Catarina Joaquina Pereira de Oliveira Pinto

O papel dos metais nas doencas prionicas

Universidade Fernando Pessoa
Porto | 2016






Catarina Joaquina Pereira de Oliveira Pinto

O papel dos metais nas doencas prionicas

Universidade Fernando Pessoa
Porto | 2016



Catarina Joaquina Pereira de Oliveira Pinto

O papel dos metais nas doencas prionicas

Catarina Joaquina Pereira de Oliveira Pinto

Projeto de Pés-Graduagdo apresentada a Universidade
Fernando Pessoa como parte dos requisitos para obtengédo
do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas, sob a

orientacdlo da Professora Doutora Fernanda Leal



Sumario

As doencas pridnicas sdo um conjunto de patologias que afetam irreversivelmente o
sistema nervoso central. Na despoletar destas doencas estdo as proteinas infeciosas, 0s
prides. Existem varias doencas que se inserem nesta categoria, no entanto pode-se

destacar em particular a doenca de Creutzfeldt-Jakob.

Metais como o cobre, ferro e manganés sdo metais cruciais e Nnecessarios aos processos
fisioldgicos. Existem varios mecanismos antioxidantes, como a superoxido dismutase e
a catalase, essenciais para combater o stress oxidativo na célula que por vezes é

provocado por estes metais.

Atualmente pensa-se que 0s metais com atividade redox tém um papel importante na
evolucdo das doencas neurodegenerativas. A interacdo entre os metais e as proteinas do
sistema nervoso central mostra-se crucial no desenvolvimento ou auséncia de
neurodegeneracdo. Os agentes quelantes de metais podem desta forma ser usados como

terapéuticas em doencas associadas a metais.

Palavras-chave: Prido; Doencas neurodegenerativas; Metais; Cobre; Ferro; Manganés



Abstract

The prion diseases are a group of diseases that irreversibly affects the central nervous
system. At the onset of these diseases are infectious proteins, prions. There are several
diseases that fall into this category, but we can highlight in particular the Creutzfeldt-

Jakob disease.

Metals such as copper, iron and manganese metals are critical and required for
physiological processes. There are several antioxidants mechanisms , such as
superoxide dismutase and catalase, which are essential to combat oxidative stress in the

cell which is sometimes caused by these metals.

Currently it is believed that the metals with redox activity play an important role in
development of neurodegenerative diseases. The interaction between the metals and the
central nervous system proteins shown to be crucial in the development or absence of
neurodegeneration. The metal chelating agents may thereby be used as therapeutics in

diseases associated with metals.

Keywords: Prion, Neurodegenerative diseases; Metals; Copper; Iron; Manganese
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ADN Acido desoxirribonucleico

ATP Adenosina trifosfato

CDTA Acido ciclohexileno-dinitrileno tetracético
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CR Vermelho de Congo (do inglés Congo Red)
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iDCJ Doenca de Creutzfeldt-Jakob iantrogénica
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PMCA Amplificacdo Ciclica de Proteinas Mal Dobradas (do inglés
Protein Misfolding Cyclic Amplification)
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SGSS Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker
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SOD Superoxido dismutase
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O papel dos metais nas doencas prionicas
I. Introducéo

As doencas prionicas, também designadas como encefalopatias espongiformes
transmissiveis (EET), sdo um conjunto de doengas de cariz neurodegenerativo que
podem incidir tanto na espécie humana como na espécie animal. Resultam na
degeneracdo progressiva e/ou completa das células nervosas, traduzindo-se num estado
debilitante e incuravel, levando a morte. Apos o individuo contrair a doenca os sinais
motores extrapiramidais (tremores, ataxia, mioclonia e instabilidade postural) vao ser
afetados (Martin et al., 2011).

Os agentes causadores das EET sdo os prides. Os priGes, ou PrP, sdo particulas
infeciosas transmissiveis de natureza proteica, que se encontram presentes em muitos
mamiferos. A funcdo destas proteinas normais ainda ndo é completamente conhecida.
No entanto, esta proteina normal pode converter-se em anormal ou infeciosa, designada
por PrP¢, Esta mal formac&o deve-se a dobragem anormal dos prides, levando assim &

ocorréncia de danos cerebrais caracteristicos da doenca (Ferreira, 2006).

As doencas prionicas identificadas em humanos séo a doenga de Creutzfeldt-Jakob, a
sindrome Gerstmann Straussler-Scheinker, a Insonia familiar fatal e a doenca de Kuru.
Destas, destaca-se em particular a doenca de Creutzfeldt-Jakob (Wadsworth e Collinge,
2011).

A doenca de Creuzfeldt-Jakob € a mais comum das doencas pridnicas. A sua
manifestacdo em idades abaixo de 40 anos é invulgar. Ainda assim, a sua incidéncia é
muito baixa tratando-se de uma doenca rara. Existem 4 tipos de variantes: a esporadica,
a familiar, a iatrogénica e a variante. Esta doenca apresenta um quadro de depresséo
com perda de memdria evoluindo para um estado de deméncia e posteriormente a morte
(Manix et al., 2015).

Atualmente a doenca de Kuru encontra-se praticamente extinta. Apos a sua descoberta,
e de acordo com as investigacOes efetuadas, concluiu-se que esta teria origem num ritual
efetuado na tribo Fore da Papuasia, Nova Guiné. O ritual consistia em ingerir partes de

um cadaver por um parente préximo, ao longo da ceriménia funebre. Devido a medidas

1
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governamentais, conseguiu-se demover a tribo da prética destes rituais, levando a

extin¢do da doenca (Ferreira, 2006).

A sindrome de Gerstmann Straussler-Scheinker surge, em regra, mais cedo que a
doenca de Creutzfeldt-Jakob. Verificam-se sintomas piramidais e de deméncia. A

frequéncia deste tipo de doenca pridnica € muito rara (Ferreira, 2006).

A Insonia familiar fatal é outra doenca pridnica que tem uma particularidade
relativamente as outras, pois apresenta lesfes limitadas a nivel do tdlamo. Ocorrem
também estados de alucinacfes e posteriormente manifesta-se um estado de verdadeira

deméncia (Ferreira, 2006).

Os metais tém vindo a apresentar grande importancia no desenvolvimento de doengas
pridnicas. As proteinas tém a capacidade de se ligar aos metais. Metais como o cobre,
zinco e manganés (metais bivalentes) ligam-se nas sequéncias repetidas de péptidos
octavalentes na cadeia N-terminal do PrP. Ao ocorrer a ligagdo surgem mudangas
estruturais e funcionais nos prides, que provocam alteracbes nos niveis dos metais.
Desta forma, a capacidade celular antioxidante fica comprometida. Com este
comprometimento da atividade antioxidante, ocorre stress oxidativo que esta
relacionado com o processo neurodegenerativo associado a estas doencgas (Choi et al.,
2006).

Os agentes quelantes de metais podem ser usados como terapéutica em doencas
neurodegenerativas. O uso da terapia a base de agentes quelantes permite um aumento
da fase de incubacdo da doenca, sendo este um aspeto bastante positivo na terapéutica
deste tipo de doencas. (Sigurdsson et al., 2003).

O desenvolvimento da revisdo bibliografica tem como principal objetivo abordar a
importancia dos metais nas doengas pridnicas. Pretende-se, também clarificar quais as
doencas pridnicas e o conceito de prido e esclarecer questdes relacionadas com cada
tipo de doenca, abordando sintomas, diagnéstico e etiologia da doenca. Pretende-se

ainda abordar a terapéutica por agentes quelantes de metais em doencas prionicas.
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A revisdo bibliografica foi efetuada com o auxilio da base de dados PubMed e consulta
de livros. A pesquisa foi realizada em artigos publicados no periodo de 1982 a 2015. Foi
também utilizado o programa EndNote. A pesquisa dos artigos foi efetuada entre
setembro de 2015 e setembro de 2016.
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I1. As doencas pridnicas

As doencas pridnicas sdo consideradas doengas neurodegenerativas progressivas que
podem afetar tanto humanos como animais. S&o essencialmente caracterizadas por
longos periodos de incubacdo, perda neural, e falha de inducdo de uma resposta

inflamatdria pelo ser vivo afetado (Cdc, 2015).

Na tabela 1 estdo resumidas todas as doengas prionicas, estando ainda, sub-divididas as

que afetam os animais e as que afetam os humanos.

As doencas causadas por prides que se manifestam nos animais sdo a Scrapie, a
Encefalopatia espongiforme bovina (EEB), a encefalopatia espongiforme marta (EEM)
e a encefalopatia espongiforme felina. As doencas causadas por pries em humanos séo
a doenca de Creutzfeldt-Jakob (DCJ), a sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker
(SGSS), a Insonia familiar fatal (IFF) e a doenca de Kuru (Tabela 1).

As doencas pridnicas em humanos podem ser subcategorizadas em trés tipos pela forma
como a doenca é contraida. Os subtipos sdo esporadico, genético e adquirido. Na
primeira categoria podemos encontrar a doenca de Creutzfeld-Jakob esporadica (eDCJ)
e Insonia fatal esporadica (elF). Pode, também ter causas genéticas e nesta divisdo
temos a doenca de Creutzfeldt-Jakob Familiar (fDCJ), a SGSS e a IFF. Por fim a
terceira subcategoria em que a doenca é adquirida, com a doenca iatrogénica de
Creutzfeldt-Jakob (iDCJ) e a doenca variante de Creutzfeldt-Jakob (vCJD) (Tabela 1)
(Imran e Mahmood, 2011).
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Tabela 1. As doengas priénicas (Adaptado de Imran e Mahmood, 2011).

Doencas provocadas por prides em animais

Ovelhas e Infecéo por prides. Origem Meados do século
gado desconhecida XVIII
Martas Infegdo por priGes. Origem em 1947

ovelhas e gado

Gado Infegdo por priGes. Origem 1986
desconhecida

Gatos Infecdo por prides. Origem 1990

encefalopatia espongiforme bovina

Doencas provocadas por prides em humanos

_ Humano Rituais de canibalismo 1957
Humano Conversao espontanea de PrP¢em 1920
Prpse
- Humano Mutacédo no PrP 1924
- Humano Mutag&o no PrP 1936
Humano Infetados por prides de origem 1974
humana
_ Humano Haplétipo 178N-129m PrP 1986
- Humano  Infetado com prifes de origem BSE 1996
Humano Conversao espontanea ou mutacgao 1999
somatica de PrPCem Prpsc
Humano Converséo espontanea ou mutagéo 2008
somatica de PrP¢ em PrPsc
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2.1. O prido

Os prides sdo agentes infeciosos que provocam as EETs. Estas doengas foram
designadas desta forma pois podem ser transmitidas de animais para humanos e além
disso, ocorre uma degeneracdo na forma de vacutolos, sendo uma das caracteristicas

neuropatologicas da doenca (Prusiner, 1998).

No decorrer de diversas investigacbes sobre o prido, onde foram testados
experimentalmente a sua resisténcia a procedimentos que atacam os acidos nucleicos,
resisténcia a inativacdo por calor, e 0 seu tamanho aparentemente pequeno, conclui-se
que o prido é uma nova identidade infeciosa, pois apresenta propriedades diferentes dos

virus, viroides e plasmideos (Prusiner, 1982).

O nome de prido foi referenciado pela primeira vez por Prusiner que, ap6s uma
contemplagdo sugeriu o termo prion”, devido a tratar-se de um agente proteico

infecioso. Ou seja, do inglés proteinaceous and infectious, prion (Prusiner, 1998).

O prido humano normal é constituido por 209 residuos de amino&cidos. E sintetizado a
partir de um percursor de 254 aminoacidos. O péptido € clivado tanto na porcdo N-
terminal como no C-terminal, no reticulo endoplasmatico (Figura 1). Apresenta um
péptido sinal (1-22), um dominio hidrofébico (106-126), 3 a-hélices (compreendidas
nos residuos, 144-154, 173-194 e 200-228) que constituem cerca de 43% da estrutura, 2
folhas-P anti-paralelas (situadas entre os residuos 128-131 e 161-164) e uma sequéncia
sinal para a ancora de glicosil fosfatidil inositol (GPI). O GPI encontra-se ligado na
posicdo 231 na extremidade C-terminal, permitindo que este se fixe na membrana
extracelular. Existe ainda um dominio desenovelado no qual esta incluido o dominio de
repeticdo de octapéptido (OR), onde ocorrem repetices de uma sequéncia de oito
residuos de aminoacidos que tém capacidade de se ligar ao cobre fisiologicamente. Pode
ainda ser feita referéncia a uns residuos de histidina que se encontram fora desta zona
mas que tém também a capacidade de se ligarem ao Cu?* (Acevedo-Morantes e Wille,
2014).
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OR o (o53 a3

Figura 1. Esquema da proteina prido. OR- repeticdo de octapéptido; - residuos de Histidina; [31/-
- folhas beta; a1/2i3- folhas alfa (Adaptado de Acevedo-Morantes e Wille, 2014).

Pressupdem-se que as EETs sdo causadas pela conversdo da PrP ubiqua (PrP) na forma
scrapie (PrPS¢). A PrP® é um componente normal da membrana das células dos
mamiferos. Estd presente maioritariamente no sistema nervoso central, no tecido
linfatico e nas juncdes neuromusculares. A PrP¢ assume um papel importante nos

processos neuronais como o ritmo circadiano, neuroprotecdo e neuroplasicidade.

As doencas prionicas encontram-se associadas a conversio da proteina PrP¢ num
conformero insollvel PrPS¢, estando este Ultimo, associado ao desenvolvimento da
doenca (Figura 2) (Venneti, 2010).

P Se

PP
3}' Barreira

energética

} a-hélice Folha-p
Prp¢: PP
Tratamento com
ProteinaseK

7 <
/ \

./, \\
‘ Sensivel Resistente l

Solivel-Néo agrega Formaagregados/

Figura 2. Representacéo das isoformas normais e patoldgicas da PrP. A PrPC é considerada a proteina

prido na sua forma nativa. A PrPSc esta relacionada com a patologia (Adaptado de Venneti, 2010).

As perturbagdes que o prido pode provocar surgem devido ao mau enrolamento das
folhas alfa e a um aumento do teor das folhas beta. Desta forma a PrPSC torna-se desta

forma resistente a digestdo com proteinase K (PK) e mais propenso a acumulacdo de
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folhas beta no cérebro. Esta agregacdo da origem a efeitos toxicos nos neurénios que
posteriormente resultam numa neurodegeneracdo irreversivel. A acumulacdo lenta e
progressiva da PrPS¢ no cérebro levanta poucas duvidas relativamente ao seu papel no

desencadeamento da neurodegeneracao e da doenca (Venneti, 2010).

2.2. Doenca de Kuru

A doenca de Kuru é considerada uma das doencas prionicas humanas que afetou
essencialmente a tribo Fore da Papuésia, Nova Guiné. No entanto, para além da tribo de
Fore também outras tribos foram afetadas mas em menor escala, como a tribo de

Keiagana, Yate, Kaite entre outras (Figura 3) (Liberski, 2013).

Figura 3. Mapa representativo das tribos afetadas (Adaptado de Liberski, 2013).

Pensa-se que a doenca de Kuru apareceu pela primeira vez no século XX na aldeia de
Uwami. A doenca foi-se espalhando de forma lenta e infeciosa levando sempre a morte.
Assim, as infecBes por virus lentos reconhecidas inicialmente em animais tornaram-se

um problema real na medicina humana (Liberski, 2013).

“Kuru” na lingua de Fore significa tremor. A pesquisa sobre a doenc¢a de Kuru iniciou-
se em 1957 por D. Carleton Gajdusek e Vincent Zigas. Estes autores iniciaram a sua
investigacdo estabelecendo limites geogréaficos, localizando quais as aldeias que tinham
historia de Kuru. Concluiram que das 172 aldeias 155 tiveram casos relatados (Alpers,
2008).

O canibalismo era praticado nesta regido como um ritual de luto. O ritual consistia em

ingerir partes de um cadaver por um parente préximo, ao longo da cerimonia funebre.



O papel dos metais nas doencas prionicas

Os homens com idade superior a 6-8 anos participavam muito pouco nestes rituais. A
doenga de Kuru incidia assim essencialmente em mulheres e em criangas de ambos os
sexos, afetando apenas 2% dos homens adultos. Estudos epidemioldgicos constataram

que ndo ocorre transmissao vertical nesta doenca (Collinge et al., 2008).

Durante a progressdo da doenga ocorre um longo periodo de flutuac&o entre o inicio do
seu curso clinico, estabelecimento da doenca progressiva e por fim o culminar com a
morte. Inicialmente, sdo manifestados sintomas prodrémicos como dor de cabeca, dores
nos membros e articulacdes. Posteriormente, a principal caracteristica é a ataxia cerebral
progressiva, que se traduz na falta de coordenagdo de movimentos. Desta forma, com a
evolucdo da doenga os sintomas prodrémicos tendem a aparecer e a ataxia a aumentar.
Aumenta a sensibilidade ao frio com calafrios. Nos exames post mortem realizados
verificam-se alteracGes patoldgicas ao nivel do tronco cerebral, cérebro, hipotdlamo e
cortex. As caracteristicas fundamentais da doencga sdo a perda e degeneracdo neuronal
acompanhado de vacuolizacdo, hipertrofia e proliferacdo dos astrdcitos e auséncia de

inflamacéo (Collinge et al., 2008).

Em meados de 1950, as autoridades australianas proibiram a pratica do
endocanibalismo. Com esta medida ocorreu uma interrupc¢éo abrupta da transmissao da
doenca de Kuru. Com os pacientes jovens tornando-se progressivamente mais velhos, a
doenca foi considerada extinta. No entanto, tendo em consideracdo que o periodo de
incubacdo da doenca tem mais de 50 anos, no futuro poderdo aparecer um nimero
limitado de casos. A descoberta da doenca de kuru abriu novas janelas para os dominios
da medicina humana e foi fundamental para desmistificar a doenca de Creutzfeldt-Jakob
e a sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker, bem como a relevancia que a
encefalopatia espongiforme bovina teve para a transmissdo aos seres humanos. A
transmissdo da doenga de Kuru foi uma das maiores contribuicdes para as ciéncias
biomedicas do século XX (Liberski, 2013).

2.3. Sindrome Gerstmann Straussler-Scheinker

A sindrome de Gerstmann Straussler-Scheinker pertence ao grupo das EETSs, sendo

considerada uma doenca autossomica dominante associada a muta¢des pontuais no gene
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da proteina prido. E considerada uma doenca rara e encontrada em apenas algumas
familias a nivel mundial. Esta sindrome manifesta-se essencialmente entre os quarenta e
sessenta anos de vida. A doenca progride a um ritmo lento mas inexoravel ao longo de

sete ou mais anos (Pirisinu et al., 2016).

Tal como nas restantes doencas pridnicas, ocorre também, uma acumulagdo da proteina
anormal no cérebro. Este facto vai afetar varias capacidades do ser humano,
manifestando uma marcha instavel, disfuncdo cognitiva que pode ndo ser percetivel
inicialmente. No desenvolver da doenca € notado um aumento da lentiddo do
pensamento. Desta forma, ocorre um declinio das capacidades cognitivas gerais do
individuo. Numa fase final manifesta-se uma ataxia incapacitante, onde o doente ndo
consegue alimentar-se devido a uma grave descoordenacdo na degluticdo e ainda

dificuldades em comunicar (Mastrianni, 1993).

Apesar da sindrome de Gerstmann Straussler-Scheinker ser considerada uma
encefalopatia espongiforme transmissivel, atualmente surgiram algumas ddvidas
relativamente a esta classificacdo devido a falta de transmisséo bem sucedida em
varias formas da sindrome. Deste modo, a transmissao ineficiente de algumas formas
da sindrome levou a possibilidade de esta ser considerada uma proteinopatia nao

transmissivel (Pirisinu et al., 2016).

2.4. InsOnia familiar fatal

A Insénia familiar fatal é uma doenca pridnica neurodegenerativa transmissivel,
considerada uma doenca autossomica dominante. Ocorre entdo, uma substituicdo de
uma asparagina pelo &cido aspartico no coddo 178 do prido. Se no coddo 129 estiver
uma metionina em vez de uma valina, a doenga executa um desenvolvimento mais
rapido. O gene responsavel foi encontrado em apenas 28 familias em todo 0 mundo. Se
apenas um dos pais tiver este gene, a probabilidade de transmissdo para os filhos sera de
50%. No entanto, também pode estar associada a uma causa esporadica em que ocorre 0
mau enrolamento da proteina e em que o fator desencadeante € desconhecido, sendo
neste caso, designada de insénia esporadica fatal (Schenkein e Montagna, 2006).
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A doenca manifesta-se em meédia cerca dos 50 anos. O intervalo em que ocorre a
maioria dos casos € entre 0s 20 e 0s 61 anos. A duracdo normal da doenca varia entre 0s
7 e 0s 36 meses, tendo uma duracdo meédia de 18 meses. Existem estudos que
comprovam que o tempo médio de sobrevivéncia em pacientes com metionina no codédo
129 é de aproximadamente 4 a 12 meses, enquanto no caso de existir uma valina o

tempo ird aumentar para 15 a 21meses (Ucfs, 2016).

Ao longo do desenvolvimento da doenca existem varias manifestacdes neuroldgicas
como degeneracdo talamica, alteracdes no cerebelo e cortex cerebral. Verificou-se que a
medida que a duragdo da doenca aumenta a magnitude também aumenta. Estdo
associadas diversas caracteristicas clinicas como insonias progressivas, alucinaces,
alguns eventos como taquicardia, hipertensdo, hipertermia verificando-se o nivel de
catecolaminas elevado. Disturbios de atencdo, défice no sistema motor, alteracGes
enddcrinas e cognitivas sdo também fatores presentes quando ja estamos perante um

quadro de deméncia, que posteriormente vai levar a morte.

Desta forma, podemos dividir a doenca em quatro estados. No primeiro estado, que
ocorre ao longo de 4 meses, ha manifestacdo de uma insénia progressiva e problemas
psiquiatricos. Na segunda etapa ocorrem alucinagdes, panico, sudorese e prolonga-se
durante 5 meses. Nos 3 meses seguintes associados ao terceiro estado, a insénia ja é
total e ocorre perda de peso. Por fim o quarto estado dura cerca de 6 meses e €
caracterizado por um quadro de deméncia, insonia total e morte subita (Schenkein e
Montagna, 2006).

A causa precisa da morte por Insénia familiar fatal ndo se encontra completamente
esclarecida. No entanto, como em todas as doengas pridnicas, a degeneracdo neural a
longo prazo pode levar a morte. O sono é um fator extremamente importante, e a sua
privacdo pode também levar & morte. Assim, pensa-se que com uma terapia agressiva
para o tratamento sintomatico da insonia podemos vir a prolongar o tempo de vida

destes pacientes (Schenkein e Montagna, 2006).
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2.5. Doenca de Creutzfeldt-Jakob

A doenca de Creutzfeldt-Jakob etiologicamente pode ser dividida em trés formas: a
doenca de Creutzfeldt-Jakob esporédica (eDCJ), a doenca de Creutzfeldt-Jakob familiar
ou genética (fDJC) e a doenga de Creutzfeldt-Jakob adquirida, que se encontra
subdividida em iatrogenica (iDCJ) e variante (vDCJ). Independente da etiologia, a

patogénese esta sempre associada & formagao e acumulagéo da PrPS¢

Podemos presumir, relativamente a etiologia que a eDCJ resulte da conversao
espontanea de PrP¢ em PrP*¢. No caso da fDJC deve-se a mutagBes do gene PRPN na
linha germinativa. No que diz respeito & DCJ adquirida, a aquisicio da PrP® faz se por

via iatrogénica ou por ingestdo de carne bovina contaminada (Collins et al., 2004).

2.5.1. Doenca de Creutzfeldt-Jakob esporadica

A eDCJ foi descrita pela primeira vez em 1920 e é a forma clinica mais frequente
correspondendo a 85% do total de casos registados (Chen e Dong, 2016).

A etiologia da eDCJ € desconhecida. No entanto, suspeita-se que seja resultado de uma
mutacdo somatica ou de uma conversdo estocastica, que converte a PrP¢ rica em a-
hélice numa proteina amiloidogénica a PrP*, que se polimeriza formando depésitos
amiloides, contribuindo para o inicio da doenca.

A doenca surge igualmente em ambos 0s sexos, e 0 pico de inicio ocorre entre as 60 e

0s 69 anos. Desde o inicio dos sintomas até a morte decorrem em média 4 a 5 meses.

Os sintomas clinicos que se manifestam sdo a deméncia progressiva, acompanhada por
alteracbes da funcgdo visual e cerebelo, mioclonias, disfungfes a nivel piramidal e

extrapiramidal.

A evolucdo clinica da eDCJ pode ser dividida em 3 estados sequenciais. A primeira

etapa tem uma duracdo de cerca de 9 semanas. Nesta fase, 0s pacientes experimentam
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sintomas neurolégicos e psiquiatricos, como tonturas, vertigens, dor de cabega,
depressdo ansiedade e nervosismo. No entanto, podem ainda experimentar outros
sintomas menos frequentes como, fadiga, perturbacdes a nivel do sono e perda do
apetite. A segunda fase, que se prolonga em média durante 10 semanas, € definida pela
ocorréncia de uma sindrome neuroldgica com alteracdo das fung@es corticais superiores,
disturbios visuais e perdas de equilibrio. Nesta fase, é de notar que as atividades diarias
ja se encontram comprometidas. Na terceira e ultima fase, com uma duracdo média de

14 semanas, verifica-se mioclonia e deméncia grave (Wieser et al., 2006).

Em 2001 o Comité de Investigacdo Japonesa inclui o quarto e quinto estado. O quarto
estado define-se como uma reducdo do movimento e no quinto e Ultimo estado

manifesta-se 0 mutismo acinético (Wieser et al., 2006).

2.5.2. Doenca de Creutzfeldt-Jakob familiar

Os casos da fDCJ estdo associados a muta¢es pontuais ou insercdo a nivel do gene do
prido a ser expresso. Mais de 20 mutagOes tém sido descritas. No entanto, a mais
comum € a substituicdo de um aminoacido no coddo 200. Desta forma, todas as
muta¢des que sdo confirmadas como patogénicas irdo contribuir para a destabilizacdo

da PrPC, predispondo a sua agregacdo molecular (Wieser et al., 2006).

A fDCJ surge um pouco mais cedo do que a eDCJ, uma vez que se manifesta no
intervalo dos 50 a 60 anos. No entanto, o tempo de sobrevivéncia ronda apenas o0s 6

meses, havendo registos de sobrevivéncia até 41 meses (Glatzel et al., 2003).

O quadro sintomatico € similar ao encontrado na eDCJ, nomeadamente sintomas
depressivos, variacdes de humor, falhas de memoria, retracdo social e perda de

interesse. No entanto, estes sintomas vao depender do tipo de mutagéo envolvida.

Nas primeiras semanas o doente apresenta instabilidade na marcha e falhas na
coordenagdo motora. Mais tarde manifesta-se uma visdo turva e até mesmo cegueira,

rigidez dos membros e incontinéncia (Wieser et al., 2006).
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2.5.3. Doencga de Creutzfeldt-Jakob adquirida

A doenca de Creutzfeldt-Jakob adquirida divide-se em duas formas, a iDCJ e vDCJ,

tendo as duas em comum o facto de serem adquiridas fisicamente.

A iIDCJ ¢ adquirida durante procedimentos médicos e corresponde a uma baixa
percentagem de casos. As duas formas mais frequentes de aquisicdo de iDCJ sdo o0s
transplantes de tecidos, fluidos e 6rgdos humanos infetados ou ainda a contaminagéao
por instrumentos cirdrgicos. O primeiro caso do qual ha registo foi em 1974 em que um
paciente recebeu um transplante de cérnea de um dador infetado. Em 1997, a WHO
elaborou um relatério onde estavam descriminadas uma série de recomendaces com

vista a minimizacédo deste tipo de transmissao.

O periodo de incubacdo e manifestacdes clinicas da iDCJ dependem do tipo de
transmissdo. O caso em que o periodo de incubacéo foi mais curto demorou 1 a 3 anos e

0 mais longo pode durar até 42 anos.

No caso da vDCJ existe uma ligacdo zoonoética 8 BSE. A BSE foi identificada em 1986
em Inglaterra, sendo observada no gado. Pensa-se que a infecdo do gado bovino
despoletou da alimentacdo a base de suplementos proteicos constituidos por carne e
0sso de gado bovino contaminado com PrPS¢. Em 1988, foi proibida a alimentacéo de
ruminantes por estas proteinas. O pico da BSE deu-se em 1992/1993 e a partir dai, 0s
casos diminuiram. Os primeiros casos de vDCJ foram registados em 1996. Pensa-se que
todos estiveram expostos a BSE ap0s a ingestdo de carne bovina contaminada
(Salvador, 2014).

A vDCJ apresenta um periodo de incubagdo de 10-16 anos. O inicio sintomatoldgico
ocorre em média aos 28 anos. No entanto, existem casos registados dos 16 aos 51 anos.

A duracdo média da doenca ronda os 14 meses (Salvador, 2014).

Inicialmente, grande parte dos pacientes manifesta sintomas como ansiedade, insonia
que normalmente sdo associados a sintomatologia psiquiatrica. Aos 2 meses

aproximadamente, 60% apresenta distdrbios neuroldgicos. Aos 4 meses. ocorrem
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disturbios na marcha, tremor e discurso lento. Por fim aos 6 meses ocorrem movimentos
involuntéarios, ataxia e compremetimento cognitivo. A deméncia desenvolve-se
tardiamente e a morte geralmente ocorre ja com o paciente num estado de mutismo

acinético (Salvador, 2014).
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I11. Os metais e as doencas priénicas

O desequilibrio da homeostasia dos metais no cérebro e o stress oxidativo associado aos
metais com atividade redox sdo um fator desencadeante da neurotoxicidade em diversas

doencgas neurodegenerativas.

Metais como o cobre, ferro e manganés sao metais cruciais e necessarios aos processos
fisioldgicos. Existem varios mecanismos antioxidantes, como a superoxido dismutase
(SOD) e a catalase, essenciais para combater o stress oxidativo na célula que por vezes é
provocado por estes metais. No entanto, se este sistema de protecdo for comprometido

irdo ocorrer danos neuroldgicos irreversiveis (Figura 4) (Choi, 2007).

(1) Proteina mal dobrada interage -
com os metais pesados + & L

na estrutura da proteina

(2) Ligeira transformacéo conformacional l

(3) Conformacéo estrutural intermédia

(4) Formas parcialmente dobradas que l

estdo predispostas para a formacéo

(5) Formacdo das fibrilhas agregadas
com o metal

. Metais pesados

< Protefna

Figura 4. Interagdo esquematica da proteina com os metais (Adaptado de Choi, 2007).

Neste grupo de doencas ocorre uma reagdo anormal quando os metais com atividade
redox, como o Cu®* ou Fe3* se encontram livres. Ocorrendo a formagdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). A formacdo destes radicais pode desempenhar um
importante papel nas patologias associadas ao sistema nervoso central (SNC). Por sua
vez, quando o cobre quebra a sua ligagdo com a PrPC, vai exercer danos oxidativos no
cérebro, e ainda a interagdo que ocorre entre 0 manganés e a PrPC vai dar origem a

formacao de PrP¢ posteriormente a sua agregagao em placas (Figura 5) (Brown, 2005).
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Figura 5. Formacao de placas amil6ides (Adaptado de Brazier et al., 2014).

O sistema nervoso, encéfalo, medula espinal e nervos periféricos sdo bastante ricos em
metais. Os efeitos biologicos dos metais estdo ligados as suas propriedades quimicas.
Metais de transicdo como cobre, ferro e manganés catalisam reac¢6es redox dentro dos
sistemas biologicos. O zinco € um metal nutriente que, em doses elevadas,

paradoxalmente, também promove a toxicidade oxidativa.

Atualmente, tem havido um grande interesse no papel de metais de transicdo no stress
oxidativo e nas doencas neurodegenerativas. Desde que ha uma associa¢do bem descrita
entre a PrP e cobre, tém-se especulado que as interaces de metal e stress oxidativo
podem, como em outras doengas neurodegenerativas, ser fundamentais para as doencas

de prido.

O principal evento em todas as doencas prionicas é a alteracio na conformagcéo da PrPC,
constituido maioritariamente por alfa hélices helicoidais, em PrP% que é
maioritariamente constituido por folhas beta. Os depositos de PrPS¢ no parénquima

cerebral sdo considerados o principal fator de neurotoxicidade.

A PrP¢, tal como outras glicoproteinas, € sintetizado por péptidos sinais N- e C-
terminal, e é translocado para o reticulo endoplasmaético onde ocorre uma co-traducao.
O péptido sinal N-terminal é clivado ap0s a translocacao breve, enquanto o péptido sinal
C- terminal ¢é substituido e ocorre a pré montagem da ancora GPI, numa reacdo de
tansaminacgédo. De seguida, as ligacGes dissulfureto e os glicanos ricos em manose séo
associados e a proteina atravessa o aparelho de Golgi até a membrana plasmatica. A
alteracdo da conformacdo da PrP® em PrP resistente a proteinase K (PrPR®) torna-se

resistente a degradacdo pela PK. Na maioria dos casos, o fragmento resistente (C-
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terminal) & PK é suficiente para transmitir a infecdo e induzir a neurotoxicidade (Brown,
2005).

3.1. Cobre

O cobre é um oligoelemento importante que € necessario as enzimas essenciais.
Desempenha papéis cruciais na formacdo da hemoglobina, no metabolismo de drogas,
no metabolismo dos hidratos de carbono, na sintese de catecolaminas, entre outras. O
aporte do cobre nos humanos é assegurado através da dieta. No entanto, devido a sua
atividade redox, pode também levar a geracdo de ROS. Portanto, a absorcdo celular,
armazenamento, bem como exportacdo de cobre tem de ser fortemente regulada, a fim
de garantir o fornecimento de cobre suficiente para a sintese de enzimas, mas também

para prevenir o stress oxidativo induzido pelo cobre (Scheiber et al., 2014).

No cérebro, o cobre é bastante importante para o seu normal desenvolvimento. Além
disso, tanto a deficiéncia de cobre, como 0 excesso de cobre, pode afetar seriamente as
funcBes cerebrais. Portanto, este 6rgdo possui amplos mecanismos que regulam o seu

metabolismo.

A proteina prido tem sido implicada na protecdo contra a apoptose e stress oxidativo, na
sinalizacdo transmembranar, bem como na formacdo das sinapses. Varios estudos
sugerem um papel para a PrP na protecdo contra a toxicidade induzida pelo cobre e na

homeostase celular normal.

A sequéncia primaria da proteina prido contem na sua composicdo octapeptidos que se
localizam na metade N—terminal. E uma parte altamente conservada da proteina, sendo
também referenciada como zona de ligacdo do cobre a proteina. Em 1992 Pan, e a sua
equipa efetuaram um método de purificagdo do prido a partir do cérebro de um hamster.
A técnica tinha por base a cromatografia de afinidade ao metal imobilizado. Desta
forma, o cobre encontra-se imobilizado na coluna e as proteinas de ligacdo de cobre
ficaram ligadas a placa. Conseguiram ainda concluir que a proteina prido que ndo tem a

zona N-terminal (ausente por clivagem), ndo se ligou na coluna.
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A ligacdo do cobre a proteina prido pode originar algumas consequéncias bioldgicas
para o organismo. Ao ocorrer a ligagdo, a proteina prido pode sequestrar o cobre dentro
das células. A ligacdo do cobre ao prido pode inibir interacdes anormais da proteina
com outras proteinas como o plasminogénio, evitando assim a interacdo. Assim, a

ligagéo do cobre ao prido demonstra um efeito protetor.

A teoria de que a ligacdo do cobre ao prido exerce um efeito protetor é corroborada pelo
estudo em que celulas foram cultivadas a partir de murganhos as quais faltava a
expressao da proteina prido. Estas células mostraram um aumento da sensibilidade para
a toxicidade do cobre e do superéxido. No entanto, quando células do neuroblastoma
foram alteradas para expressar niveis altos de prido, apresentaram-se mais resistentes a
toxicidade do cobre. Se por sua vez, elas fossem infetadas com o tremor epizodtico, a
resisténcia que estava aumentada era perdida. Ou seja, ha uma evidéncia que sugere que
a conversdo do PrP® em PrP* provoca uma perda de protecdo antioxidante para as
celulas infetadas (Scheiber et al., 2014).

Outro estudo sobre metais e a proteina prido em cérebros de pacientes com DCJ,
mostrou que 0s niveis de cobre se encontraram diminuidos. Para além disso, as
proteinas purificadas a partir dos mesmos cérebros infetados encontraram-se ausentes da
atividade da SOD, que em cérebros controlo era detetada. A SOD catalisa a dismutacao
do superoxido em oxigénio e perdxido de hidrogénio, tornando-se assim importante na
defesa antioxidante da maioria das células. Estes resultados mostram que as alteracdes
na defesa antioxidante podem ocorrer durante a doenc¢a do prido, diminuindo a protecao
das regides sinapticas do stress oxidativo (Brown, 2002).

As funcdes de PrP¢ como um tamp&o de cobre, ajudam a manter a integridade dos
neurdnios no ambiente rico em cobre do sistema nervoso central. As células cultivadas
infetadas com PrPS¢ sdo mais suscetiveis ao stress oxidativo e exibem uma redugio
significativa na capacidade de se ligar cobre apesar de manter os niveis de PrP normais.
Além disso, uma perda dessa funcdo resultaria em perturbacfes neuronais devido a
atividade redox ndo regulada, talvez contribuindo para a morte neuronal nas EET
(Millhauser, 2004).
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As principais conclusdes de variados estudos sobre o efeito do cobre no PrP, podem ser
resumidas no seguinte quadro (Tabela 2).

Tabela 2. Os efeitos que podem ser provocados pelo cobre (Adaptado de Choi, 2007).

Indugdo do gene de PrP
Metabolismo de PrP
Promove a agregagao de PrP
Inibe a formagao de fibrihas
Inibem a conversao infeciosa
Formacgao de PrP resistente a PK
Atividade antioxidante
Estabiliza o PrP

3.2. Ferro

O ferro aumenta no cérebro durante a primeira semana de vida, sofre uma quebra e
posteriormente, volta a aumentar drasticamente até a terceira década de vida. O ferro é
um dos metais mais importante para a sobrevivéncia humana. O ferro ndo se encontra
na forma livre nos sistemas fisioldgicos, estando sempre ligado a vérias proteinas e
enzimas. E particularmente importante porque estd envolvido em funcdes biologicas

criticas, incluindo a sintese de proteinas e a replicacdo do ADN.

A homeostasia do ferro no cérebro é vital para o seu normal funcionamento, para a
sintese de neurotransmissores, formacdo de mielina, formacdo das células denditricas,
para processos ezimaticos necessarios para a célula obter energia e ainda producéo de
ATP na mitocondria. Se ocorrer uma desregulacdo, em que hd aumento dos niveis de
ferro no cérebro, ocorrem fendmenos de stress oxidativo resultantes em danos
moleculares, peroxidagéo lipidica, agregacdo de proteinas, e morte neuronal. Se por sua
vez 0s niveis de ferro se encontrarem deficientes, ocorre debilidade na sintese de
mielina, fragilidade de neurotramsmisséo e restricdes energeticas. Desta forma, pode-se
concluir que a ndo homeastasia do ferro leva a problemas de neurotoxicidade e

neurodegeneracao.
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Sob condigdes normais, a homeostase celular de ferro é mantida por um conjunto de
proteinas reguladoras de ferro que respondem a niveis de ferro intracelulares, regulando
a sua expressdao. Em condicbes de deficiéncia de ferro, as proteinas de absorcdo de
ferro, transferrina (TT) e recetor de transferrina (TfR), estdo reguladas positivamente, e a
ferritina, proteina de armazenamento de ferro, é regulada negativamente (Singh et al.,
2009).

Uma regulacao apertada de ferro celular é importante, uma vez que o ferro ndo € apenas
um componente essencial das enzimas e proteinas necessarias para 0 crescimento
neuronal e funcdo 6tima, mas também se pode tornar toxico, devido a sua capacidade de
transformacdo em dois estados de oxidacéo, o ferro férrico (Fe**) e o ferro ferroso
(Fe?*). Em condigbes em que a ferritina é incapaz de regular o ferro, pode ocorrer um
aumento do ferro ionico, podendo desta forma ocorrer danos oxidativos induzidos por
estes iBes. Assim, a alteracdo da homeostase de ferro cerebral em cérebros doentes é

suscetivel de induzir neurotoxicidade significativa (Singh et al., 2009).

ReacOes redox que geram radicais livres de oxigénio sdo catalisadas por metais de
transicdo, tais como ferro, cobre e manganés. O ferro é capaz de converter H2O2 no
radical HO pela reacdo de Fenton, e ciclos redox de ferro entre os seus estados de
valéncia Fe?* e Fe*', podendo levar & formagdo de uma cascata de radicais livres e

danos de tecidos consequente (Figura 6).

Fe2* + H)O, — Fe3* + OH™ + OH

Figura 6. Reacdo de Fenton (Adaptado de Brazier et al., 2014).

A interacdo de PrP¢ com ferro é relativamente recente. O significado fisiologico desta
associacdo esta a ser estudado mas tudo indica que a PrP¢ desempenhe um papel
funcional na absorcdo e transporte do ferro celular. Desta forma, sabendo que a
conversdo da PrP® em PrPS¢ é o principal evento de todas as doencas prionicas, e a
afinidade do ferro para a PrP®, conclui-se que ao ocorrer esta mudanga conformacional
a PrP*¢ se torne inacessivel ao ferro, o que por sua vez vai diminuir os niveis de ferro

intracelulares. A alteracdo do estado do ferro no cerebro aparece cedo no processo da
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doenca, concomitante com o aparecimento de PrPS¢ e ndo é um resultado de doenca em

fase terminal.

3.3. Manganés

A PrP influencia a absor¢do de manganés e protege contra o stress oxidativo e apoptose
induzida pelo manganés. Varias correntes sugerem que a sobrecarga de manganés

poderia desempenhar um papel em doencas de prides.

O manganés aumenta os niveis intracelulares de PrP e induz o enrolamento incorreto.
Altos niveis de manganés sdo detetados no sistema nervoso central e no sangue de

humanos e animais afetados por doencas de prides.

Existem estudos que através da técnica de Amplificacdo Ciclica de Proteinas Mal
Dobradas (PMCA), mostram que o manganés pode ser utilizado na formacdo da PrP°
através da PrPC. Outra investigagdo que teve como base leveduras incubadas num meio
suplementado com manganés verificou producdo de PrPR®. Pode ser referido outro
estudo feito aos astrdcitos de ratos expostos ao manganés por periodos prologados de

tempo que também induziram a forma PrPRe (Choi et al., 2006).

In vitro a PrP® recombinante, quando em contacto com o manganés tem tendéncia a
ligar-se, e quando a proteina é redobrada ocorrendo o aparecimento de PrP™s. Apesar
destas formas ndo representarem patogenicidade, se ocorresse ligagdo com um metal
diferente potencialmente pode ocorrer a alteragio da estrutura da PrP¢ para PrPsc.
Quando as PrP® foram dobrados na presenca do manganés mantiveram a sua atividade
SOD, ou seja, atividade antioxidante semelhante a que exercem quando ligadas ao
cobre, no entanto numa menor extensdo. Desta forma, a interacdo do manganés com a
proteina prido leva a concluir que este facilita a alteracdo conformacional do prido para

a sua forma infeciosa.

Os efeitos do manganés na PrP tém sido alvo de varias investigacOes (Tabela 3).
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Tabela 3. Os efeitos que podem ser provocados pelo manganés (Adaptado de (Choi, 2007).
Formacgao de PrP resistente a PK

Promove a agregagao do PrP
Promove a formacgao de fibrilhas
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V. Terapéutica das doencas pridnicas

Apesar de ja& se encontrarem esclarecidos alguns funcionamenos e processos das
doencas pridnicas, ainda existem alguns mecanismos enigmaticos na patogénese do
prido, o que por sua vez, tem dificultado bastante o desenvolvimento de terapéuticas
realmente eficazes. No entanto, existem alguns conceitos ja defenidos, como por
exemplo o facto dos prides ndo necessitarem de &cidos nucleicos nem outros co-fatores

para transmitir a doenca (Panegyres e Armari, 2013).

Sabe-se que as doencas neurodegenerativas tém pontos em comum. Um deles é a
alteracdo conformacional das proteinas que aparenta ser um mecanismo genérico na
patogénese das doengas neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer e Parkinson.
A transmissibilidade é um aspeto exclusivo das doencas pridnicas (Panegyres e Armari,
2013).

Existem varias propostas de estratégias terapéuticas, principalmente dirigidas a
prevencio da conversdo de PrPC a PrPS¢, imunoterapia e agentes quelantes. No esquema
seguinte s&o apresentadas algumas das abordagens terapéuticas (Figura 7).

Agentes quelantes: Poli-anides
- D-penicilina Azul de metileno Vermelho Congo
-CDTA . Anfotericina B
-Clioquinol gl Poliaminas

. Tetraciclinas
Dieta Imunizagdo

Figura 7. Possiveis terapéuticas das doengas pridnicas (Adaptado de Forloni et al., 2013).
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4.1. PrP5¢ como alvo da terapéutica

Uma das abordagens a esta terapia é procurar estratégias baseadas na inibicdo da
conversdo da PrP® em PrP5¢ e também uma interacdo direta com a PrPC. Um dos
métodos base para rastrear drogas anti-prido estuda a ligacdo entre os agregados de
PrP* e a sua reducdo de producgdo em culturas de células infetadas. Esta associagdo é
corroborada pelo facto ja referido anteriormente, que a PrPS¢ se encontra associado a
manifestacdo da doenca. De seguida, serdo abordados alguns compostos que permitem

atuar neste alvo (Forloni et al., 2013).

Os poli-anides como o heteropoli-anido 23 (HPA-23) (Figura 8), sulfato de dextrano
500 (DS 500) (Figura 9), o poli-sulfatode pentosano (PPS) (Figura 10) e a heparina, tém
a capacidade de se ligar ao prido e evitar a acumulacio do PrPSC. In vitro, tém a
capacidade de reduzir permanentemente o teor de PrP>¢ em células infetadas. In vivo,
alguns dos compostos poli-sulfatados quando administrados pouco ap6s a inoculagao,
retardam o aparecimento da doenca. No caso do HPA-23, quando administrado pouco
apos a infecdo, conseguiu prolongar significativamente a sobrevivéncia dos animais.
Desta forma, pensa-se que 0 HPA-23 interfere na replicacio do PrP>¢ na fase inicial. No
entanto, a toxicidade deste composto tem limitado a sua utilizacdo terapéutica. O DS
500 mostrou-se mais eficiente, no entanto, também tem propriedades toxicas para o
organismo. O poli-anido que se mostrou melhor candidato terapéutico foi o PPS
(Forloni et al., 2013).
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Figura 8.Estrutura do HPA-23 (Adaptado de (I¢oz, 2008)).
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Figura 9.Estrutura do DS 500 (Adaptado de I¢oz, 2008).
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Figura 10. Estrutura do PPS (Adaptado de Minikel, 2012).

O Vermelho de Congo (CR) (Figura 11) é utilizado como indicador dos acidos minerais
livres, apresentando uma coloracdo vermelha em meio alcalino e azul em meio acido. O
CR tem capacidade de inibir a acumulacio de PrPR® e PrP%¢, atrasando ligeiramente o
aparecimento dos sintomas. No entanto, mostrou-se um composto altamente tdxico e

por isso ao chegou a fase dos ensaios clinicos (Forloni et al., 2013).

Figura 11. Estrutura do Vermelho de Congo (Adaptado de (Minikel, 2012)).

A Anfotericina B (Figura 12) pode ser considerada outra opcdo terapéutica. Os
medicamentos comercializados com esta substancia ativa saéo Ambisome®, Amphocil®,
Fungizone®. E um antibiético antiflingico produzido pela estripe Streptomyces nodosus
MS-8209, tendo propriedades antifungicas idénticas ao farmaco original mas apresenta
maior solubilidade e menor toxicidade. Este farmaco atua por inibicdo da converséo da
PrP® em PrP¢, estando provavelmente relacionado com alteragdes fisico-quimicas. A
anfotericina B ¢ um dos Unicos farmacos anti-prido que prolongam a sobrevivéncia
quando administrado em fases posteriores da infecdo. No entanto, quando os animais
sdo tratados apds o aparecimento de sintomas clinicos nenhum efeito é notado. Quando
testado em humanos ndo mostrou efeitos benéficos, pois ndo foi possivel efetuar um

tratamento prolongado devido a toxicidade. O desenvolvimento de novos analogos da
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anfotericina B melhorou os aspetos toxicoldgicos, mas estes compostos ndo chegaram
ao estagio clinico (Forloni et al., 2013).
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Figura 12. Estrutura da Anfotericina B (Adaptado de (Pubchem, 2015).

As poliaminas sdo moléculas de natureza poli-cationica, que trés horas apds serem
administradas promovem a remocdo de PrPS° dos lisossomas e endossomas. Esta
descoberta indica que as poliaminas ramificadas tém capacidade de interromper
rapidamente e inibir a formacdo de uma nova proteina patoldgica. A toxicidade
intrinseca destes compostos inviabiliza a sua utilizacdo terapéutica. No entanto, estudos
recentes indicam a quaternizacdo como uma possibilidade eficaz para o
desenvolvimento de poliaminas ramificadas ndo toxicas com atividade bastante potente.
Um exemplo de uma poliamina é a poliamido-amina (PAMAM) (Figura 13) (Forloni et
al., 2013).

NH,

Figura 13. Estrutura da PAMAM (Adaptado de (Supattapone et al., 1999).

As tetraciclinas (Figura 14) foram o0s compostos que mostraram maior atividade

terapéutica associada também a um perfil de seguranca bastante positivo e ainda um
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bom indice de passagem da barreira hematoencefélica. As tetraciclinas tém a capacidade
de se ligarem as fibras amildides perturbando a sua estrutura e impedindo que se
formem mais complexos. Mostraram em culturas de células a sua capacidade de
inibicdo de morte neuronal. Recentemente um efeito curativo das tetraciclinas foi
demonstrado por tratamento de animais infetados com tremor. Além disso, a atividade
anti-amiloidogénica das tetraciclinas foi testada em véarios modelos de doencas
neurodegenerativas, incluindo a doenca de Alzheimer, apresentando resultados

promissores (Forloni et al., 2013).

Figura 14. Estrutura da Tetraciclina (Adaptado de (Pubchem, 2011).

4.2. Oligdbmeros de PrP como alvo da terapéutica

Os oligdmeros de PrP sdo considerados a forma solvel mais reduzida de PrPSc,
agregados estes capazes de induzir a neurodegeneracdo e continuarem a propagacéo da

doenca. Assim, a oligomerizagdo tornou-se um alvo para os compostos anti-priao.

A interacdo direta do Azul de metileno (Figura 15), componente bem conhecido, € 0
PrP recombinante esta a ser testado na doenga de Alzheimer e outras doengas
neurodegenerativas. Um estudo post-morten de individuos com EET, verificou que
continham no cérebro oligbmeros de PrP mesmo ap0s serem expostos a uma infusao de
poli-sulfato de pentosano. No entanto, houve uma reducdo do indice de oligbmeros
comparativamente aos casos em que ndo tinham sido expostos ao tratamento. Ainda
assim ndo se verificou nenhuma correlacdo com a eficacia clinica do tratamento
(Forloni et al., 2013).
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Figura 15. Estrutura do Azul de metileno (Adaptado de (Merck, 2015).

4.3. PrP° como alvo da terapéutica

Pensa-se que o esgotamento da PrP¢ pode reverter encefalopatias precoces, pois ao

interromper a conversdo continua da PrP€ em PrP previne a morte neuronal.

O Tacrolimus € o principio ativo do Adoport® (Figura 16), farmaco imunossupressor,
consegue reduzir significativamente a PrPC da superficie celular e ainda intracelular,
através de um processo de autofagia. Sendo possivel desta forma reduzir a
disponibilidade de substrato para a geracdo de PrP¢, sendo essencial para a atividade

anti-prido (Forloni et al., 2013).

Figura 16. Estrutura do Tacrolimus (Adaptado de (Inc., 2011).

4.4. Imunoterapia

Foi demonstrado que as respostas imunitarias humorais a proteina prido estdo

relacionadas com a protecdo anti-prido. In vitro e in vivo estd demonstrado que o0s
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anticorpos para PrP® diminuem e impedem a transformagdo em PrPR®, A imunizagéo
passiva e ativa estimula os anticorpos a induzir a fagocitose, perturba os agregados
peptidicos, mobiliza péptidos sollveis e tdxicos e estimula a imunidade mediada por
células. Fragmentos de anticorpos monovalentes permitem evitar a oligomerizacdo da
proteina prido, sugerindo que a tolerancia pode ser superada através da imunizagdo de
PrP fundido com enterotoxinas bacterianas (Panegyres e Armari, 2013).

4.5. Quelantes de metais

Os metais orientados para esta abordagem sdo o cobre, ferro e manganés. O
envolvimento dos metais, particularmente o ferro, o stress oxidativo e a agregacao de
proteinas tornam a terapia de quelatacdo teoricamente uma boa opcdo. Esta teoria tem
por base a capacidade dos compostos quelantes sequestrarem o0s metais com atividade
redox, formando assim um complexo de metal ndo toxico e de fécil excrecdo,
impedindo que ocorra a atividade/reacdo de Fenton, evitando possiveis danos

secundarios (Brazier et al., 2014).

Foram feitos estudos sobre quelantes seletivos destinados a agirem terapeuticamente
perante a acumulacdo de cobre e manganés no cérebro. Resultaram em sobrevivéncias
significativas em animais, mas no entanto, ndo foram registadas terapias de combinagéo
até a data, o que torna esta op¢cdo um pouco volatil. A penicilina (Figura 17), um
quelante do cobre, quando testada num rato com doenca pridnia atingiu
aproximadamente um aumento de 10% para 0 tempo de sobrevivéncia comparado com
ratos controlo. O &cido ciclohexileno-dinitrileno tetracético (CDTA) (Figura 18),
quelante do manganés, também se manifestou na mesma propor¢do que o quelante
anterior. Assim, em ambos os estudos, conclui-se que 0os metais ndo sdo removidos nem

especificamente nem completamente (Brazier et al., 2014).
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Figura 18. Estrutura do CDTA (Adaptado de (Pubchem, 2016a).

O clioquinol (CQ), um quelante de cobre/zinco de baixa afinidade, demonstrou um
beneficio consideravel na prevencdo da formacdo de placas. Foi testado como agente
terapéutico na atenuacdo de metais em modelos animais de EET. Registou-se um
aumento de 60% de periodo de sobrevivéncia para ratos infetados por prides e tratados
por via oral com 7,5mg/kg de CQ em doses diérias, quando comparados com controlos
ndo tratados. Desta forma, pensa-se que o CQ é capaz de manter a fungdo normal do
cérebro, auxiliando na manutencdo do metal, mantendo assim a homeostasia. No
entanto, enquanto os efeitos benéficos tém sido observados em ratinhos inoculados por
via intraperitoneal, o beneficio ainda néo foi reportado para os ratinhos tratados com CQ

inoculados por via intracerebral (Brazier et al., 2014).
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Figura 19. Estrutura do CQ (Adaptado de (Pubchem, 2016b).

Foram ainda, estudadas outras op¢fes com base na manipulacdo de cobre e manganés
sistémico durante o periodo de incubacdo da doenca. Quando os ratinhos foram
mantidos a uma dieta pobre em cobre apresentavam uma expressdo de PrP¢ reduzida,
reduzindo também o substrato & formac&o de PrPS¢. No entanto, estes ratinhos atingiam
mais cedo a fase terminal da doenca. Provavelmente, este fenOmeno deve-se ao stress
oxidativo que se encontrava aumentado, devido a reducgdo da PrP® que, por sua vez, ia

reduzir a sua atividade antioxidante (Brazier et al., 2014).

Pode-se concluir que existe uma boa perspetiva para este tipo de terapia. No entanto,

ainda se encontra numa fase bastante inicial.
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V. Conclusao

Ao longo do presente trabalho foram abordados varios aspetos sobre as doengas
prionias. As doencas prionicas sdo designadas também como encefalopatias
espongiformes transmissiveis. Sdo um conjunto de doencas de cariz neurodegenerativo
que podem incidir tanto na espécie humana como na espécie animal. Ocorre
degeneracgédo progressiva no sistema nervoso central, manifestando-se com afecdo dos
sinais motores extrapiramidais. As doencas prioénicas em humanos englobam a doenca
de Creutzfeldt-Jakob, a sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker, a Insonia familiar

fatal e a doenca de Kuru.

Os metais tém desempenhado um papel central no desenvolvimento das doengas
prionicas, uma vez que o seu desequilibrio é um fator desencadeante da neurotoxicidade
no sistema nervoso central. Os metais que rebelam atividade redox sdo o cobre, ferro, e
manganés. Foi necessario perceber quais 0s mecanismos que levam a ocorréncia do
stress oxidativo. Assim, pode-se concluir que a PrP® tem um mecanismo antioxidante
devido as ligacdes que estabelece com os metais. No entanto, quando é mal dobrada e se

apresenta sob a forma de PrPS° esta funcéo é perdida.

Até entdo, muitos estudos foram efetuados para estabelecer uma terapia viavel para
estas doencas, no entanto até hoje nenhuma molécula se mostrou eficaz. Existiram
algumas opcOes propostas que demonstraram algumas melhorias nos sintomas. No
entanto, a sua toxicidade ndo permitiu 0 avanco para 0s ensaios clinicos. A terapia com
quelantes de metais revela-se uma op¢do com potencial, mas no entanto a investigagéo

efetuada ainda se encontra numa fase inicial.

Esta categoria de doencas tem representado um problema para a humanidade, pois os
danos da doenca sdo irreversiveis e inevitavelmente levam a morte. Os estudos nesta
area continuam a ser efetuados e prevé-se que a terapia com quelantes de metais seja a

opcao.
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