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Resumo

O bexaroteno, um agonista seletivo dos recetores retindides X (RXR), foi estudado
com o intuito de provar a sua capacidade em restaurar as fungdes cognitivas em modelos
animais e humanos que possuiam a Doenca de Alzheimer (DA). Assim, usou-se uma
combinagcao de estudos realizados com a molécula bexaroteno, de modo a elucidar os
mecanismos subjacentes as suas propriedades anti-DA em células neuronais.

A conversao do peptideo B-amiloide em agregados patogénicos esta associada ao
aparecimento e progressao da DA. Esta observagao levou a uma extensa pesquisa de agentes
terapéuticos para modular a concentragao desse peptideo ou inibir a sua agregagao.

Inicialmente, percebeu-se que bexaroteno compartilhava uma analogia estrutural com
o colesterol e, neste sentido, competia pelo mesmo local de ligagao na regiao C-terminal do
peptideo B-amildide. Posto isto, tentou-se mostrar que bexaroteno interferia com o
processo de ligagao do colesterol ao peptideo, assim como inibia a formagao dos canais
amildides permeaveis ao calcio, uma vez que o colesterol esta envolvido na oligomerizagao
das espécies neurotoxicas, assim como na formagao dos canais amiloides.

Também foi descrita uma abordagem da cinética para a descoberta racional de novos
farmacos, estudando os efeitos de pequenas moléculas nos passos especificos (nucleagao
primaria, secundaria e elongaciao) do processo de agregacao do peptideo P-amildide. Isto
permititu observar que o bexaroteno atrasava a formagao de espécies neurotoxicas em
células do neuroblastoma, principalmente através da inibigao da nucleagao primaria.

Existe ainda uma terceira abordagem que prova que os efeitos patologicos de ApoE4
em modelos animais com DA podem ser reduzidos através do tratamento com bexaroteno.
Devido a esta redugao, é também induzida uma melhoria das fungoes cognitivas desses
mesmos animais.

Por ultimo, foi testado o efeito do bexaroteno na carga amildide cerebral em

humanos.

Palavras-chave — Doenga de Alzheimer, bexaroteno, peptideo [B-amiloide, oligdmeros,
ApoE4.
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Abstract

Bexarotene, a selective agonist of the receptor retinoid X (RXR), was studied in
order to prove its ability to restore cognitive function in animal models and humans that had
Alzheimer's disease (AD). Thus, we used a combination studies with bexarotene molecule, in
order to elucidate the mechanisms underlying its anti-properties in neuronal cells.

The conversion of B-amyloid peptide into pathogens aggregates is associated with the
onset and progression of AD. This observation has prompted an extensive search for
therapeutic agents to modulate the concentration of that peptide or inhibit its aggregation.

Initially, we noticed that bexarotene shares a structural analogy with cholesterol and
in this sense, competing for the same binding site in the C-terminal region of -amyloid
peptide. That said, he attempted to show that bexarotene interfere with the bonding
process cholesterol the peptide, as well as inhibiting the formation of calcium-permeable
amyloid pore, since Cholesterol is involved in oligomerization of the neurotoxic species as
well as the formation of amyloid channels.

Also we describe a chemical kinetics approach for the discovery of new drugs has
been described by studying the effects of small molecules in specific step (nucleation primary,
secondary and elongation) of the process of aggregation of [3-amyloid peptide. We noted
that bexarotene delayed the formation of neurotoxic species in neuroblastoma cells through
the inhibition of primary nucleation mainly.

There is a third approach proves that the pathological effects of ApoE4 in animal
models of AD may be reduced by treatment with bexarotene. Due to this reduction, an
improvement is also induced cognitive deficits in these same animals.

Finally, we tested the effect of bexarotene in brain amyloid burden in humans.

Key Words — Alzheimer’s Disease, bexarotene, [3-amyloid peptide, oligomers, ApoE.
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Introducao

A doencga de Alzheimer (DA) é um distirbio complexo e heterogéneo do cérebro
descrito separadamente em 1906 e 1910 por Alzheimer e Perusini. Esta doenga é uma causa
de demeéncia prevalente em todo o mundo (Bennett et al., 2015).

A caracteristica central da DA é a perda de memoria. A memoria é a gravagao,
armazenamento e recuperagao de informagoes. Existem muitas formas de memoria, mas a
principal caracteristica clinica da DA é a perda progressiva da memoria esporadica, a
recordagao explicita dos tempos e lugares. No entanto, todas as capacidades cognitivas
podem ser afetadas. DA afeta uma ampla gama de outras habilidades, incluindo, as motoras,
olfato e o sono. Para além disso, pode levar a depressao, delirios e alucinagoes (Bennett et
al,, 2015).

DA ¢é caracterizada por uma deterioragio mental progressiva associada a
degeneragao e perda de neurodnios localizados em regides do cérebro relevantes para as
fungoes cognitivas superiores. O seu diagnostico € baseado em duas principais caracteristicas
histopatolégicas: placas senis, que sdo depositos extracelulares do peptideo B-amildide, e
emaranhados neurofibrilhares, que sao inclusoes somaticas da proteina Tau (Bignante et al,
2013).

Varios fatores genéticos, ambientais e interagoes de genes podem estar envolvidos na
ocorréncia e progressao da doenga (An e Kim, 2014).

Estima-se que mais 30 milhdes de pessoas no mundo sofrem desta doenga, e estudos
epidemiologicos prevém que este numero vai aumentar exponencialmente nas proximas
décadas devido ao envelhecimento sustentado da populagao humana (Bignante et al., 2013;
Simoncini et al, 2015). Homens e mulheres podem ser igualmente afetados, no entanto, em
termos absolutos, existe uma maior prevaléncia de mulheres afetadas, visto que as mulheres
vivem durante mais tempo do que os homens. Nao ha diferengas étnicas ou raciais na

predilecao pela DA (Knopman, 2016).

A DA pode ser classificada em dois subtipos: inicio precoce e inicio tardio.

a) DA de inicio precoce

A Doenca de Alzheimer familiar representa uma minoria (5 % -10 %). Esta pode ser

caracterizada pelo padrao da heranga mendeliana. Para além disso, existem também relatos
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de casos sem histéria familiar, sendo designada por DA de inicio precoce esporadica (An e
Kim, 2014).

Este subtipo da DA esta associado a trés genes que sao considerados fatores de
risco: Proteina Precursora Amildide (PPA); presenilina | (PSEN ) e presenilina 2 (PSEN 2).
Mutagoes nestes genes podem resultar na alteragao da proteina f-amiléide e, assim conduzir
a apoptose dos neuronios e a deméncia (An e Kim, 2014).

O gene PPA esta localizado no cromossoma 21. A triplicagdo do cromossoma 21
origina a triplicacao do gene PPA, podendo causar o aumento da sua expressao e
acumulagao do peptideo B-amildide. Este gene contém |9 exoes que codificam a proteina
PPA. O peptideo B-amiloide é codificado pelos exdes 16 e |7. Apos a transcrigao e splicing
foram identificadas pelo menos cinco isoformas da proteina PPA que continham a sequéncia

do peptideo B-amiloide (An e Kim, 2014).

b) DA de inicio tardio

Neste subtipo da DA, varios genes tém sido descritos como potenciais fatores de
risco. No entanto, fatores nao genéticos também podem estar envolvidos na progressao da
doenga (An e Kim, 2014).

O gene apolipoproteina E (ApoE), localizado no cromossoma |9, € um importante
exemplo de um fator de risco genético associado a este tipo de doenga (An e Kim, 2014).

A apolipoproteina E é o principal transportador de colesterol no cérebro, que pode
estar envolvido na manutengao e reparagao neuronal. ApoE liga-se a varios recetores na
superficie celular, que estao envolvidos no transporte de lipidos, metabolismo da glucose,
sinalizagao neuronal e fungao mitocondrial. Normalmente, ApoE liga-se ao peptideo
B-amildide, desempenhando um papel importante na sua remocao. Foram descritos dois
sitios polimorficos do gene ApoE humano, localizados no codao |12 el58. Existem pelo
menos trés variagoes principais desse gene, designados de alelos “E2”,E3” e “E4”. O alelo E3
foi definido como um alelo normal por Cys no codao |12 e Arg no codao 158, enquanto os
alelos E2 e E4 transportam os polimorfos Argl58Cys e Cysl 12Arg, respetivamente. Podem
ser distinguidos seis genotipos diferentes com as seguintes combinagoes: homozigoticos:
E4/E4, E3/E3, e E2/E2 e heterozigoticos: E2/E3, E2/E4, E3/E4. O alelo E3 é o mais comum
aparecendo numa percentagem de 77 %, enquanto E2 em 8 % e E4 em |15 %. No entanto,
frequéncias mais altas do alelo E4 foram encontradas em pacientes com DA (An e Kim,

2014).
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A natureza patogénica do alelo E4 pode ser associada a uma mudanga estrutural da
proteina ApoE. Esta proteina tem dois dominios funcionais: N-terminal e C-terminal, ligados
por uma regiao charneira. O alelo E4 pode promover interagoes entre os dominios, através
da alteragao da orientagao de Argél no dominio N-terminal. A Argl 12 pode interargir com
Glu255 no dominio C-terminal, resultando em mudancgas estruturais da proteina ApoE,

morte neuronal e neurodegeneracao (An e Kim, 2014).

Mecanismo fisiopatologico do Alzheimer

O cérebro das pessoas que tém DA é caracterizado pela acumulagao do peptideo
B-amildide em placas senis e pela hiperfosforilagio da proteina Tau em emaranhados
neurofibrilhares (Spires-Jones e Hyman, 2015).

A hipotese mais aceite para esta doenga sugere que a agregagao e acumulagao do
peptideo PB-amildide no cérebro desencadeia uma cascata de eventos patologicos levando a
uma disfungao neuronal progressiva. No entanto, o papel fisiologico deste peptideo soluvel
continua a ser debatido, uma vez que existem varias evidéncias que indicam que este modula
a fungao sinatica. Assim sendo, tem havido um esfor¢o no sentido de explicar os
mecanismos subjacentes a agregacao do peptideo [B-amildide e a sua neurotoxicidade
(Bignante et al., 2013).

A Tomografia de Emissao de Positroes (PET) e ensaios de imagiologia mostram que o
peptideo B-amildide comega a acumular-se no neocoértex, muito antes do aparecimento da
doenga (quase 20 anos). As placas senis representam a fase final do processo da DA.
(Knopman, 2016).

A extensao regional dos emaranhados neurofibrilares na DA aumenta a medida que a
doenga evolui. Estes aparecem no lobo temporal medial e tronco cerebral nos individuos
cognitivamente normais, ou seja, no inicio da doenga, mas ainda sem sintomas. Quando os
sintomas clinicos comecam a desenvolver-se, os emaranhados encontram-se na associagao
dos neocortices dos lobos frontal, parietal e temporais. E, na fase mais grave e final da
doenga estes localizam-se nos lobos occipitais € no cortex sensorial. Assim sendo, pode-se
concluir que a localizagao dos emaranhados neurofibrilares corresponde a evolugao clinica e
gravidade da DA. Quando ha apenas um transtorno cognitivo leve, a primeira manifestagao
clinica relativamente aos emaranhados é o facto de se encontrarem no cértex entorrinal e

hipocampo, regioes envolvidas na memoria episodica (Knopman, 2016).
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Imagens de Ressonancia Magnética (IRM) mostram a atrofia do hipocampo e redugao
do volume do mesmo e em pacientes com comprometimento cognitivo leve que mais tarde
evolui para deméncia observa-se um aumento da atrofia das areas de associagao corticais
chave, tais como os lobos temporais laterais, parietal inferior, cortex cingulado posterior e

lobos frontais laterais (Figura |) (Knopman, 2016).

Figura | — Imagens de ressonancia magnética de um paciente com doenca de Alzheimer. A imagem
da esquerda foi realizada quando o paciente era clinicamente normal. A do lado direito foi realizada
I'l anos depois, quando o paciente estava demente. Observou-se um aumento drastico da atrofia do
hipocampo (Knopman, 2016).

A neurotransmissao colinérgica é a mais afetada na DA. As células que tém origem na
neurotransmissao colinérgica do hipocampo e areas neocorticais estao localizadas no septo,
faixa diagonal e nucleo basal (Knopman, 2016).

Mutagoes na PPA, PSENI e PSEN2 desempenharam um papel crucial no avan¢o da
compreensao da DA. PPA é uma proteina transmembranar que, quando clivada, origina o
peptideo P-amildide que representa uma caracteristica patologica fundamental da DA
(Bennett et al., 2015).

A clivagem de PPA é realizada por um conjunto de trés secretases (o, B e y). A
clivagem através da -secretase é um pré-requisito para originar o peptideo B-amildide. A
a-secretase cliva dentro da sequéncia desse mesmo peptideo impedindo a produgao da PPA.
Pelo contrario, a y-secretase cliva noutro lugar deixando o fragmento [(-amildide intacto
permitindo, assim a formagao do peptideo B-amildide (Figura 2). A PSENI e a PSEN2 sao
ambas componentes da y-secretase e levam ao desenvolvimento de DA, enquanto mutagoes

na -secretase nao provocam a doenga (Bignante et al., 2013).
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Figura 2 - Clivagem da PPA pela B-secretase e pela y-secretase (Knopman, 2016).

Existem varias evidéncias que indicam que a ApoE esta envolvida na deposicao
amildide, muito provavelmente através da via de remogao do peptideo B-amildide. Sendo
que podem estar outros mecanismos envolvidos (Spires-Jones e Hyman, 2015).

No ser humano, existem trés variantes alélicas do gene ApoE, determinadas por
diferentes aminoacidos, cisteina e arginina nas posi¢oes |12 e 158, como ja foi descrito
anteriormente. Uma das variantes alélicas, com arginina em ambas as posi¢oes, designada de
ApoE4, estd associada a um risco aumentado de 14 vezes para a DA em homozigdticos e em
3 vezes em heterozigoticos. A presenca desta variante nem sempre causa DA, havendo
casos de portadores da ApoE4 que nunca a desenvolveram (Knopman, 2016).

O diagndstico da DA, como da propria deméncia, é em grande parte baseado na
histéria clinica e num exame do estado mental. O elemento-chave é o comprometimento
cognitivo, essencialmente a perda de memodria. Se o exame do estado mental e a historia
clinica forem compativeis e, depois de certas exclusoes, o diagndstico da Doenga de
Alzheimer pode ser feito com confianga (Knopman, 2016).

A fisiopatologia da DA em pacientes com comprometimento cognitivo leve ou
deméncia pode ser avaliada através do liquido cefalorraquidiano (LCR), marcadores
proteicos (peptideo (-amildide e proteina Tau) e com imagens do cérebro (IRM estrutural e

PET) (Figura 3) (Knopman, 2016).
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Figura 3 — PET da deposicao amiléide num paciente com DA. A imagem da esquerda representa o
individuo sem retencao amildide cortical. A imagem da direita corresponde a um paciente com
deméncia e mostra a retengao amildide proeminente nos lobos frontal, parietal e no cortex
cingulado posterior (Knopman, 2016).

Estudos realizados com a molécula bexaroteno

A molécula bexaroteno foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) em
1999. A 29 de Marco de 2001 a Autorizacao de Introdugao no Mercado (AIM) foi validada
pela Agéncia Europeia do Medicamento (EMA) para toda a Uniao Europeia e em 2006 uma
empresa japonesa “Eisai Lta.” comprou os direitos para o Targretin (Bexarotene _ C,,H,;0, -

PubChem, [s.d.])(Tousi, 2015).

Figura 4 - Estrutura da molécula bexaroteno (Bexarotene _ Cz4H3s0; - PubChem, [s.d.]).
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Esta molécula pertence a familia dos retindides (substancias que derivam da vitamina
A) e é utilizada como antineoplasica no tratamento do linfoma cutineo das células T. Atua
ligando-se seletivamente aos recetores retindides X (RXRs), induzindo a diferenciagao
celular e a apoptose e impedindo o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos (Bexarotene
_ C,,H,50, - PubChem, [s.d.]).

O bexaroteno com a formula molecular C,,H,;0, e um peso molecular de 348,47792
g/mol, é um po solido branco e é fracamente soluvel em agua. Este é soluvel em solventes
organicos como o etanol, dimetilsulféxido (DMSO), e dimetilformamida. A sua solubilidade
nestes solventes € aproximadamente 0.5, 10 e 20 mg/ml, respetivamente. (Bexarotene _

C,H,:0, - PubChem, [s.d.]).

O bexaroteno € um antineoplasico que mostrou recentemente evidéncias na
restauragao das fungoes cognitivas em modelos animais com DA (Fantini et al, 2014). No
entanto, o seu mecanismo de agao continua a ser investigado, particularmente o efeito na
redugao das placas amildides nas células cerebrais.

Foram efetuados alguns estudos que podem na sua esséncia ser agrupados em trés

abordagens:

a) Bloqueio dos canais idGnicos permeaveis ao calcio formados pelas espécies

neurotoxicas pelo bexaroteno

Fantini e os seus colaboradores (Fantini et al, 2014) realizaram um estudo que
mostrou que o tratamento com bexaroteno pode induzir uma reducao significativa do
peptideo B-amildide nas células cerebrais. Assim sendo, tentou-se encontrar o mecanismo
de ac3o que pudesse explicar os efeitos benéficos da molécula, tendo em conta o processo
de oligomerizagao do peptideo B-amildide. Isto porque existem varias evidéncias de que os
oligdbmeros das proteinas amiloides sao as principais espécies moleculares neurotdxicas na
DA, em vez das placas amildides.

Os oligdmeros téxicos do peptideo [-amildide sao incorporados na membrada
plasmatica das células neuronais, onde sao formados poros amildides permeaveis ao calcio. A
prevencao destes dois fendmenos pode ser realizada através de moléculas lipofilicas e/ou
anfifiicas, uma vez que se trata de um meio lipidico. E, de facto o bexaroteno é uma molécula
anfifilica que pode interargir com os lipidos da membrana.

O colesterol é um dos lipidos que se encontra na membrana plasmatica das células
neuronais e a sua concentragao neste local desempenha um papel muito importante no

controlo da neurotoxicidade do peptideo B-amildide. Isto acontece porque este interage
7
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especificamente com os peptideos P-amildoides monoméricos, facilita a sua entrada na

membrana e estimula a oligomerizagao funcional nos canais idnicos permeaveis ao calcio.

A Cholesterol Bexarotene Superposed

<~
=l <

Figura 5 — A) Moléculas de colesterol e de bexaroteno e a sua sobreposigao. A superficie
molecular estd colorida a branco e os atomos de oxigénio a vermelho.

B) A vermelho esta representada a molécula de colesterol sobre o peptideo B-amildide
(representado a branco), o bexaroteno aparece colorido a verde e finalmente as duas moléculas
sobrepostas sobre o peptideo. A azul temos a Lys28, a amarelo lle3| e a laranja Met35 (Fantini et
al, 2014).

Esse estudo designou o dominio da ligagao do colesterol ao peptideo B-amildide, 4,
como o dominio que abrange os residuos 22-35. Este contém toda a sequéncia de
B-amiloide,s ;;, peptideo B-amiloide sintético que tem sido utilizado em experiéncias para
estudar a DA. Também demonstrou que o bexaroteno e o colesterol possuem analogia
estrutural (Figura 5) e que este farmaco inibe competitivamente a ligacdo do colesterol ao
peptideo B-amildide,s 55, assim como impede o processo de oligomerizagao dos peptideos
B-amildide, ,, e B-amiloide,s ;s nos poros amildides permeaveis ao calcio.

Tanto o bexaroteno como o colesterol sao moléculas anfifilicas com uma grande
parte apolar e uma pequena polar (com um grupo carboxilico no caso do bexaroteno e um

grupo hidroxilo no caso do colesterol). Ambas as moléculas interagem com o dominio C-
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terminal do peptideo [B-amiloide,,, e atuam no mesmo sitio de ligagao ao peptideo
B-amildide,s ;s A energia de ligacdo entre o bexaroteno e o peptideo P-amildide, ;s €
significativamente maior do que a do colesterol a esse mesmo peptideo. Para além disso, o
residuo Ser26 nao esta envolvido na ligagao deste farmaco, fazendo com que este se ligue
institivamente ao peptideo B-amiloide, ;.

Os estudos apresentados por Fantini e a sua restante equipa estao no cruzamento de
dois distintos, mas convergentes campos de investigagao. Por um lado, os oligbmeros do
peptideo B-amildide sao atualmente reconhecidos como as espécies moleculares toxicas
principais que contribuem para DA, em vez das placas amiloides. Por outro lado, existem
varias evidéncias que sugerem que o colesterol é um cofator epidemiologico chave da DA,
uma vez que interage com o peptideo B-amildide, facilitando a sua entrada na membrana
plasmatica das células neuronais e tem um papel importante na formagio dos poros
amiloides.

Relativamente ao papel do colesterol na doenga de Alzheimer ainda nao existem
novas estratégias terapéuticas, para além da utilizagao das estatinas na redugao dos niveis
deste no plasma. No entanto, investigou-se o papel do bexaroteno devido ao facto deste
imitar o colesterol e prevenir os efeitos neurotdxicos dos oligdmeros induzidos por este.
Nesse sentido, o bexaroteno, até entao conhecido por ser um antineoplasico, pode ser
considerado como um prototipo de uma nova opgao terapéutica para a DA. O seu rapido
efeito para inibir a formagao dos canais amildides em células em cultura, é consistente com a
rapida recuperagao das fun¢oes cognitivas observadas em modelos animais que possuiam a
doenga. Assim como, a sua capacidade para se ligar ao peptideo B-amildide em solugao pode
explicar a sua remocgao nas células neuronais dos animais em estudo.

Este farmaco como é uma molécula anfifilica penetra facilmente um meio lipidico, ou
seja, a membrana plasmatica. E, sendo um composto semelhante ao colesterol, ocupa o
dominio de ligacao do colesterol ao peptideo, impedindo desta forma a ligagao do colesterol
as espécies toxicas.

Por todas estas razoes, é de extrema importancia descobrir novos medicamentos
capazes de atingir os oligobmeros téxicos incorporados na membrana e pertubar a sua
associagao com o colesterol. Esta abordagem descrita pode servir como uma estratégia de

triagem simples para identificar esses farmacos.
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b) Efeito do bexaroteno na inibicio do processo de agregacdao do peptideo

B-amiloide

Habchi e a restante equipa (Habchi et al, 2016) tentaram descobrir novos farmacos
com efeitos inibitorios na agregacao do peptideo B-amiloide. Para isso, usaram um numero
limitado de moléculas ja conhecidas e aprovadas pela FDA com algumas caracteristicas
especificas que pudessem induzir o efeito pretendido, sendo que o bexaroteno foi uma das
moléculas escolhidas.

Procurou-se também elucidar o mecanismo de agregacao do peptideo B-amildide e
de que maneira a molécula escolhida poderia interferir em processos especificos da reagao
de agregagao (nucleagao primaria, elongagao e nucleagao secundaria).

A inibicao da nucleagao primaria atrasara significativamente a reagao de agregagao,
mas sem interferir com o niumero total de oligdmeros téxicos formados. Relativamente aos
outros processos, podera haver um aumento ou diminuicdo do numero de oligbmeros
toxicos se suprimirem a elongagao ou nucleagao secundaria, respetivamente.

Os resultados mostraram que na presenga de bexaroteno, inibindo a nucleagao
primaria, ha um atraso progressivo na reagao de agregacao dependente de concentragoes
crescentes desta molécula. Verificou-se também um atraso induzido por este fairmaco
correspondente a uma diminuigao na taxa de nucleagao secundaria. No entanto, concluiram
que o seu efeito € mais seletivo na nucleagao primaria do que na secundaria.

Quando se explorou se o atraso da reagao de agregagao resultante da inibicao da
nucleagao primaria pelo bexaroteno poderia estar associada a um atraso na formagao de
espécies neurotoxicas, os resultados foram positivos. No entanto, o numero total dessas

espécies permaneceu inalterado (Figura 6).
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Figura 6 — O bexaroteno atrasa a formagido de espécies toxicas APs. (A e B)- Simulagdes
numéricas dos perfis de reagdo (a) e das taxas de nucleagao (B) para uma solugao de AP4, na
auséncia e na presenca de um excesso de 20 vezes de bexaroteno. As linhas azuis correspondem a
uma reacao de agregacao de controlo na auséncia de bexaroteno. As linhas vermelhas a tracejado
mostram o comportamento na presenca de bexaroteno. Observou-se um atraso na evolugao da taxa
de nucleagao total (isto &, tanto a nucleagao primaria e secundaria). Verificou-se que a formagao de
oligbmeros segue uma evolugao parabdlica em que o numero de oligdmeros formados durante a
agregacio de AP sozinho comega a diminuir no ponto em que o nimero na presenga de
bexaroteno comegou a aumentar (Habchi et al., 2016).

Os resultados anteriores foram verificados medindo a citotoxicidade em células
humanas do neuroblastoma (SH-SY5Y) resultantes da agregacao de uma solugao do peptideo
-amildide na auséncia e na presenga de bexaroteno. Os dados mostraram que o peptideo
na forma monomérica nao mostrou toxicidade quer na presenca ou auséncia do farmaco. Os
oligobmeros formados na auséncia de bexaroteno, revelaram um nivel de toxicidade mais
elevada do que na presenga deste. Em contrapartida, apés um maior tempo de incubagao, a
toxicidade na presenca do composto em estudo aumentou para um valor semelhante ao
observado na sua auséncia e a toxicidade do peptideo sozinho diminuiu. Tais factos provam
que existiu um atraso induzido pelo composto na formacao das espécies toxicas em células
do neuroblastoma (Habchi et al., 2016).

Este estudo descreve o desenvolvimento e a aplicagao de uma estratégia global para a
identificacdo de moléculas com agao anti-DA. A compreensao dos detalhes moleculares dos
processos de inibicao, criam oportunidades para identificar de forma racional agentes
terapéuticos eficazes que podem eventualmente levar a descoberta de novas moléculas para

o tratamento da DA.
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c) Reversao dos efeitos patoléogicos de ApoE4 no cérebro devido ao

tratamento com bexaroteno

A transcricao da ApoE é facilitada pela ativacao e heterodimerizagao do RXR com os
recetores ativados pelo proliferador de peroxissoma (PPAR) ou com recetores X do figado
(LXR). Estes recetores nucleares também ativam proteinas como ATP-binding cassette
transporter Al (ABCAI), que sao necessarias para a remogao do peptideo -amildide através

da ApoE (Figura 7) (Boehm-Cagan e Michaelson, 2014).
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Figura 7 - Efeito do bexaroteno na remogao do peptideo -amildide através de ApoE

(Cummings, J. et al., 2016).

ABCAI estimula preferencialmente o efluxo de colesterol e a sua ligagao a recetores
isentos de lipidos, tais como ApokE livre de lipidos.

Portanto, uma série de agonistas de RXR tém sido testados como potenciais agentes
terapéuticos, como € o caso do bexaroteno, no que diz respeito ao aumento da remogao do
peptideo B-amiloide pela ApoE.

A ApoE4 é o fator de risco genético mais comum para a DA e sofre menos lipidagao
do que a sua forma DA benigna correspondente, ApoE3. Tem sido sugerido que os efeitos
patoldgicos da ApoE4 sao mediados por mecanismos relacionados com os lipidos.

Anat Bohem-Cagan e Daniel M. Michaelson (Boehm-Cagan e Michaelson, 2014)

investigaram os efeitos do bexaroteno nos niveis de ApoE, ABCAI, ApoE3 e ApoE4 em
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ratos com DA e avaliaram em que medida é que este farmaco inverte ou aumenta o efeito
patologico de ApoE4.

Durante a investigagao, demonstrou-se que o tratamento de ratos com o agonista de
RXR, bexaroteno, estimula a sintese de ABCA| e ApoE e que esta leva a eliminagao do
peptideo B-amildide no cérebro e, por sua vez, a reversao de défices cognitivos.

Os niveis imunohistoquimicos de A,, foram maiores nos ratos portadores de ApoE4
do que em portadores de ApoE3. O tratamento com bexaroteno reduziu os niveis de Ap,,,
tanto em portadores de ApoE3 como de ApoE4. No entanto, o efeito foi mais significativo
em ratos com ApoE4.

Em conclusao, os resultados mostram que o tratamento com bexaroteno dos ratos
com a ApoE4, inverte as alteragdes cognitivas e neuronais induzidas pela ApoE4 in vivo e
sugerem que isto é devido a reversao da deficiéncia de lipidagio de ApoE4. Posto isto, existe
uma grande possibilidade de que a ativagao de RXR e um aumento dos niveis de ABCAI

podem ser Uteis no tratamento de humanos portadores de ApoE4 com DA.
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Ensaios clinicos com a molécula bexaroteno

A molécula bexaroteno, usada até agora no tratamento do linfoma cutdneo das
células T, podera ter um enorme potencial no tratamento da Doenga de Alzheimer, visto
que mostrou resultados bastante promissores em modelos animais. No entanto, a
investigacao continua do seu mecanismo em diversos processos é fulcral. Como tal, foram
feitas algumas experiéncias em humanos, de maneira a testar os resultados ja observados em
animais.

Cummings e os seus colaboradores (Cummings, J. L. et al.,, 2016) estudaram o efeito
do bexaroteno em vinte individuos com DA e estes foram randomizados para receber 300
mg do farmaco ou placebo durante quatro semanas, também foram realizadas andlises pré
especificadas pelo genétipo (portadores de ApoE4 e nao portadores).

Os doentes eram homens e mulheres com idades entre os 50 e os 90 anos. Para
poderem fazer parte do ensaio tinham de ter um scanner PET positivo e a pontuagao de um
Mini Exame do Estado Mental (MMSE) tinha de ser entre 10 e 20 (inclusive). Os individuos
tinham pelo menos 8 anos de estudos, eram capazes de comunicar eficazmente com a equipa
de teste e nao tinham doencgas nao controladas.

Os participantes do estudo receberam 75 mg de bexaroteno ou placebo duas vezes
por dia nos primeiros sete dias. A dose foi aumentada para 150 mg duas vezes por dia ou
placebo correspondente durante os vinte dias posteriores. Estes, depois das primeiras
quatro semanas receberam todos bexaroteno e foram tratados com atorvastatina para niveis
elevados de colesterol e clofibrato para os niveis elevados de triglicerideos, quando estes
surgiram no decorrer do estudo.

Os resultados mostraram que nao foi registada nenhuma alteragao entre os doentes
que foram tratados com bexaroteno e aqueles que receberam placebo. Nas analises pré
especificadas pelo gendtipo, houve uma reducao significativa da carga amiléide no cérebro
dos nao portadores de ApoE4. No entanto, nos portadores de Apo4 nao se registou
nenhuma alteragao. Nos doentes tratados com bexaroteno houve um aumento significativo
nos niveis séricos de triglicerideos e colesterol. Também nao se verificaram alteragoes nas
fungoes cognitivas. Para além disso, os resultados evidenciam uma correlagao significativa
entre a redugao amildide cortical e niveis séricos elevados do peptideo B-amildide,,,,
sugerindo que formas soluveis do peptideo foram transferidas do cérebro para o sangue.
Assim como, entre os niveis séricos de triglicerideos elevados e diminuicao amildide cortical,
em nao portadores de ApoE4.
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O gendtipo ApoE4 esta associado a uma maior carga amiléide, conforme medido por
imagem amiloide. Os portadores do gene ApoE4 tém uma maior deposi¢ao amiloide cortical
e vascular do que os nao portadores. A fungao da ApoE e a sua capacidade para se ligar ao
peptideo B-amildide siao influenciadas pelo seu estado de lipidagao, que é deficiente em
portadores de ApoE4.

Este estudo teve um pequeno nimero de participantes, e os subgrupos do genétipo
ApoE também foram pequenos, limitando assim, as conclusdes que podem ser extraidas. Os
individuos foram excluidos quando apresentaram niveis anormais de lipidios no inicio do
estudo (seis individuos foram excluidos nesta base) ou quando tinham alguma doenga nao
controlada (seis foram excluidos nesta base). Neste sentido, os resultados devem ser
interpretados com cautela, visto que os efeitos de bexaroteno nestas situagoes sao
desconhecidos. Para além disso, o periodo de exposi¢cao devera ser mais longo, de modo a
avaliar os efeitos sobre os resultados clinicos, para determinar se a remogao amildide em
portadores de ApoE4 é observada e se ha alteragao das fungoes cognitivas.

O desfecho primario deste estudo nao foi muito positivo, pois os dados sugerem que
o bexaroteno reduziu os niveis da deposicao amildide no cérebro, aumentou a quantidade
do peptideo [-amildide,,, no soro em nio portadores ApoE4 e os niveis séricos de
triglicerideos e colesterol mostraram-se elevados, podendo representar um maior risco
cardiovascular. Posto isto, bexaroteno nao deve ser administrado fora de um ambiente de

pesquisa.
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Conclusoes

Perante os estudos apresentados, podemos concluir que o papel do bexaroteno no
tratamento do Alzheimer é um pouco controverso. Embora tenha mostrado resultados
bastante promissores em modelos animais na inibicio competitiva da ligagao do colesterol
ao peptideo B-amildide, na inibicdo da reagao de agregagdo desse mesmo peptideo e na
redugao dos efeitos patologicos da ApoE4 no cérebro, o mesmo nao acontece quando este
foi testado em humanos. Posto isto, é de extrema importancia continuar a investigagao neste
campo, mas com bastante cautela, visto que esta molécula apresentou alguns riscos

associados ao aumento de colesterol e triglicerideos apos a sua administragao.
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