivado do cobre periférico, em que este é transportado
através da BHE e /ou da barreira sangue-fluido cerebrospinal (BCB), que separam o
espaco intersticial cerebral do sangue e do fluido cerebrospinal (CSF), respetivamente.
Em ambas as barreiras de cobre, este é transportado essencialmente na forma de ido

livre (Figura 4).

Sangue | BHE | Parénquima cerebralé Sangue
Cu
K? . c
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Figura 4. Absorcédo e efluxo do cobre atraves das barreiras do cérebro (Adaptado de
Scheiber et al., 2014).
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A BHE representa a principal via de transporte do cobre a partir da circulacdo sanguinea
para o parénquima cerebral, onde é utilizado e subsequentemente libertado para o0 CSF

através do liquido intersticial cerebral (Scheiber et al., 2014).

O cobre € transportado do sangue para as células cerebrais por meio de um
transportador de cobre (CTR1), localizado no lado apical e libertado para o parénquima
cerebral através de uma ATPase, a ATP7A (Scheiber et al., 2014).

O excesso de cobre é libertado a partir de células do cérebro para o CSF, onde ¢
absorvido pelas células epiteliais polarizadas do plexo cordide que formam a BCB. Por
sua vez, o cobre pode ser absorvido por essas células ou fica armazenado para o
transporte potencial em CSF por uma ATPase (ATP7B) ou ¢é libertado para o sangue
pela ATPase (ATP7A) (Scheiber et al., 2014).

O cobre entra na célula através do transportador CTR1, localizado na membrana

plasmatica, e liga-se a metabolitos tiol, incluindo a glutationa (GSH) (Figura 5) (Hatori

e Lutsenko, 2016).
E1 E2 %
ATP ADP

Figura 5. Metabolismo do cobre intracelular em células cerebrais. As setas representam
as rotas do trafico de cobre intracelular, sendo que as rotas alternativas (transferéncia
direta do CTR1 para as chaperonas de cobre) séo indicadas por setas a tracejado
(Adaptado de Hatori e Lutsenko, 2016).
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Em condicdes fisioldgicas, as células contém menos de um ido livre de cobre celular.
Esta concentracdo extremamente baixa é mantida através da ligagdo do cobre em
metalotioneinas (MTs) e GSH (Scheiber et al., 2014). O tripeptido GSH esta presente
em concentracbes milimolares nas células e é importante na desintoxicacdo de
peréxidos e ERO, assim como na regulacéo e sinalizacdo redox intracelular. A GSH
possui a capacidade de formar complexos estaveis com Cu®, mesmo na presenca de
oxigénio (Scheiber et al., 2014). O complexo Cu-GSH é considerado como o principal
contribuinte no armazenamento permutavel de cobre citosolico. De acordo com esta
funcdo, estudos in vitro demonstraram que o Cu-GSH ¢é capaz de transferir o cobre para

as MTs, armazenando-o (Scheiber et al., 2014).

As MTs sdo proteinas de baixo peso molecular ricas em cisteina que possuem um papel
importante na homeostase do cobre, entre as quais se incluem a desintoxicacdo de ides
metalicos ndo essenciais, neuroproteccdo, manutencdo do potencial redox tiol
intracelular e ajuda na regulacdo da proliferacdo celular. Estas possuem ainda a
capacidade de armazenar o cobre citosolico, permitindo estabelecer um metabolismo
normal de cobre, e servem como reservatorio em caso de défice de cobre (Scheiber et
al., 2014).

Porém, a expressdo de MTs é induzida por um excesso de cobre, em que sdo capazes de
estabelecer uma ligacdo celular com o cobre em excesso, armazenando-0 num complexo
Cu-MT. Um aumento do conteddo de MT celular confere uma resisténcia contra a
toxicidade induzida pelo cobre (Scheiber et al., 2014).

No cérebro, as chaperonas de cobre sdo conhecidas por distribuir o cobre no citosol,
para a via de secrecdo e para as mitocondrias (Hatori e Lutsenko, 2016). Existem
diferentes chaperonas de cobre citosolicas, entre as quais se destacam a chaperona de
cobre antioxidante (Atox1), chaperona de cobre para a SOD1 (CCS) e as chaperonas de
cobre para a CCO, Cox17, SCO1 e SCO2, em que todas competem com o complexo
Cu-GSH e medeiam o cobre para os seus compartimentos-alvo especificos (Hatori e
Lutsenko, 2016).

Atox1 foi a primeira chaperona de cobre a ser descoberta, que fornece o cobre a via

secretora (Hatori e Lutsenko, 2016). Esta liga-se e transfere o Cu™ para os dominios de
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ligacdo de metais N-terminal (MBDs) dos transportadores do tipo ATPases, 0 ATP7B
que serve como mediador no transporte de cobre dependente de energia, para o limen
do complexo de Golgi, para futura sintese de neurotransmissores (Scheiber et al., 2014).
O cobre dissocia-se do lumen e é incorporado em varias enzimas dependentes de cobre,
incluindo a ceruloplasmina (CP), a DBH, entre outras oxirredutases (Hatori e Lutsenko,
2016).

As mitocondrias requerem o cobre para a maturacdo da CCO, que catalisa a reacéo
terminal da cadeia respiratdria e estd inserida na membrana mitocondrial interna. A
transferéncia do cobre para a CCO é facilitada por comportamentos combinados de
chaperonas de cobre Cox17 e SCO1/2. A Cox17 é uma metalochaperona sollvel,
localizada tanto no citosol como no espaco intermembranar das mitocondrias, enquanto
a SCO1 e a SCO2 sdo proteinas homdlogas membranares (Hatori e Lutsenko, 2016).
Dados recentes sugerem que SCO1 recebe o cobre a partir da Cox17 na reagédo acoplada
ao transporte de eletrfes e, em seguida, liberta o cobre para a CCO através de interacdes
especificas proteina-proteina. A SCO2 também recebe o cobre a partir da Cox17 mas
atua como uma oxidorredutase. Curiosamente, a ligacdo do cobre a SCO2 facilita em

grande parte a reaccdo redox (Hatori e Lutsenko, 2016).

Um fendmeno um pouco semelhante é observado para a CCS. A SODL recebe 0 seu co-
fator de cobre predominantemente da CCS, embora em células humanas a GSH pode
substituir a CCS (Hatori e Lutsenko, 2016).

1.3. Metodologia

A revisdo bibliogréfica foi realizada entre Outubro de 2015 e Julho de 2016, com base
na pesquisa de informagdo nos motores de busca PubMed, b-On, Scielo e Science
Direct, compreendidas entre 0 ano de 1999 e 2016. Foram utilizados 67 artigos. Foi
ainda realizada uma pesquisa no livro “ Bradley’s Neurology in Clinical Practice”. De

referir, ainda, a utilizagcdo da base de dados do Infarmed.

As palavras-chave usadas na pesquisa bibliografica foram “Huntington’s disease”,
“Doenga de Huntington”, “Neurodegenerative disorders”, The role of iron in

neurodegenerative disorders”, “The role of cooper in neurodegenerative disorders”,
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“Treatment of neurodegenerative disorders”, “Metal toxicity in neurodegenerative
disorders”, ”Biological metals in neurodegenerative disorders”, “Amyotrophic Lateral
Sclerosis”, “ALS”, “esclerose lateral amiotréfica”, “SODI”, “Riluzole”, “cooper”,

“iron”, “manganese”’, “mitochondrial dysfunctions”.
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I1. Doenca de Huntington

2.1. Caracterizacao da doenca de Huntington

A DH define-se como um distarbio neurodegenerativo de origem hereditaria, causado
pela expansao instavel de uma repeticao do trinucleétido CAG (> 35 CAGS) na regido
codificante do gene HD, também designado 1T15 no brago curto do cromossoma 4. Este
gene codifica a Htt, que é uma proteina que se caracteriza por possuir um tamanho
elevado (aproximadamente 350 kDa) e que € marcadamente conservada e expressa no
organismo (Raymond et al.,, 2011). O gene IT15 quando traduzido em proteina
provocara a formacao de uma sequéncia de longa extensdo de poliglutamina (poliQ) que

particularmente levara a sua agregacdo (Barnham e Bush, 2014).

Quando ¢é atingido um determinado comprimento da extensdo da sec¢do de repeticdes
do trinucledtico CAG, produz-se a mHtt, que difere da forma ndo mutada por
desempenhar funcBes celulares diferentes, estando na base da etiologia da patologia
abordada (Figura 6) (Walker, 2007).

(CAG)n

wfPp > 60 inicio juvenil

_’ inicio adulto da doenca de Huntington
_’ 36-40 penetrincia incompleta

Gene Huntingtin
——’ 29-35 pré-mutacio L L IINETAR

-67 exdes
~—» 5-29 normal

-cromossoma 4

Transcricdo

Huntingtina

’ -350kDa

NH,

Translacdo

Figura 6. Representacdo do gene huntingtina e o impacto da extensdo da repeticéo
poliQ no inicio da DH. O gene huntingtina é transcrito e traduzido numa proteina de
350 kDa (Adaptado de Rego e Almeida, 2005).
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A Htt é amplamente expressa, sendo que as suas concentracbes mais elevadas sdo
encontradas nos testiculos e cérebro. A nivel cerebral, a Htt expressa-se
maioritariamente no neocortex, cortex cerebral, hipocampus e corpo estriado. Dada a
sua localizacdo subcelular, esta proteina apresenta varias funcdes celulares a nivel do
citoplasma e do nucleo, 0 que deduz a sua interaccdo com numerosas proteinas
envolvidas na expressdo do gene, transporte intracelular, metabolismo e sinalizagéo
intracelular (Borrel- Pages et al., 2006). A Htt é deste modo uma proteina indispensavel
por possuir propriedades anti-apoptoticas, prevenindo a morte celular programada.
Estudos em ratinhos demonstraram que a Htt é necessaria para o desenvolvimento
embrionario normal e neurogénese, uma vez que a sua auséncia esta relacionada com a

morte embrionaria (Borrel- Pages et al., 2006).

A proteina mutante é expressa de forma ubiqua em todo o organismo, porém, a morte
celular surge em areas especificas do cérebro, particularmente no estriado e no cortex
(Gil-Mohapel et al., 2011). Assim, quando mutada, conduz & formacdo de corpos de
inclusdo intracelulares, alteracbes no transporte celular, alteracdes na transcricdo e
apoptose que acarreta lesdes em varios tecidos, em particular no cérebro, onde provoca

a atrofia dos ganglios da base (Martelli, 2014).

A mutacdo referida causa a elongacdo da glutamina, junto da amina terminal e a sua
prevaléncia é de aproximadamente 4 a 10 casos por 100.000 na populacdo europeia
ocidental. Contudo, ha um risco elevado de existirem muitos mais individuos que

possam ter herdado o gene mutante (Raymond et al., 2011).

A expansao repetida do trinucle6tido CAG no gene que codifica a Htt mostra uma forte
correlacdo negativa com a idade de inicio dos sinais motores (Lee et al., 2012).
Populagdes ndo afetadas pela doenca apresentam 11 a 34 repeticGes de trinucle6tidos,
enquanto os individuos afetados codificam tipicamente 42 a 66, em que estes
apresentam um maior nimero de cépias repetidas, correlacionado mais cedo o inicio da
doencga (Tabela 1) (Smith et al., 2016).
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Tabela 1. Classificacdo do risco de transmissdao da DH com base no numero de
repeticdes CAG (Gil-Mohapel et al., 2011).

Niimero de Risco de Transmissio para . )
Repeticies CAG a Descendéncia gho da Docaga
<28 Nio hd transmissio Nio hd manifestacio da doenga
28-35 Intermedidrio (no caso da ocorréncia de Nio hd manifestacio da doenga
mutaghes que levam a um aumento do
niimero de CAGs na descendéncia)
35-40 Penetrincia incomplera Passibilidade de vir a manifestar a doenga

. . i
ou inicio mais tardio

40-50 Penetrincia completa A doenca é manifestada na idade adulta

=50 Penetrincia completa A doenga é manifestada precocemente
(durante o periodo juvenil)

A DH é uma doenca de manifestacdo lenta, apesar de poderem ocorrer manifestacoes
em jovens, quando a repeticdo do coddo CAG excede as 60 repeticbes, sendo que se
podem verificar episodios epilépticos em criancas pequenas (Raymond et al., 2011).
Nos pacientes juvenis a sintomatologia € consideravelmente diferente, sendo
caracterizada por bradicinésia, tremores, rigidez e distonia, e a coreia pode mesmo estar
ausente (Gil-Mohapel et al., 2011). Esta patologia neurodegenerativa progressiva surge,
normalmente, em individuos com idades compreendidas entre os 35 e 42 anos. A
doenca progride ao longo do tempo e torna-se fatal 15 a 20 anos ap6s o aparecimento
dos primeiros sintomas (Gil-Mohapel et al., 2011). Esta doenca afeta ambos 0s sexos
com a mesma frequéncia de forma autossémica dominante (Borrel-Pages et al., 2006;
Smith et al., 2016). Atualmente ainda ndo se descobriu a cura, porém para tentar
diminuir a progressao da doenca tém-se utilizado farmacos paliativos (Raymond et al.,
2011).

2.1.1. Fisiopatologia
A DH apresenta diversos sintomas como perturbacdes motoras, défice cognitivo e
alteracOes psiquiatricas. Dentro destes, a sintomatologia mais conhecida manifestada

por esta patologia caracteriza-se por um excesso de movimentos motores

descoordenados, chamados de coreia, e distarbios de marcha (Walker, 2007).
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Os primeiros sinais da patologia sdo subtis, como movimentos inquietos dos dedos das
maos e dos pés durante um periodo de stress ou durante a marcha, dificuldades na
resolucéo de problemas, irritabilidade e depressdo (Martelli, 2014). Em alguns casos o
défice das funcbes cognitivas pode ser detectado décadas antes do aparecimento dos

sintomas motores (Gil-Mohapel et al., 2011).

As alteracGes motoras, associadas a perda de coordenagdo dos movimentos voluntérios,
progridem de forma lenta. Os movimentos involuntarios dos masculos tornam-se mais
graves e 0s pacientes perdem gradualmente a capacidade para se moverem e,
eventualmente, de comunicarem. Os estddios mais avancados da doenca sdo também
caracterizados por bradicinésia (isto é, lentiddo anormal dos movimentos voluntarios) e

rigidez severa (Gil-Mohapel et al., 2011).

As alteragBes cognitivas sdo encontradas em praticamente todos 0s pacientes e
aparecem precocemente no sentido da doenca. O comprometimento principal é o da
funcdo executiva, incluindo o planeamento e julgamento precarios, comportamento
impulsivo, desorganizacdo, défice psicomotor, apatia, falta de cuidados pessoais e perda
de iniciativa (Martelli, 2014). Ao longo da progressao da doenga, as dificuldades no
discurso progridem mais rapidamente que a dificuldade na compreensdo (Walker,
2007). Estas alteracdes cognitivas tendem a piorar ao longo do tempo com a progressao
da doenca, podendo os doentes com DH, numa fase tardia, apresentar deméncia severa
(Martelli, 2014).

Ao contrario da cognicdo, 0s sintomas psiquiatricos e comportamentais surgem com
alguma frequéncia, mas ndo mostram uma progressdo gradual com a gravidade da
doenca. As manifestacGes neuropsiquiatricas mais comuns sdo depressdo, ansiedade,
irritabilidade e apatia (Finkbeiner, 2011). Pensamentos suicidas e tentativas de suicidio
sdo0 mais comuns que na populacdo em geral. Estima-se que seja aproximadamente 5-
10% o suicidio e mais de 25% a forma tentada, representando a terceira causa de morte.

Sintomas maniacos e psicoticos também se podem desenvolver (Walker, 2007).

A principal causa de morte dos pacientes ocorre, geralmente, devido a complicacfes
respiratorias infeciosas ou cardiovasculares (Gil-Mohapel et al., 2011). Estudos in vitro

com modelos de pré-sintomaticos nos estadios iniciais (grau 1), os pacientes ndo
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mostraram alteracdo/reducdo no estriado ou nos complexos corticais I-1V, indicando
que a afecdo respiratéria resulta de um avanco tardio no desenvolvimento da doenca
(Rosas et al., 2012).

2.1.2. Neuropatologia

Nas fases sintomaéticas iniciais da DH, o cérebro pode ser livre de neurodegeneracao.
No entanto, a evidéncia de disfuncdo neuronal é abundante, mesmo em individuos
assintomaticos (Walker, 2007).

Os neurdnios corticais apresentam diminuicdo da coloracdo de fibras nervosas,
neurofilamentos, tubulina e da proteina associada ao microtubulo-2 (MAP-2) e
diminuicdo da concentracdo da complexina 2. Estes elementos estdo associados com a
funcdo sinéptica, a integridade do citoesqueleto e o transporte axonal, sugerindo um
papel importante para a disfuncéo cortical na patogénese da doenca (Walker, 2007).

Neuropatologicamente, a DH ¢ caracterizada, primeiramente, pela perda neuronal
gradual do corpo estriado (ndcleo caudado e putamen) e do cortex. No entanto, muitos
outros nucleos sdo também afetados, incluindo o globo pélido, talamo, hipotalamo,

nucleo subtalamico, substancia negra e cerebelo (Raymond et al., 2011).

Foi desenvolvida uma escala de avaliacdo dos diferentes estadios patolégicos utilizada
para determinar a severidade da degeneracdo na DH. Esta escala permite classificar a
doenca em 5 graus (0 a 4), associados a diferentes graus de gravidade neuropatoldgica,
baseada nos padrdes de degeneracdo estriatal observados em tecido post-mortem (Gil-
Mohapel et al., 2011; Martelli, 2014).

O grau de atrofia estriatal também se correlaciona com a degeneracdo de estruturas
cerebrais ndo-estriatais, sendo que nos graus 1 e 2, estas estruturas encontram-se
geralmente preservadas ou apresentam apenas uma atrofia ligeira. Nos graus 3 e 4, o
cortex cerebral (particularmente as camadas Ill, V e VI), o globus pallidus, talamo,
nacleo subtaldmico, substancia negra, substancia branca e cerebelo poderdo também
estar afetados (Figura 7) (Gil-Mohapel et al., 2011; Martelli, 2014).
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Figura 7. Estruturas estriatais e ndo estriatais afetadas na DH (Martelli, 2014).

A especificidade da morte do corpo estriado na DH ainda ndo esta muito bem
compreendida (Borrel- Pages et al., 2006). Os neurdnios espinhosos médios constituem
90 a 95% de todos os neurdnios do estriado, em que estes pertencem aos ganglios da
base, e utilizam o GABA como neurotransmissor inibitorio principal, bem como
neuropéptidos especificos. Estes neurénios GABAérgicos sdo os mais afetados e a sua
degeneracdo ocorre progressivamente (Raymond et al., 2011). A perda do efeito
inibitdrio causada pela morte desses neurdnios tem sido diretamente associada aos
movimentos involuntarios caracteristicos da doenca (Martelli, 2014). O corpo estriado
também contém um numero de componentes moduladores incluindo as projeccdes de
dopamina e colinérgicos ou entradas GABAérgicas de interneurdnios do estriado, em
que estes elementos constituem a base do microcircuito do estriado, um microcircuito

que é fortemente perturbado na DH (Raymond et al., 2011).

A perda significativa de neuronios € também relatada no cortex cerebral de pacientes,
incluindo as regides frontal, parietal e temporal, apesar dessas alteracGes serem menos
marcantes do que as observadas no estriado (Martelli, 2014). No cdrtex, as camadas Ill,
V e VI sdo as ultimas a degenerar. A morte neuronal do corpo estriado, numa fase tardia
da doenga, pode levar a défices que surgem anos depois do momento de aparecimento
da doenca. Estes estdo associados a disfungédo sinaptica e celular que ocorre no cortex

(Raymond et al., 2011). Avanc¢os nas técnicas imagioldgicas cerebrais mostraram
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alteracdes no desenvolvimento cognitivo, défice de atencdo, memoria e execucdo de

funcbes (Raymond et al., 2011).

2.1.3. Mecanismos de neurodegeneracgao

A repeticdo da expansédo de cadeias poliQ esta na base da DH, porém os mecanismos de
toxicidade, ou seja, a relacdo entre os agregados de mHtt e a patologia, ndo séo
completamente compreendidos (Muller e Leavitt, 2014). Estudos revelaram que
expansdes de poliQ conferem a proteina propensao a agregar-se, em que a sua taxa de
agregacdo aumenta drésticamente com o aumento da expansdo. Acredita-se que a
expansdo da poliQ confere uma fungdo toxica a Htt (Finkbeiner, 2011). O efeito toxico
da mHtt pode entédo revelar-se e originar a doenca. A clivagem proteolitica de mHtt gera
péptidos curtos com elevado potencial de agregacdo e quando localizada no nucleo,

estes agregados ricos em poliQ tornam-se citotoxicos (Smith et al., 2016).

Duas importantes caracteristicas neuropatoldgicas caracterizam-se pela acumulacao
nuclear de Htt mutante designada por inclusGes nucleares intraneuronais (INNs) e a
formagdo de agregados proteicos em neurites distroficas nos neurénios estriatais e
corticais (Gil-Mohapel et al., 2011).

O aparecimento de INNs correlacionam com o aparecimento de défices
comportamentais e a carga global de INNs correlacionam com a severidade dos
sintomas (Finkbeiner, 2011).

Os agregados, ou simplesmente, corpos de inclusdo (IBs) localizam-se no corpo
estriado, cortex cerebral, cerebelo e na medula espinal (Arrasate et al., 2012). Os IBs de
mHtt foram também descritos no citoplasma, em especial na area perinuclear e em
dendrites, sendo que os IBs dendriticos sdo os mais comuns (Finkbeiner, 2011). Foram
também localizados noutros compartimentos celulares, no ndcleo e no reticulo
endoplasmatico (Ciechanover et al., 2014). IBs contendo Htt mutante, particularmente
em regides do cérebro afetadas, providenciou uma prova priméaria de que a DH esta
fundamentalmente associada ao mau enrolamento e eliminacdo inadequada das
proteinas (Finkbeiner, 2011).
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Contudo, o papel dos IBs na DH ¢é bastante controverso. Alguns autores consideram que
os IBs poderiam ser uma causa direta da doenga, enquanto outros acreditam que néo
estabelecem uma relacdo com o seu préprio mecanismo ou até mesmo poderiam ser um

mecanismo de desintoxicacdo da célula (Rego e Almeida, 2005).

Um sistema de microscopio automatizado permitiu rever o papel dos I1Bs na DH.
Admiravelmente, os neuronios do corpo estriado que formaram IBs possuiram um
menor risco de morte, tendo sobrevivido melhor que neurdnios sem IBs. Apds 24 a 48
horas da formacédo de IBs, os niveis de difusdo de Htt mutante reduziram para niveis
quase de linha de base, juntamente com o risco de morte. Portanto, os IBs foram
propostos para atenuar os efeitos de Htt mutante difusa, sequestrando-a, diminuindo
desta forma a sua atividade quimica e/ou, eventualmente, redobrando-a huma forma

mais inerte (Finkbeiner, 2011).

Assim, a formacdo de IBs pode ser uma resposta benéfica, util na melhoria da
toxicidade. Na verdade, para os neuronios que formam IBs, o risco de morte, que esta
altamente correlacionado com os niveis de mHtt difusa antes da formacéo de IBs, torna-
se substancialmente independente dos niveis. A descoberta sugere que a formacdo de
IBs marca um novo estado adaptado para o neurdnio (Arrasate et al., 2012).

2.1.4. Mecanismos de eliminacdo de corpos de inclusdo

A eliminacdo de IBs pode ocorrer através de diferentes processos celulares, que,
dependendo do ambiente, pode agravar ou atenuar o progresso da doenca (Maiti et al.,
2014). Os mecanismos envolvidos incluem chaperonas moleculares, o sistema

ubiquitina-proteossoma (SUP) e vias de autofagia (Figura 8) (Maiti et al., 2014).

A primeira linha de defesa € o SUP, um sistema proteolitico seletivo em que 0s
substratos sdo marcados com ubiquitina (Ub), desdobrando-se em cadeias polipeptidicas
nascentes, promovendo a clivagem em péptidos curtos durante a passagem através da

camara estreita do proteossoma (Ciechanover et al., 2014).

As chaperonas moleculares, tais como as proteinas de choque térmico (HSP), fazem

parte de um sistema de defesa celular altamente conservado que regula varias funcdes
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celulares. Elas fornecem protecao contra o stress celular por interagdo prejudicial com
diferentes co-chaperonas e outras proteinas idénticas ou por inducdo da expressdo de
quinases, recetores hormonais, fatores de transcricdo ou proteinas antioncogénicas
(Maiti et al., 2014). As principais funcdes destas moléculas sdo para, aquando da
formacgdo dos polipéptidos, estes adotarem uma conformacdo apropriada, redobrar
proteinas desnaturadas/danificadas, evitar a agregacdo de proteinas, degradar proteinas
severamente danificadas e a apoptose. As chaperonas ajudam no processo de
degradacéo de proteinas, fornecendo-as ao sistema ubiquitina-proteossoma (Maiti et al.,
2014).

Entre as HSPs mais importantes, destacam-se as HSP70 e suas co-chaperonas HSP40 e
TRIC, sendo estas de relevancia, pois ajudam a concluir as funcGes das chaperonas
(Arrasate et al., 2012). Embora a maior parte das proteinas celulares se dobrem de
forma independente, as HSPs sé@o essenciais para facilitar a eficiéncia do processo de
enrolamento de proteinas (Maiti et al., 2014).

Em células ndo-neuronais, os IBs podem estar associados com o centro organizador de
microtubulos. A formacdo destes corpos estaria assim dependente de microtubulos,
sugerindo que as proteinas com mau enrolamento estariam acumuladas no COMT,
através do transporte baseado em microtibulos. Neste processo, a histona desacetilase 6
(HDACS6), uma desacetilase citoplasmatica que interage com a ubiquitina, pode
funcionar, possivelmente, em alguma capacidade adaptativa ou como parte de um
processo complexo envolvendo uma proteina de ligagdo a poliubiquitina (a p62), o SUP
e mecanismos autofagicos de depuracdo de proteinas (Finkbeiner, 2011). A p62 é um
recetor autofagico prototipico que reconhece proteinas ubiquitinadas e sequestra-as para

a autofagia, permitindo assim que a degradacgéo seja seletiva (Lim et al., 2015).

A p62 caracteriza-se por ser um bom candidato para detetar mHtt ubiquitinada e
controlar a formacgdo de agregados. A expressao da p62 é aumentada em células que
expressam mHtt. Esta proteina estd envolvida na ligacdo entre agregados proteicos
poliubiquitinados ao processo de autofagia. Assim, pode recrutar componentes
autofagossomais aos agregados poliubiquitinados, facilitando a eliminacdo destes
agregados e até mesmo formas ndo-agregadas de mHtt. Em conjunto com o

reconhecimento de Htt ubiquitinada, a p62 interage com a mHitt acetilada, o que pode
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contribuir ainda mais para a sua degradacdo, levando a mHtt para o sistema autofagico
(Arrasate et al., 2012).

A HDACS6 liga-se com uma elevada afinidade a ubiquitina, que medeia a sua
capacidade de controlar negativamente o volume de poliubiquitina celular e favorece a

agregacdo de proteinas poliubiquitinadas (Arrasate et al., 2012).

Assim, HDACG6 e p62 podem ser proteinas celulares chave que regulam o destino de
proteinas poliQ ubiquitinadas e acetiladas, como é o caso da mHitt, através da ativacédo
de uma ampla resposta de confrontamento que inclui a formacéo de IBs, ativacdo de
autofagia, e outros mecanismos. A eficacia desta resposta para melhorar a sobrevivéncia
neuronal, depende da extensdo da eliminacdo da mHtt toxica com mau enrolamento. A
formacdo de 1Bs e autofagia diminuiriam formas difusas tdxicas de mHtt (Arrasate et
al., 2012).

Desta forma, a autofagia desempenha um papel crucial na homeostase neuronal. A
funcdo e sobrevivéncia dos neurdnios dependem em grande parte, da eficiéncia da
remocdo de proteinas modificadas e de organelos danificados por degradacéo autofagica
(Zhang et al., 2016). Esta caracteriza-se por ser uma via catabdlica celular que, através
de autofagossomas sequestra e fornece cargas citosélicas para os lisossomas para a
degradacdo de proteinas mal dobradas e agregados proteicos que causariam a
neurodegeneracdo. A sua atividade pode ser aumentada para compensar a deficiéncia do
SUP e aliviar o stress consequente da proteotoxicidade (Lim et al., 2015).
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Figura 8. Exemplificacdo de mecanismos que levam a neurodegeneracdo na DH
(Adaptado de Finkbeiner, 2011).

O envolvimento da apoptose tem sido também proposta na neurodegeneracdo na DH.
Foram detetados ruturas dos filamentos de ADN em regides afetadas nos cérebros de
pacientes. Além disso, varios estudos relataram que a expansao poliQ em Htt medeia a
apoptose através da ativacdo de caspases (Figura 9), em particular, as caspases 1, 3, 8 e
9. A ativacdo da caspase-3, dentro de certos niveis, foi anteriormente sugerida para
desempenhar um processo normal que cliva substratos sem causar apoptose. No entanto,
as caspases tém sido amplamente implicadas na clivagem da Htt, que podem ser
responsaveis pela producdo de fragmentos toxicos de Htt em N-terminais. As caspases
ativadas foram indicadas para clivar ambas as formas de Htt, normal e mutante, perto de
N-terminais, apoiando para o papel da Htt como um substrato da caspase. A inibicdo da
caspase diminuiu a toxicidade induzida pela Htt e expansao poliQ em células e retardou
a progressdo da patologia e a mortalidade de ratinhos transgénicos (Rego e Almeida,
2005).
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Figura 9. Representacdo do mecanismo de ativagdo da caspase (Adaptado de
Webscolar, 2016).

Em suma, a expansdo poliQ confere a proteina Htt uma ou mais funcdes toxicas e a
propensdo para se agregar e acumular intracelularmente. As células contém redes
moleculares complexas interligadas que impedem a mutacdo das proteinas e corrigem
ou degradam as que se tornam mutantes. Estas redes podem detetar a mHtt como uma
ameaca e iniciar respostas de defesa benéficas, permitindo apenas o retardamento da
doenga. O mecanismo pelo qual a expanséo poliQ induz mutagdo em Htt continua ainda
desconhecido (Finkbeiner, 2011).

2.2. Efeitos dos metais na doenca de Huntington

Acredita-se que a neurodegeneracdo € a manifestacdo mais comum causada pela
toxicidade do metal (Mitra, 2014). Na DH, as alterac6es dos tecidos dos ganglios basais
estdo relacionadas com um aumento do ferro no nucleo caudado e cobre no putamen
(Barnham e Bush, 2014). Os niveis de cobre tém sido associados a aprendizagem e
memoria, e 0 aparecimento da DH esta interligado com um aumento das interac¢fes

cobre-proteina no cérebro (Kawada et al., 2015).
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2.2.1. Mecanismo neurodegenerativo do ferro
2.2.1.1. O papel da mitocondria no metabolismo do ferro

As mitocondrias sdo organelos citoplasmaticos presentes nas células humanas, e
também em outras células eucaridticas, formadas por estruturas complexas, com duas
membranas altamente especializadas, uma externa e outra interna. Possuem 0 espago
intermembranar e o espaco interno da matriz onde esta presente 0 ADN mitocondrial, 0s
ribossomas mitocondriais, 0s ARNSs e vérias enzimas. Este organelo apresenta diversas
funcdes essenciais para as células humanas e sua manutencdo normal, tais como a
producéo de energia (ATP), atuacdo na morte celular por inducéo da apoptose e geragéo
de ERO. A producdo de energia celular resulta da interacdo de dois processos
metabolicos correlacionados, o ciclo de Krebs e a cadeia transportadora de eletrbes e

fosforilacédo oxidativa (Nasseh et al., 2001).

Existem quatro complexos enzimaticos, localizados na membrana mitocondrial interna,
que, conjuntamente, constituem a cadeia respiratoria (Figura 10). O Complexo

(NADH-coenzima Q oxiredutase), o Complexo Il (succinato ubiquinona oxiredutase), o
Complexo Il (ubiquinona-citocromo c oxiredutase), o Complexo IV (citocromo c
oxidase), dois transportadores de eletrdes mdveis, a coenzima Q10 (ubiquinona) e o
citocromo ¢. Um quinto complexo enzimatico completa, entdo, a fosforilacdo oxidativa:

0 Complexo V (ATP sintetase) (Nasseh et al., 2001).

Espaco Intermembranas

ATP Sintetase

5%3‘;;32;;

NADH+H"

Complexo I

Membrana Mitocondrial Interna
e

Matriz Mitocondrial

Figura 10. Cadeia transportadora de eletrbes (Pereira et al., 2012).
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O cérebro é dos orgaos que mais oxigénio consome, estando inteiramente dependente da
eficiéncia da mitocondria para producdo de energia para o seu funcionamento. A
elevada necessidade de O, deve-se ao alto consumo de ATP pelos neuronios, para

manter o potencial de membrana e o fluxo de neurotransmissores (Barbosa et al., 2006).

Particularmente relevante para 0s processos neurodegenerativos € a relacdo entre a
mitocondria e o ferro. A mitocéndria desempenha um papel chave no metabolismo do
ferro porque constitui a localizacdo celular onde assegura a sintese de aglomerados de
ferro-enxofre (ISCs) e de grupos prostéticos de heme, que sdo vitais para a funcéo
celular. Uma fragéo do ferro que entra no organismo deve passar por este organelo antes
de chegar ao seu destino final. As ISCs mais comuns sdo 2Fe-2S e 4Fe-4S, que sdo
formadas por atomos de ferro tetraedricamente coordenados com pontes de sulfuretos
(Urrutia et al., 2014).

Na cadeia transportadora de eletrdes, 12 ISCs transportam os eletrdes do complexo | ao
complexo Il e 5 proteinas contendo heme transportam eletrdes do complexo 11l para o
IV. Exemplo de uma proteina com ISC é a ferroquelatase, que esta envolvida na adicao
de ferro a protoporfirina 1X para a sintese de heme. O processo de sintese do ISC é
complexo e a compreensdo dos seus mecanismos de regulacdo esta ainda em

desenvolvimento (Mena et al., 2015).

A cadeia respiratoria constitui uma fonte de ERO provenientes de perdas. A co-
existéncia de ferro e ERO no espaco isolado da mitocondria torna este organelo
particularmente propenso a danos causados e mediados por radicais de hidroxilo
(Urrutia et al., 2014). A mitocondria lesionada apresenta um maior risco de perdas de
eletrdes na cadeia respiratoria, produzindo consequentemente mais ERO, gerando um

ciclo vicioso (Barbosa et al., 2006).

Ainda ndo esta totalmente esclarecido como ocorre a entrada do ferro na mitocondria.
Estudos sugerem a presenca de um transportador, a mitoferrina (SLC25A37), que
possui grande afinidade para o ferro. Apés o ferro ser transportado através da membrana
mitocondrial, a frataxina, uma proteina localizada na membrana interna e na matriz
mitocondrial, permite uma regulagdo da sua utilizagdo destinando o ferro a sintese do
heme ou dos Fe-S (Figura 11) (Grotto, 2010).
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Figura 11. Internalizacdo do ferro na mitocondria e a regulacdo executada pela

frataxina na sintese do heme e dos aglomerados de Fe-S (Adaptado de Grotto, 2010).

A frataxina desempenha um papel essencial pois ao formar um complexo com o ferro,
previne a formacéo de radicais livres na mitocondria. Portanto, a caréncia de frataxina
promove a acumulacao de ferro mitocondrial, em detrimento do ferro citosolico (Grotto,
2010).

2.2.1.2. Disfuncdo mitocondrial e acumulacéo de ferro

A disfuncdo mitocondrial e o consequente dano oxidativo tém sido propostos para
desempenhar um papel critico nas doencas neurodegenerativas, incluindo a DH (Solans
et al., 2006).

As mitocondrias desempenham um papel fulcral na producdo de ERO, um processo
intimamente associado com a producdo de ATP. Assim, torna-se importante a
preservacdo da homeostase do ferro mitocondrial, essencial para manter a produgéo de
radicais hidroxilo numa concentragdo minima enquanto sustenta concomitantemente
uma sintese ideal de heme e ISC (Mena et al., 2015). O ADN mitocondrial é vulneravel

ao stress oxidativo devido a caréncia de histonas (tornando-o desprotegido), a elevada
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densidade de informacgfes, aos mecanismos limitados de reparacdo e aos abundantes
radicais livres criados na membrana interna mitocondrial (Muller e Leavitt, 2014).

A disfuncdo mitocondrial apresenta uma elevada relevancia para a degeneracdo
especifica do corpo estriado em que esta pode ser modelada por toxinas ambientais
seletivas ou por manipulacdo genética da mitocondria. Estudos em modelos de roedores
com DH vieram a comprovar que a disfuncdo mitocondrial provém de neurotoxinas
mitocondriais. Esta disfungdo resulta numa diminuicdo da sintese de ATP bem como de
ISCs e de grupos heme (Muller e Leavitt, 2014). Estudos postmortem em pacientes com
DH, mostraram que o nucleo caudado e o putamen apresentavam deficiéncias graves

nos complexos Il e 111 mitocondriais da cadeia respiratoria (Solans et al., 2006).

Varios estudos tém sugerido que a forma mutante de Htt estd também implicada nesta
disfuncdo por causar danos nos neurénios por interferéncia direta com a funcgéo
mitocondrial. A diminuicdo da energia metabdlica tem sido proposta como um
mecanismo pelo qual a mHtt medeia a morte neuronal. Pacientes com a DH e que
apresentem perda de peso durante a progresséo da doenca, podera estar relacionado com
a sintese comprometida de ATP. A mHtt foi encontrada na membrana externa
mitocondrial em células do corpo estriado obtido a partir de pacientes com DH (Mena et
al., 2015). A presenga de mHtt solGvel leva a um aumento da producdo de ERO e a
relacdo entre a mHtt e a DH ndo é bem compreendida, mas o processo de formacéo de
IBs pode ser uma ampla resposta a presenca de mHtt. No entanto, eles também tém sido
referidos como sendo centros de stress oxidativo dependentes de ferro (Muller e Leavitt,
2014).

A acumulacdo de ferro ndo parece estar na origem da DH, mas pode ser relatado como
um evento precoce na cascata patoldgica. A perturbacdo da funcdo normal da Htt na
absorcéo do ferro, causado pela expansdo da poliQ, pode contribuir para a acumulagéo
de ferro que é observada na patologia abordada, constituindo um evento mais tardio na

neurodegeneracdo (Figura 12) (Mena et al., 2015).
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Figura 12. Potenciais interagfes do ferro e mHtt na indugdo do stress oxidativo
(Adaptado de Muller e Leavitt, 2014).

Foram também detetados defeitos na homeostase do calcio mitocondrial como um efeito
direto das poliQ (Solans et al., 2006). Na presenca de mHtt, ocorre um aumento da
sensibilidade da ativacdo do recetor de N-metil-D-aspartato (NMDAR), que leva a um
aumento dos niveis de calcio intracelulares. Com a perda de potencial de membrana e
de proteinas funcionais, o poro de transi¢do de permeabilidade liberta, eventualmente, o

calcio intracelular a partir da mitocéndria (Muller e Leavitt, 2014).

O aumento dos niveis de calcio intracelular conduz a ativacdo de enzimas dependentes
de célcio, incluindo a 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS). Este pode-se ligar através
do NMDAR levando a producdo de 6xido nitrico (NO), contribuindo para uma
sinalizacdo alterada. A abundancia de NO produzido na célula pode também formar
radicais de peroxinitrito na presenca de superdxidos produzidos a partir da sinalizacédo
respiratoria alterada nas mitocéndrias. Os peroxonitratos podem reagir com agua
produzindo mais H,O, endogeno. Tem sido demonstrado que a nNOS ativada pelo
calcio se liga ao TMD-1, conduzindo assim ao influxo intracelular de ferro na
membrana plasmatica e a nivel endossomal. Este aumento de ferro fica entdo disponivel

para reagir com o H,O, enddgeno ja produzido. A presenca de Fe e dos consequentes
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radicais hidroxilo, superoxido e espécies reativas de azoto (ERA) levam assim a
aumento da peroxidacao lipidica, danos no ADN, stress celular, e, eventualmente, morte
celular neuronal, levando a neurodegeneracdo descrita na DH (Muller e Leavitt, 2014).

2.2.2. Mecanismo neurodegenerativo do manganés

A exposicéo a niveis elevados de manganés provoca neurotoxicidade, especialmente em
regibes do cérebro onde se acumula, preferencialmente no globo pélido, estriado,
substancia negra e no nucleo subtalamico (Madison et al, 2012). No entanto, pesquisas
recentes sobre a DH identificaram uma deficiéncia na movimentagdo de manganés
neuronal, associado a diminuicdo dos niveis de manganés neuronais. De notar, que 0s
niveis de manganés intracelulares encontram-se reduzidos no corpo estriado em doentes
com DH (Horning et al., 2015). A deficiéncia de manganés ndo € comum nos humanos,
pois uma grande parte deste metal é adquirida a partir da dieta. No entanto, a deficiéncia
de manganés é encontrada em diversos problemas neuroldgicos, incluindo a DH
(Menon et al., 2015). Na patologia em questdo, 0s niveis de manganés encontram-se
significativamente reduzidos no cértex cerebral, sendo este fortemente afetado na DH
(Menon et al., 2015). O mecanismo pelo qual a mHtt danifica o transporte de manganés

ainda se encontra desconhecido (Horning et al., 2015).

A deficiéncia de manganés resulta num conjunto de varias alteracbes fisiologicas,
incluindo anormalidades esqueléticas e alteracbes no metabolismo lipidico (Menon et
al., 2015). O manganés é um co-fator da SOD mitocondrial, uma enzima antioxidante
essencial que contribui para uma correta metabolizacdo dos radicais livres na
mitocondria. A deficiéncia de manganés resulta numa diminuicdo da atividade da
MnSOD, aumentando assim a peroxidacdo lipidica mitocondrial devido a um aumento
de radicais livres, resultando numa desordem neurodegenerativa (Menon et al., 2015).

A deficiéncia parcial/perda de atividade da MnSOD revelou um aumento da
sensibilidade neuronal para a toxina mitocondrial acido 3-nitropropiénico (3-NP),
originando um fenotipo da DH neurodegenerativa semelhante com a degeneracdo dos
neurdnios médios espinhosos do estriado (nucleo caudado/putamen) (Horning et al.,
2015).
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A hipotese de que a disfuncdo mitocondrial contribui para a patogénese na DH foi
primeiro testada farmacologicamente com a utilizagdo do 3-NP, um inibidor irreversivel
da succinato desidrogenase, uma subunidade do complexo Il da cadeia transportadora
de eletrbes e componente do ciclo de Krebs (La Fontaine et al., 2000). O modelo com
DH induzido com o 3-NP provocou uma replicacdo das caracteristicas clinicas e
fisiopatologicas da doenca, tais como coreiforme espontanea, distonia e défices
cognitivos, abrangendo défices de memdria de trabalho, incluindo deste modo a

degeneracdo progressiva do tecido estriatal (Mehrotra et al., 2015).

Um dos mecanismos, ap6s a administracdo de 3-NP, foi o desenvolvimento da
disfuncdo mitocondrial que leva a uma insuficiéncia bioenergética. Esta falha
bioenergética envolve trés processos que interagem entre si: diminuicdo de energia
(ATP), stress oxidativo e excitotoxicidade (Mehrotra et al., 2015). A administracdo de

3-NP resultou num compromisso de fun¢Ges mitocondriais, em termos de:
(1) Atividade diminuida das enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial, niveis
alterados do citocromo, coloracdo histoquimica reduzida do complexo Il e IV e reducgéo

da expressdo de mRNA de complexos da cadeia respiratéria;

(2) Aumento do stress oxidativo mitocondrial causado pelo aumento de ERO e niveis de

nitrito, juntamente com a diminuicdo da MnSOD e da atividade da enzima catalase;

(3) Mudangas estruturais mitocondriais avaliadas pelo inchaco mitocondrial, reduzido

potencial de membrana mitocondrial e mudancas ultra-estruturais;

(4) Elevacdo dos niveis de citocromo c citosolicas, atividade da caspase 3 e 9
juntamente com expressdo alterada de proteinas apoptoticos e;

(5) Funcdes cognitivas prejudicadas (Mehrotra et al., 2015).

Esta lesdo mitocondrial resultante da deficiéncia de MnSOD contribui para a
neurodegeneracdo (Horning et al., 2015).
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A diminuicdo da actividade da glutamina sintetase (GS) tem sido observa na DH. Esta
reducdo da expressdo da GS em astrocitos foi observada em cérebros com DH,
especialmente em fases tardias da doenca (Horning et al., 2015). A GS é também uma
enzima dependente do manganés sendo principalmente localizada em astrdcitos que
catalisam a conversdo do neurotransmissor glutamato (Glu) em glutamina (GIn),
podendo este ser libertado e posteriormente retomado por neurdnios para a nova sintese
de Glu (Horning et al., 2015). A absorcéo eficiente de Glu depende da actividade da GS,
indicando um papel importante para a GS na funcdo sinaptica normal bem como um
efeito neuroprotetor desta enzima contra a excitotoxicidade induzida pelo Glu e

consequente neurodegeneracao (Horning et al., 2015).

Na DH, onde os niveis de manganés se encontram reduzidos, a actividade da GS é
prejudicada e inibe a captacdo de Glu, aumentando desta forma a concentracdo de Glu
extracelular (Figura 13) (Horning et al., 2015). Consequentemente, os niveis elevados
de Glu extracelular aumentam a expressao da GS e inibem os transportadores de Glu
gliais (Horning et al., 2015). Os niveis elevados de Glu extracelular tornam-se
neurotdxicos com consequente inibicdo da absorcdo de Glu pelos astrécitos, originando

a neurotoxicidade por Glu (Horning et al., 2015).

Normal DH

Glutamina sintstase Glutamina sintetass

Figura 13. Atividade reduzida da GS na DH (Adaptado de Horning et al., 2015).
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2.2.3. Mecanismo neurodegenerativo do cobre

O cobre, em concentracOes elevadas, tem sido apontado como um fator causador da
neurodegeneracdo, mais uma vez associado ao excesso de producdo de ERO (Rotilio et
al., 2000). Concentracdes aumentadas de cobre tém sido relatadas em cérebros humanos
com DH. No entanto, a causa deste acréscimo dos niveis de cobre na DH e os caminhos
especificos através dos quais eles podem potenciar a neurodegeneragdo sdo ainda
desconhecidos (Fox et al., 2007). Supde-se que o aumento da quantidade de cobre
ligado a locais de ligagdo com baixa afinidade na DH, poderia promover o stress

oxidativo e a neurodegeneracgéo (Desai e Kaler, 2008).

O papel do cobre na DH apresenta elevada relevancia em duas proteinas, onde foram
relatadas duas maneiras possiveis nas quais o cobre poderia contribuir para a patogénese
na DH:

1) Na Htt, devido a sua centralidade na doenga, por modulacdo da sua estrutura; e
2) Na lactato desidrogenase (LDH), devido a sua sensibilidade documentada ao
cobre, a sua necessidade para o metabolismo energético cerebral norméxico e devido a
algumas evidéncias na alteracdo do metabolismo do lactato em cérebros com DH (Fox
et al., 2007).

Estudos in vitro relataram que o cobre pode acelerar significativamente a fibrilacdo e a
agregacao do exdo 1 da Htt com trato poliQ. A ligacdo do cobre ao exdo 1 da Htt poliQ
induz a oligomerizagdo da proteina, traduzindo-se em mais depositos de fibrilas e

consequentemente a sua agregacdo (Figura 14) (Xiao et al, 2013).
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Figura 14. Efeito do cobre na DH (Adaptado de Xiao et al., 2013).
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O cobre podera entdo promover a conformacgéo alterada da mHtt, a agregacdo e/ou a
atividade redox (Fox et al., 2007). Estudos vieram a comprovar que o cobre promove a
agregacdo de Htt e interage com residuos de histidina (His) no terminal-N da proteina.
A alteracdo da homeostase do cobre podera perturbar a estrutura e funcéo da Htt (Figura
15). Modificacbes da proteina huntingtina (1) conduzirdo a uma alteracdo da
homeostase do ferro (2), conduzindo a acumulagdo de ferro. O aumento dos niveis de
ferro conduzira a uma cascata de eventos através da reacdo de Fenton (3), a geracdo de
radicais livres (4) e, finalmente, a neurodegeneracdo. O cobre também podera participar

na reacao de Fenton (5) (Rivera-Mancia et al., 2010).
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Figura 15. O ferro e o cobre na DH (Adaptado de Rivera-Mancia et al., 2010).

Estudos propuseram uma atividade reduzida da LDH na DH, devido pelo menos em
parte, a inibicdo enzimatica mediada pelo cobre, levando possivelmente a
neurodegeneracdo. Varias enzimas glicoliticas e desidrogenases mitocondriais,
incluindo a LDH e a succinato desidrogenase (SDH) sdo sensiveis a inativacdo mediada
pelo cobre. A LDH constitui um componente importante no transporte de lactato em
neuronios-astrocitos através do qual o lactato é libertado pelos astrdcitos e usado como
um substrato energético pelos neurénios. Estudos comprovam que os niveis de lactato
estdo aumentados no estriado humano com DH (Fox et al.,, 2007). Porém, sé&o

necessarios mais estudos sobre o papel do cobre na DH (Rivera-Mancia et al., 2010).
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2.3. Diagnéstico da doenca de Huntington

A DH, uma patologia hereditaria autossomica dominante, caracterizada por movimentos
motores excessivos e défices neurofisioldgicos, necessita de uma busca incessante para

0 seu diagndstico precoce (Finkbeiner, 2011).

Para tal, deverd ser realizado um exame fisico conjugado com uma avaliacdo
psicoldgica, para assim se conseguir determinar se as manifestacdes clinicas da doenca
ja se iniciaram. Os movimentos involuntarios excessivos, de qualquer regido do corpo,
sdo uma razdo frequente para a procura de ajuda médica (Martelli, 2014). A realizacao
de uma cuidada historia familiar é um dos critérios usados para o diagndéstico, visto que
se trata de uma doenca de caracter hereditario com sintomas especificos (Gil- Mohapel
etal., 2011).

Para o diagndstico pode ser realizado um teste genético que tem por base uma técnica
de PCR de uma amostra sanguinea do individuo em causa, para posterior realizacdo de
uma contagem das repeticdes CAG presentes nos alelos de Htt (Gasser et al., 2003).

Estes testes podem ser realizados em apenas trés circunstancias (Meyers, 2004):

1. Na confirmacdo do diagnoéstico, atraves da presenca de uma cépia expandida da

repeticdo trinucleotidica do Htt;

2. Na realizacdo de um teste preditivo para populacGes com predisposi¢cdo genética para
a patologia que consiste na examinacdo neuroldgica e do ADN, bem como,

aconselhamento;

3. Nos testes pré-natais, em que estes ndo sdo muito utilizados, uma vez que 0s
individuos com risco de possuirem a doenca realizam os testes antes da gravidez. Os

individuos com teste positivo para a doenga geralmente optam por nao ter filhos.

Apesar de muitos procurarem a cura para a patologia, menos de 5% estdo dispostos a
realizar este tipo de teste, devendo-se esta situacdo a auséncia de um tratamento
especifico. No caso da sua realizacdo e da resposta ser positiva, a ocorréncia de suicidio

estd descrita na bibliografia (Walker, 2007). A realizacdo destes testes deve-se aos
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possiveis portadores da doenca necessitarem de tomar decisdes a nivel profissional e
pessoal como é o caso de ter filhos (Meyers, 2004). Antes da sua execu¢do, 0s pacientes
devem ser informados dos riscos relativos, e posteriormente apoiados medicamente e de
forma confidencial (Walker, 2007).

A imagiologia desempenha também um papel predominante no diagnostico da DH.
Podem ser realizados exames como a tomografia computorizada e a ressonancia
magnética em casos de patologia moderada a severa. Estas demonstram, em caso de
patologia avancada, uma diminuicdo bilateral do volume do corpo estriado-ndcleo
caudado e um aumento dos cornos frontais dos ventriculos laterais. Outras regiGes do
corpo estriado como o putamen e o globo pélido também sdo afetados particularmente
com o progresso da doenca, com evidéncia adicional de alteracGes talamicas (Montoya
et al., 2005; Walker, 2007).

A ressonancia magnética funcional e a tomografia por emissdo de positrées (PET)
demonstram a ocorréncia de alteragdes cerebrais antes do inicio dos sintomas da
doenca. Técnicas especificas da ressonancia podem determinar de forma especifica o

tamanho do cértex e do corpo estriado (Montoya et al., 2005; Walker, 2007).

Atualmente, estudos neurodegenerativos revelaram alteracGes na massa cinzenta
cortical e nas regides de massa branca cerebrais. Reducdo do volume do osso frontal e
temporal foram observados em doentes com DH. Outros estudos demonstraram ainda
diminuigdo do hipocampus, do cerebelo e consequentemente do volume cerebral
(Montoya et al., 2005; Walker, 2007).

Uma limitacdo do diagndstico é a impossibilidade de diagnosticar fenotipicamente de
forma diferencial a atrofia dentatorubro palidolusiana (DRPLA), a DH2 (caracteristica
do Sul de Africa e das populacBes negras Americanas) e de algumas doencas
hereditarias (Walker, 2007).
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2.4. Terapéutica da doencga de Huntington

Nos dias de hoje, podem ser encontradas mais de 3000 publicagdes cientificas sobre a
eficacia de inUmeras terapéuticas no tratamento da DH. Apesar disto, ainda ndo existe
um tratamento eficaz para esta patologia neurodegenerativa (Gil-Mohapel et al., 2011).
Como em muitas outras doengas cronicas, é necessario reconhecer muitas das limitacoes
dos tratamentos médicos que, no entanto, nos Ultimos 20 anos apresentaram um ligeiro
progresso (O Walker, 2007). O sucesso do tratamento de uma doenca neurodegenerativa
depende de dois fatores independentes, a selecdo adequada dos candidatos ao tratamento
e a capacidade de detecéo dos efeitos terapéuticos na populacéo clinica.

Esta contribuicdo é necessaria, porém insuficiente por si sO, para ganhos terapéuticos e

beneficios clinicos (Ray, Shoulson, 2011).

2.4.1. Tratamentos farmacol6gicos

As intervengdes farmacologicas podem melhorar, temporariamente, o controlo motor e
os disturbios psiquiatricos presentes em pacientes com DH. No entanto, estas melhorias
ndo modificam positivamente 0os mecanismos de neurodegeneracdo (Kumar et al.,
2015). Drogas anti-coreicas, como a tetrabenezina ou 0s neurolépticos, possuem a
capacidade de proporcionar aos doentes, com coreia severa, uma diminuicdo dos

movimentos involuntarios constantes (O Walker, 2007).

A tetrabenezina (Revocon®) (Figura 16) é um inibidor do transporte vesicular da
monoamina 2, levando a uma deplecdo das monoaminas, particularmente da dopamina
no cérebro. E utilizada para o tratamento de movimentos involuntarios em variadas

patologias (Kegelmeyer et al., 2014).

Esta é composta por uma catecolamina de deplecdo, proporcionando um melhor
controlo motor nos pacientes com a patologia em questdo (Smith et al., 2016).

Farmacos que apresentam na sua constituicio dopamina de deplecdo levam a
manifestacOes tardias (Smith et al., 2016). Estas drogas podem ainda causar
bradiquenésia, rigidez, depressédo e ainda sedacdo (O Walker, 2007). Ao contrario dos

bloqueadores dos recetores de dopamina, esta droga, nos seus estudos documentados,
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nunca causou disquenésia tardia, tendo sido descrito o primeiro caso clinico de

utilizacdo deste farmaco em 1960 (Diana, 2007).

OH
CHg

HaCO CHa

HsCO

Figura 16. Estrutura da tetrabenezina (Wikipedia, the free encyclopedia, 2016).

Os neurolépticos, tais como tiaprida (Tiapridal®) (Figura 17) e ciamemazina
(Tercian®) (Figura 18), realizam o bloqueio dos recetores pds-sindpticos da dopamina
no sistema mesolimbico resultando num efeito desejado de acdo antipsicética. Do
bloqueio dos recetores de dopamina no sistema nigro-estriado podem resultar reacfes
motoras extrapiramidais. Os neurolépticos bloqueiam ainda recetores adrenérgicos,
recetores centrais da histamina e recetores colinérgicos, de que resultam outros efeitos
laterais (Infarmed, 2012).
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Figura 17. Estrutura da tiaprida (Ortufio et al., 2007).
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Figura 18. Estrutura da ciamemazina (Singh et al., 2012).
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Pode-se ainda referir alguns tratamentos experimentais. Nesta vertente de tratamentos, o
clinico deverd ser prudente e controlar os pacientes sujeitos ao tratamento e pré

determinar qual é a magnitude dos efeitos desejaveis (Mena et al, 2015).

A coenzima Q10 (Q10® Forte) (Figura 19) mostrou eficdcia em modelos de animais
transgénicos com DH e consequentemente uma melhoria farmacoldgica nos ensaios
clinicos humanos. Acredita-se que esta substancia melhora a fungdo mitocondrial na DH
(O Walker, 2007).

Figura 19. Estrutura da coenzima Q10 (Wikipedia, the free encyclopedia, 2016).

A minociclina (Minotrex®) (Figura 20), uma droga com efeito anti-inflamatoria e anti-

apoptotica, pode também ser utilizada (O Walker, 2007).

Figura 20. Estrutura da minociclina (Wikipedia, the free encyclopedia, 2016).

Tem vindo a ser desenvolvido uma técnica utilizando marcadores especificos para a

doenca- marcadores seroldgicos (O Walker, 2007).

Interferir com o catabolismo da mHtt pode ser possivel através da caspase 6. Sem esta

enzima ndo se desenvolvem os sintomas (O Walker, 2007).

Como alternativa as terapéuticas moleculares de base, neuroblastos fetais foram
transplantados dentro de regifes do corpo estriado em cinco portadores da DH. Trés
destes mostraram melhoria dos sintomas clinicos durante periodos de quatro a seis anos
(Smith et al., 2016).
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2.4.2. Agentes quelantes

A terapia com quelantes metalicos é uma estratégia que consiste em eliminar o excesso
de iGes metalicos do corpo. Neste tratamento é preciso ter em conta as alteracdes
intrinsecas associadas a quelacdo e a inerente complexidade da dindmica dos metais no
corpo. A primeira grande dificuldade destes agentes passa por ultrapassar a BHE (Mitra
etal., 2015).

A acumulacdo do ferro conduz ao stress oxidativo. Isto sugeriu que os quelantes de
ferro podem ser benéficos na doenga (Rivera- Mancia et al., 2010). Em particular, a 8-
hidroxiquinolina e a deferiprona sdo candidatas ao tratamento de doencas

neurodegenerativas com acumulacéo de ferro (Mena et al., 2015).

Quando abordamos a 8-hidroxiquinolina (Figura 21), podemos afirmar que € a mais
efetiva para a prevencdo da proteotoxicidade causada pelas proteinas com mau
enrolamento através do mecanismo metalo-dependente (Barnham e Bush, 2014). A 8-
hidroxiquinolina, também chamada de PBT2, falhou em ensaios clinicos de fase Il

devido a falha de eliminagdo das placas f-amildide (Mitra et al., 2015).
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Figura 21. Estrutura da 8-hidroxiquinolina (Wikipedia, the free encyclopedia, 2016).

A deferiprona (Figura 22) diminui a acumulagéo de ferro pela transformagéo do ferro
quelatado em transferrina insaturada, levando a um balanceamento da retencdo e a

redistribuicdo quimica do ferro pelo corpo (Mitra et al., 2015).

O tratamento com deferiprona mostrou resultados promissores num estudo duplamente
cego realizado com um grupo placebo. Os pacientes que tomaram o farmaco (durante 12
meses de tratamento) mostraram um tratamento precoce e significativamente eficaz na

reducdo de depositos de ferro presente na substancia negra (Mena et al., 2015). Outro
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estudo revelou o desaparecimento dos beneficios do tratamento passados 24 meses,

voltando o ferro a depositar-se na substancia negra (Mitra et al., 2015).
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Figura 22. Estrutura da deferiprona (Bergeron et al., 2015).

A desferrioxamina (Figura 23), também um quelante do ferro, foi a primeira a ser usada
no tratamento de pacientes com DH, causando um declinio dos niveis de placas
amiloides e diminuicdo da deterioracdo da cogni¢do. Provoca, na maioria dos casos,
anemia (Mitra et al., 2015). Um pré tratamento com a desferrioxamina levou a

diminuicdo do tamanho dos corpos de incluséo (Rivera-Mancia et al., 2010).
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Figura 23. Estrutura da desferrioxamina (Bergeron et al., 2015).
O 2,2-bipiridina (Figura 24), agente quelante do ferro, mostrou eficacia na reducao da
hemorragia intra-cerebral e isquemia. Surgiu para prevenir a ocorréncia de problemas

apo6s a ocorréncia de um acidente vascular encefalico. Esta terapéutica suscita ainda

muitas dividas quanto a sua utilidade (Mitra et al., 2015).

Figura 24. Estrutura da 2,2-bipiridina (Wikipedia, the free encyclopedia, 2016).
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O clioquinol (Figura 25) e os seus derivados, como PBT1 e M30, pertencem a nova
geracdo de quelantes, provando a sua efetividade no tratamendo experimental da DH
(Mena et al., 2015).

O clioquinol é um agente quelante neuroprotetivo utilizado para o ferro e cobre,
diminuindo os agregados metalicos no cérebro (Barnham e Bush, 2014). Este quelante
devolve a homeostasia metélica. Atravessa eficazmente a BHE, captando o cobre,
inibindo ainda a deposicdo B-amildide (Mitra et al., 2015). A dissolugéo das placas B-
amildide deve-se, provavelmente, a redistribuicdo do cobre e ferro (Mena et al., 2015).
O clioquinol diminui a expressdo da mHtt, diminuindo assim a patologia. Isto deve-se,

possivelmente, ao silénciamento da atividade redox da mHtt (Muller, Leavitt, 2014).

Cl

\

OH

Figura 25. Estrutura do clioquinol (Wikipedia, the free encyclopedia, 2016).

Os quelantes metalicos naturais, incluindo-se os curcumindides e os flavondides,
encontram-se presentes na dieta da Asia rural. Acredita-se que estes sdo benéficos no
combate da neurotoxicidade (Mitra et al., 2015). A curcumina, presente no acafrdo da
india, apresenta um largo espectro de acdo farmacoldgica. Nos Gltimos anos, tem vindo
a ganhar popularidade a captar os i6es metalicos e na protecdo dos neurénios (Mitra et
al., 2015). A epigallocatechin gallate é a mais abundante catequina existente no cha,
tendo funcdo acdo quelante de metais, inibe 0 mau enrolamento da Htt e diminui a
toxicidade (Barnham e Bush, 2014). Esta substdncia encontrada nas bagas, cacau e
cebolas é uma catequina com acdo neuroprotetiva e quimioprotetiva. Possui
propriedades quelantes do ferro. Porém, necessita de mais investigagdo (Mitra et al.,
2015).
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2.4.3. Tratamento antioxidante

Este tipo de tratamento recorre ao ativador da sirtuina, resveratrol (potente antioxidante)

e ao polifenol encontrado no vinho tinto (Figura 26) (Solans et al., 2006).

Figura 26. Estrutura do resveratrol (A) e do polifenol (B) (Wikipedia, the free
encyclopedia, 2016).

O tratamento antioxidante preserva parcialmente a respiracdo celular mas ndo diminui o
defeito de crescimento celular exercido pelo dominio da poliQ mutante (Solans et al.,
2006). Até ao momento ndo existe cura para a DH e a maioria das estratégias de
tratamentos disponiveis ajuda a aliviar os sintomas motores e psiquiatricos associados a
doenca. Deste modo, o conhecimento dos mecanismos neurodegenerativos envolvidos
na DH permitird desenvolver uma combinacdo de estratégias terapéuticas eficazes e

novas investigacdes (Solans et al., 2006).
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I11. Esclerose lateral amiotrofica

3.1. Caracterizacao da esclerose lateral amiotrofica

A ELA é uma doenca neurodegenerativa caracterizada pela perda progressiva da fungédo
motora e da capacidade respiratoria, cuja mortalidade se deve fundamentalmente a

repercussao respiratoria (Rodrigues et al., 2004).

A ELA é caracterizada por uma degeneracdo dos neurdnios motores superiores e
inferiores, na idade adulta, com um aumento da sua ocorréncia normalmente apos os 40
anos de idade, atingindo um pico maximo no final dos 60 anos ou meados dos 70 anos.
Afeta mais de 30.000 pessoas por ano nos EUA, tornando-se na doenga mais comum do
neuronio motor (Bourassa et al., 2014; Keskin et al., 2016). Nesta patologia estima-se
uma ocorréncia mundial de cerca de 2 por 100.000 habitantes e uma prevaléncia de 4 a
7 por 100.000 habitantes (Kaur et al., 2015).

A neurodegeneracdo ocorre principalmente no cortex motor, tronco cerebral e medula
espinhal e é mais comum nos homens do que nas mulheres, em que a sobrevivéncia
média estd compreendida entre 3 a 5 anos, podendo em alguns casos chegar aos 10 anos
(Figura 27) (Kaur et al., 2015; Rodrigues et al., 2004).

Neurdnios motores o
superiores ,»* [Neurénios motores doerites

Acumulagdo de depésitos de
agregados ricos em SOD1

Neurdénios motores
inferiores

Misculo esquelétict
l *., | atrofiado

Afecta neurdénios motores

Figura 27. Esquema representativo dos neurénios motores afetados pela ELA e
respectivos muasculos associados. Entre os musculos afetados encontram-se os musculos
dos membros inferiores, superiores, lingua e mdsculos peitorais envolvidos na

respiragéo.
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A primeira evidéncia do apareciemento da doenca caracteriza-se pelo surgimento da
fraqueza simétrica num dos membros (lateral), associada a atrofia progressiva dos
masculos (amiotréfica). Dentro do corpo, as células nervosas envelhecem (esclerose) e
0s nervos envolvidos morrem, deixando o doente cada vez mais limitado, chegando
mesmo na fase final da doenca a uma paralisia total, ficando completamente dependente
nas suas atividades diarias. Por outro lado, quando a desnervacdo inicial compromete a
musculatura bulbar, em vez da musculatura dos membros, o principal problema
associado é a dificuldade de degluticdo, mastigacdo e dos movimentos da face e da

lingua, chegando mesmo a um estado de afasia (Rodrigues et al., 2004).

Aproximadamente 90% de todos os casos de ELA ndo possuem componente genética
ou causa conhecida e sdo chamados esporadicos. Os restantes 10% tém uma ligacdo
genética e sdo conhecidos como casos de ELA familiar e sdo causados por mutacdes em
varios genes. Nos casos de ELA familiar, sendo esta responsavel por 2,5% de todos o0s
casos de ELA, 25% sdo causados por mutacdes no gene que codifica a SOD1, que
representa o exemplo mais estudado (Bourassa et al., 2014). No entanto, pelo menos
160 mutacBes na SOD1 tém sido associadas com os casos de ELA esporadica e ELA
familiar (Lovejoy e Guillemin, 2014). As duas formas da doenca partilham a mesma via
de neurodegeneragdo e sdo clinicamente e patologicamente indistinguiveis, sugerindo

gue tém um mecanismo semelhante para gerar a doenca.

3.2.  Superoxido dismutase 1 na esclerose lateral amiotréfica

Uma mutacdo no gene que codifica a SOD1, expressa ubiquamente na eliminacdo de
radicais livres, parece estar na base desta patologia, encontrada em 1 a 9% dos pacientes
com ELA. Estd presente no cromossoma 21, ao qual estd associado a uma forma
autossomica dominante da ELA (Kaur et al., 2015; Keskin et al., 2016).

Estudos genéticos conduziram a identificacdo de uma ligagdo ao cromossoma 21 em
cerca de 40% das familias. Até 20% dos casos de ELA familiar contém uma mutagédo no
gene SOD1. No entanto, na maioria dos casos de ELA familiar, o defeito do gene e a
patogénese sdo ainda desconhecidos (Kaur et al., 2015).
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SOD1 ¢é uma proteina altamente sollvel, pequena e globular. Esta enzima humana é
homodimérica com uma ligagdo Cu/Zn, composta por oito cadeias 3 antipararelas e dois
atomos de metal que catalisam a conversdo do anido téxico superdxido em H,0, e O..
O ido cobre possui uma funcdo catalitica e o0 id0 zinco apresenta apenas uma funcao

estrutural, ligados a cada mondémero (Kaur et al., 2015; Mulligan e Chakrabartty, 2013).

A cadeia polipeptidica da SOD1 é enrolada num padrdo em forma de barril, constituido
por 8 folhas B interligadas por loops. Existem dois loops que tém grande importancia
funcional — o loop eletrostatico e o loop de zinco. O loop eletrostatico comprime
residuos polares cruciais para auxiliar o transporte eletrostatico do substrato para o
centro ativo. O zinco é coordenado por trés histidinas e um residuo de aspartato que

formam o loop de zinco (Valentine et al., 2005).

A estrutura da SOD1 humana e as mutagdes relacionadas com a ELA em SOD1 séo
mostradas na Figura 28A. A SOD1 é largamente expressa e constitui cerca de 0,5-0,8%

da proteina soltvel no cérebro (Kaur et al., 2015).

As mutacdes patogénicas da SOD1 sdo classificadas em dois grupos, com base na sua
posicdo na proteina (Figura 28B). As formas mutantes do B-barril tém geralmente uma
perturbacado estrutural préximo do sitio mutante. Por outro lado, a SOD1 com mutagfes
em que afetam os locais de ligacdo dos metais tém geralmente falta de cobre e/ou de
zinco, e sdo caracterizadas por uma disfuncdo conformacional dos elementos do loop
eletrostatico e de zinco, os quais sdo conhecidos por serem responsaveis pela ligacdo do
ido metélico. As mutacbes B-barril em SOD1 podem resultar numa instabilidade da
proteina que afeta a estabilidade do mondémero. Em ambos os tipos de mutacGes de
desestabilizacdo da estrutura de SOD1 pode levar a uma oligomerizacdo e a formacéo
de agregados (Kaur et al., 2015).
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Figura 28. A) Estrutura da SOD1 humana. O B-barril, o loop de zinco e o loop
eletrostatico sdo mostrados na cor azul, verde e vermelho, respetivamente. Os ifes de
cobre e zinco sdo exemplificados como esferas laranja e azul, respetivamente. B)
Mutacdes na SOD1 relacionadas com a ELA. As mutacBes SOD1 sdo representadas
como pequenas esferas dentro do mondmero da proteina SOD1 (Adaptado de Kaur et
al., 2015).

A SOD1 constitui um dos principais componentes do mecanismo de defesa das células
contra os danos oxidativos. Ela converte o superoxido (O,7), uma espécie de radicais
livres reativos altamente perigosos, produzidos na mitocéndria como um subproduto do
metabolismo oxidativo, em oxigénio molecular (O;) e H,O,. A reacdo envolve um
mecanismo de "ping-pong” em que o local ativo das enzimas do &tomo de cobre
deslocam-se entre os estados de Cu® e Cu®" [(EquacBes (1) e (2)] (Mulligan e
Chakrabartty, 2013).

0, " +2H*+SOD1-Cu* —> H,0, + SOD1-Cu?* (1)
0, "+ SOD1-Cu”* ——> 0, + SOD1-Cu" (2)
A concentragdo intracelular da SOD1 é relativamente elevada, entre 10 e 100 uM, sendo

esta aparentemente suficiente para consumir os niveis fisiologicos do radical superoxido
(Mulligan e Chakrabartty, 2013).
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A SODL1 constitui assim uma metaloproteina, uma apoproteina dependente do cobre e
zinco para realizar a sua atividade antioxidante. Esta proteina desempenha um papel
central na protecdo da célula contra o stress oxidativo. No entanto, esta funcdo de
protecdo pode tornar-se numa atividade prd-oxidante, no caso da SOD1 mal dobrada,
onde o metal é deslocado, podendo este servir como um auxiliador da oxidacdo. Varias
pesquisas vieram a comprovar que a SOD1 mal dobrada induz a oxidagé&o, em vez de
atuar como um antioxidante, podendo levar a geracdo do radical hidroxilo toxico.
Também foi demonstrado que a proteina pode libertar o cobre, ficando este no
organismo no estado livre, tornando-se altamente reativo, induzindo deste modo o dano

oxidativo intracelular através da reacdo de Fenton (Cavaleri, 2015).

Outra caracteristica, que continua ainda por se descobrir relativamente a ELA, é o
porqué de os portadores de mutacdes SOD1 serem aparentemente saudaveis até ao final
da meia idade e, em seguida, submeterem-se a um rapido declinio neuroldgico (Keskin
et al., 2016).

3.3.  Mecanismos de neurodegeneracao
Os mecanismos pelos quais as espécies mal dobradas da SOD1 causam a doenca estdo
ainda mal compreendidos. No entanto, tém sido sugeridos um envolvimento na

perturbacdo da funcdo mitocondrial, na inducdo de stress no reticulo endoplasmatico

(RE) e no disturbio do transporte axonal e agregacao (Figura 29) (Keskin et al., 2016).
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Figura 29. Mecanismos neurotoxicos que originam a ELA mediada pela SOD1
(Adaptado de Hayashi et al., 2015).

A SOD1 mutada associa-se ou interage com o RE, mitocdndria, complexo glial Nox/
Racl, resultando num stress do RE, numa disfuncdo mitocondrial e numa
superproducdo de ERO, respetivamente. A quebra do transporte axonal e a perda de
suporte metabolico das bainhas de mielina que sdo formadas por oligodendrécitos

parecem contribuir para a vulnerabilidade do axénio motor (Hayashi et al., 2015).

3.3.1. Excitotoxicidade pelo glutamato

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio no SNC. A libertacdo excessiva
de glutamato a partir dos neurdnios pré-sinapticos ou a depuracdo retardada pela fenda
sinaptica resulta numa ativacdo sustentada de recetores pds-sinapticos. Isto provoca, em
sequida, uma sobrecarga de Ca®* nas células pés-sinépticas e provavelmente
subsequentes eventos toxicos, tais como a disfuncdo mitocondrial. Esta neurotoxicidade
mediada pelo glutamato é chamada de excitotoxicidade e foi considerada como um
possivel mecanismo patogénico da ELA, mesmo antes da identificacdo do gene SOD1
como causador (Hayashi et al., 2015).

O transportador de glutamato (GLT1) é expresso em astrocitos e tem um papel
significativo na recaptacdo de glutamato. A perda seletiva do GLT1 tem sido relatada na

ELA e é considerada um mecanismo causador da excitotoxicidade. No entanto, a
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importancia da reducdo do GLT1 na SOD1 relacionada com a ELA permanece

controverso (Hayashi et al., 2015).

O glutamato extracelular excessivo aumenta o nivel de Ca®* nos neurénios pos-
sinapticos pela sobreativacdo dos recetores de glutamato permeéveis ao Ca®*. Como
efeito adicional, os astrdcitos que expressam a SOD1 mutante perdem a capacidade de
regular a composigdo do recetor neuronal ionotropico do acido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol propionico (AMPA), resultando assim numa reducdo da sua importante
subunidade do recetor de glutamato 2 (GIuR2). A auséncia da subunidade GIluR2
aumenta a permeabilidadede de Ca”* dos recetores AMPA (AMPAR), aumentando
deste modo a vulnerabilidade dos neurdnios motores para a excitotoxicidade. No
entanto, o mecanismo preciso dos disturbios na homeostase do célcio neuronal no

contexto da ELA ainda ndo é claro (Hayashi et al., 2015).

3.3.2. Stress oxidativo

As ERO séo geradas pelo metabolismo aerdébio e possuem um potencial para danificar
as celulas por oxidagdo de vérias biomoléculas, tais como proteinas, lipidos e ADN.
Para evitar esta sinalizagdo nociva, existem antioxidantes que exercem uma fungéo na
remocdo das ERO. O equilibrio colapsado entre a geracdo e a remocdo de ERO ¢é
definido como stress oxidativo e estd implicado em vérias doencas, incluindo a ELA
(Hayashi et al., 2015).

Os neurdnios motores sdo conhecidos por serem particularmente vulneraveis ao stress
oxidativo e o stress oxidativo coincidentemente é conhecido por causar na SOD1 uma
alteragcdo na sua forma monomeérica inativa. Além disso, as ERO sdo conhecidas por
causar a inibicdo do transporte axonal, podendo ocorrer varias horas antes de quaisquer

sinais e sintomas de degeneracdo axonal (Kaur et al., 2015).

Efetivamente, varios marcadores de stress oxidativo encontram-se elevados em
pacientes com ELA. Embora a SOD1 normalmente funcione como uma enzima
antioxidante por desintoxicar o superoxido, o dano oxidativo por SOD1 mutante é
predominantemente atribuido a um ganho de toxicidade através de uma regulagdo

positiva de ERO, em vez de uma perda da funcdo enzimética (Hayashi et al., 2015).
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As ERO séo geradas por meio de varios mecanismos, incluindo a atividade da NADPH-
oxidase. Em células gliais, a NADPH-oxidase 2 (Nox2) forma um complexo com uma
GTPase Racl, cujo estado ativado esté ligada a guanosina trifosfato (GTP) e promove a
geracdo de ERO através da Nox2. A SOD1 mutada liga-se firmemente a Racl, o que
mantém Racl no seu estado ativo e conduz a ativacéo prolongada de Nox2, bem como o

excesso de producdo de superoxido (Figura 29) (Hayashi et al., 2015).

A cadeia respiratéria mitocondrial também produz ERO e a disfuncdo mitocondrial
induzida pela SOD1 mutada aumenta a geracdo de ERO através de alteracbes na
atividade do complexo da cadeia transportadora de eletrdes ou com uma sobrecarga de
Ca®* (Hayashi et al., 2015). A perda de funcdo da SOD1 resulta numa degradacéo
insuficiente de ERO, que por sua vez danifica os substratos necessarios pelos neurénios
motores (Kaur et al., 2015).

3.3.3. Stress do reticulo endoplasmatico

Entre os mecanismos moleculares envolvidos na patogénese da ELA, o stress do RE
constitui o evento patoldgico mais antigo detetado nos neurdnios motores invulneraveis
(Taiana et al., 2016).

O stress do RE ocorre quando as proteinas com uma conformacdo aberrante se
acumulam no limen do RE, devido a uma rutura no controlo de qualidade das proteinas
ou devido a uma sobrecarga de polipéptidos sintetizados de novo no RE. A resposta de
proteinas desdobradas (UPR) lida com o stress do RE atraves da inducdo de varias
respostas adaptativas para reduzir a quantidade de proteinas deformadas. No entanto, a
falha na UPR ou o stress do RE prolongado, resulta numa morte celular mediada por
apoptose. O envolvimento do stress do RE na patogénese da ELA tem sido sugerido em

ambos o0s casos de ELA relacionados com a SOD1 (Hayashi et al., 2015).

Além disso, uma analise longitudinal que utiliza camundongos transgénicos com SOD1
mutante revelou que a vulnerabilidade dos neurdnios motores na ELA esta intimamente
relacionada com o stress do RE crdnico e que neuronios motores vulneraveis expressam
marcadores de stress do RE, mesmo em estagios pré-sintomaticos e muito antes dos

neurdnios motores resistentes (Hayashi et al., 2015).
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3.3.4. Disfuncdo mitocondrial

A patogénese da ELA é ainda desconhecida, mas varias linhas de evidéncias indicam
que a acumulacdo mitocondrial de SOD1 mutante € um mecanismo importante na
disfuncdo mitocondrial, levando a patologia do neurdnio motor e consequentemente a
sua morte (Tafuri et al., 2015).

A disfuncdo mitocondrial tem sido observada em grandes desordens
neurodegenerativas. Embora os neurénios motores sejam altamente dependentes da
fosforilacdo oxidativa, a relevancia da mitocondria na patogénese da ELA tem estado
sob um estado de avaliacdo durante muitos anos. No entanto, os sinais de disfungéo
mitocondrial tém sido observados em mdaltiplos pacientes com ELA, em tecidos,

incluindo o masculo (Tafuri et al., 2015).

A diminuicdo da atividade da fosforilagéo oxidativa dos complexos I + 111, Il + 111, IV e
da citrato sintetase foram notados na mitocondria da medula espinal de pacientes com
ELA. Mais importante ainda, a disfuncdo mitocondrial evidenciada pela respiracdo
reduzida e sintese de ATP precede, ao invés de resultar em défices comportamentais,
indicando um papel importante da disfuncdo mitocondrial na progressdo da doenca.
Além disso, muitos casos de ELA associados a mutacdes na perda da atividade
antioxidante da SOD1 e ao excesso de producdo de ERO, relatando um aumento do
stress oxidativo ou danos oxidativos na medula espinal dos pacientes com ELA (Jiang et
al., 2015).

Assim, um organelo alvo da SOD1 mutante é a mitocondria. Em ratinhos transgénicos
com SOD1 mutante, as fungdes mitocondriais principais, tais como a atividade da
cadeia respiratéria e a capacidade de tamponamento de Ca**, sdo diminuidas pelo tempo
de inicio da doenca. Além disso, a SOD1 mutante acumula-se seletivamente na face
citosélica das mitocondrias da medula espinal, mesmo na fase pré-sintomatica, o que
implica que os agregados de SOD1 mitocondriais contribuem para a iniciagcdo da doenga
(Hayashi et al., 2015).

A homeostase mitocondrial pode ser interrompida através da interaccdo da SOD1

mutante com varias proteinas alvo. Os alvos principais sdo a Bcl-2 e o0 seu parceiro de
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ligacdo dependente da tensdo do canal de anides 1 (VDACL), ambas proteinas de
membrana integrais que estdo incorporadas na membrana mitocondrial externa. A
SOD1 mutante liga-se a Bcl-2 e converte-a numa conformacéo toxica, atraveés do qual a
transferéncia de metabolito através da VDACI, tais como o influxo de ADP para a
mitocOndria, € inibida (Figura 29) (Hayashi et al., 2015).

A disfuncdo mitocondrial pode desencadear a apoptose através da libertacdo da CCO do
espaco intermembranar mitocondrial (Hayashi et al., 2015). Em suma, a patologia
mitocondrial pode causar deficiéncia na producédo de energia, alteracbes na homeostase

do célcio e por fim a morte do neurénio motor (Pizzuti e Petrucci, 2011).

3.3.5. Disturbio do transporte axonal

Observacdes em camundongos transgénicos com SOD1 mutante revelaram que os
defeitos no transporte de vesiculas sindpticas axonais eram detetaveis nos neuronios
motores vulneraveis durante as fases iniciais da ELA. Considerando-se que o transporte
axonal é importante para 0s neuronios motores altamente polarizados com longos
axonios, pode inferir-se que o transporte axonal revogado promove a progressao da
doenga, interrompendo o fornecimento de componentes celulares essenciais. A cinesina
medeia o transporte axonal rapido (FAT) do corpo celular para a jungdo neuromuscular,

movendo-se ao longo de filamentos dos microtubulos (Figura 29) (Hayashi et al., 2015).

A SOD1 mutante inibe também o transporte rapido retrogrado que é facilitado pelo
complexo Dineina/ Dinactina, mesmo durante as fases de pré-sintomaticas, levando
deste modo a uma interrupcdo no transporte axonal que contribui para a

neurodegeneracdo na ELA (Hayashi et al., 2015).

3.3.6. Agregados de superoxido dismutase 1

A formacédo de agregados de SOD1 na medula espinal constitui a patologia primaria
encontrada em pacientes com ELA com muta¢Ges na SOD1, porém, pouco se sabe

sobre 0 processo de agregacdo (Bourassa et al., 2014). A descoberta de agregados

insoltveis de SOD1 em casos humanos de ELA levou a suposi¢do de que a formacao
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dessas inclusbes aberrantes pode representar um mecanismo toxico atraves da qual a

SOD1 induz a morte em neurdnios motores (Hilton et al., 2015).

A producdo de espécies monomeéricas deficientes em metais destabilizadas num estado
reduzido de ligacdo dissulfureto, auxiliada por meio de mutacGes, poderia apresentar
uma via atraves da qual se poderdo formar agregados insoltveis (Figura 30) (Hilton et
al., 2015).
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Figura 30. Esquema representativo da hip6tese de agregacdo da SOD1, com a forma

monomeérica como percursor da agregacao.

A ubiquitina detetada dentro dos agregados sugere que estas inclus@es insoltveis foram
marcadas para a sua degradacdo proteossomica em que esta pode ter sido impedida,
talvez por meio de uma sobrecarga do sistema ubiquitina-proteassoma (Hilton et al.,
2015).

Os agregados insoluveis estdo tipicamente presentes em fases tardias da progressédo da
doenca. No entanto, 0s agregados sdo susceptiveis de constituir uma consequéncia a
jusante de processos patoldgicos (Hilton et al., 2015).

3.4. Efeito dos metais na esclerose lateral amiotrofica

Alteracbes do potencial toxico dos metais de transicdo ferro e cobre estdo implicados

em processos neurodegenerativos, incluindo a ELA. No entanto, o papel preciso

desempenhado por estes metais é ainda muito pouco claro (Lovejoy e Guillemin, 2014).
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A descoberta de mutacdes na enzima antioxidante Cu/Zn SOD1 em doentes com ELA,

constitui a primeira causa conhecida para a doenca (Lovejoy e Guillemin, 2014).

A homeostase do cobre é perturbada na ELA, e pode ser relevante para a sua patogénese
(Lovejoy e Guillemin, 2014). Outro conjunto de observacées identificado em pacientes
com ELA envolve o ferro. A ELA pode ser vista como uma doencga que oferece um
melhor suporte para uma ligacdo direta entre o ferro, stress oxidativo e
neurodegeneracdo. Porém, apesar dos progressos significativos no conhecimento
molecular, o verdadeiro impacto do ferro na ELA é ainda incerto (Hadzhieva et al.,
2014).

3.4.1. Mecanismo neurodegenerativo do ferro

Concentrag0es elevadas de ferro tém sido recentemente reportadas no SNC de pacientes
com ELA. O metabolismo desiquilibrado do ferro pode envolver uma desregulacéo da
Tf, aumento da regulacdo do TMD1, alteracdo do nivel de ferritina, ativacdo de células
gliais e comprometimento do tréfico de ferro retrogrado ao longo do axoénio. No
entanto, a funcdo exata da méa gestdo do ferro na patologia da ELA é ainda pouco clara
(Li et al., 2010).

A ressonancia magnética em pacientes com ELA mostra uma acumulacdo de ferro no
cortex motor, responsavel por anomalias frequentemente observadas em pacientes com
ELA (Figura 31) (Lovejoy e Guillemin, 2014).

Figura 31. Acumulacdo de ferro no cArtex motor de um paciente com ELA. (A) As

setas identificam a comparacdo com um controlo saudavel. (B) Acumulacdo post-
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mortem de ferro no meio e nas camadas mais profundas da matéria cinzenta cortical
(Adaptado de Lovejoy e Guillemin, 2014).

A progressdo da doencga, de acordo com uma escala de avaliacdo funcional da ELA, foi
positivamente correlacionada com os niveis de ferritina sérica. Do ponto de vista
clinico, existe outra sugestdo recente, que aponta para uma possivel relacdo entre a
sobrecarga de ferro no cérebro e a ELA (Hadzhieva et al., 2014). Em pacientes com
ELA, a carga de Fe pode ser entdo inferida por estudos que demonstram um aumento da
expressao de ferritina sérica, com niveis de ferritina sérica alta e niveis menores de Tf.
No entanto, observa-se um aumento da saturagdo da Tf, correlacionando, deste modo,
com um mau prognoéstico (Lovejoy e Guillemin, 2014; Hadzhieva et al., 2014). Os
niveis de ferritina sérica elevados foram correlacionados com o tempo reduzido de
sobrevida em pacientes com ELA por 300 dias, em comparagdo com pacientes, também
com ELA, mas com niveis de ferritina sérica baixos. Apos estudos comparativos entre
pacientes com ELA e controlos saudaveis, os niveis séricos de ferro ndo foram
significativamente diferentes e 0 aumento da saturacdo da Tf poderia sugerir o0 aumento

de ferro (Lovejoy e Guillemin, 2014).

Niveis aumentados de ferro em neurdnios motores da medula espinal foram também
relatados recentemente em dois modelos de ratos com ELA, abrangindo mutagdes na
SOD1 envolvidas na causa da ELA familiar. A SOD1 mutante causou uma degeneracao
rapida dos neurdnios motores espinais levando a morte num prazo de trés meses.
Durante o seu tempo de vida, observou-se uma grande desregulacdo de ferro, suficiente
para se verificar uma sobrecarga de ferro mensurdvel (Hadzhieva et al., 2014). Estes
resultados implicam uma homeostase do ferro perturbado na ELA. Um impacto
patogénico desta desregulacdo foi adicionalmente suportado pelos efeitos parcialmente
protetores de quelantes de ferro em cultura de células e modelos de ratos com ELA
(Hadzhieva et al., 2014).

Diversos estudos apoiam a ideia de que o stress oxidativo estd envolvido na ELA. O
modelo de cultura celular utilizado revelou que os niveis de mARN de genes
relacionados com o ferro (TfR1, ferritina, TMD1, Mfrn2) podem aumentar ainda mais,
guando os niveis de ERO citoplasmaticos aumentam em resposta a um tratamento. Esta

observacgdo sugere o envolvimento de ERO na desregulacdo dos genes relacionados com
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o ferro nas células mutantes. Contudo, ainda continua por descobrir 0 que se manifesta
em primeiro lugar na ELA, se a desregulacdo do ferro ou o stress oxidativo (Hadzhieva
et al., 2014). O mecanismo molecular da neurodegeneracdo na ELA é bastante
complexo. Sugere-se que a regulacéo da transcricdo dependente de ERO pode afetar os
mecanismos de importacdo mitocondrial de ferro (Mfrn-2), uma vez que estes mMARNS
estavam entre aqueles que foram sob-regulados em condi¢bes de niveis de ERO
aumentados (os submetidos a tratamento) (Hadzhieva et al., 2014).

Uma questdo central é, se um aumento de ferro armazenado nos neurdnios leva ou néo a
um aumento de ferro 1&bil, podendo este catalisar a producdo de radicais hidroxilo
(Hadzhieva et al., 2014).

3.4.2. Mecanismo neurodegenerativo do cobre

O cobre constitui um metal especialmente perigoso devido a sua atividade catalitica e
potencial redox, resultando desta forma, na producdo de ERO, o que leva a propagacao

do stress oxidativo encontrado em pacientes com ELA (Bourassa et al., 2014).

Existem algumas evidéncias de acumulagdo de cobre em humanos com ELA. Mais
recentemente, 52 pacientes com ELA apresentaram um aumento significativo de cobre
no fluido cerebrospinal. Um estudo no tecido da espinal medula de pacientes com ELA
esporéadica, encontraram um aumento significativo de cobre, levando desta forma a uma
avaliacdo de varios quelantes de cobre para tentar retardar o avanco da doenca (Lovejoy
e Guillemin, 2014).

O cobre desperta um grande interesse na ELA, correlacionando-se em torno de
mutacdes na SOD1 e em mais de 160 mutacdes associadas com a ELA (Lovejoy e
Guillemin, 2014). Para a SOD1, o cobre é transportado através de uma proteina
chaperona de cobre (CCP). Esta chaperona contém um dominio de ligagdo para a SOD1
que possui, aproximadamente, 50% de homologia da sequéncia de aminoacidos para a
SOD1, o que é importante para o reconhecimento e ligacdo da SOD1 (Bourassa et al.,
2014). Vérias mutacgdes estudadas e relacionadas com o aparecimento da ELA possuem

residuos que residem no dominio de ligagdo homologo da CCP, podendo desta forma
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impedir a ligacdo eficiente da CCP para a SOD1, possivelmente alterando o transporte

de cobre (Bourassa et al., 2014).

Apdbs varios estudos, concluiu-se a existéncia de uma relacdo entre os agregados
deficientes em metais e a diminuicdo de cobre encontrados em células que sobre-
expressam a SOD1 mutante. Na SOD1 mutante, o transporte de cobre deficiente para a
proteina pode reduzir ainda mais o teor de cobre na célula. Uma vez que as proteinas
mutantes sdo pouco estaveis e o0 teor de cobre estd menos disponivel, a formacdo de
agregados da proteina SOD1 mutante deficiente em metais torna-se propicia,
agregando-se (Bourassa et al., 2014). A formacdo de agregados tdxicos de SOD1 é
fortemente implicada na ELA e vérios dados descrevem um defeito na ligacdo do Cu

através de varios SOD1 mutantes (Lovejoy e Guillemin, 2014).

Independentemente do mecanismo preciso de agregacdo, 0s agregados de SOD1
geralmente adquirem um "ganho de funcdo téxica" relacionada com a promog¢édo do
stress oxidativo e de outros mecanismos que levam a neurodegeneracdo, sendo estes ja

descritos em cima (Lovejoy e Guillemin, 2014).

Existem dois mecanismos ou processos que podem levar & morte neuronal na SOD1.:

1. Através de uma mutacdo que pode alterar a dobragem da SOD1, abrindo assim a
conformacdo da proteina que vai libertar deste modo, o cobre que é potencialmente
toxico;

2. A SOD1 mutante pode catalisar a oxidacdo de substratos presentes em neurdnios
motores, atuando assim como uma peroxidase, ou podera catalisar a reducdo de

H,0,, conduzindo a formacéo do radical toxico hidroxilo (Azzouz et al., 1999).

3.5. Diagnostico da esclerose lateral amiotroéfica

A ELA é uma patologia de dificil diagndstico precoce, devido a sua similaridade com
outras doencas neuroldgicas severas (Kaur et al., 2015). Foi observado que o tempo
decorrido entre o diagnostico e o inicio dos sintomas da doenga sdo de

aproximadamente 12 meses (Gonzélez et al., 2003).
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O diagnostico passa pela realizacdo de uma cuidada historia clinica, um exame fisico
pormenorizado, podendo ainda ser completado com estudos eletrofisioldgicos ou
imagioldgicos de nivel cerebral (Diaz et al., 2003). Durante a historia clinica o célculo
da taxa de perda de peso pode ser um dos preditores da progressdo da doenca no
momento do diagndstico (Kaur et al., 2015). Aquando do exame clinico, posterior a
realizacdo da historia clinica, devem ser tidas em conta as estruturas anatomicas bulbar,

cervical, torécica e ainda a lombossagrada (Daroff et al., 2012).

Na auséncia dos marcadores biologicos estabelecidos para o diagndstico, este baseia-se
na procura de caracteristicas clinicas com investigagdes que excluam outras sindromes.
As radiculomielopatias cervicais levam a um erro de diagnostico na ordem dos 5-10%
dos casos (Silani et al., 2011). Outras situacdes que podem levar a um diagnostico
errado sdo a coexisténcia de outras patologias, conclusbes erradas dos exames
neurofisiol6gicos ou imagioldgicos e ainda a ndo familiarizagdo com a doenca (Diaz et
al., 2003).

O diagnostico é baseado na procura de caracteristicas clinicas severas incluindo o
envolvimento combinado de neurdnios motores superiores (UMNS) e neur6nios motores
inferiores (LMNs) (Kaur et al., 2016). E necessario existir uma evidéncia de
degeneracdo dos neurdnios motores inferior e superior através de um exame clinico,
eletrofisiologico ou neuropatolégico (Diaz et al., 2003). Uma maioria de médicos
tentam diagnosticar esta doenca através da identificacdo de sinais de UMN e LMN
numa determinada regido corporal e posterior comprovacao da progressdo da patologia
para outros locais do corpo (Kiernan et al., 2011). Esta combinacdo neurodegenerativa
dos neurdnios ndo pode ser explicada por outro processo patologico, tentando-se
diagnosticar a ELA através de exames imagioldgicos e eletrofisioldégicos no liquido
cefaloraquidiano ou em estudos soroldgicos (Silani et al., 2011).

Os resultados neurofisioldgicos por si s6 ndo sdo suficientes para a realizacdo do
diagnostico, devendo ser interpretados de acordo com a histdria clinica do paciente e
com os achados clinicos (Silani et al., 2011). O diagndstico € geralmente confirmado
pela medicdo da atividade muscular e dos nervos usando a eletromiografia e estudos da
conducdo nevral. Estes testes permitem distinguir danos musculares de danos

nevralgicos como causa de disfuncdo muscular (Kaur et al., 2016). Esta técnica ajuda
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num diagndstico mais precoce, estabelecendo a presenca de sintomas ainda nao
manifestados nos LMN (Kiernan et al.,, 2011). No entanto, a eletromiografia e 0s
estudos de neuroimagem podem levar a varios diagndsticos errados como esclerose
maultipla, hérnia discal, osteoporose, entre outros (Diaz et al., 2003). A aplicacdo de
potenciais de fibrilacdo e de ondas positivas agudas vao demonstrar se o funcionamento

dos masculos se encontra normal (Kiernan et al., 2011).

A Ressonancia Magnética € outra opcéo que pode ser usada para eliminar diagnosticos
de patologias com sintomas semelhantes como os tumores da medula espinal e as

hérnias nos discos vertebrais do pescoco (Kaur et al., 2015).

As biopsias musculares podem ter um valor acrescido no diagnostico, levando a
exclusdo de outras miopatias incomuns, como a doenca 83 do corpo do poliglucosan.
Estas podem ainda confirmar a presenca de ELA demonstrando a atrofia das fibras
mistas musculares (Kiernan et al., 2011).

Quanto as bidpsias da pele, sdo utilizadas para avaliar as anormalidades nas fibras
nervosas com frequente dano mitocondrial nos axonios e fibras nervosas (Kaur et al.,
2015).

A estimulacdo magnética transcraniana do motor do cortex € uma técnica adicional que
mede o dano dos neurdnios motores e pode ser particularmente Util na confirmacédo da
ELA (Kaur et al., 2015).

Os biomarcadores do sangue podem também ser usados no diagnostico da ELA, sendo
que incluem marcadores relativos ao stress oxidativo, citotoxidade, inflamacao,

disfuncdo metabdlica e neurodegeneracdo (Kaur et al., 2015).

3.6. Terapéutica da esclerose lateral amiotrofica

Até ao momento ndo existe cura para esta doenga neurodegenerativa, desconhecendo-se
qual é a melhor abordagem perante um paciente com esta patologia. Podem ser tomadas

muitas medidas paliativas, sintomaticas, psicologicas e ainda de apoio ao doente (Diaz
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et |., 2003). Para fazer face a esta patologia é necessaria uma equipa multidisciplinar
com enfermeiros especializados, fisioterapeutas e terapeutas da fala. Além disso, é
também necessario adaptar as infra-estruturas com espacos para cadeiras de rodas,
equipamentos de ventilacdo e alimentacdo por sondas (Diaz et I., 2003). O tratamento da

ELA é complexo e tem mudado consideravelmente nos altimos anos (Junior, 2013).
3.6.1. Tratamento farmacoldgico

O riluzole (Rilutek®) (Figura 32) é a unica droga aprovada, até ao momento, para o
tratamento da doenca da ELA, reduzindo a excitotoxicidade mediada pela inibi¢do da
libertacdo do glutamato (Bourassa et al., 2014).

F3CO S
L
N

Figura 32. Estrutura do riluzole (McDonnell et al., 2012).

Esta droga tem pelo menos trés propriedades que podem contribuir para a eficacia do
tratamento. Inibe a libertacdo de glutamato, inibe os niveis de NMDA no SNC e

estabiliza a inatividade dos canais de célcio (Diaz et I., 2003).

A posologia recomendada é de um comprimido de 50 mg, duas vezes ao dia. Este
farmaco é tomado por via oral, em periodos de 12 em 12 horas e sempre a mesma hora
do dia (Infarmed, 2012).

O riluzole 100mg pode prolongar a sobrevivéncia de pacientes com ELA, em cerca de
dois meses. Ensaios clinicos demonstraram que pacientes que tomam este farmaco tém
uma maior sobrevivéncia do que aqueles que tomam um placebo (Miller et al., 2003).
Ndo ha qualquer beneficio em aumentar a dose para mais de 100 mg por dia. No
entanto, este aumento de dose pode levar a uma maior predisposicdo para efeitos
adversos (Infarmed, 2012). De entre os efeitos adversos podem-se destacar, nauseas,

vomitos, diarreia, anorexia, parestesias, sedacdo e convulsées (Diaz et al., 2003).
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Apesar dos efeitos adversos serem controlados, esta droga apresenta efeitos benéficos
reduzidos e um preco elevado. Foi aprovada como a droga de elei¢do para o tratamento
desta patologia, mas ndo em todos os paises (Miller et al., 2003).

3.6.2. Agentes quelantes

Num estudo da medula espinal de pacientes com a patologia em questdo, foram
encontrados niveis elevados de cobre (Lovejoy and Guillemin, 2014). A viabilidade das
células neuronais que expressam SOD1 mutante aumenta através de quelantes de cobre,

sugerindo que o cobre esta envolvido na patologia destas células (Azzouz et al., 1999).

Foi demonstrado em variados estudos que alguns quelantes de cobre poderiam reverter a
reatividade da SOD1 mutante, resultando numa protecdo contra a perda de neur6nios
motores, com uma correspondente melhoria do tempo de vida e da funcdo locomotora
(Lovejoy and Guillemin, 2014). Os mecanismos de acdo terapéuticos sugerem (Hilton et
al., 2015):

A atenuacéo da toxicidade do i&o de cobre;
Uma diminui¢do dos niveis de cobre presentes na medula espinal,

Reducéo da peroxidacéo lipidica;

M W o

Pode ainda diminuir os marcadores de danos oxidativos e da inflamacéao.

Os agentes quelantes de cobre utilizados incluem a D-penicilamina e a trientina
(Lovejoy and Guillemin, 2014). Podem também ser utilizados enquanto agentes
quelantes do cobre, o DP-109, o DP-480 e a N-acetilcisteina. Todos estes quelantes
atrasam o inicio da doenca (por poucos dias), aumentam a resposta motora e diminuem

ainda a progressao da mesma (Rivera-Mancia et al., 2010).

A D-penicilamina (Kelatine®) (Figura 33) encontra-se indicada aquando de
intoxicagOes graves por metais, como o cobre (no caso da ELA), ouro, chumbo e
mercurio. A atividade deste farmaco é devida as propriedades do aminotiol, isto €,
formagéo de complexos de quelatacédo, reacdo com grupos carboxilados e a participacéo

na formacdo de pontes dissulfureto e a trocas ao nivel dos grupos tiol (Infarmed, 2007).
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HSMOH
NH,

Figura 33. Estrutura da D-penicilamina (Wikipedia, the free encyclopedia, 2016).

O tratamento recorrendo ao dietilditiocarbamato (Figura 34) reduz a produgdo dos
radicais hidroxilo, aumentando desta forma a sobrevivéncia celular (Rivera-Mancia et
al., 2010).

HC— 8

N
He/  se

Figura 34. Estrutura do dietilditiocarbamato (Wikipedia, the free encyclopedia, 2016).

Recentemente surgiu o tetratiomolibdato de aménio (TTM) (Figura 35) que leva a
melhoria dos sintomas e da sobrevivéncia em casos de SOD1 mutante. Isto ocorre
devido a remocao de cobre por parte deste quelante (Lovejoy and Guillemin, 2014). O
TTM, que comecou por ser utilizado na doenca de Wilson, tem acdo quelante de forma
intracelular e extracelular de i0es de cobre, apresentando uma vantagem
comparativamente com a D-penicilamina e a trientina pois apenas removem o cobre

livre extracelular (Rivera-Mancia et al., 2010).

S\Mn"fﬁs |
/s

Figura 35. Estrutura do tetratiomolibdato de amonio (Wikipedia, the free encyclopedia,
2016).

Mdltiplos quelantes de ferro tém demonstrado uma agdo neuroprotetiva e
neuroreparadora no caso de doencas neurodegenerativas como a ELA. Os quelantes

com componentes que blogueiem a atividade redox do ferro e a progressao da doenca
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sdo uma estratégia neuroprotetora promissora (Li et al., 2010). Estes quelantes nédo
atenuam unicamente os niveis de ferro, mas reduzem também os marcadores do stress
oxidativo nos tecidos e diminuem a perda neuronal e ainda a ativagdo microglial e
astroglial (Hadzhieva et al., 2014).

Os quelantes de ferro utilizados em estudos pré-clinicos sdo a desferrioxamina (Figura
23) e anélogos de 8-hidroxiquinolina (Figura 21) (Li et al., 2010).

Quanto aos analogos de 8- hidroxiquinolina, o clioquinol (Figura 25) é um quelante nédo
especifico lipofilico que consegue ultrapassar a BHE, no entanto apresenta efeitos
nocivos (Li et al., 2010). O ALA-20 é um forte agente quelante para o Fe**, dupurando
os radicais com efeito inibitério do MAO-B (Li et al., 2010). O VK8 e 0 MK30, outros
analogos, atrasam o inicio da ELA, diminuindo a perda de neurénios motores,
aumentando assim o tempo de vida (Lovejoy and Guillemin, 2014). O VK8 é um
quelante potente que atravessa a membrana mitocondrial e 0 MK30 sequestra o ferro e
inibe a MAO-A e a MAO-B (Li et al., 2010). Estes ultimos quelantes atenuam a
elevacdo dos niveis de ferro e da expressdo da TfR. Diminuem as ERO e suprimem a
ativagdo microglial e astrocitica na medula espinal de portadores da SOD1 mutada
(Lovejoy and Guillemin, 2014).
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IV. Conclusao

H& uma crescente evidéncia de que os metais desempenham um papel crucial na
patogénese de doengas neurodegenerativas. Contudo, a existéncia de niveis adequeados
de iBes metalicos no organismo humano sdo fundamentais para as diversas funcgdes
vitais. A auséncia ou 0 excesso de alguns metais podem ser prejudiciais para a saude
humana e ocasionar vérias doencas. Deste modo, a homeostasia dos metais representa

um mecanismo de extrema importancia.

Varios estudos tém vindo a demonstrar que alguns metais estariam na base da DH e da
ELA. O ferro, cobre e manganés estariam implicados na DH e o ferro e cobre na ELA.
Porém, 0s mecanismos exatos pelos quais estes metais causam a doenca ainda
continuam pouco claros, necessitando de novas confirmagcfes por novos estudos.
Contudo, tém sido sugeridos alguns mecanismos neurotdxicos causados pelos metais,

que eventualmente levariam a neurodegeneracao observada nas duas doencas estudadas.

A DH, uma doenca de transmissdo autossomica dominante, é causada por uma mutacao
na proteina Htt, que conduz a formacdo de corpos de inclusdo, originando mecanismos
neurodegenerativos. S8o caracteristicos, a ocorréncia de perturbacGes motoras, défices
cognitivos e ainda perturbagdes psiquiatricas. Estes vao conduzir invariavelmente a uma
incapacidade e em situacfes mais tardias a morte. Sendo esta uma doenca de caracter
genético, ainda ndo existe nenhum tipo de tratamento que leve a cura. Porém, existem
métodos terapéuticos que aliviam os sintomas motores e psiquiatricos, retardando o

progresso da doenca.

A terapia, recorrendo a agentes quelantes de metais, € vista como um tratamento de
futuro, estando estes ainda sob investigacdo. Esta estratégia consiste na eliminacdo, por
quelatacdo, do excesso de iBes metalicos no organismo, diminuindo, deste modo, a
neurotoxicidade induzida pelos mesmos. Porém, detetou-se desde logo uma dificuldade
gue consiste no mecanismo dos agentes quelantes atravessarem a BHE. O clioquinol,
utilizado para quelatar o ferro e o cobre, diminui os agregados metalicos no cérebro,
atravessando eficazmente a BHE, quelatando o cobre ¢ ainda inibindo a deposigdo f-

amiloide. Esta inibi¢do esta relacionada com a redistribuicdo de cobre e de ferro. Sem
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duvida, é considerado um dos quelantes mais promissores.

Quanto & ELA, é uma doenca neurodegenerativa que leva a perda progressiva da funcdo
motora e da capacidade respiratdria, em que a mortalidade esta relacionada com a
faléncia respiratoria. De entre os sintomas, destacam-se, atrofia muscular severa,

atividade involuntaria dos musculos (espasmos), cdimbras e fadiga.

Esta doenca rara, que evolui de forma progressiva, apresenta uma origem genética em
apenas 10% dos casos (ELA familiar), dos quais 2,5% ocorrem devido a indmeras
mutacdes, em que a mutacdo na SOD1 constitui o exemplo mais bem estudado, ou
entdo, surge de uma forma esporéadica sem causa conhecida. A par da DH, também
ainda ndo se descobriu a cura, desconhecendo-se qual é a melhor abordagem a ter nestes
casos. Podem ser adotadas medidas paliativas, sintomaticas, psicoldgicas e de apoio ao

doente.

Provou-se, em varios estudos, que 0s agentes quelantes de cobre podem reverter a
reatividade da SOD1 mutante levando a uma protecdo contra a perda de neuronios
motores, aumentando a funcdo locomotora e a sobrevida. O TTM, um agente quelante
que surgiu recentemente, consegue levar a remocao do cobre, melhorando os sintomas e
a sobrevivéncia em casos de SOD1 mutante. Este atua de forma intra e extracelular,
quelatando os iGes de cobre, apresentando-se deste modo como uma vantagem a D-
penicilamina e a trientina, visto que estas apenas removem o cobre livre extracelular. O
VK8 e 0 MK30, analogos do 8-hidroxiquinolina, atrasam o inicio da ELA levando a

uma diminuicdo da perda dos neurénios motores e aumento do tempo de vida.
Concluindo o tema, sdo ainda necessarios mais estudos que se traduzam em certezas que

permitam clarificar o verdadeiro papel dos metais em ambas as patologias bem como

encontrar uma terapéutica que seja eficaz no combate as manifestacdes das doencas.
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