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RESUMO

O plexo cordide (PC) tem um papel fundamental na remocao do péptido beta-amildide (AB),
que é um dos principais factores causadores da doenca de Alzheimer (DA), do liquido
cefalorraquidiano (LCR), evitando a sua acumulacao e consequente morte neuronal. Na DA, o
PC desenvolve disfuncdes semelhantes as observadas durante a senescéncia, nomeadamente a
atrofia acentuada do seu epitélio, alterando significativamente as suas funcionalidades,
culminando com a elevacdo da concentracdo de AP no cérebro. Todas as estratégias de
tratamento da DA tém sido direcionadas para o tratamento de sintomas e nao para a sua
prevencao. Por isso, é cada vez mais importante desenvolver estratégias terapéuticas

preventivas no aparecimento desta patologia neurodegenerativa.

O PC é um alvo reconhecido das hormonas sexuais, e estes esterdides afectam a expressdo de
genes responsaveis pela eliminacao de AB, podendo ser determinantes na progressao da DA. O
objectivo deste trabalho foi analisar a expressao de genes dos scavengers de AP no PC de
ratos Wistar Han recém-nascidos e estudar o efeito do tratamento com estradiol (E;) na
expressao destes genes e, portanto, na DA. Principiou-se pela analise de varios genes dos
scavengers de AP (TTR, MT-2, IDE, GSN e ApoJ), por PCR convencional, em explantes de PC de
ratos Wistar Han recém-nascidos, confirmando-se a sua expressdo neste epitélio.
Ulteriormente, a expressao dos genes dos scavengers de AP, sob tratamento de E; em
concentracdes crescentes (10 nm e 100 nm) foi comparada por PCR em tempo real,
verificando-se que estes genes sao diferentemente expressos entre o grupo tratado com E; e o
grupo de controlo. Por meio desta analise, podemos concluir que os estrogénios influenciam a
expressao de algumas proteinas responsaveis pela deplecdao de AP, podendo a terapia

hormonal (TH) ter uma caracter preventivo contra a DA.
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ABSTRACT

The choroid plexus (CP) has a key role on the clearance of amyloid-beta peptide (AB) from
the cerebrospinal fluid (CSF), which is one of the major causative factors of Alzheimer’s
disease (AD), there by preventing its accumulation and consequent neuronal death. In this
disease, CP develops dysfunctions similar to those seen during aging, including a significantly
marked atrophy of the epithelium. Such modifications may alter the CP functions and hence,
might increase the concentration of the B-amyloid (AB) peptide in the brain. All treatment
strategies of AD have been targeted for the treatment of symptoms and not for its
prevention. Therefore, it is increasingly important to develop preventive therapeutic

strategies in the onset of this neurodegenerative disease.

CP is a recognized target for sex hormones, and these sex hormones affect the expression of
several genes responsable for the clearance of AP and thus may affect the progression o AD.
The aim of this work was to analyze the expression of scavenging genes of A in rat CP and
study the effect of estradiol (E;) treatment in the expression of these genes, which may have
an important role in neuroprotection against AP and hence Alzheimer's disease. We began by
analyzing the expression of several genes with AB-scavenging properties (TTR, MT-2, IDE, GSN
and ApoJ), by PCR, in the CP explants of newborn Wistar Han rats, confirming their
expression in this epithelia. Later, the expression of TTR, MT-2, IDE, GSN and ApoJ, under
treatment E, (in two concentrations: 10 nm and 100 nm), was compared by Real-time PCR
through which it was possible to confirm that these genes are differentially expressed
between treated and non-treated rats. From this analysis we conclude that estrogens can
influence the expression of some proteins associated with the clearance of AP, and

extrapolate that hormone therapy might have a preventive character against AD.

Keywords: entrepreneurship; entrepreneurial intention, propensity to take risks, personal
and professional background, entrepreneurial motivation, entrepreneurial self-efficacy;

institutional environment.
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l. Introducao

1. Plexo cordide

No cérebro existem quatro ventriculos cerebrais interconectados (figura 1). Os dois
ventriculos laterais, confinados respectivamente a cada um dos dois hemisférios cerebrais,
encontram-se ligados ao terceiro ventriculo pelo foramen de Monro. Este centra-se em redor
do plano sagital médio numa posicao inferior as cavidade ventriculares laterais e superior ao
quatro orificio ventricular. A ligacdo entre o terceiro e quatro ventriculos é assegurada pelo
aqueduto de Sylvius. Em termos macroscépicos, o quatro ventriculo encontra-se conectado ao
espaco subaracnodide pelas aberturas lateral (foramen de Luschka) e média (foramen de
Magendie). O espaco subaracnoide esta contido entre a pia-mater e a aracnoideia. A restante,
a dura-mater, é uma membrana dura e fibrosa que adere a parede do cranio, estando
praticamente em contacto directo com a aracnéideia (Aminoff 2005; Kurtcuoglu et al. 2005;
Smith et al. 2013).

As paredes internas das concavidades ventriculares cerebrais sdao cobertas por epéndima, e
tém como principal funcao o alojamento e armazenamento do LCR. O plexo PC localiza-se e
distribui-se no interior de cada uma das depressoes ventriculares cerebrais, projectando-se
como uma franja vascularizada (modificacdo da pia-mater), que comunica com o epéndima da
cavidade ventricular, sendo o constituinte maioritario da barreira hematoencefalica (Zheng et
al. 2002; Redzic & Segal 2004; Emerich et al. 2005). Trata-se de um tecido fulcral no
desenvolvimento, homeostasia e reparacao do SNC, com grande relevancia e implicacdo no
transporte de nutrientes, regulacdo endocrina, envelhecimento (senescéncia) e
patogenicidade de determinados disturbios neurodegenerativos (Zheng & Zhao 2002). A forte
irrigacao confere-lhe uma coloracao rosada, possuindo também um aspecto rendilhado pelas
suas inUmeras vilosidades, sendo facilmente distinguido dos capilares sanguineos cerebrais
(revisto por Redzic & Segal 2004; Kurtcuoglu et al. 2005; Emerich et al. 2005).
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Figura 1 - Vista lateral esquerda do sistema ventricular do encéfalo. O sistema ventricular é
constituido por quatro ventriculos: dois ventriculos laterais, o terceiro ventriculo e o quatro ventriculo.
Adaptada de (Patten 2006).

1.1. Estrutura e morfologia

A auséncia de drenagem linfatica cerebral (Davson, H., Segal 1995) é colmatada pela
existéncia de um compartimento fluido, desprovido de linfa e de comportamento similar: o
LCR, que preenche um complexo de cavidades ventriculares interconectadas no interior do
cérebro, ventriculos (alinhados com o epéndima) e espaco subaracndide que envolve o
cérebro (Keep et al. 1998). A camada celular ependimaria continua para o epitélio
ependimario do PC - estrutura com morfologia semelhante a uma folha, flutuante em LCR, em
estrito contacto com o epéndima por um fino caule -, estando também em continuidade com
o revestimento exterior do PC (figura 2). Contudo, nesta localizacao particular, verifica-se
uma modificacdo na sua composicao, apresentando-se numa camada Unica de células
epiteliais abundante em mitocondrias, unidas por tight junctions (Del Bigio 1995) envolventes
que se encontram concentradas num espaco e comprimento diminutos de um complexo
emaranhado de fios nas proximidades do LCR (lado apical), prevenindo a passagem livre entre

o sangue (lado basal) e o LCR por via paracelular (revisto por Redzic & Segal 2004).

As tight junctions (TJ) formadas entre células epiteliais do PC diferem das células endoteliais

da barreira sangue-cérebro (BSC) (figura 2). No PC, as zonas de oclusdo sdo relativamente



pequenas e concentradas, e em contacto proximo com a face apical (lado do LCR) do tecido,
verificando-se, todavia, a existéncia de zonas de aderéncia de padrao difuso, disseminadas ao
longo do comprimento da fenda intercelular. Apesar de as juncdes na zona de oclusao serem
de reduzida dimensdo, estas impedem a progressao de moléculas instiladas quer do lado
apical quer face da sanguinea. Considerando o plano a partir do, os compostos podem
preencher o espaco intersticial do plexo cordide e penetrar ao longo da via paracelular, sendo
a sua progressao interrompida pelas TJ (por exemplo, grandes moléculas de agua). Contudo,
algumas moléculas, como a aglutinina, possam entrar para as células do PC por endocitose, e
posteriormente conseguir acesso ao lado do LCR, por um processo ainda mais complexo (Balin
& Broadwell 1988).

Finalmente, na face apical situa-se um denso revestimento de microvilosidades, e entre as
paredes laterais do PC emergem interdigitacdes abrangentes, proximas do lado sanguineo do
tecido (Figura 2). Tais estruturas expandem significativamente a area de superficie do PC,
ainda que apresente uma dimensado reduzida comparativamente a interface da barreira
hematoencefalica (Keep & Jones 1990). O nicleo do PC comporta uma vasta rede vascular de
capilares fenestrados relativamente grandes, que permitem a facil transicao de moléculas
pequenas e hidrofobicas para o fluido intersticial do PC (Balin & Broadwell 1988). A
prossecucao de compostos polares para o LCR é limitada pelas paredes de natureza lipidica do

PC e TJ, encerrando as vias paracelulares (revisto por Redzic & Segal 2004).

1.2. Funcdes biolégicas

Fundamentalmente, a funcao primordial do PC é a producao e secrecdao de LCR. Apesar da
distribuicdo Unica de transportadores/canais ionicos, a sintese de LCR é similar a producdo de
fluidos organicos em outros epitélios, baseando-se na energia libertada pela hidrélise de ATP,
que conduz o fluxo unidireccional de ides, concomitantemente acompanhado pelo movimento
osmotico das moléculas de agua. O PC tem um papel importante na homeostasia dos
nutrientes no LCR, pois os parametros cinéticos de glicose e aminoacidos transportados
através PC sao a razao fundamental para concentracao reduzida desta moléculas no LCR. O
PC é provavelmente a fonte de hormonas e factores de crescimento provenientes do LCR,
incluindo o IGF Il (do inglés, insulin-like growth factor Il], vasopressina e o TGF-B1 (do inglés,
transforming growth factor p1). O PC é ainda perpetrador da sintese de proteinas
transportadoras de hormonas da tirdide: transtirretina (TTR) e a transferrina, e capaz de

quelar metais pesados (revisto por Redzic & Segal, 2004).



1.2.1. Producéo (sintese proteica) e secrecdo quimica

Segregar LCR é a actividade exercida de maior destaque pelo PC (revisto por Redzic & Segal
2004). O LCR é um liquor transparente derivado do plasma, que protege o SNC contra
acidentes fisicos e quimicos. E uma solucdo salina que contém aproximadamente 0,3% de
proteinas do plasma com uma concentracado (Kurtcuoglu et al. 2005). Com um pH proximo de
8, contém também glicose, em reduzida concentracédo, proteinas (TTR, em particular), acido
lctico, folato, ureia, catides (Na', K', Ca’, Mg'), anides (Cl' e HCO;) e também uma
diminuta percentagem de leucdcitos (Spector 1977; Segal 2000; Emerich et al. 2005). E
igualmente responsavel pelo transporte de oxigénio e outros compostos necessarios do sangue
para os neurénios e células gliais, circulando continuamente (Segal 2001; Spector et al. 2015).
Os niveis de folato sao duas a trés vezes superiores no LCR em relacdo aos verificados no
plasma (Spector 1977), e a quantidade de TTR corresponde a 25% do volume total deste fluido
(Palha et al. 2000). Os principais componentes i6nicos que compdem o LCR sdo o sodio, o

cloro e o bicarbonato (Emerich et al. 2005).

O tecido cerebral é suportado pelo LCR, que contribui para a sua homeostasia em termos
mecanicos, quimicos e nutritivos. O LCR funciona como “amortecedor” ao tecido cerebral e
da medula espinhal ao proteger o cranio de choques fisicos (colisao dos 6rgaos com as paredes
osseas das cavidades cranianas e vertebrais) e ao reduzir a tensdo nas raizes nervosas
(Kurtcuoglu et al. 2005). Permite que o cérebro flutue na cavidade craniana (diminui o efeito
da gravidade) (Kurtcuoglu et al. 2005), com uma reducao de massa em cerca de 25% de um
(revisto por Redzic & Segal 2004). A transmissdo sinaptica neuronal é assegurada por um
ambiente quimico Optimo, pois alteracdes lentas na composicdo ionica do LCR podem
interromper seriamente a producao de potenciais activos e pds-sindpticos (Kurtcuoglu et al.
2005). O PC nutre a totalidade do SNC através da renovacao continua de LCR, fornecendo
micronutrientes, neurotrofinas, neuropéptidos e factores de crescimento (revisto por Redzic
& Segal 2004; Emerich et al. 2005); e mantém o meio extracelular, através de processos pos-
traumaticos ou desintoxicacédo (Serot et al. 2003). Estima-se que o volume total de LCR, num
ser humano adulto, se situe entre 150 - 270 mL (Redzic et al. 2005), sendo produzidos ao
longo dia aproximadamente 600 mL, o suficiente para repor trés a quatro vezes o volume
deste fluido (Emerich et al. 2005).

O conjunto de ATPases, os numerosos canais i6nicos e as aquaporinas presentes nas faces das
membranas apicais e basolaterais estimulam o processo de secrecao continua do LCR. O
transporte de ides sodio, cloro e bicarbonato do sangue periférico para os ventriculos através
do PC, e o transporte de potassio em sentido inverso, originam um gradiente osmotico que
promove a secrecao de agua na direccdo do ventriculos cerebrais (Brown et al. 2004; Thanos
et al. 2010). Desta forma, a formacao de LCR nao resulta unicamente da filtracao passiva de

fluidos mediante as células epiteliais do PC (Segal 2001), mas sim da sua secrecao activa
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através destas (Redzic et al. 2005), num fluxo completo continuo dos orificios ventriculares
laterais pelo foramen de Monro para o terceiro ventriculo, e posteriormente do aqueduto de
Sylvius para a quarta cavidade ventricular. Flui depois pelo foramen lateral de Luschka e pelo
foramen mediano de Magendie (Cutler et al. 1968), passando pela cisterna cerebelo-medular
(figura 1). O seguimento da-se pela medula espinhal e acima dos hemisférios cerebrais. A
absorcao (retorno a corrente sanguinea) do LCR ocorre principalmente pelas granulacoes
aracnoideias que se encontram conectadas predominantemente ao seio longitudinal superior
(Cutler et al. 1968; Kurtcuoglu et al. 2005).

Relativamente a capacidade de producao de outros compostos, o PC é um tecido alvo da
accao de neuropéptidos, designadamente citocinas (as interleucinas -1, -1p e -6 e o TNFa [do
inglés, tumor necrosis factor alphal), hormonas (a angiotensina Il, o péptido natriurético
arterial, a vasopressina, a hormona de crescimento, a insulina, a leptina e a prolactina) e
factores de crescimento (o IGFIl, o TGF-B1, o VEGF [do inglés, vascular endotelial growth
factor e o BDNF [do inglés, brain-derived neurotrophic factor]) (Chodobski & Szmydynger-
Chodobska 2001). Além da sintese destes polipéptidos, o PC expressa também os seus
receptores especificos, o que indica a conducao de ac¢des enddcrinas e paracrinas sobre as
células epiteliais, e a promocao de efeitos endocrinos dos neuropéptidos, quando libertados e
transportados no LCR, em células-alvo no encéfalo (Chodobski & Szmydynger-Chodobska 2001;
Emerich et al. 2005). O PC produz ainda um produto péptido que é seu apanagio: a TTR, que
representa mais de 20% das proteinas sintetizadas e 50% das proteinas secretadas (Palha et al.
2000; Chodobski & Szmydynger-Chodobska 2001). Também designada pré-albumina, tem como
funcao principal o transporte e manutencao dos niveis fisiologicos das hormonas da tiroide, T3
e T4, no SNC, e de formacdo de agregados estaveis com o AP, sequestrando-o e,
consequentemente, prevenindo a formacao de complexos insolUveis no cérebro, que

constituem um marcador molecular classico da DA (Costa et al. 2008).

1.2.2. Protecgao

Como referido anteriormente, o PC apresenta funcdes de proteccdo, de indole mecanica e
quimica. No entanto, estas accdes estendem-se como sistema de desintoxicacdo do SNC e
prevencao de agressdes neurotoxicas agudas, com controlo do efluxo, sequestro e
metabolismo de toxinas/drogas, mediante um conjunto de enzimas de funcionalizacao, que
catalisam reaccdes de oxidacao, reducao ou hidrélise de grupos funcionais de compostos com
vista a sua eliminacdo/excreccdo. Do aglomerado de enzimas referido, destacam-se o
citocromo p-450, as enzimas de conjugacao que protegem contra o stress oxidativo (por
exemplo, a superoxido dismutase), as metalotioneinas, as cisteinas, as glutationas, que

sequestram agentes toxicos em circulacado, os sistemas de transporte de ides organicos e as



enzimas de transporte de drogas, que exportam compostos toxicos do LCR (Emerich et al.
2005). O PC possui também a capacidade de absorcdo de proteinas e residuos metabdlicos
provenientes do LCR por pinocitose ou transporte activo. As vesiculas resultantes do processo
de pinocitose sao digeridas a nivel intercelular ou libertadas por entre a membrana
basolateral das células epiteliais para o estroma do tecido conectivo e vasculatura sanguinea

periférica envolvente (Mortazavi et al. 2014).

Embora seja uma estrutura presente num o6rgao privilegiado em termos imunitarios, o PC
ostenta a capacidade de mediacdo de actividades entre o sistema imunitario periférico e o
cérebro, concretamente através da libertacdo coordenada de citocinas pro-inflamatdrias
(Lacroix et al. 1998), da expressao de proteinas do major de histocompatibilidade | e Il, em
situacdes de invasdao patogénica do LCR, e de apresentacdo antigénica, estimulando a
proliferacao de linfdocitos T, possuindo assim um sistema de sobrevivéncia intrinseco, e de
vigilancia imunitaria contra agentes patogénicos e antigénios em circulacdo entre o sangue
periférico e o LCR (Wang & Kaur 2000; Emerich et al. 2005).

1.2.3. Desenvolvimento do sistema nervoso central

A complementar a importante proteccao fisica do crescimento cerebral, a manutencdo de
pressao hidrostatica suficiente do LCR no sistema ventricular, resultante da producédo e
secrecdo de LCR pelo epitélio neuronal, é significante nos mecanismos associados ao
desenvolvimento do SNC - divisdao, migracao e diferenciacao celulares e génese sinaptica.
Num estudo conduzido em embrides de galinha, foi demonstrado que a drenagem lenta de
LCR do sistema ventricular provoca anormalidades consideraveis na organizacdo neuronal do
cérebro em crescimento. Adicionalmente, as células epiteliais do PC imaturo sintetizam, tal
como o PC adulto, um nimero elevado de neuropéptidos, factores de crescimento e citocinas.
A desproporcao entre o tamanho das cavidades ventriculares e da fina camada de epitélio
neuronal (responsavel pela regulacdo da transferéncia de moléculas através da interface
sangue-LCR, dependente da presenca de tight junctions entre células adjacentes), no cérebro
imaturo em relacao ao cérebro maturo, encurta a distancia de difusao destes compostos até
aos seus alvos putativos, levantando a possibilidade de o PC embriogénico desempenhar

activamente accdes no desenvolvimento do SNC (Redzic et al. 2005; Liddelow 2015).



1.3. Alteracées do plexo cordide associadas ao envelhecimento

1.3.1. Alteragcdes morfologicas

A senescéncia induz alteracdes morfologicas atrofiantes no PC (figura 2), provocando atrofia
nas sua accoes. A massa e a altura das células epiteliais diminuem entre 10% a 15% e 10% a
12%, respectivamente, resultando em irregularidades na forma arredondada do nicleo,
tornando-se achatado e alongado, com espessamento da membrana basal, no citoplasma
surgem inclusdes fibrilares, designados por Biondi, e o estroma que envolve o epitélio
apresenta um aspecto fibroso, com maior espessamento, devido a deposicdao de fibras de
colagénio, de inclusdes de hialina e de calcificaces (Dohrmann 1970; Shuangshoti & Netsky
1970; Wen et al. 1999; Segal 2001; Serot et al. 2003; Emerich et al. 2005). As paredes da
vasculatura que sustentam as células epiteliais e a lamina propria espessam, tornam-se
gradualmente mais rigidas e verifica-se a fragmentacao das fibras elasticas (Dohrmann 1970;
Shuangshoti & Netsky 1970).

1.3.2. Alteragdes funcionais

No SNC adulto, o PC aparenta estar profundamente envolvido nos processos de reparacao
neuronal e de restauracao do microambiente cerebral ap6s um acidente isquémico cerebral
traumatico, dado que alguns estudos sugerem que o PC promove o desenvolvimento de

células neuronais e de células precursoras de astrocitos (Redzic et al. 2005).

Com o decorrer do processo de envelhecimento, o eixo PC-LCR exibe um declinio transversal
nas suas funcionalidades, incluindo na sintese proteica e secrecao de LCR, cuja taxa de
producao diminui cerca de 45% e a sua renovacao torna-se mais lenta, ocorrendo
completamente apenas duas vezes por dia (Preston 2001; Serot et al. 2003; Redzic et al.
2005).

Em termos metabélicos, a producao enzimatica (essenciais para a manutencdo) diminui, como
nos casos do lactato desidrogenase e da sucinato desidrogenase. Também intermediarios
quimicos (co-transportadores), responsaveis pela producdao de ATP, apresentam reducdes de
actividade, levando a alteracoes na disponibilidade de metabolitos dependentes do
catabolismo da glicose (Serot et al. 2003; Emerich et al. 2005). Noutra instancia, o nimero de
células epiteliais deficientes em citocromo c oxidase aumenta, induzindo modificacbes na
cadeia respiratéria mitocondrial, provocando uma diminuicdo na quantidade de ATP
produzido (Cottrell et al. 2001; Serot et al. 2003; Emerich et al. 2005).



Todas as alteracbes anatomicas e fisiologicas (figura 2) referidas causam disfuncées na
producao, secrecdo e renovacao de LCR, na distribuicdo de substancias nutritivas ao encéfalo
e na remocao de compostos toxicos do cérebro, incrementando o risco de desenvolvimento de

patologias associadas ao envelhecimento, como a DA (Redzic et al. 2005).
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Figura 2 - Composicao, funcao e alteracdes com o envelhecimento e a DA da barreira sangue-LCR. O
PC é formado por uma monocamada de células epiteliais originarias de células ependimarias que
alinham os ventriculos cerebrais, formando uma estrutura coesa - o estroma. O PC produz LCR. As
células epiteliais do PC contém transportadores e receptores em ambos os lados basolateral e apical.



Alteracoes severas sao observadas nas células epiteliais da barreira sangue-LCR durante o

envelhecimento e em casos de AVC e doenca degenerativa.

2. Doenca de Alzheimer

Descrita pela primeira vez em 1906 pelo psiquiatra e neuropatologista alemao Alois
Alzheimer, que apontou a esperanca média de vida dos doentes para os 42 anos (Boughey &
Graff-Radford 1987; Giannopoulos & Pratico 2015). O avanco notavel da esperanca média de
vida ocorrido durante o século XX tornou a DA uma desordem comum durante o
envelhecimento (Selkoe 2015). A degenerescéncia progressiva patoldgica do cérebro define-se
clinica e patologicamente com pérfida perda de memodria anterograda (capacidade de
adquirir nova informacao) e défices em varios dominios cognitivos: linguagem, dialética,
habilidade visual e espacial, praxis, estabilidade comportamental e funcao executiva
(Boughey & Graff-Radford 1987), que conduzem inexoravelmente a deméncia transversal e a
morte prematura do doente (Selkoe 2015). Na autopsia, observa-se a existéncia de uma
miriade de placas senis resultantes de depdsitos amiloides extracelulares e emaranhados
neurofibrilares derivados da proteina intraneuronal tau no sistema limbico e zonas corticais

associadas e regides que para si se projectam (Boughey & Graff-Radford 1987; Selkoe 2015).

A enfermidade provoca deméncia em 70% do casos, sabendo-se que cerca de 36 milhdes de
pessoas em todo o mundo apresentam este sintoma. Entre as idades de 65 e 69 anos, a
incidéncia da doenca é de 3,5 casos em 1000 por ano, aumentando para 72,8 casos em 1000
por ano entre os 85 e 89 anos de idade. Os nimeros indicam uma duplicacdo da incidéncia a
cada incremento de 5 anos de idade. A prevaléncia do mal é menor em individuos com idade
inferior a 65 anos, mas aumenta entre 10% e 30% entre pessoas com idade superior a 85 anos
(Boughey & Graff-Radford 1987).

A DA manifesta-se em ambas as formas familiar e esporadica. A primeira é provocada por
mutacbes em genes singulares, herdadas num padrao autossomico dominante, que
correspondem a aproximadamente 5% do total de casos. MutacOes ocorridas no gene que
codifica para o precursor do AB (APP) foram descobertas no inicio dos anos de 1990,
conhecendo-se actualmente 18. Qutros casos familiares de DA afectam os genes de codificam
para as presenilinas 1 e 2 (PS1 e PS2), moléculas que compde o complexo da y-secretase.
Relativamente a segunda forma da doenca, revela-se a mais comum e o resultado de uma
interaccdo complexa entre factores genéticos e risco e elementos ambientais. Ainda que
varios estudos demonstrem o papel de varios genes na patogénese da DA esporadica, os dados
mais consistentes foram obtidos para a apolipoproteina E (ApoE), tendo-se demonstrado, por

via epidemioldgica, que os doentes com DA apresentam maior probabilidade de possuir o alelo



€4 do gene, entre outros genes, como a enzima reguladora da insulina (IDE; do inglés, insulin-

degrading enzyme) (Giannopoulos & Pratico 2015).

2.1. Péptido beta-amiléide

A hipdtese da cascata amiloide (figura 3), formulada por Hardy e Higgins em 1992 (Chen et
al., 2013), tem sido apontada como o principal modelo para explicar os mecanismos
patogénicos que conduzem a DA (Boughey & Graff-Radford 1987; DeKosky & Orgogozo 2001;
Chen et al. 2013; Giannopoulos & Pratico 2015). O nlcleo deste modelo baseia-se na
acumulacao excessiva de AB no inicio e na progressao de DA (Boughey & Graff-Radford 1987,
DeKosky & Orgogozo 2001; Chen et al. 2013; Giannopoulos & Pratico 2015). Este facto é
corroborado pela descoberta de mutacoes associadas a forma familiar de DA (Chen et al.
2013).

O Ap é produzido por clivagem sequencial proteolitica da proteina precursora amiloide (APP;
do inglés, amyloid precursor protein) por secretases (Giannopoulos & Pratico 2015; DeKosky &
Orgogozo 2001; Boughey & Graff-Radford 1987; Bertram 2013). Existem duas vias, ambas
activas e envolvidas no metabolismo regular do AB, sendo que uma resulta na producao de
péptidos de AB e a outra nao. Na via amiloidogénica, o primeiro passo envolve a clivagem do
APP na extremidade amino terminal pela B-secretase (protéase), resultando na formacao de
APPp soluvel e de um fragmento conectado ha membrana pelo terminal carboxilico (CTF-3). A
divisdao do CTF-B pela y-secretase culmina na formacdo de péptidos de AP de tamanho
variavel, incluindo duas isoformas (mais comuns) de 40 (AB40) e 42 (Ap42) aminoacidos,
respectivamente (Boughey & Graff-Radford 1987; Bertram 2013; Giannopoulos & Pratico
2015). O AB40 é menos propenso a um processo de oligomerizacdo e menos neurotdxico
comparativamente ao AB42 (Giannopoulos & Pratico 2015). Este constitui menos de 10% do
total de proteina amiloide secretada e apresenta maior probabilidade de formar fibrilas que o
AB40; é também encontrado no cérebro de todos os doentes com DA, enquanto o AB40 se
observa em dois tercos dos casos (Boughey & Graff-Radford 1987; Bertram 2013). Apos a
libertacao de AP, esta molécula sofre alteracdes complexas na sua conformacao, transitando
de pequenos fragmentos sollveis e oligomeros para grandes fibrilas, que por sua vez formam
placas que se acumulam no meio extracelular. Quanto a via nao-amiloidogénica, a enzima a-
secreatase é responsavel pela clivagem a meio do APP em APPa e CTF-B, que é
posteriormente dividida pela y-secretase em P3 e CTF-y (Boughey & Graff-Radford 1987;
Giannopoulos & Pratico 2015).

A distribuicdo anatomica patoldgica dos emaranhados da proteina tau correlaciona-se em
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maior grau com o quadro clinico de DA em relacédo a distribuicao anatémica das placas de Ap
(Boughey & Graff-Radford 1987). As formas hiperfosforilada e agregada da tau sao os
componentes principais dos emaranhados neurofibrilares (Boughey & Graff-Radford 1987;
Chen et al. 2013; Giannopoulos & Pratico 2015). Em condicées normais, a tau € uma proteina
sollivel, que existe abundantemente os axdnios, onde promove a montagem e estabilizacao
dos microtibulos e transporte de vesiculas (Giannopoulos & Pratico 2015). Porém, quando
hiperfosforilada, a tau torna-se insoluvel, perde afinidade para os microtibulos e tende a
auto-agregar-se em pares de estruturas filamentosas e helicoidais, dando origem ulterior a
emaranhados neurofibrilares (Boughey & Graff-Radford 1987; DeKosky & Orgogozo 2001; Chen
et al. 2013; Giannopoulos & Pratico 2015). Similarmente aos oligdmeros de AP, os agregados
intermediarios de moléculas de tau anormais sao citotoxicos e desempenham uma funcao no
decréscimo de memadria e cognicao (Chen et al. 2013; Giannopoulos & Pratico 2015). Por esta
razao, alguns autores propuseram que a tau, ao invés do AP, € a causa da doenca.
Adicionalmente, muitos doentes nao revelam deméncia, ainda que apresentem amplas placas
de AB (Boughey & Graff-Radford 1987).

11



Fisiol6gico

Mutagdes em APP,
PS1 e PS2

Polimeros de A3
e deposicao
WEstrogénios

Toxicidade
neuronal

Formacao de
emaranhados

Morte e disfuncao
neuronal

Deméncia (DA)

Figura 3 - Hipotese da cascata amildide. O AB é um metabolito normal que, em condicdes fisiologicas,
é constantemente sintetizado e celeremente degradado. Devido a defeitos genéticos como mutacdes no
APP, PS1 e PS2, a producdo de AB aumenta, resultando na forma familiar de DA. Um fenoétipo similar
pode ocorrer com a diminuicdo das vias do catabolismo de AB. Com a senescéncia, os niveis de
hormonas sexuais diminuem, podendo reduzir-se a deplecao de AB. A acumulacao de AP principia pela
oligomerizacdo, formando-se gradualmente fibrilas, e culmina com placas amildides visiveis
microscopicamente. A morfologia fibrilar e sollvel e as proteinas associadas a placas sao toxicas para
neurdnios, resultando em perda sinaptica, geracdo de emaranhados neurofibrilares e eventual morte
neuronal e DA. Adaptada de (revisto por Wang et al. 2006)
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2.2. Eliminacao do péptido beta-amildide

Os monomeros AB40 e AB42 sao catabolitos fisiologicos nao neurotdxicos de um precursor
membranar da APP encontrados no plasma, CSF e fluido intersticial. A (nica grande diferenca
entre os dois & que o AB42 oligomeriza mais rapidamente que o AB40 (Ono et al. 2005; Finder
& Glockshuber 2007). O AB42 pode ser eliminado de diversas formas: (1) é reabsorvido nos
capilares por transportadores (Deane et al. 2009); (2) é localmente degradado por varias
enzimas; (3) € drenado para o CSF, onde forma complexos com apolipoproteinas ou com a
TTR, que se ligam a um transportador coroide e sao enviados para o sangue (Alvira-Botero &
Carro 2010). Esta Ultima via parece ser secundaria e elimina 10-15% do AB (Tanzi et al. 2004).
Além disso, os péptidos amildides solUveis e fibrilares podem ser também resgatados pela
endocitose microglial e astrocitica (Chung et al. 1999; Nielsen et al. 2010), no cérebro ou
através de células endoteliais, incluindo a barreira hematoencefalica (Bell et al. 2009). O AB
extracelular pode ser também degradado através de proteases secretadas pela microglia e
pelos astrocitos (Wei Qiao Qiu et al. 1998; Nielsen et al. 2010).

Degradacao mediada
por encimas
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por receptores Reducao periférica

Figura 4 - Mecanismos de eliminagdo de AB. O balan¢o dos niveis de A depende da sua producao e
eliminacdo. O transporte de AB através da BSC é mediado maioritariamente por recepetores (RAGE; do
inglés, receptor for advanced glycation end products; e LRP - associacdo com a ApoJ) nas células
endoteliais. O AP presente nos espacos extracelular e intracelular podem ser degradados por enzimas

(por exemplo, a IDE). Os anticorpos anti- AR e as substancias endégenas ligantes de AB conseguem
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entrar no cérebro, onde podem prevenir a agregacao e decompor fibrilas de AB. Ao interagirem com AB
periférico, exercem uma remocao periférica que promove o efluxo de A do cérebro e danifica o seu
equilibrio entre o cérebro e o sangue, culminando com a sua clearance do cérebro. Estes processos de
eliminacdo de AB tornam-se alvos de tratamento farmacéutico para a DA. Adaptada de (revisto por Y.-J.
Wang et al. 2006).

2.3. Scavengers do péptido beta-amiléide

2.3.1. Transtirretina

A designacéo pré-albumina foi alterada para TTR (Andrea et al. 1980) devido a sua funcédo de
transporte de tiroxina (T4) (Kanai et al. 1968; Sousa et al. 2007) e de retinol (vitamina A) (Raz
et al. 1970), através da proteina de ligacdo ao retinol (RBP; do inglés, retinol-binding
protein) (Raz et al. 1970). Maioritariamente expressa no figado e PC (Soprano et al. 1985;
Murakami et al. 1987), sendo secretada pelos hepatdcitos para o plasma (Vatassery et al.
1991) e para o LCR (Aleshire et al. 1983), respectivamente, encontrando-se também expressa
em menor concentracao na retina, rins, pancreas, epitélio da leptomeninges (Richardson
2009; Buxbaum & Reixach 2009; Li & Buxbaum 2011), saco vitelino visceral (Soprano et al.
1986), placenta (McKinnon et al. 2005), glandula pineal (Martone & Herbert 1993) e em
menores quantidades no estdmago, coracdo, musculo esquelético e baco (Soprano et al.
1985). A sua producao esta circunscrita ao PC e as meninges, com o primeiro a representar o
principal local de sintese (Sousa et al. 2007). A T, € uma hormona da tiréide importante em
processos de crescimento, desenvolvimento, metabolismo, fertilidade, no sistema
cardiovascular e na homeostasia do SNC (Hulbert 2000). A TTR é o principal transportador
proteico de tiroxina no plasma e LCR de roedores e outros animais (Santos & Power 1999;
revisto por Santos et al. 2002; Morgado et al. 2007). Em humanos, é responsavel pelo
transporte de 15% de T, no plasma e de 80% no LCR (Bartalena & Robbins 1992). Além do
papel transportador, a TTR parece mediar a transferéncia de tiroxina sérica para tecidos-
alvo, principalmente no cérebro, mediante as BSC e sangue-plexo coréide (Hagen & Solberg
1974; Schreiber et al. 1990).

O retinol é um micronutriente essencial envolvido em varias funcdes fisiologicas,
nomeadamente na diferenciacao celular, reproducao visao e desenvolvimento. A TTR
transporta o retinol a nivel plasmatico, por ligacdo a RBP (Kanai et al. 1968). Esta conexao
aumenta a estabilidade do complexo e reduz os niveis de filtracao glomerular da proteina, de
baixo peso molecular, nos rins (Noy et al. 1992). O RBP previne a oxidacao do retinol e a sua

insolubilidade no plasma.

Correspondendo as fungdes distintas de desintoxicacdo enddgena de oligdmeros proteicos,

pela inibicdo da formacdo de fibrilas amildides (Cascella et al. 2013), foram identificados
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para a TTR, até a data, trés substratos naturais: a apoliproteina Al, neuropéptido Y e AB (Liz
et al. 2012). Consequentemente, muita atencao tem sido dedicada a esta proteina na reducao

da formacao de oligomeros de ApB, impedindo a progressao da DA (Buxbaum & Reixach 2009).

No LCR humano, a TTR foi a terceira proteina que interage com AB, sendo o principal
scavenger desta molécula (Schwarzman et al. 1994). A capacidade da TTR modular a
agregacao de AP, originando complexos estaveis com mondémeros, que previnem a formacao
amiléide (Schwarzman et al. 1994), e a diminuicao significativa dos seus niveis plasmaticos
em doentes com DA (Riisgen 1988; Serot et al. 1997; Velayudhan et al. 2012), apontam para
uma funcdo importante desta proteina em contexto de DA. Adicionalmente, a TTR esta
também envolvida na manutencdo de processos cognitivos durante o envelhecimento,
sabendo-se que niveis reduzidos plasmaticos estdao relacionados com declinio cognitivo
severo. Pelas razdes enunciadas, esta proteina é um potencial biomarcador da DA
(Velayudhan et al. 2012).

A TTR estabelece interaccoes quimicas com todas as formas de AB (mondémeros, oligomeros e
fibrilas), em ambiente intracelular e extracelular, actuando como uma chaperona (Buxbaum
et al. 2008). Contudo, apresenta maior afinidade para oligomeros sollUveis, pensando-se que
esta a forma mais toxica de AP (Yang et al. 2013; Cascella et al. 2013). Usualmente, a
conformacdo em tetramero da TTR é estavel e essencial a sua funcdo transportadora; porém,
a forma em mondmeros conectam-se em maior nimero comparativamente aos tetrameros (Du
& Murphy 2010), o que indica que alteracdes conformacionais nas moléculas sao importantes
para o estabelecimento da ligacdo (Du et al. 2012), e que € necessaria a presenca de
monomeros para o sequestro de AR (Yang et al. 2013). Recentemente foi reportado que a
figuracdo de moléculas de AP despoleta a destabilizacao dos tetrameros de TTR, permitindo a
ligacdo dos monomeros de AP, prevenindo a sua agregacao, deposicdo e interaccdo com as
células (Yang et al. 2013). Em conjugacao com estes resultados, a regulacdo positiva da TTR
em ratinhos transgénicos que sobre-expressam de APP mutante, provocando a diminuicao da
progressao da patologia e a auséncia de neurodegeneracao (Stein & Johnson 2002) e célere
deposicao de AB (Choi et al. 2007), suportam o papel natural de proteccao atribuido a TTR
em contexto de DA (Costa et al. 2007).

Outras consequéncias da acumulacdo de oligdmeros de AP, como o stress oxidativo, o
vazamento membranar e a apoptose, sao prevenidas pela TTR, ao inibir o influxo de ides
calcio (Ca'). Assim, o mecanismo pelo qual a TTR protege contra os efeitos deletérios da
agregacao proteica, parece envolver dois niveis distintos de intervencdo: 1) inibicao da
agregacao proteica e formacao fibrilar; 2) neutralizacao da toxicidade dos oligomeros, assim
que estes sao formados (Cascella et al. 2013). Também a protedlise é apontada como um
possivel mecanismo de processamento do AB pela TTR, clivando-o em pequenos péptidos de

menor efeito amildide, que serdo posteriormente eliminados pelas células (Costa et al. 2007).

15



2.3.2. Metalotioneinas

As metalotioneinas, de designacao genérica MTs, constituem uma superfamilia de proteinas
intracelulares, de baixa massa molecular (6-7 kDa), com elevada afinidade para metais
bivalentes, nomeadamente zinco, cadmio e cobre, e residuos de cisteina altamente
conservados, apresentando quatro isoformas principais, MT-1 a MT-4, identificadas em
humanos (El Refaey et al. 1997; Ebadi et al. 2005; Penkowa, Tio, et al. 2006; Stankovic et al.
2007; Hidalgo et al. 2009; Hozumi 2013). Estas proteinas possuem tracos estruturais Unicos,
que lhes conferem propriedades de ligacao a metais (participando na homeostasia dos ides
metalicos supracitados), antioxidantes e anti-inflamatorias (Vasak & Hasler 2000; Penkowa,
Tio, et al. 2006; Gauthier et al. 2008; Hidalgo et al. 2009; Hozumi 2013). Em adicao, crescem
as evidéncias que as MT-1 a MT-3 desempenham valéncias fisiologicas diversificadas como a
inibicdo de mecanismos pré-apoptoticos, aumento da sobrevivéncia celular e regeneracao de
tecidos (Penkowa, Tio, et al. 2006; Hidalgo et al. 2009). Concomitantemente a esta matriz de
funcoes, as MT-1 e MT-2 (MT-1/2 - funcionalmente consideradas com uma Unica isoforma por
partilharem uma grande homologia de sequéncias de aminoacidos e nucleotidos, e perfis de
expressao similares) parecem ter accao de proteccao e regeneracao neuronais,

particularmente na DA (Penkowa 2006; Hidalgo et al. 2009; Hozumi 2013).

Em detalhe, em condicdes fisiologicas, as MTs exercem as suas funcdes primarias através de
residuos de cisteina, estabelecendo interaccdes quimicas com metais como zinco e cobre, que
podem ser substituidos por outros como cadmio, mercurio, prata, platina e chumbo. A ligacao
a metais confere as MTs um papel essencial na homeostasia de metais celulares e
desintoxicacao de metais pesados, uma vez que impede a sua conexao a macromoléculas,
protegendo células e tecidos contra a sua toxicidade (Maret 2009). A capacidade de ligar
zinco e as propriedades antioxidantes, habilitam também, respectivamente, o transporte
deste metal pelas MTs, sendo direccionado para o espaco intermembranar da mitocéndria ou
nicleo, e a remocao de ROS, promovendo a sobrevivéncia de células com mitocondrias
disfuncionais, limitando a apoptose e preservando o potencial da membrana mitocondrial
(Lindeque et al. 2010).

As MTs sdo expressas constitutivamente em varios tipos de tecidos, embora o figado e os rins
contenham as maiores quantidades (Chung et al. 2004; Gauthier et al. 2008). A expressao das
MT-1/2 é ubiqua a todos os 6rgédos, enquanto a expressdo de MT-3 se verifica no cérebro e PC,
sistema reprodutor, rins, lingua e glandulas salivares. A expressao de MT-4 esta restringida a
alguns epitélios escamosos estratificados (Irie et al. 2004; | Goncalves et al. 2008; Hozumi et
al. 2008). Substancias quimicas como metais, glucocorticoides, citocinas e uma variedade de
condicdes de stress fisico podem induzir a expressao dos genes de MT-1/2. Em paralelo ao
papel protector contra danos provocados por espécies reactivas de oxigénio, a transcricao das

MTs pode ser induzida por estas e pelo stress oxidativo (Vasak 2005). No SNC, as MT-1/2 sao
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expressas principalmente em astrocitos, encontrando-se aumentada em doencas
neurodegenerativas como a DA, e em menor extensao em neuronios. Sdo também expressas
no epitélio do PC, células ependimarias, endotélio, células meningeas e microglia, tendo
também sido detectadas no espaco extracelular cerebral e no LCR (Penkowa 2006; Faller
2010; Martinho et al. 2010). Relativamente a MT-3, esta apresenta expressdo elevada em
astrocitos, encontrando-se em menor concentracao nas células da glia, monocitos e/ou
macréfagos, e também em células do PC de rato. A sua expressao em neuroénios é restrita
(Tsuji et al. 1992; Erickson et al. 1995; Amoureux et al. 1995; Yamada et al. 1996; Penkowa
et al. 1999; Carrasco et al. 1999; Martinho et al. 2010).

0 efeito das MTs sobre a acumulacao de AP é indirecto, pelo que a estas proteinas nao podera

ser atribuida a terminologia de scavenger.

Durante a ultima década, investigacoes sobre as funcdes das MTs na fisiologia cerebral
revelaram que a isoforma MT-1/2 se encontra incrementada em resposta a lesdes, protegendo
do cérebro contra danos neuronais, regula o crescimento neuronal, influencia a arquitectura
dos tecidos e a cognicao e defende o organismo de insultos neurotdxicos e ROS. A MT-3
protege também contra danos cerebrais, antagoniza os efeitos neutroficos e neurotoxicos de
AB e influencia a regeneracao neuronal, apesar de apresentar um papel antioxidante
relevante. Deste modo, a MT-2 e MT-3 sao reguladas em diversas desordens

neurodegenerativas, incluindo a DA (Martinho et al. 2010).

A andlise dos niveis de MTs em cérebros humanos com DA e cérebros de modelos animais de
DA revelam consistentemente aumentos da expressao de MT-1 e MT-2 (Hidalgo et al. 2009).
Porém, a expressao de MT-3 encontra-se reduzida relativamente a controlos de idade
correspondente, ainda que outros estudos apontem uma tendéncia contraria ou auséncia de
diferencas na expressao de MT-3 (Martinho et al. 2010). Em doentes com DA, niveis elevados
de citocinas e IL-1 podem induzir a producao de MT-1/2 em astrdcitos. Estudos em modelos
animais de DA, revelaram que os niveis de MT-1/2 se encontram aumentados, em comparagao
a ratinhos wild-type (WT), enquanto os niveis de MT-3 diminuiram ou permaneceram
inalterados, sugerindo que estas proteinas podem ter um papel protector contra inflamacao a
longo prazo (Hidalgo et al. 2009). A regulacao positiva de MT-1/2 observada em doentes com
DA e modelos animais de DA podera ter consequéncias prejudiciais na clearence de A, pois a
MT-2 diminui a ligacdo entre TTR e o AP (Martinho et al. 2010). Sabendo-se que a TTR é
descrita como um scavenger de AR (Costa et al. 2008), seria expectavel uma reducdo na
eficiéncia da sua remocao em condicées de aumento dos niveis de MT-2, o que aparenta ser o

caso na DA.

A possivel importancia das MTs na patogénese da DA centra-se na capacidade de
armazenamento de zinco. Esta desordem neurodegenerativa caracteriza-se por acumulacao

extracelular de ides zinco (Zn*?) no interior de placas amildides e elevacdo de ido ferroso
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(Fe'?) intraneuronal. Foi demonstrado que a MT-2A consegue prevenir a agregacdo de AP, e
AB4,, mediada por cobre, e toxicidade neuronal associada, aparentemente pela permuta
metalica entre Zn;.MT-2A e Cu'?-AB (Chung et al. 2010). De forma similar, a troca metalica de
Zn;.MT-3 por Cu'?-AB4 sollvel e agregado abole a geracdo de ROS e a toxicidade celular
relacionada (Meloni et al. 2008). Adicionalmente, ratinhos injectados com Zn;.MT-2A revelam
reversao do fenotipo de DA, mas sem reducao na carga amiléide (Manso et al. 2011). Estas
investigacoes, que relacionam permutas metalicas com a agregacao de AP, conduziram ao
interesse no uso de farmacos quelantes com potencial terapéutico na DA. Por exemplo, a
administracdo de clioquinol, farmaco quelante de cobre e zinco, previne a formacao de
placas amiloides em ratinhos transgénicos com DA (Hegde et al. 2009). Foi recentemente
descrito que a APP retém a actividade de ferroxidase, prevenindo o stress oxidativo por
oxidacéo Fe'? e Fe™, sendo esta accio inibida especificamente por Zn* (Duce et al. 2010). Os
mesmos autores referem que a actividade de ferroxidase da APP e a acumulacao de ferro é
inibida por Zn** endodgeno, proveniente de agregados amildides, em cortices com DA pés-
morte. Portanto, a troca anormal de zinco cortical podera estar relacionada com os niveis
alterados de MTs observados, ligando a patologia amiléide com a acumulacdo neuronal de

ferro em contexto de DA (Duce et al. 2010).

Em oposicao, a MT-3 nao partilha parte dos efeitos da MT-1/2. Desde a sua descoberta como
comparativamente a controlos de idade correspondente, varios estudos forneceram provas de
que a MT-3 se relaciona com a etiologia da DA (Howells et al. 2010). Isoladamente, a MT-3
contraria as consequéncias toxicas do AB ao inibir a formacao de agregados resistentes a SDS
(do inglés, sodium dodecyl sulfate), protegendo assim os neurdnios corticais dos seu efeitos
toxicos. O MT-3 promove a sobrevivéncia neuronal a baixas concentragdes, mas inibi-a a
concentracdes maiores. Tais observacoes sugerem que as accoes anti-Ap da MT-3 sao distintas
das accoes de inibicao do crescimento neuronal. Outros mecanismos de clearance de placas
de AP pela MT-3 poderao estar relacionados com a sua interaccao com a TTR (Martinho et al.
2010). Esta proteina adquire afinidade para se conectar com moléculas de AB na presenca de
MT-3, pelo que a clivagem integral de AR e a degradacdo de formas agregadas do péptido j3-
amildide, caracteristicas atribuidas a TTR, deverao ser também potenciadas pela figuracao de
MT-3 (Martinho et al. 2010) .

Finalmente, a existéncia de conexdes entre a TTR e as MTs sugere que podem desempenhar
um papel importante no metabolismo de AB. A presenca deste péptido em liquidos organicos,
inclusive o LCR, é um traco distintivo da DA, sendo que a sua acumulacdo aumenta a
severidade da doenca. O PC tem a capacidade de eliminar e degradar o AP, contribuindo para
a sua depuracdo do LCR. Conjuntamente, a TTR, também altamente expressa no PC, é a
proteina mais abundante no LCR, sendo considerada a proteina chave no metabolismo de A,

e a sua capacidade de remocao deste péptido aparenta ser reduzida ou incrementada por
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interaccdo quimica com MT-2 e MT-3, respectivamente, ainda que com resultados
contraditorios. O entendimento aprofundado destas ligacdes quimicas, e dos seus
mecanismos, podera ter um impacto relevante na deposicdo de AR em variados modelos de
DA (Martinho et al. 2010).

Em conclusao, o interesse na MT-1/2 estda a aumentar devido ao seu possivel papel na
sobrevivéncia celular, concretamente no cérebro, podendo constituir um novo agente
terapéutico a ser utilizado no tratamento de doencas neurodegenerativas, em particular a DA
(Nielsen et al. 2007) .

2.3.3. Enzima degradora da insulina

Além das MTs, a IDE liga igualmente zinco. Esta metaloprotease ou metaloendopeptidase
hidrolisa morfologias monoméricas de AB e insulina, possuindo também elevada afinidade,
numa escala nanomolar, por outros substractos com diferentes sequéncias e estruturas, de
natureza péptidica e amildide. A IDE degrada igualmente glucagon, IGF-1l (do inglés, insulin-
like growth factor Il), TGF-o (do inglés, transforming growth factor-a), B-enforfina, factor
natriurético atrial, bradicinina, amilina e o dominio intracelular da proteina APP (Malito et al.
2008; Saido & Leissring 2012). Todavia, a relevancia in vivo da sua actividade degradante foi
apenas demonstrada para o AP e a insulina, sabendo-se que doentes com diabetes tipo 2
possuem risco aumentado de ter DA, e que o AB é um inibidor competitivo directo da
actividade e interaccdo da insulina, o que parece justificar os niveis incrementados de AB
observados em doentes com DA resistentes a insulina (Xie et al. 2002). Este efeito dual da IDE
realca a importancia do desenvolvimento de inibidores e activadores da sua accdo para o

tratamento de diabetes e DA, respectivamente.

As primeiras evidéncias da capacidade da IDE para clivar AB foram reportadas em 1994
(Kurochkin & Goto 1994), tendo-se identificado uma proteina de 110000 Da presente em
fragmentos no citosol de cérebro e figado de rato reticulados com AP sintético marcado com
'2]. Poucos anos depois, a IDE foi identificada como a principal enzima solivel degradante de
AB no cérbero humano e em culturas celulares neuronais, onde desempenha accdes no meio
extracelular (McDermott & Gibson 1997). Afora as funcdes de degradacdo de AP, a accao da
IDE esta também associada com a oligomerizacao de AP sintético a niveis fisiologicos em meio
condicionado de culturas celulares (W Q Qiu et al. 1998). Adicionalmente, a prova que as
isoformas da IDE (forma secretada e forma associada a membrana) exercem a hidrolisacao e a
eliminacdo do AP secretado por neurdnios e microglia, foi providenciada anos depois (Bertram
et al. 2000). Um estudo recente revela que a IDE recombinante, com actividade catalitica

inactiva, causa modificacdes drasticas na via de montagem prépria do AB, paragem na
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formacao de fibrilas amiloides e reunidao agregados nao-tdxicos de AP, através de actividade

similar a chaperonas (de Tullio et al. 2013).

A expressao de IDE é substantiva nos neurdnios corticais e subcorticais, e foi detectada no
citoplasma dos trés maiores componentes da parede vascular: células endoteliais, pericitos e
células do musculo liso (Gao et al. 2004; Dorfman et al. 2010). O tecido do PC apresenta
expressao desta enzima na sua superficie apical, onde a sua inibicdo provoca a disrupcao do
metabolismo de AP, e a sua concomitante acumulacao na barreira sangue-LCR (Behl et al.
2009). Quanto a localizacao subcelular da IDE, esta estende-se além do citoplasma, existindo
igualmente em mitocondrias, na membrana/superficie celular e espaco extracelular, e com
maior grau de incerteza noutros compartimentos: endossomas, peroxissomas, reticulo
endoplasmatico, lisossomas e dendrites de neuronios (Malito et al. 2008; Saido & Leissring
2012). A tipologia de célula no sistema nervoso determina a expressdao de IDE na forma
membranar ou secretada, observando-se diferencas entre células primarias e linhas celulares
(Malito et al. 2008).

Tém sido reveladas evidéncias que suportam a hipotese de que a reducao da actividade de
IDE conduz a acumulacdo de AP no cérebro. Por exemplo, foram verificadas reducdes na
accdo da IDE em cérebros portadores de DA em comparacdo com controlos de idade
correspondente (Pérez et al. 2000). Outro estudo aponta que a concentracédo e actividade da
forma membranar da IDE diminui na evolucdo de défice cognitivo ligeiro para DA de
severidade moderada no hipocampo, o que se correlaciona negativamente com a
concentracdo de AP, em ambas as condicoes (Zhao et al. 2007). Contrariamente, outras
pesquisas indicam que a IDE podera ndo possuir menos importancia no processo de eliminacao
de AB (Wang et al. 2010). Existem também provas que a formacdo de placas de AB, em
cérebros de ratos transgénicos, induz a expressao de RNA mensageiro cortical e o incremento
dos niveis de IDE paralelamente ao aumento na producdo de AP, e AB4, 0 que sugere um
mecanismo regulatorio de retroalimentacao positiva da regulacdao de AB (Vepsalainen et al.
2008). Deste modo, sdo necessarias investigacoes aturadas no sentido da clarificacdo da

fisiologia da IDE na patologia amiléide em DA (biomarcador).

2.3.4. Gelsolina

A gelsolina (GSN) é uma proteina reguladora da polimerizacdo da actina, ao limitar e clivar
os seus filamentos (Janmey et al. 1985; Matsumoto et al. 2003). Apresenta uma forma
intrinseca e citoplasmatica, responsavel pela a sua funcao primordial, e outra segregada no
plasma e LCR (Kwiatkowski et al. 1985), originadas a partir de splicing alternativo de um

Unico gene, mas estruturalmente distintas com implicacdes funcionais derivadas da
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organizacao espacial/topografica e conformacado que os residuos de cisteina assumem (Wen et
al. 1996). A forma citoplasmatica parece possuir propriedades antioxidantes (Chauhan et al.
2008).

Em termos da localizacdo, a GSN secretada, presente no LCR, podera provir dos
oligodendrdcitos ou da microglia (Chauhan et al. 2008). Outros autores sugerem que o PC é
responsavel pelo aparecimento da proteina no LCR (Matsumoto et al. 2003), onde podera
desempenhar o papel de combate a neurotoxicidade do AB (Antequera et al. 2009; Vargas et
al. 2010). Em ratos, a GSN foi encontrada nos neuronios do ganglio da raiz dorsal, sabendo-se
que neuronios totalmente desprovidos da proteina exibem morte celular aumentada e uma
rapida e sustentada elevacdo dos niveis de Ca™ apds privacdo de glucose e oxigénio (Qiao et
al. 2005). Estas células apresentam também niveis de calcio citosolico aumentados, in vitro,
nos terminais nervosos, seguidamente a uma despolarizacdo. A inibicdo da expressdo génica
de GSN produz incrementos na resposta apoptética na presenca de AP, indicando que
interferéncias com esta proteina aumentam a sensibilidade das células a estimulos pro-

apoptoticos (Qiao et al. 2005).

Tanto a forma plasmatica como a forma citosolica da GSN interagem com A, e os complexos
GSN-AB existem no plasma e citosol (Chauhan et al. 1999; Ji et al. 2008). Ambas inibem a
fibrilacao do A-beta e tém a capacidade desfibrilar fibrilas pré-formadas (Ray et al. 2000).
Adicionalmente, foi demonstrado que a administracdo de GSN em modelos de DA em ratinhos
transgénicos reduz o racio AB4/AB4 € a carga amildide (Matsuoka et al. 2003; Hirko et al.

2007). Por conseguinte, a GSN podera ter potencial terapéutico contra a DA (biomarcador).

2.3.5. Apolipoproteina J

Conhecida também por clusterina, a apolipoproteina J (ApoJ) (Yu & Tan 2012; Baig et al.
2012) é uma chaperona inicialmente descoberta na rede testicular de carneiro (nao castrado)
em 1983. Pode desempenhar varias funcdes celulares, incluindo na espermatogénese
(primeira funcao descoberta), na adesao célula-célula e, mais significativamente, na

agregacao celular (Nuutinen et al. 2009; Lambert & Amouyel 2011).

Em humanos, a ApoJ é amplamente expressa no rim, figado, prostata e predominantemente
no cérebro, e em particular no PC. Foi demonstrado que a ApoJ se encontra aumentada na
DA, com tendéncia a localizar-se com o péptido beta-amildide, e é abundantemente expressa
em neurdnios e na astroglia, estando particularmente presente em placas senis onde o AB
dinfundivel se agrega (Ling et al. 2012). No entanto, poucos artigos tém abordado os

mecanismos exactos pelos quais a Apo J influencia o comportamento bioldgico das placas
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amildides, ainda que a sua deteccdao em cérebros com DA (biomarcador) a tenha tornado

objecto de pesquisa.

A ApoJ fornece proteccao contra a patogénese da DA ao inibir, no meio extracelular, o
processo de agregacdo e proteodlise de AB; mediando a eliminacdo de péptidos Ap
exteriormente ao cérebro; e, intervindo, através da proteina megalina, na degradacao por
endocitose de complexos ApoJ-amildide nos lisossomas. Sendo uma chaperona de estrutura
globular, a ApoJ pode interagir com uma variedade de proteinas, existindo evidéncias
substanciais que se liga a formas sollveis de AB, prevenindo a sua agregacao e sedimentacao
em placas senis, e tendo efeitos de proteccao neuronal sob condigdes fisioldgicas (Oda et al.
1995; Giannakopoulos et al. 1998), que podem variar relativamente a concentracao de Ap.
Ainda que a informacao publicada aponte para uma dissociacao entre a massa das placas senis
e a severidade/risco da DA (Ling et al. 2012), alguns estudos demonstram uma correlacao
directa entre a agregacao de AP e a severidade da DA, sabendo-se que quanto maior a

formacao de AB, maior a expressao de ApoJ (Choi-Miura & Oda).

Em condicoes fisiologicas, a taxa a que cleareance de AB ocorre é de 8,3% por hora, o que
indica que os péptidos desta molécula sao activamente eliminados do cérebro (Hammad et al.
1997; Guénette 2003), passando do fluido cerebrospinal para o PC, numa forma dependente
da sua concentracao (Hardy et al. 2011), em direccdo a corrente sanguinea. Esta via apenas
transporta 10% a 15% do AP sintetizado, sendo o nlcleo da sua producao transportado via LPRs
(do inglés, lipoprotein receptor-related protein), em particular a LRP2, igualmente
denominada megalina, responsavel pelo transporte de ApoJ no cérebro (Hardy et al. 2011). A
megalina é expressa nos vasos sanguineos do SNC, nomeadamente do PC, do endotélio da BSC
e o do epéndima. Quando acoplada ao AB, a ApoJ podera ter transporte elevado via megalina,
sabendo-se que esta proteina esta envolvida no transporte amildide por ligacdo a Apol
(Zlokovic et al. 1996; Bell et al. 2007). De facto, na auséncia de AB, a ApoJ é transportada
através da megalina em condicdes fisiologicas. Porém, tanto a ApoJ como o AB se encontram
elevados em cérebros com DA em relacdo a condi¢cdes normais. Assim, verificando-se a
formacao de um complexo entre ambas as substancias, o transporte de ApoJ é mais célere do
que considerando a ApoJ individualmente (Hammad et al. 1997). Testes de ELISA revelam que
o AP apenas interage quimicamente com a megalina na presenca de ApoJ (Hammad et al.
1997). Contudo, fisiologicamente a valéncia da megalina é saturada pela ApoJ, sugerindo que
esta via nao constituira a via fundamental da deplecao de AB. Adicionalmente a transferéncia
de AP na BSC, a megalina gere a endocitose e a subsequente degradacao de AP nos

lisossomas, em complexo com a ApoJ (Zlokovic et al. 1996; Bell et al. 2007).

Apesar dos efeitos de proteccédo celular conferidos pela ApoJ, foi reportado que esta proteina
induz a geracao de formas oligoméricas sollveis de AB. mediante mecanismos desconhecidos.

Na presenca de ApoJ, as moléculas de AP agregam-se e depositam-se lentamente,
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permanecendo algumas formas solUveis difusiveis no cérebro que podem exacerbar os efeitos
da DA (DeMattos et al. 2002). Outra consequéncia negativa da ApoJ é a mediacdo de uma via
de sinalizacdo celular citotdxica, induzida pelo AB, em que se verifica o aumento da
expressao de varios genes, inclusive da ApoJ intracelular, e a reducdo da secrecao de ApoJ
(Thambisetty et al. 2010; Killick et al. 2014). A contradicdo entre as funcées da ApoJ
contrasta com o balanco da sua concentracao no interior e exterior do citoplasma (Killick et
al. 2014). Todavia, este equilibrio podera ser danificado pelo AB, causando um aumento da
ApoJ intracelular que despoleta vias citotoxicas. A ApoJ e o AP formam complexos que
resistem a protedlise (Oda et al. 1995; Yu & Tan 2012), facilitando assim o seu movimento em

direccao ao LCR e o ataque a outros neuronios pelas vias acima mencionadas.

Por fim, a generalidade dos métodos terapéuticos da DA visam a reducdo da formacdo ou o
aumento da deplecdo de AB (Lin & Luo 2011). Um crescente nimero de estudos revela que a
ApoJ possui um papel de proteccdo celular e anti-inflamatorio, mostrando-se benéfica em
modelos de ratos portadores de DA (Narayan et al. 2012). Por exemplo, a injeccao de ApoJ
purificada num modelo de isquemia cerebral em ratos diminui a formacao de placas e de
emaranhados fibrilares (Yu & Tan 2012). Também a injeccdo de ApoJ em cérebros de ratinhos
com DA produz efeitos anti-apoptoticos e anti-inflamatorios. Estas investigacdes conduziram
do uso de farmacos com potencial terapéutico (Ghanim et al. 2012). A administracdo de acido
valpréico, um farmaco anti-epiléptico comum, induz a expressdao e secrecao de ApoJ em
astrocitos humanos, que podera ter efeitos de proteccao celular em cérebros com DA
(Nuutinen et al. 2010). Para além da inibicao da geracdo de placas amildides, prevencédo da
oligomerizacdo dos péptidos de Ap e do aumento da eliminacao de AP, a ApoJ podera ser
importante na prevencao dos efeitos secundarios das vias citotoxicas induzidas pelo AR e
nociva, por razoes inesperadas, na deposicao de Ap mediada pela megalina num modelo de
isquemia (Pluta 2007). A ApoJ aparenta apresentar funcdes protectoras e prejudiciais na
patogénese de DA. Como tal, maior investigacdo € necessaria para determinar a diferenca de
concentracao intracelular e extracelular e averiguar a existéncia de um canal para

transferéncia externa desta proteina.

2.4, Alteracdes metabdlicas

Durante o desenvolvimento da DA, o Ap acumula-se e ocorre a inibicao de importantes
enzimas mitocondriais no cérebro, resultando em distUrbios no transporte de electrdes, na
producdao de ATP, no consumo de oxigénio e no potencial da membrana mitocondrial.
Evidéncias experimentais em mitocondrias de cérebros de humanos e de ratinhos com DA
indicam a acumulacao intraneuronal de AP, e marcas de dano oxidativo precedem

modificacdes patologicas. O receptor responsavel pela glicacdo avancada das terminagoes de
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produtos, medeia os efeitos pro-oxidantes das moléculas de AP em células neurais,
cerebrovasculares e da microglia. Estas ultimas, quando estimuladas, assumem-se como a
fonte fundamental de radicais de 6xido nitrico. As espécies reactivas de oxigénio e azoto

causam danos em multiplos alvos moleculares (Giannopoulos & Pratico 2015).

Outra perturbacao metabolica emergente associada a DA, com consequéncias na homeostasia
energética e sinaptica, envolve a sinalizacao de insulina no cérebro. A intolerancia a glicose e
a diabetes tipo 2 sao considerados factores de risco para a existéncia de deméncia, uma vez
gue os niveis dos receptores de insulina, das proteinas de transporte de insulina e de outros
componentes de vias de sinalizacao de insulina encontram-se reduzidos em DA. No processo
de envelhecimento, sdao comuns os valores elevados de glicose sérica, que provocam
danificacdes nas estruturas do hipocampo, incrementam a actividade da tau e reduzem os

niveis de IDE em cérebros com DA (Giannopoulos & Pratico 2015).

A perda regulatéria de calcio é transversal a varios distlrbios neurodegenerativos. Elevadas
quantidades relativas de calcio no citosol estimulam a agregacdo de AB e a amiloidogénese.
As presenilinas modulam o balanco calcico, e quando sofrem mutagdes génicas, incrementam
directamente os niveis de ABs, que causam o aumento do armazenamento de calcio no

reticulo endoplasmatico e a sua libertacao para o citoplasma (Giannopoulos & Pratico 2015).

Finalmente, os defeitos no metabolismo do colesterol poderao estar igualmente relacionados
com a DA, dado que estao envolvidos no risco genético da ApoE, na producéo e agregacao de
péptidos de AP e nas lesdes vasculares e capilares, presentes na patogénese da condicdo. O
colesterol € um componente fundamental das membranas neuronais, estando concentrado em
lipid rafts (ilhas de esfingolipidos) - plataformas ordenadas onde ocorre a estruturacao de B-
secretases e y-secretases e o processamento de APP em AB. A sua formacao e agregacao sao
promovidas e a sua remocao do cérebro é diminuta quando a abundancia de colesterol
esterificado diminui o turnover lipidico. A ApoE derivada da glia constitui o principal
transportador de colesterol no cérebro. Um risco major determinante para o comeco tardio
da DA é o padrao de heranca da isoforma de ApoE, sabendo-se que um Unico alelo de ApoE4
incrementa o risco por um factor de 4, e dois alelos deste mesmo gene aumentam o risco por
um factor de 19. Além de uma chaperona difusora da deposicdao de Ap e da fosforilacao da
tau, a ApoE4 é também a isoforma menos eficaz no turnover dos lipidos de membrana e na

absorcao de particulas proteicas/lipidicas (Giannopoulos & Pratico 2015).
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3. Papel dos estrogénios

Com a senescéncia assiste-se ao declinio dos niveis de hormonas esterdides, normalmente
associados ao surgimento e progressao de DA (Lim et al. 2003; Baum 2005). O seu

envolvimento pode estar relacionado com a normalizacao do niveis de Ap.

3.1. Estrogénios

A deficiéncia hormonal ovarica apés a menopausa é um factor de risco significativo para o
desenvolvimento da doenca de Alzheimer em mulheres que tem sido atribuida,
principalmente, a deplecdo dos niveis de estrogénios. Os estrogénios podem impedir a
patogénese da AD a varios niveis: 1) protegendo contra a morte celular induzida pelo AB,
reduzindo a producao e melhorando a clearance de AB; 2) influenciando a funcao cerebral,
pois atravessam facilmente a barreira hematoencefalica, onde podem interagir tanto com os
receptores estrogénicos nucleares como com os receptores membranares; 3) promovendo o
crescimento de neurites e suprimento vascular para o cérebro, de forma a aumentar a
regeneracao e reparacao neuronais; 4) promovendo a quebra da APP a fragmentos menos
susceptiveis de acumular o AB; 5) enfraquecendo os efeitos neurotdxicos de AB, devido as
propriedades antioxidantes; 6) aumentando o catabolismo e reduz os niveis plasmaticos da

ApoE; e 7) através de efeitos protetores na funcao e/ou estabilidade mitocondriais.

3.2. Regulacdo dos scavengers do péptido beta-amildide por
estrogénios

Varios estudos epidemioldgicos e neuropatologicos apontam diferencas de género
relativamente ao desenvolvimento de DA, sendo as mulheres mais susceptiveis que os homens
a esta condicao (Ruitenberg et al. 2001; Oliveira et al. 2011). Uma possivel explicacdo advém
da reducao expressiva dos niveis de estrogénios e progesterona durante a menopausa,
comparativamente a diminuicao dos niveis de testosterona durante o envelhecimento (Yue et
al. 2005; Oliveira et al. 2011). O grau de envolvimento da TTR na regulacdao dos niveis
cerebrais de AB podera estar associado ao género, dependendo este dos niveis de estrogénios

e testosterona (Oliveira et al. 2011).

Ambas as hormonas 17p3-estradiol (E;) e di-hidrotestosterona (DHT) regulam de forma positiva

a expressdo de TTR no figado (I. Goncalves, Alves, et al. 2008; Quintela et al. 2008; Quintela
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et al. 2009) e PC de ratos e ratinhos. A complementar, a progesterona estimula também a
expressao de TTR (Quintela et al. 2009; Quintela et al. 2011). A maioria dos estudos
sustentam um papel de proteccao neuronal para os estrogénios, ao reduzir a formacdo de AB
e a proteccdo contra a toxicidade neuronal, a apoptose e o stress oxidativo (Wilson et al.
2000; Greenfield et al. 2002; Amtul et al. 2010); particularmente, o 17B-estradiol,
al. 2010), salientando a importancia desta hormona sexual na DA, e o papel relevante da TTR

no despoletar e na progressao da DA.

Em relacdo a outras proteinas, varios modelos animais e de cultura de células estabelecem
uma associacao entre E; e a mediacao de IDE (Zhao et al. 2011; Barron et al. 2009). In vitro,
em neuronios de hipocampo de rato cultivados, o E; provocou um aumento da expressao de
IDE, enquanto in vivo, os niveis IDE no hipocampo diminuiram, efeito que foi revertido pela
administracao de E; (Zhao et al. 2011). No mesmo estudo, o tratamento com E, promoveu a
expressao de IDE no hipocampo com decréscimo da acumulacao de AP in vivo (Zhao et al.
2011). Noutros estudos, verificaram-se reducdes dos niveis de Ap e o incremento dos niveis de
IDE apds administracao com E, (Amtul et al. 2010) e tratamento com um agonista selectivo de
um receptor de estrogénios (RE) (George et al. 2013), respectivamente, em modelos animais
de DA.

A gelsolina tem sido implicada em processos de cicatrizacao mediados por hormonas
(Nishimura et al. 2003; Archer et al. 2004; Archer et al. 2005), assim como é conhecido o
papel regulatério importante de estrogénios e androgénios em mecanismos de reparacao de
tecidos (Ashcroft et al. 2002). Varias pesquisas identificaram a gelsolina como co-activadora
do receptor de androgénios (RA) (Ashcroft & Mills 2002; Nishimura et al. 2003; van de
Wijngaart et al. 2006; Urbanucci et al. 2008), incrementando a sua actividade transcricional
na presenca de agonistas (Nishimura et al. 2003), prevendo-se que apresente uma funcao
importante em mecanismos de cicatrizacdo. Sabendo-se que os esterdides sexuais reduzem os
niveis de AB (Wilson et al. 2000; Greenfield et al. 2002; Amtul et al. 2010) e que gelsolina
interfere activamente no catabolismo de AR (Antequera et al. 2009; Vargas et al. 2010),
clivando péptidos, o seu papel no despoletar e progressio da DA podera relacionar-se

positivamente com a presenca de hormonas sexuais, em particular os estrogénios.

Existe pouca informacado na literatura que relacione os efeitos dos estrogénios na regulacao
dos niveis de ApoJ no cérebro. No entanto, em linhas celulares de cancro endometrial foi
demonstrado que o tratamento com estrogénios aumenta a sua expressao proteica, nao se
observando alteracées com a administracao de progesterona (Won 2012). Dada a sua
transcricdo em multiplas células e tecidos e funcdes de adesdo e agregacao celulares, inibicao
do complemento, transporte de lipidos, proteccao membranar e secreccdao endocrina, assim
como a inibicdo da agregacao e proteolise de AR (Won 2012), o uso de estrogénios podera

aumentar a sua resposta contra a patogénese de DA no PC.
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Por fim, a MT-2 diminui a interaccdo da TTR com AB, reduzindo a eficiéncia da sua
deplecdo, enquanto as accdes dos estrogénios aumenta os niveis de TTR (Martinho et al.
2010). A nivel hormonal, os glucocorticéides regulam positivamente a MT-1/2 no PC de ratos,
diminuindo os efeitos apoptoticos (a. Martinho, Santos, & Goncalves, 2013). Em mamiferos, os
glucocorticéides partilham caracteristicas estruturais com os esterodides sexuais, sendo ambas
hormonas sexuais (a. Martinho, Goncalves, & Santos, 2013). Sao empregues no tratamento de
condicdes inflamatorias, com implicacdes na apoptose, e potenciais reguladores da expressao
de MT-1/2 no PC, uma vez que os de MT-1/2 possuem elementos responsivos a
glucocorticoides responsaveis pelo incremento da expressao de MT-1/2 apds inducao de stress
noutras zonas cerebrais (a. Martinho, Goncalves, et al., 2013). O PC expressa ainda
receptores de glucocorticoides e de mineralocorticdides, sendo um tecido responsivo a
glucocorticdides (a. Martinho, Goncalves, et al., 2013). Assim, os estrogénios poderao

aumentar a transcricao de MT-1/2, causando efeitos negativos no processo de eliminacao de

AB.

3.3. Terapia hormonal e o risco de doenca de Alzheimer em
mulheres pos-menopausa

Observacdes em mulheres e modelos de roedores associam niveis baixos de E; com a DA e
varias accbes de proteccdo neuronal de E, relevantes em contexto de DA (Paganini-Hill &
Henderson 1994). Em funcdo destes dados, o uso de TH em mulheres poés-menstruais parece
reduzir o risco de DA, existindo evidéncias em ensaios clinicos e observacionais humanos
(Henderson et al. 1994; Paganini-Hill 1996; Hogervorst et al. 1999; LeBlanc et al. 2001; Zandi
et al. 2002; revisto por Craig & Murphy 2010). Apesar da abundancia de provas na literatura a
suportar os efeitos de proteccao neuronal dos estrogénios contra a DA, esta hipotese continua
a gerar controvérsia (Haskell et al. 1997; Rapp et al. 2003; Shumaker et al. 2003). O ensaio
WHIMS (do inglés, Womens’s Health Initiative Memory Study) fez parte de um amplo estudo,
conduzido em varios centros médicos, que avaliou os resultados da administracdo de TH
(composta por estrogénios equinos conjugados ou nao com acetato de 17a-hidroxil-6a-
metilprogesterona, indicando que a TH nao providencia abrandamento do declinio cognitivo

em mulheres com insuficiéncia cognitiva, aumentando, pelo contrario, o risco de deméncia.

Desde que os resultados do WHIMS foram reportados, varios argumentos tém sido dados para
explicar os potenciais beneficios ou riscos da TH (Maki 2004; Gleason et al. 2005; Henderson
2006). A aparente discrepancia entre as primeiras pesquisas, que apontam para acgoes
neurais benéficas do E;, e os dados clinicos do WHIMS, que revelam conclusées antagonicas,
sugere que aspectos fundamentais da TH sdao problematicos, como a formulacao terapéutica

(estrogénios equinos contra E;), a via de administracdo (oral contra transdérmica) e a
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periodicidade da administracdo (combinacdo continuada contra ciclica) (Gleason et al. 2005;
Henderson 2006). Existem amplas provas experimentais que aparentam validar estes
argumentos. Por exemplo, num estudo recente foram comparados os efeitos da administracao
continua ou ciclica de progesterona, em conjugacao com E,, num modelo de DA de ratinhos
fémeas com ablacao ovarica (Carroll et al. 2010). A reducéo dos niveis de Ap desempenhada
pelo E; foi reduzida pela administracdo conjunta com progesterona continua, mas aumentada
com administracdo conjunta com progesterona ciclica. O factor que parece contribuir mais
significativamente para a variancia observada nas consequéncias clinicas da TH é a idade a
que o tratamento é iniciado. Considerando a hipotese da “janela de oportunidade” (revisto
por Craig & Murphy, 2010; Whitmer, Quesenberry, Zhou, & Yaffe, 2011), os efeitos neurais da
TH deverao ser mais favoraveis quando utilizada no inicio da menopausa do que em anos
posteriores, como no ensaio WHIMS. De facto, trabalho anterior conduzido em modelos
animais demonstra que parte dos efeitos neurais de E, sdo atenuados em fémeas envelhecidas
(revisto por Pike et al. 2009). Adicionalmente, dados clinicos recentes apontam que o risco de
DA se encontra reduzido quando a TH é principiada na meia-idade, sendo exacerbado quando
a TH é administrada numa fase tardia da vida (Whitmer et al. 2011). Novas informacoes
importantes relacionadas com aspectos criticos emergirao de ensaios clinicos em execucao: o
ELITE (do inglés, Early versus Late Intervention Trial with Estradiol) e o KEEPS (do inglés,

Kronos Early Estrogen Prevention Study).

4. Objectivos

Mediante diversos estudos que reportam a importancia de proteinas sintetizadas no plexo
coroide, determinantes para a eliminacdo/deplecdo de AP, e a importancia dos esterodides
sexuais, em particular os estrogénios, na regulacao e producao de TTR e, em menor extensao,
na IDE, sendo limitado o conhecimento da sua interferéncia noutras moléculas enddgenas,
pretende-se, com este estudo, investigar a influéncia dos estrogénios na expressao de

scavengers de AB no plexo corodide de ratos recém-nascidos.
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Il. Materiais e métodos

1.Animais

Neste trabalho, foram realizados varios ensaios com explantes de PC recolhidos em ratos

Wistar recém-nascidos (N=11). Todos os animais foram tratados em conformidade com as

orientacdes do National Institute of Health e com as normas da Unidao Europeia para o

cuidado e o tratamento de animais de laboratério (Directiva 2010/63/UE). Os explantes foram

submetidos a tratamento com estradiol (E;), e os efeitos deste composto foram avaliados com

recurso a diversas técnicas. O esquema experimental empregue com os explantes encontra-se

representado na figura 5.

Ratos Wistar Han
recém-nascidos (PN

5-7)
‘ =

RN | Optimizacdo e
Morlte = recol’r]z d u @tagelecimcento de
plexos cordides i protocolos

-

Grupo tratado (10 ¥ Grupo de controlo

nm e 100 nm de E, '. (DMSO, durante 6
durante 6 horas) 1 horas)

PCR em tempo real

Figura 5 - Esquema do estudo experimental sobre os efeitos de E, na regulacdo dos scavengers de
AB, em explantes de PC de rato. A avaliacao dos efeitos de E; foi conduzida em PCs de ratos Wistar
Han recém-nascidos. Os explantes de PC de rato foram submetidos a técnica de PCR em tempo real. PN-
pos-natal; E,-estradiol; DMSO-dimetilsulfoxido; TTR-transtirretina; MT-2-metalotioneina-2; IDE-enzima

degradora de insulina (do inglés, insulin-degrading enzyme); GSN-gelsolina; ApoJ-apolipoproteina J
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2. ARN total

Procedeu-se a extraccao de ARN total a partir de PCs de ratos Wistar Han recém-nascidos,
armazenados a -80°C apo6s amostragem. A totalidade do procedimento foi conduzida em gelo
(sensibilidade térmica). A dificuldade de obtencao de sequéncias de ARN integras, associada a
degradacao enzimatica por ribonucleases, torna necessaria a utilizacdo de fortes agentes
desnaturantes, responsaveis pela lise celular e inactivacdo de ribonucleases, e agua tratada

com dietilpirocarbonato (agua DEPC).

2.1. Extraccao do ARN total

A extracao de ARN total foi efectuada utilizando TRIzol® Reagent, uma solucdo monofasica de
fenol e guanidina isotiocianato, de acordo com as recomendacdes do fabricante (1 mL
TRIzol/100 mg de tecido). Deste modo, adicionaram-se 300 pL de TRIzol a cada microtubo
contendo o tecido em causa e homogeneizou-se manualmente a mistura com um pilao de
forma a permitir o rompimento celular e a dissolucao de varios componentes celulares. Apds
uma incubacdo durante 5 minutos a temperatura ambiente, que permitiu a completa
dissociacdao de complexos de nucleoproteinas, juntou-se cloroférmio (200 pL de cloroférmio/1
mL de TRIzol) e homogeneizaram-se as amostras por inversao. As provas foram incubadas
durante 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugadas posteriormente a 4°C durante 15
minutos a 12000 g. Seguidamente a centrifugacdo, as solucdes separaram-se em trés fases: no
fundo do microtubo obteve-se a fase organica (cor rosada), que apresentava as proteinas e
residuos de fenol e cloroformio; a interfase contendo o DNA; e a fase aquosa (transparente),
composta por ARN. Assim, a fase aquosa foi transferida para um novo microtubo, ao qual se
adicionou o isopropanol (500 pL de isopropanol/1mL de TRIzol), e misturou-se por inversao,
de forma a permitir a recuperacao do RNA por precipitacao. Posteriormente a uma incubacao
durante 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugacdo a 4°C durante 10 minutos a
12000 g, rejeitou-se o sobrenadante. O ARN, sob forma de um precipitado branco (pellet), foi
lavado duas vezes com 500 pL de etanol 75% em agua DEPC (-20°C) e centrifugado a 4°C
durante 5 minutos a 7500 g, tendo-se rejeitado o sobrenadante. Por fim, retirou-se o etanol
excedente e o precipitado de ARN total foi reidratado (ressuspensao) em 10 pL de agua DEPC

e armazenado a -80°C para uso posterior.
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2.2. Determinacao da integridade do ARN total

Para a determinacao da integridade do ARN total realizou-se uma eletroforese do ARN total
em gel de agarose a 1.5% corado com GreenSafe (NZYTech, Portugal). A qualidade do ARN foi
confirmada pela presenca de 2 bandas de ARN ribossémico - 18S e 28S - em que a banda 28S
apresenta o dobro da intensidade da 18S (dados nao exibidos). Caso o ARN se encontrasse
degradado, esta proporcao estaria alterada, podendo mesmo observar-se arrastamento. O
procedimento foi efectuado da seguinte forma: preparou-se um gel de agarose a 1.5% em
Tampao TAE 1x diluido em agua DEPC, ao qual se adicionaram 40 pyL de GreenSafe, agente
intercalante dos acidos nucleicos. As amostras foram preparadas com 2 pL de prova, 8 L de
H20 estéril e 2 pL de loading buffer 10x, e seguidamente depositadas no gel. Apods a corrida
da eletroforese a 100 V durante 30 minutos, visualizou-se o gel no transiluminador UVITEC

(UVitec Cambridge, Reino Unido) (dados nao exibidos).

2.3. Quantificacao do ARN total

A quantificacdo do ARN total foi realizada utilizando o nanoespectrofotometro
Nanophotometer™ (Implen, Alemanha), que fornece diretamente a concentracao de RNAt
(ug/pL) e a razao A260/A280, indicando o grau de pureza do ARN total com base na leitura de
absorvéncia a 260 e 280 nm, comprimentos de onda aos quais os acidos nucleicos e as
proteinas absorvem. Considera-se que o ARN total se encontra puro quando a razao entre as

absorvéncias se situa no intervalo entre 1,8 e 2,1 (dados nao exibidos).

3. Transcricao reversa e PCR convencional

Com o intuito de corroborar a expressao dos scavengers de AP - TTR, MT-2, IDE, GSN e ApoJ -
nos PCs ratos Wistar Han (N=11) recém-nascidos, esquadrinhou-se mediante amplificacao
enzimatica de ADN complementar com primers (Stab Vida, Espanha) especificos para os genes
de interesse pela técnica de PCR convencional. Os primers (Stab Vida, Espanha) foram
desenhados com o programa Primer-Blast-NCBI-NIH (dados nao exibidos). Na prossecucao da
amplificacao das sequéncias relativas aos ARN mensageiros dos genes em estudo recorreu-se a
enzima Taq ADN polimerase, segundo as recomendacoes do fabricante, estando integrada

numa Master Mix (Bio-Rad, EUA) para PCR que apresenta todos componentes necessarios ao
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desenvolvimento da reaccdo. Em conformidade, por cada transformacao quimica, elaborou-se
uma mix contendo 5 ulL de Master Mix (0,075 unidades de Taq ADN polimerase, tampao de
reaccao, 4 mM MgCl; e 0,4 mM de cada dNTP: dATP, dCTP, dGTP e dTTP; Bio-Rad, EUA), 0,3
uL de primer foward (25 wmol) e 0,3 uL de primer reverse (25 umol) dos respectivos genes
em analise. Por ultimo, perfez-se com agua estéril até um volume final de 20 uL. A cada
reaccao foi introduzido 1 uL de ADN complementar (linha celular Z310), com excepcao do
negativo, ao qual foi adicionado 1 uL de agua estéril. A amplificacao dos scavengers de AP foi
conduzida num termociclador Tprofessional Basic (Biometra, Alemanha), em que as amostras
foram submetidas a 95°C durante 3 minutos. Seguiram-se 40 ciclos de 10 segundos de
exposicdo a 95°C para desnaturacdo do ADN; exposicdo a temperatura optima de
emparelhamento (utilizacdo de um gradiente) de cada primer durante 10 segundos,
promovendo a ligacao deste ao ADN; exposicao a 72°C durante 3 segundos, para amplificacao

do material genético, e, finalmente, exposicdao a 72°C durante 1 minuto.

A separacao dos produtos de PCR foi efectuada por electroforese em gel de agarose 1,5% em
TE e na presenca de Green Safe. Retiram-se 10 uL de cada produto de PCR e depositaram-se
no gel sem necessidade de adicao de loading buffer, uma vez que este reagente ja se
encontra presente na Master Mix. No primeiro poco foram colocados 5 puL de marcador de
pesos moleculares HipperLadder Il (Bioline, Reino Unido). Os produtos de PCR devidamente
amplificados foram visualizados no transiluminador UVITEC (UVitec Cambridge, Reino Unido),
e ulteriormente aliquotas foram enviadas para sequenciacdao na empresa Stab Vida (Espanha),
com alinhamento subsequente na base de dados NCBI-Blast (http://blast.st-

va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), tendo sido aceites como produtos de amplificacdao especificos

todos aqueles em que o nivel de homologia entre as sequéncias estudadas fosse superior a

97% (dados nao exibidos).
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Tabela 1 - Sequéncias dos primers dos genes dos scavengers de AB e do controlo endégeno

Temperatura 6ptima

Sequéncia dos Sequéncia dos Tamanho do
Genes ! : de emparelhamento
primers (Fw) primers (Rv) fragmento (pb) °C)
CAAGACTGAG  GCCCGCAAGTCA
Cyc A 163 58
TGGCTGGAT  AAGAAATTAGAG
GGACTGATA
ACTTTCACGGCC
TTR TTTGCGTCTG 119 56
ACATCGAC
AA
TGTGCCACAG  GCAGCCCTGGG
MT-2 126 57
ATGGATCCT AGCACTT
TGGCTGTGGA
GGGTGGCGCTT
IDE CGCACCAAGG 125 56
CGGAAAGGT
A
GGTGCAGAGG  CTGCCGGAGCC
GSN 141 58
CTCTTCCAGG ACACCACTG
CTGACCCAGCA AGCTTCACCACC
ApoJ 215 54
GTACACCGA ACCTCAGT

4. PCR em tempo real

Quantificou-se a expressao relativa dos genes scavengers de A, nomeadamente IDE, ApoJ,
GSN, MT2 e TTR, mediante a técnica de PCR em tempo real. Na experiéncia foi analisado um
grupo de ratos Wistar Han (N=11) recém-nascidos, divido em dois, submetidos a condicoes
distintas (ndo tratados/veiculo [DMSO, n=3] e tratados [10 nm, n=4, e 100 nm, n=4, de E,]). As
formas foram optimizadas testando a eficiéncia das reacdes para cada um dos genes com 4
diluicdes de cDNA (1:2, 1:3 (stock), 1:4 e 1:8), de forma a optimizar o procedimento, tendo
os ensaios sido efectuadoss em duplicado. A emissao de fluorescéncia do SYBR®Green | foi
determinada ap6s cada ciclo, e a quantidade relativa de cada mRNA foi quantificada usando o
software do iCycler. A amplificacao dos transcritos especificos foi confirmada pelos perfis da
curva de melting gerados no final de cada ensaio, permitindo avaliar a formagao de dimeros
dos primers e a pureza do produto amplificado. O gene da Ciclofilina A foi utilizado como
controlo endogeno para normalizar os niveis de expressao dos genes da apoptose. Por cada
analise adicionaram-se 10 pL de SYBR®Green | dye (kit iQ™ SYBR®Green Supermix, Bio-Rad,

33



EUA), 0.8 pL de primer Fw e 0.8 pL de primer Rv diluidos 1:20, 1 pL cDNA nas diluicoes
mencionadas anteriormente, e perfez-se com agua estéril (Fermentas, Lituania) para um
volume de 20 pL. As condicdes de amplificacao utilizadas foram as seguintes: 95°C durante 3
minutos, 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos, 56°C durante 30 segundos e 72°C durante 30
segundos, num termociclador iQ™5 (Bio-Rad, EUA). Os dados foram tratados através do
método de Pfaffl (Pfaffl 2001), no qual a expressao relativa dos genes em estudo foi calculada
com base na razao entre a eficiéncia de amplificacao e o desvio do ponto de cruzamento das
amostras em analise (10 nm e 100 nm de estradiol) e das amostras controlo (DMSO), em

relacdo a expressao do gene de referéncia Ciclofilina A (CycA) (dados nao exibidos).

5. Analise estatistica

Todos os resultados da analise estatistica estao representados como média * erro padrao da
média (SEM) e com um n superior a 3, de forma a que pudessem ser considerados
estatisticamente significativos. No tratamento estatistico foi usado o método one-way ANOVA
(comparacao da média entre trés grupos), seguido de testes de Dunnett’s e Bonferroni’s.
Foram considerados resultados estatisticamente significativos sempre que o p-value fosse
inferior a 0,05. A andlise estatistica foi efectuada com recurso ao software Prismé
(GraphPad).
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lll. Resultados

1. Expressao dos scavengers do péptido beta-amiléide

1.1. PCR em tempo real

A técnica de PCR em tempo real permitiu analisar as diferencas dos niveis de expressao do
ARN mensageiro dos genes dos scavengers de AB: TTR, MT-2, IDE, GSN e ApoJ nos dois grupos
de ratos em estudo: tratados com E,, nas concentracées de 10 nm (n=4) e 100 nm (n=4),
durante 6 horas, e controlos (n=3). Para normalizar os niveis de expressao dos genes dos
scavengers de A, foi utilizado o gene da CycA como controlo endégeno. Os graficos de barras
abaixo exibidos representam o racio entre a expressao do gene de interesse e a expressdo do
gene da CycA para cada condicao. No final, os dados foram tratados estatisticamente usando
o teste One-Way ANOVA, considerando-se significativo o resultado quando p<0,05. O grafico 1
diz respeito ao gene da TTR, cuja expressao aumentou de forma significativa (p<0,05) apos
tratamento com E, em ambas as concentracées de 10nm e 100nm, mas de forma mais
pronunciada na segunda condicdo, comparativamente ao grupo de controlo. O grafico 2
corresponde ao gene da MT-2, verificando-se uma diminuicao significativa (p<0,05), préxima
dos 50%, da expressao entre o grupo tratado com E, e o grupo de controlo, nao existindo
diferencas entre condicdes de E,. Quanto ao gene da IDE (grafico 3), ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas na expressao entre condicdes de E,e o grupo de
controlo, embora se visualize uma tendéncia de incremento em funcao da concentracao de
E,. O gene da GSN (grafico 4) apresenta igualmente auséncia de diferencas estatisticamente
significativas na sua expressao entre o grupo tratado (ambas as condicées) e a condicao de
controlo. O grafico 5 diz respeito ao gene da ApoJ, onde se verifica uma reducao (p<0,05)
para metade da expressao no grupo submetido a concentracao de 10 nm de E, relativamente
ao grupo controlo. Uma diminuicdo menos pronunciada, ainda que significativa (p<0,05),

observa-se entre o grupo tratado com a condicao de 100 nm e o grupo de controlo.
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Grafico 1 - Niveis de expressao de ARN mensageiro do gene da TTR em PC de rato. A expressao do

gene da TTR apresenta diferencas na expressao génica entre o grupo tratado com E, (nas concentracoes

de 10 nm e 100 nm, com maior incidéncia na segunda condicdo) e o grupo de controlo, sendo essas

diferencas significativas (p<0,05).
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Grafico 2 - Niveis de expressdao do ARN mensageiro do gene da MT-2 em PC de rato. A expressao do

gene da MT-2 diminui para aproximadamente metade, com significado estatistico (p<0,05), para o grupo

tratado com E,, sem diferenca substancial entre concentracoes, relativamente ao grupo de controlo.
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Grafico 3 - Niveis de expressdao do ARN mensageiro do gene da IDE em PC de rato. A expressao do
gene da IDE parece ter a tendéncia a aumentar com o incremento da concentracdo de E,

comparativamente ao grupo de controlo, mas sem significado estatistico.
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Grafico 4 - Niveis de expressao do ARN mensageiro do gene da GSN em PC de rato. A expressao
génica da GSN nao apresenta diferencas com significado estatistico entre o grupo tratado (ambas as

condicoes) e o grupo de controlo.
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Grafico 5 - Niveis de expressdao do ARN mensageiro do gene da ApoJ em PC de rato. A expressao
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grupo de controlo.
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IV. Discussao

O PC é uma estrutura essencial para a homeostasia do SNC (Sousa et al. 2007) que se distribui
pelos quatro ventriculos cerebrais responsavel pela producao, secrecao e desintoxicacdo do
LCR (Kittisupamongkol 2009), pelo ajustamento do volume craniano, pelo tamponamento do
fluido extracelular (Ghersi-Egea & Strazielle 2001) e pela coordenacdo dos processos
imunologicos entre o cérebro e o sistema imunitario periférico (Thanos et al. 2010). Em
conformidade com esta pletora de funcionalidade, o PC contém um espectro amplo de
receptores e péptidos: citocinas e receptores de citocinas envolvidos em processos
inflamatério; varios receptores de neurotransmissores, factores de crescimento e péptidos
neuroprotectores; e receptores de hormonas sexuais, como a progesterona, os estrogénios
(alfa e beta) e androgénios (Hong-Goka & Chang 2004; Quadros et al. 2007; Alves et al. 2009;
Quintela et al. 2013), sugerindo que é um tecido-alvo para esteroides com efeitos
neuroprotectores, cujos os niveis diminuem com a idade (Hong-Goka & Chang 2004) e em
situacoes de patologia neurodegenerativa, particularmente na DA, frequentemente associada
com o declinio dos niveis de hormonas sexuais (Quintela et al. 2013). Estas hormonas
previnem mecanismos apoptoticos e possuem accao directa mediante receptores e indirecta
através de vias de sinalizacao (revisto por Pike et al. 2009). Em contexto de DA, as funcoes de
sintese, secrecao e transporte do PC encontram-se substancialmente modificadas, tendo
como resultado a reducdo da renovacdo de LCR. Paralelamente, a expressao de algumas
proteinas - TTR, GSN e ApoJ - encontra-se também diminuida de forma significativa. De modo
adicional, algumas das proteinas expressas no PC encontram-se implicadas em papéis de
proteccao e degeneracdo neuronal, sendo responsivas a estrogénios e androgénios. Ainda que
muito ARN mensageiro/proteinas sejam distintamente expressas no PC em resposta a
hormonas sexuais, muitas outras de diferentes funcdes poderao ser reguladas por hormonas

esteroides sexuais (Quintela et al. 2013).

A relevancia das hormonas sexuais contra a patogénese da DA assenta na reducao dos niveis
de AB, péptido implicado no despoletar da patogénese da DA. Estudos humanos associaram a
deplecado dos niveis de E, e testosterona com elevacdes nos niveis plasmaticos e neurais de
AB. Em investigacOes animais, a manipulacao de E; e testosterona por meio de gonadectomia
e suplementacao hormonal afecta significativamente a acumulacao de Af. Comparativamente
a estudos experimentais em animais fémeas, os efeitos da castracdo e da suplementacao com
testosterona nos niveis de AR tém sido mais consistentes (revisto por Barron & Pike 2012). Os
mecanismos pelos quais os estrogénios e os androgénios regulam o AP ainda nao foram
inteiramente elucidados. Porém, ambas as tipologias de hormonas sexuais tém sido
implicadas na coordenacédo da producao e eliminacao de AB. Em adicdo a regulacao das vias

envolvidas na sintese de AP, as hormonas sexuais reduzem igualmente os niveis de AR ao
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modularem processos de deplecao de AP, concretamente a degradacao de mondmeros e
oligbmeros peptidicos por uma variedade de enzimas para as quais o A é substracto, das
quais se salientam a TTR, a IDE e a GSN (Saido & Leissring 2012; revisto por Barron & Pike
2012). Por conseguinte, dada a importancia do PC na homeostasia do SNC, das informacoes
sobre o papel de determinadas proteinas no balanceamento dos niveis de AR no cérebro e a
accdo regulatdéria dos estrogénios sobre algumas destas proteinas (Quintela et al. 2009;
Quintela et al. 2013), foi proposto o estudo da influéncia dos estrogénios na expressao de

scavengers de AP} no PC.

Comecou-se por analisar os niveis de expressao do ARN mensageiro dos genes dos scavengers
de AP seleccionados no plexo cordide pela técnica de PCR convencional, de modo a
corroborar a informacao inscrita na literatura acerca da expressao destes genes no PC de
rato. No cérebro, o PC é o Unico local que produz TTR (Sousa et al. 2007). Em ratos, a TTR &
expressa predominantemente no figado e no PC (I. Goncalves, Alves, et al. 2008; Quintela et
al. 2013; Quintela et al. 2014). Relativamente a MT-1/2, a sua expressdao foi detectada no
epitélio PC, assim como noutras estruturas cerebrais (Penkowa 2006; Faller 2010; Martinho et
al. 2010). O tecido do PC apresenta expressao da enzima IDE na sua superficie apical, onde a
sua inibicao provoca a disrupcao do metabolismo de AB, e a sua concomitante acumulacao na
barreira sangue-LCR (Behl et al. 2009). Alguns autores sugerem que o PC é responsavel pelo
aparecimento da proteina GSN no LCR (Matsumoto et al. 2003), onde podera desempenhar o
papel de combate a neurotoxicidade do AB (Antequera et al. 2009; Vargas et al. 2010). Em
humanos, a ApoJ € amplamente expressa no rim, figado, prostata e predominantemente no
cérebro, e em particular no PC (Ling et al. 2012). Assim, apos a analise do RNA mensageiro
dos genes em estudo, foi possivel confirmar que todos eles sdo expressos nos explantes de PC

de rato, constituindo um bom modelo para o estudo dos scavengers de Ap.

Posteriormente procedeu-se a analise da expressao dos genes dos scavengers de A (TTR, MT-
2, IDE, GSN e ApoJ) por PCR em tempo real, que permitiu confirmar também a sua expressao
no PC de rato, com resultados diferenciados. Os explantes de PC de ratos recém-nascidos
foram tratados com E, diluido em DMSO, durante 6 horas, numa forma dependente da
dosagem. Para o gene da TTR, observou-se um aumento da expressao significativo do grupo
tratado em relacdao ao grupo de controlo, sendo superior para a concentracao de 100 nm
comparativamente a condicao de 10 nm. Este dado estd em concordancia com as pesquisas
que indicam uma elevacao dos niveis de TTR como efeito de E,. Um estudo anterior revelou
que o tratamento de curta duracao com E; em ratinhos culminou com o incremento
substantivo dos niveis de ARN mensageiro de TTR no PC (Tang et al. 2004). Em adicdo, uma
investigacao mais recente documentou um efeito robusto desta hormona no aumento do ARN
mensageiro e da proteina TTR em células de PC de rato, tanto in vitro como in vivo, através
do RE (Quintela et al. 2009). Com o figado de rato, 6rgdao em que a TTR é abundantemente

transcrita, verificaram-se efeitos comparaveis na expressao de TTR por estimulo com E, (l.
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Goncalves, Alves, et al. 2008). Desde ha muito que se demonstrou que os estrogénios sao
substancias com caracter de proteccao neuronal (Amtul et al. 2010; Quintela et al. 2009). A
diminuicdo da acumulacdo de péptidos de AB, componente central da patologia da DA, por
tratamento com estrogénios, sugere uma correlacdo negativa entre os niveis deste tipo de
hormona esterdide sexual e de AB. Concomitantemente, a TTR relaciona-se negativamente
com os niveis de AB e a existéncia de vastas placas senis em doentes com DA, sabendo-se que
estas consequéncias sao o resultado do papel de principal scavenger do péptido AB, que

previne a formacao de fibrilas amiloides (Quintela et al. 2009).

Em sentido contrario aos dados obtidos para a TTR, a MT-2 apresenta um decréscimo
significativo da sua expressao, para cerca de metade, no grupo tratado com E,, similar em
ambas as condi¢oes, comparativamente ao grupo de controlo. Este resultado parece indicar
uma correlacdo negativa entre a expressao de MT-2 e os efeitos do tratamento de E,, em
dosagens crescentes. Num estudo foi descrita uma correlacao negativa as expressoes de MT-2
e do RE (Surowiak et al. 2005), sendo esta ligacao reversivel e dependente da disponibilidade
de zinco no meio intracelular (Cano-Gauci & Sarkar 1996). Este dado pode ter implicacées no
entendimento das interaccdes quimicas que a TTR estabelece com diferentes isoformas de
MTs, que medeiam a sua ligacao ao AP, modificando a sua deplecao (Martinho et al. 2010). A
regulacao positiva de MT-1/2 observada em doentes com DA e modelos animais de DA podera
ter consequéncias prejudiciais na clearence de AP, pois a MT-2 diminui a ligacdo entre TTR e
o AB (I. Gongalves, Quintela, et al. 2008; Martinho et al. 2010). Sabendo-se que a TTR é
descrita como um scavenger de AB (Costa et al. 2008), seria expectavel uma reducao na
eficiéncia da sua remocao em condicdes de aumento dos niveis de MT-2, o que aparenta ser o
caso na DA. Tal efeito podera ser potenciado pelo aumento dos niveis de estrogénio no
cérebro, diminuindo a eficacia da TH. Outra isoforma, a MT-3, interage igualmente com a TTR
(Martinho et al. 2010). Esta proteina adquire afinidade para se conectar com moléculas de AB
na presenca de MT-3, pelo que a clivagem integral de AP e a degradacao de formas agregadas
do péptido B-amildide, caracteristicas atribuidas a TTR, deverdo ser também potenciadas
pela figuracao de MT-3 (Martinho et al. 2010). Considerando a sua expressao no PC (Irie et al.
2004; | Goncalves et al. 2008; Hozumi et al. 2008), e os varios estudos que fornecem provas
do seu envolvimento na etiologia da DA (Howells et al. 2010), a sua actividade podera

correlacionar-se com as variacdes nos niveis de estrogénios.

Relativamente a IDE e aos restantes genes em estudo, apesar de nao se verificar qualquer
distincao substancial entre a expressao para as condicdes do grupo tratado com E, e a
expressao para o grupo de controlo, a figura 8 revela uma tendéncia de aumento dos niveis de
expressao do ARN mensageiro do gene da IDE associada ao incremento da concentracao de E,,
que corrobora o descrito na literatura. Varios modelos animais e de cultura de células
estabelecem uma associacao entre E, e a mediacao de IDE (Zhao et al. 2011; Barron et al.

2009). In vitro, em neuronios de hipocampo de rato cultivados, o E; provocou um aumento da
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expressao de IDE, enquanto in vivo, os niveis IDE no hipocampo diminuiram, efeito que foi
revertido pela administracao de E, (Zhao et al. 2011). No mesmo estudo, o tratamento com E,
promoveu a expressao de IDE no hipocampo com decréscimo da acumulacdo de AB in vivo
(Zhao et al. 2011). Noutros estudos, verificaram-se reducdes dos niveis de AB e o incremento
dos niveis de IDE apo6s administracdo com E, (Amtul et al. 2010) e tratamento com um
agonista selectivo de RE (George et al. 2013), respectivamente, em modelos animais de DA. A
expressao de GSN nao sofreu alteracdes apos tratamento com E,, em concentracoes
crescentes. A GSN combate a neurotoxicidade exercida pelo AR (Qiao et al. 2005) e restaura
alteracoes no epitélio do PC por si provocadas (Vargas et al. 2010). Esta proteina, se regulada
em sentido descendente, podera elevar a progressao do carcinoma mamario (Winston et al.
2001). Liga-se também as extremidades dos filamentos de actina, limitando-a e
polimerizando-a, possivelmente através do aumento da actividade transcricional do RE e do
RA, sem mecanismo conhecido. Sabe-se que a GSN interage com o RE (forma beta), e que
esta ligacdo aumenta através do tratamento com E, em animais novos, nao se verificando a
mesma relacdo para animais velhos (Nishimura et al. 2003; Ahn et al. 2003). Com a idade, a
expressao de GSN aumenta (Ahn et al. 2003), pelo que a auséncia de modificacées na
expressiao de RNA mensageiro do gene da GSN podera dever-se ao facto de a amostra
utilizada ser composta por animais recém-nascidos. Por Gltimo, para ApoJ verificou-se um
decréscimo na sua expressao no grupo tratado com E,, sendo esta reducdo de
aproximadamente 50% para a condicao de 10 nm e inferior para a concentracao de 100 nm,
relativamente ao grupo de controlo. A ApoJ encontra-se aumentada na DA e em outros
modelos experimentais de lesdes cerebrais (Stone et al. 1998; Stone et al. 2000; Ling et al.
2012), e sob controlo de esteroides (Stone et al. 1998), com tendéncia a localizar-se com o
péptido beta-amiloide, estando particularmente presente em placas senis onde o Ap
difundivel se agrega (Ling et al. 2012). Contudo, o aumento da resposta de ApoJ a lesoes
cerebrais e DA, apos tratamento com E,, parece depender da associacao ae variar com a
idade (Stone et al. 2000). Também foi demonstrado que o tratamento com estrogénios
aumenta a expressao proteica de ApoJ em linhas celulares de cancro endometrial. nao se
observando alteracées com a administracao de progesterona (Won 2012). Na investigacao
conduzida, os niveis de expressao do gene da ApoJ ndo foram avaliados/medidos em
condicles de lesao cerebral, concretamente no PC, mas sim em condicdes normais, pelo nao
se podera extrapolar este resultado para condicdes de agressao. No entanto, sabendo-se que
a elevacao da transcricao de ApoJ, em reposta ao tratamento com E; em condicoes de lesao,
parece depender da interaccdo com ApoE, seria expectavel que os niveis permanecessem
inalterados, o que nao se verificou. Deste modo, a aparente contradicdo podera tratar-se de
uma anomalia estatistica relacionada com o baixo nimero de amostras para cada gene
(tratados com E;, nas concentracées de 10 nm (n=4) e 100 nm (n=4), durante 6 horas, e

controlos (n=3)).
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O corpo pratico deste trabalho revela genericamente expressdes distintas dos genes dos
scavengers de AP, confirmando-se o previsto para a TTR e, parcialmente, para IDE. Nao se
identificaram alteracdes para o gene da GSN. E de forma controversa, os genes da MT-2 e da
ApoJ parecem exibir resultados contraditérios com o inicialmente previsto. Todavia, seria
necessario o recurso a outras técnicas (por exemplo, Western Blot e imunocitoquimica) para
aferir com profundidade o papel dos estrogénios na regulacdo dos scavengers de AB, o
impacto do PC na modulacdo de degradacdao do péptido AP (Bolos et al. 2014) e a

responsabilidade por toxicidade neuronal e defeitos celulares do AP (Kam et al. 2014).
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V. Conclusao e perspectivas futuras

A elaboracdo desta dissertacao permitiu confirmar que no plexo coroide alguns genes,
implicados na eliminacdo do péptido AB, sdo distintivamente expressos em funcao dos niveis

das hormonas sexuais, nomeadamente os estrogénios.

O envelhecimento, pela deplecdo de hormonas, e a DA, pela acumulacao de A, relacionam-
se com o PC, pela inducdo de alteracées morfologicas, funcionais e organicas. Tendo em
conta que a morte e disfuncdo neuronais estao associadas a acumulacao de AB, que provoca a
DA, e que as hormonas esterdides reduzem os niveis de AB, maior atencao preventiva devera

ser prestada a esta hipotese.

Pensando na complementaridade e no aprofundamento desta investigacdo, podera ser
confirmada e quantificada a expressao dos scavengers de AP por determinacao da quantidade
de proteina secretada, antes e depois do tratamento E;; avaliar a concentracdo de E; no
meio, antes e depois do estimulo com E,; analisar concomitantemente os efeitos da incubacédo
de E; com AB, avaliando também a clearence de AB; e perceber as vias sinalizadoras, através
do RE, pelas quais sao geradas as respostas celulares e as interaccoes entre componentes

dessas vias.

Adicionalmente, a idade de ocorréncia dos sintomas da DA tem um peso e sensibilidade
vincadas na progressao desta patologia, pelo que devera ser igualmente analisado o seu

contributo para a etiologia da DA.
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