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2 Revisao da literatura

Neste capitulo foram destacadas algumas informacdes relevantes sobre o ion
aluminio e os ligantes ATP, PCr, Met, Cis, Hcis e Pen. As permissdes de

reproducdo de imagens apresentadas no capitulo estdo nos anexos 10.2.

2.1 Aluminio(lll)

O aluminio é um cétion pequeno e altamente carregado. Considerado um
ion metalico duro, seus complexos hidrolisam facilmente em solugdo aquosa. A
alta relacéo carga/raio do AI** confere ao cétion elevado poder polarizador, o que
0 caracteriza como um 4&cido de Lewis forte. Em complexos, pode assumir o
nimero de coordenagdo quatro ou seis e adotar, respectivamente, a geometria
tetraédrica ou octaédrica de acordo com os ligantes que estabelece ligactes (Perl,
1988, Williams, 1996 e Barros, 2001).

Em solugdo, o ion aluminio sofre intensa hidrélise, iniciada a partir de um
pH baixo, préximo a 3,0 (Perl, 1988). Em valores de pH tdo baixos, a principal
espécie mononuclear presente é a hexaaquaaluminio(lll) [Al(H,0)e]**. Com a
elevacdo do pH, espécies como [AI(OH)(H,0)s]%, [AI(OH)2(H20)4]" e Al(OH);
sdo formadas, bem como espécies polinucleares, em concentracdes maiores do
que o ion aluminio (Baes e Mesmer, 1986, Martell e Hancock, 1996 e Cotton et
al., 1999).

As espécies formadas com o aluminio facilmente sofrem hidrélise. Por isso,
em solucdo aquosa, ele pode formar complexos de hidroxidos polinucleares e
espécies metaestaveis — que podem precipitar e se redissolverem lentamente—.
Algumas reacdes vagarosas mais incomuns podem gerar espécies poliméricas e
coloidais menos estaveis (Martell e Motekaitis, 1992).

A identificacdo das espécies hidrolisadas do ion aluminio é custosa por
muitas razdes. Entre essas, citam-se: as reacOes rapidas de dificil parametrizacéo,
a presenca de ao menos um ion polimérico de dificil caracterizagdo como a
espécie Al304(OH)..™" (que possui estrutura fechada e simétrica formada pelo
Al(OH)s de estrutura octaédrica) e a interferéncia permanente de espécies

hidrolisadas instaveis ou insoluveis. Em resumo, a complicada cinética do
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comportamento da hidrolise do ion aluminio envolve reacGes pouco estaveis,

espécies poliméricas e formacao de precipitados. (Baes e Mesmer, 1986).

2.1.1 A possibilidade da essencialidade do aluminio(lll)

Até a presente data, o aluminio ndo possui nenhuma funcdo essencial
conhecida nos animais. Apesar disso, € ordinariamente encontrado em pequenas
quantidades em todos os organismos. No homem, ha cerca de 1,5mg kg™ de
massa corpérea. J& no sangue humano, a concentracdo é, em média, 7pg L7,
porque apenas uma pequena parte € reabsorvida pelo rim e atinge a corrente
sanguinea (Greger, 1993 e Vallet et al., 2003).

Apesar de ndo se saber muito sobre a essencialidade do ion, por volta de
1940 sugeriu-se que o aluminio promoveria in vitro a reacdo entre o citocromo C
e a succinico desidrogenase. Na segunda metade do século passado, mostrou-se in
vitro que a ativagdo do nucleotideo guanina purificado relacionado a adenil ciclase
requeria a presenca desse ion (Greger, 1993). Em 2010, uma pesquisa (Lukiw,
2010) propds um papel na compactacdo biomolecular baseada na propriedade de
sais e hidroxidos de aluminio serem agregadores de moléculas bioldgicas em
solucdo aquosa. Tal estudo aludiu particularmente a importancia que isso teria na
condensacéo de alguns dominios de cromatina com geometria tridimensional e no
siléncio da expressdo de tipos especificos de informacdo genética a partir da
criacdo de complexos de interacdo altamente estaveis dentro da cromatina, que
essencialmente inativariam a atividade dos genes (Lukiw, 2010).

Em certas ocasifes, moléculas ectopicamente agregadas pelo aluminio estdo
associadas a condi¢cbes patoldgicas. Ha inimeras evidéncias de que a associacao
ectopica do aluminio com alguns genes, proteinas ou lipidios parece colaborar
para varias doencas, principalmente, as associadas a agregacdo biomolecular
inesperada (Lukiw, 2010).

A despeito das conjecturas sobre as funcgdes bioldgicas do aluminio,
atualmente sua potencial toxicidade, nos casos de exposic¢éo excessiva, continua a
ser a maior preocupacio da comunidade cientifica. E essencial ressaltar que sua
toxicidade ndo esta correlacionada com a concentracdo total, mas com a
concentracdo de formas biologicamente ativas, em que o aluminio é absorvido no
pH bioldgico do organismo. A absor¢do do aluminio ocorre principalmente a

partir da formacéo de complexos (OMS, 1998 e Rubini et al., 2002).
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2.1.2 Absorcao, distribui¢cdo e excrecdo do aluminio(lll)

A absorcdo do ion aluminio pelo organismo depende de algumas
caracteristicas, como a quantidade ingerida, a solubilidade das espécies de
aluminio, o pH do meio, a complexacdo com ligantes, as concentracfes de
espécies complexadas formadas e o estado fisioldgico e patoldgico do individuo
(Schéfer e Jahreis, 2009).

Em relacdo a possibilidade de complexacdo com ligantes, cita-se a
influéncia da presenca de acidos organicos na absor¢do do ion, especialmente do
acido citrico (Greger, 1993). O citrato majora a absor¢do do aluminio(lll) por
meio do aumento da solubilidade do metal no intestino, pois € capaz de formar
complexos neutros sollveis de pH 2,5 a 5,5, faixa na qual o ion, em geral, se torna
insolavel. Além disso, o citrato comp&e com o aluminio(lll) um quelato de carga
zero, 0 que permite a penetracdo do primeiro pelas membranas das celulas
mucosas intestinais (Sedman, 1992) e o citrato pode abrir as juncdes epiteliais, ao
menos em células in cultura, o que ocorre possivelmente através da quelacdo do
calcio (Greger, 1993 e Schéfer e Jahreis, 2009).

A complexacdo com outros ligantes dietéticos presentes em alimentos e
bebidas como o ascorbato, o gluconato, o lactato, o malato, o oxalato, o succinato
e o tartarato também foi investigada (Greger, 1993, Berthon, 2002 e Schéfer e
Jahreis, 2009). Esses também podem promover um aumento na absor¢do do
aluminio(lll), porque possuem a habilidade de elevar o pH de precipitacdo do ion
metalico para mais de 8,0 devido a formacéo de complexos. O fluoreto, o galato, o
clorogenato, o cafeato e o protocatecuato, presentes na dieta, também podem
aumentar a absor¢do gastrointestinal. Aminoécidos também afetam a absorcéo e a
distribuicdo do aluminio in vivo (Berthon, 2002).

O 4atomo de oxigénio é o principal sitio de ligagdo do [Al(H20)s]*" em
sistemas bioldgicos. Carboxilatos, fenolatos, catecolatos e fosfatos sdo 0s
melhores ligantes para esse cation. Biomoléculas com tais fungdes podem estar
envolvidas nos processos de absorgéo e transporte e também nas agdes biologicas
e fisiologicas do aluminio nos organismos vivos (Cotton et al., 1999 e Rubini et
al., 2002).

Embora certos ligantes possam favorecer a absor¢cdo do aluminio, outros

podem prejudica-la. Por exemplo, o fosfato tem a capacidade de formar com o
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aluminio um precipitado na forma de um sal insoltvel (AIPO42H,0), por isso o
aluminio é empregado em drogas de tratamento da hiperfosfatemia (Berthon,
2002 e Schafer e Jahreis, 2006). A silica presente na alimentacdo também diminui
a absorcdo do aluminio e desempenha um papel protetor contra a possibilidade de
intoxicacdo pelo ion (Berthon, 2002).

Em geral, no plasma sanguineo, o aluminio encontra-se ligado a
transferrina, a aloumina e aos compostos de baixo peso molecular. A participacao
da transferrina no transporte do ion é consideravel (Sedman, 1992), mas a
albumina também é apta a ligar até trés atomos de aluminio por molécula (Greger,
1993) ainda que fracamente (Sedman, 1992).

Em fluidos corporais, nucleosideos di e trifosfatos, catecolaminas e
aminoacidos também agem como ligantes do aluminio(lll) (Schafer e Jahreis,
2006).

Em mamiferos, a por¢do de aluminio ingerida pela dieta é comumente bem
tolerada. Aproximadamente 99% do teor de aluminio ingerido oralmente é
excretado pela via fecal. Da quantidade absorvida pelo trato gastrointestinal, cerca
de 95% é excretado pela urina e menos de 2% pela bile (Schéafer e Jahreis, 2006).
A maior parte do aluminio excretado na urina encontra-se na forma de um quelato
com o anion citrato, complexo estavel de baixa densidade eletrdnica que consegue
transportar o aluminio através de membranas apolares (Kruck e McLachlan, 1988,
Berthon, 1996 e Dantas et al., 2007).

Apesar de a maioria do AI** ser excretado pelo organismo em condicdes
normais, quando absorvido no meio acido do estdmago ou no duodeno proximal o
ion é distribuido, principalmente, nos ossos (principal deposito corp6reo), no

figado, nos rins e no cérebro (Schéfer e Jahreis, 2006).

2.1.3 Contato dos seres humanos com o aluminio(lll)

O aluminio pode entrar em contato com os seres humanos por diversas
formas. Ele é usado no tratamento da 4gua a composicéo de vacinas.

Sais de aluminio (por exemplo, o sulfato de aluminio) s&o empregados na
purificacdo da agua como agentes coagulantes com o intuito de reduzir a matéria
organica, a turbidez e os niveis de microorganismos. Se sua eliminacdo néo for

realizada de maneira eficiente, ele pode contamina-la (Schafer e Jahreis, 2006).
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Em geral, o aluminio est4d presente naturalmente em aquiferos com uma
concentracdo média de 1 pg L™ (Freitas, Brilhante e Almeida, 2001).

Compostos de aluminio sdo utilizados em outros fins, no refino de agucar,
na fabricacdo de cerveja, do papel, do plastico, de polimeros, da borracha e do
vidro, na producdo de ceramica, na impermeabilizagdo téxtil, em abrasivos, em
forros de forno, em aditivos alimentares e em cosméticos (Schafer e Jahreis,
2006).

Em cosméticos, exemplifica-se o0 uso do cloridrato de aluminio em
desodorantes do tipo antitranspirantes. Ele produz hidréxido de aluminio insoltvel
sobre a pele de modo a formar uma obstrugdo no ducto da glandula sudoripara.
Em pastas de dentes, o emprego do aluminio objetiva a reducdo da
hipersensibilidade dental (Schéafer e Jahreis, 2006).

Os compostos de aluminio sdo comumente usados em produtos
farmacéuticos. Antidcidos tém uma concentracdo bem elevada de aluminio se
comparado a outros medicamentos (Greger, 1993) ou a qualquer alimento que
possa ser consumido (Sedman, 1992). Na verdade, consumidores regulares de
antiacidos chegam a ingerir quantidades de gramas de aluminio por dia (Nayak,
2002).

O antiacido reduz a concentracdo de ion hidrogénio oriundo do é&cido
gastrico e eleva assim o pH intra-estomacal (Richardson, 2004), por meio da
reacao:

Al(OH); + 3HCI = AICI; + 3H,0

Alguns sais que compbem os antiacidos sdo o hidréxido de aluminio (como
no medicamento brasileiro Pepsamar®), o 6xido de aluminio e o carbonato sodico
de dihidroxialuminio (Tichy, 2003).

Analgésicos (por exemplo, a aspirina tamponada) tambeém possuem
aluminio em sua composicdo bem como os anti-ulcerativos, os produtos
antidiarreicos, os medicamentos hemorroidais (Greger, 1993, Soni et al., 2001,
Tichy, 2003 e Schafer e Jahreis, 2006) e os aglutinantes de fosforo, aproveitados
em drogas de tratamento da hiperfosfatemia em pacientes urémicos com
insuficiéncia renal (Schafer e Jahreis, 2006 e Schéfer e Seifert, 2006). Os sais de
aluminio utilizados nos analgésicos sdo o hidroxido de aluminio e o glicinato de
aluminio, nos anti-ulcerativos o sulfato de aluminio sucrose e nos antidiarreicos o

silicato de aluminio e magnésio (Tichy, 2003).
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Suplementos de célcio baseados em conchas de ostras, devido a
contaminacdo, possuem uma porcentagem de aluminio variando de 0,2 a 0,6
(Greger, 1993 e Soni et al., 2001).

O aluminio apresenta efeito anti-inflamatorio e acdo bactericida (Schéfer e

Jahreis, 2006). Um exemplo é a solucdo de Burow (composta de acetato de
aluminio), com efeitos antibacterianos e adstringentes, vastamente aproveitada
para o tratamento de infec¢des cronicas do ouvido (Oishi et al., 2010), inclusive
na otite média (Ishibashi et al., 2004) ao inibir o Staphlococcus aureus.
Os sais de aluminio sdo ainda usados como adjuvantes em vacinas e na
imunoterapia de alergia com o0 escopo de majorar as propriedades antigénicas
(Schéfer e Jahreis, 2006 e Schafer e Seifert, 2006), sendo o Unico adjuvante
licenciado para vacinas humanas por décadas (Spreafico, Ricciardi-Castagnoli e
Mortellaro, 2010). O adjuvante de vacina aprimora a resposta imune aos antigenos
da vacina, ao amplificar qualquer um dos sinais envolvidos no processo de
inducdo da resposta imunoldgica (Aimanianda et al., 2009). Sao substancias com
diferentes mecanismos de acgdo, tais como produtos microbianos, sais minerais,
emulsGes, microparticulas e lipossomas, utilizadas para aumentar a
imunogenicidade de um antigeno coadministrado in vivo (Mosca et al., 2008).
Acredita-se que o0s adjuvantes estimulam a resposta a vacina, ao imitar as
atividades bioldgicas normalmente associadas aos patdgenos vivos (Gregorio,
Tritto e Rappuoli, 2008).

Os compostos de aluminio empregados como adjuvantes sdo genericamente
e comumente chamados de alum, perfazem esse grupo o hidroxido de aluminio, o
oxihidroxido de aluminio cristalino e o hidroxifosfato de aluminio amorfo,
imunopotenciadores de vacinas ha mais de 80 anos (Aimanianda et al., 2009) e
extensivamente usados na forma de adjuvantes até hoje, apesar do mecanismo de
imunoestimulagdo parcamente conhecido (Gregorio, Tritto e Rappuoli, 2008 e
Kool et al., 2008). Acredita-se que eles aumentem a imunidade humoral por meio
da formagdo de um deposito em que o antigeno é liberado lentamente para
aumentar a producdo de anticorpos, pela inducdo da inflamacdo e pela converséo
do antigeno soluvel em particulas, de modo que o antigeno é fagocitado por
células imunes como macréfagos (Kool et al., 2008).

Os alum sé@o largamente aproveitados em uma variedade de produtos

vacinais, tais como proteinas recombinantes, particulas semelhantes a virus e
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polissacarideos conjugados. As vacinas para difteria, tétano, hepatite e raiva sao
baseadas em adjuvantes de aluminio. Nos Estados Unidos, a quantidade de
aluminio em cada dose de vacina € limitada a um méaximo de 0,85 mg (Nayak,
2002).

No Brasil, os bebés em periodo de amamentagdo possuem um risco
extremamente elevado de absor¢do de aluminio proveniente das vacinas se
comparado ao leite materno (Dorea e Marques, 2010).

O aluminio pode ainda entrar em contato com os seres humanos através da
alimentacdo por meio de alimentos e bebidas (inclusive, a agua potavel pode
possuir 0,014 a 2,7 mg L™), sendo ingerido diariamente em baixa concentragdo na
dieta. Ele esta presente em maiores quantidades em diferentes temperos, por
exemplo, no manjericdo e no orégano (Greger, 1993). Destaca-se, no entanto, a
crescente acidez dos solos que liberam formas fitotoxicas em maior quantidade, o
que aumenta a exposi¢do humana (Aranha, 2002 e Rubini et al., 2002).

Esse ion também esta presente em aditivos alimentares (por exemplo,
conservantes e corantes), 0 que aumenta significativamente sua concentracdo na
dieta humana. E imprescindivel salientar que, nos Estados Unidos, os aditivos
alimentares sdo considerados a principal fonte dietética de aluminio, sendo os
mais ingeridos: as formas acidas e basicas do sddio aluminio fosfato, os sulfatos
de aluminio, a bentonita de aluminio, os silicatos de aluminio e os inumeros
corantes a base do elemento (Greger, 1993 e Suay-Llopis e Ballester-Diez, 2002).

Ressalta-se, ainda, o provavel prejuizo associado a co-exposicdo ao
aluminio e ao alcool, ambos pro-oxidantes e neurotoxicos. Estudo (Nayak,
Sharma e Chowdary, 2011) em ratos sugeriu que o etanol induz, de forma dose-
dependente, o aumento dos impactos do aluminio no cérebro.

Ha& diversos estudos a respeito da quantidade ingerida de aluminio
proveniente das dietas. Eles apontam uma ingestdo entre 10 a 100 mg por dia
(Piccin, Fatibello-Filho e Ramos, 2004 e Dantas et al., 2007). Por exemplo, a
ingestdo média de aluminio na dieta espanhola corresponde a cerca de 30 mg dia™
e e oriunda principalmente de leite, produtos lacteos e cereais (Piccin, Fatibello-
Filho e Ramos, 2004 e Dantas et al., 2007). Infelizmente, ndo foi encontrada uma
investigacdo similar sobre a dieta brasileira.

No que tange os utensilios aproveitados para a coc¢do, a0 comparar a

concentracdo de aluminio em alimentos cozidos em panelas de aco e de aluminio


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012270/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1012270/CA

31

é possivel perceber que a cocgdo realizada em panela de aluminio aumenta a
concentracdo do ion em alguns alimentos, em especial, no molho de tomate,
devido ao seu meio &cido que favorece o acumulo do ion (Greger, 1988).
Entretanto, outra pesquisa indica que a migracdo do metal da panela de aluminio
para o alimento ndo simboliza risco a salde, pois estd abaixo do limite toleravel
aceito pela Organizacdo Mundial de Saude e ndo influencia significativamente a
ingestdo total do metal (Dantas et al., 2007).

Embora o aluminio também esteja presente no ar, ndo ha risco de
contaminacdo. Afinal, sua quantidade é muito pequena (0,005 mg m™ em éreas
rurais até 0,01 mg.m™ em éreas industrializadas) e ainda de dificil absorcao, pois
ele se une a particulas grandes em suspensdao que nao penetram facilmente na

arvore brénquica (Suay-Llopis e Ballester-Diez, 2002).

2.1.4 Alguns efeitos nocivos do aluminio(lll) no corpo humano

O AI** interage com diversos elementos na bioguimica do organismo, entre
eles: calcio, fosforo, magnésio, fluor, ferro, cobre, zinco e estroncio. 1sso
prejudica a biodisponibilidade de outros ions e compostos importantes para a
salde (Berthon, 1996 e OMS, 1998).

No caso dos fons metélicos Ca?*, Mg e Fe**, isso se deve as semelhancas
quimicas com o AI**. Ele interagiria com proteinas ligantes ou transportadoras do
Ca?*, Mg™ ou Fe**. Por exemplo, o AI** interage competitivamente com a
transferrina, a albumina, a calbidina e a calmodulina, através da substituicdo dos
ions metalicos ou de uma ligacdo mais forte no complexo formado com as
proteinas (Greger, 1988 e Kiss, 2006).

A interacdo do aluminio com o célcio e o fosforo € relacionada a depresséo
na absorgdo mediada pelo horménio paratireoidiano (PTH) e pela vitamina D. A
exposicdo ao aluminio pode afetar os niveis de PTH ao inibir sua secre¢do das
células paratireoides ou provocar efeitos diretos nos osteoblastos. Além disso,
complexos de aluminio podem inibir a mineralizagdo 6ssea, 0 que impede a
formacgdo do fosfato de calcio, principal matéria inorganica do osso (Greger,
1988). Ainda em relagdo ao célcio, o aluminio influencia sua homeostase
intracelular ao afetar o tamponamento, a expulsdo e os canais de calcio. Um
estudo mostrou que o AI** liga-se competitivamente a calmodulina, o que provoca

um aumento intracelular do Ca®". O APP* ainda estimula os canais de calcio
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dependentes da voltagem nas membranas celulares e promove a liberagdo de
calcio das organelas celulares (Ren et al., 2010).

O AP** interage com o ferro de varias maneiras, ao diminuir a absorcéo de
ferro ndo heme por meio da alteracdo do pH intestinal e a solubilidade do ferro

inorganico. O AI**

também interage com a transferrina, principal proteina
transportadora dos dois ions. O aluminio ainda inibe a atividade da ferroxidase da
ceruloplasmina, necessaria a mobilizacdo de ferro do figado (Greger, 1988).

A interacdo do AI** com o fluor é arrolada ao aumento da perda fecal de
fluoreto. Acredita-se que o aluminio esteja conectado a ativacdo da adenilciclase
pelo fllor, uma enzima catalisadora da conversdo de ATP a AMPc (Greger,
1988).

O aluminio interage com o cobre pela interferéncia na atividade da enzima
transportadora ceruloplasmina e por sua substitui¢do nos sitios de coordenacdo da
albumina (Greger, 1988).

Esse ion metalico também pode interferir na absorcdo do zinco e do
estroncio. Porém, tais interacdes ndo sdo conclusivas e ndo se conhece 0S
mecanismos por quais ocorreriam.

O aluminio pode provocar diversos efeitos nocivos ao organismo como
osteomalécia, anemia hipocrémica microcitica, declinio cognitivo ou doencas
neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson e escleroses, especialmente, a
esclerose lateral amiotréfica (Greger, 1993, Ferreira et al., 2008 e Shiek e Ahmed,
2010).

Em 2008, foi publicado um estudo com dados obtidos entre 1988 e 2003 de
noventa e uma pessoas que avaliou a condi¢do cognitiva de acordo com a
exposicao individual e geogréafica ao aluminio. Ele mostrou um declinio cognitivo
maior nos individuos que consumiam agua contaminada ou com maior exposi¢do
ambiental. Entretanto, o consumo de agua contaminada estaria ligado a deméncia
enguanto o ambiente, ndo. Assim, o alto consumo do ion através da agua
contaminada representa um fator de risco para o declinio cognitivo (Rondeau et
al., 2008).

Isso ocorre, porque o aluminio € um agente neurotoxico que se acumula em
diferentes areas cerebrais de acordo com as doencas neurodegenerativas. Por
exemplo, na substancia negra em pacientes afetados pela doenca de Parkinson. Ele

¢ associado a disfuncOes neuronais e gliais que afetam varios sistemas de
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neurotransmissores, inclusive o dopaminérgico (Shiek e Ahmed, 2010 e Erazi,
Ahboucha e Gamrani, 2011).

2.1.5 O aluminio(lll) e a dialise

Na insuficiéncia renal, a filtracdo realizada pelos rins encontra-se
prejudicada, ocorrendo assim maior retencdo do aluminio(lll). De modo que,
quando ha exposicdo a altas concentracGes, como ocorria na dialise, pode advir
varios efeitos toxicos como a osteomalécia e a encefalopatia por dialise, sendo a
ultima muito grave (Soni et al., 2001).

A encefalopatia da diélise € uma sindrome cronica notada em pacientes com
insuficiéncia renal em didlise, caracterizada por deméncia, alteracdes na fala,
mioclonias — contracBes repentinas, incontrolaveis e involuntarias—, tremores e
convulsdes (Andrade et al., 2005).

Durante a dialise o carreamento de aluminio incide tdo ligeiramente que a
capacidade do 0sso em sequestrar o elemento é extrapolada e, por conseguinte, o
acumulo é desviado para tecidos moles resultando em toxicidade. Em pacientes
ndo-urémicos submetidos a didlise, as partes do corpo mais frequentemente

I3

envolvidas no acimulo de Al°" s&o o0 baco e os 0ssos (Schéfer e Jahreis, 2006).

1** causa acimulo

Em pacientes com insuficiéncia renal crénica (IRC), o A
tecidual e deplecdo dos estoques de ferro. No cérebro dos enfermos, gera
encefalopatia letal e progressiva. Durante muito tempo, os doentes em dialise
apresentaram problemas devido ao ion proveniente da &gua do dialisado.
Ultimamente, entretanto, diversos paises realizam um controle austero da agua
empregada, que € deionizada e isenta de aluminio (Lima et al., 2001).

Antigamente, a contaminacdo por AI** em pacientes com doenca renal
cronica em tratamento regular de hemodialise era oriunda principalmente da agua
usada no preparo do dialisato, devido ao enorme volume de &gua (cerca de
360 litros por semana) a que o0s doentes sdo expostos. Porém, em paises
desenvolvidos, tal causa foi praticamente extinguida devido ao advento da osmose
reversa para purificacdo e ao intenso controle da qualidade da agua (Sedman,
1992 e Bohrer et al., 2009).

Depois de o metal ser eliminado, na medida do possivel, das solucdes de
diélise, a incidéncia de toxicidade diminuiu muito. Portanto, a neurotoxicidade

provocada pelo aluminio nos pacientes em dialise caiu bastante (Nayak, 2002).
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Hoje em dia, € imprescindivel a atencdo aos produtos farmacéuticos
contendo aluminio, oferecidos aos pacientes em dialise, sobretudo, os aglutinantes
de fosfatos (Tichy, 2003). Esses vém sendo substituidos por ligantes a base de
calcio ou de Sevelamer (amina polimérica que liga fosfato), de forma que
nenhuma outra fonte expressiva do ion metalico para os pacientes em dialise é
considerada. N&o obstante, enfermos em tratamento regular de hemodialise
apresentam niveis séricos de aluminio anormais (Bohrer et al., 2009).

Um estudo recente com vinte pacientes em didlise no mesmo hospital e
expostos a mesma &gua de dialisato indicou a &gua potavel e os alimentos
ingeridos como uma contribuicdo apreciavel, quando a concentracdo do ion
oriunda de drogas ndo é tdo alta. Ainda evidenciou que os pacientes recebendo
ferro, insulina e eritropoietina, medicamentos importantes e amplamente
administrados, possuem elevado nivel de AI** no plasma em comparagdo aos

pacientes que ndo os recebem (Bohrer et al., 2009).

2.1.6 O aluminio(lll) e a terapia de nutricdo parenteral

Além da preocupacdo com os pacientes em dialise, os doentes em terapia de
nutricdo parenteral também merecem cuidados especiais.

A terapia de nutricdo parenteral, em geral, € usada em pacientes que ndo
podem ou ndo devem receber a alimentacdo por via oral. Ela é constituida
principalmente por aminodcidos, carboidratos, eletrdlitos, vitaminas e elementos
traco essenciais. Ela pode conter todas ou algumas dessas substancias,
dependendo da condicdo de salde do individuo (Harigaya, Kuwahara e Nishi,
2008).

H& enorme preocupacdo com a concentracdo de aluminio em dietas
parenterais administradas intravenosamente, porque no caso ndo ha barreiras
protetoras de érgdos do aparelho digestdrio (Greger, 1993).

Além disso, em enfermos tratados com nutricdo parenteral, mesmo se a
funcdo renal é normal, ndo ¢ possivel eliminar todo o aluminio que entra no corpo
pela infusdo, principalmente, devido a rapida absorgéo, assim parte do ion se
deposita no organismo (Berthon, 2002). A contaminacdo por aluminio advém das
matérias-primas ou/e dos recipientes utilizados para armazenagem (Harigaya,
Kuwahara e Nishi, 2008).
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No final de 1980, a Food and Drug Administration (FDA) recomendou que
o aluminio fosse eliminado dos ingredientes aproveitados na composi¢do da
nutricdo parenteral. A partir de 2004, a FDA determinou que os fabricantes de
produtos farmacéuticos inserissem a concentracdo de aluminio nos rotulos de
todos os aditivos usados para compor as solugdes da nutricdo parenteral, e ainda
que ndo fosse explicito no regulamento, esperava-se que a quantidade maxima de
aluminio contido na formula parenteral fosse calculada e que se tentasse contornar
a possibilidade de sobrecarga de aluminio. Porém, como o computo do teor de
aluminio na etiqueta do produto pode ser equivocado por ndo considerar a
quantidade real de aluminio contido em cada ingrediente no momento da
composicdo, a maioria dos profissionais prefere monitorar a concentracdo de
aluminio no plasma do paciente (Gura, 2010). Logo, quando a contaminacgdo é
detectada, o paciente ja esta exposto aos seus riscos.

O aluminio absorvido pela contaminacdo dos fluidos provoca um
substancial aumento na quantidade sérica de aluminio, porém, sua excrecao
encontra-se apenas ligeiramente aumentada (Gitelman, 1995).

Antigamente, eram mais comuns casos de intoxica¢do por aluminio devido a
nutricdo parenteral. No entanto, em alguns paises, foram realizadas algumas
alteracdes nos produtos com a finalidade de impedir tal problema, por exemplo,
substituir os componentes empregados nas formulas por outros semelhantes.
Todavia, a toxicidade continua sendo relatada esporadicamente.

Uma das modificacGes, por exemplo, foram relativas a caseina. As solu¢des
de nutricdo parenteral até o fim do século passado usavam os hidrolisados de
caseina como fonte proteica, porém, por eles serem ricos em aluminio foram
trocados por aminoacidos cristalinos que, em geral, ttm uma menor carga de
aluminio (Gura, 2010).

Outros componentes e aditivos da nutricdo parenteral ainda continuam a ser
um problema por conter quantidades consideraveis de aluminio, sdo eles: as
multivitaminas, os elementos traco, os sais de calcio como o gluconato de célcio,
os sais de fosfato como o fosfato de potassio e o fosfato de sodio, a heparina e a
albumina (Sedman, 1992, Greger, 1993 e Popinska, et al., 1999).

Pesquisa mostrou que o aluminio presente em pontas de agulha ndo elevou a
incidéncia de contaminag&o, provavelmente devido & pequena area superficial e o

curto tempo de contato com os fluidos (Gura, 2010).
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Além da matéria-prima, outros fatores influenciam a presenca e o grau de
contaminacdo de aluminio. S0 eles: o recipiente de armazenamento e sua
qualidade (os materiais plasticos sdo preferidos), as condi¢bes de estocagem do
produto, a validade e a etapa de filtracdo adicional existente no processo de
fabricacdo em algumas marcas (Gura, 2010).

Outra questdo que rege a incidéncia da toxicidade do aluminio na nutricdo
parenteral presentemente sdo as regras e as leis existentes em cada pais. Afinal,
dependendo da regido, apenas alguns dos produtos sdo obrigados a limitar a
quantidade do metal na composicdo da formula parenteral ou a incluir o teor de
aluminio no rétulo (Gura, 2010).

Quando ocorre a intoxicacdo, o principal tratamento € a terapia quelante, em
especial, com o agente deferoxamina (Gura, 2010). Sideroforo linear hexadentado
da classe hidroxamato conhecido pela sigla DFO que tem alta afinidade e
especificidade por metais com carga 3+ e que possui administracdo subcutanea ou

intravenosa.

2.1.7 O aluminio(lll) e a doenca de Alzheimer

A concentracgdo de aluminio no cérebro humano tem relagdo com as doencas
neurodegenerativas (Ferreira et al., 2008 e Shiek e Ahmed, 2010). Um dos
principais questionamentos em torno do aluminio em doencas neurodegenerativas
é se ele seria uma causa ou uma consequéncia das doencas. Entretanto, a alta
concentracdo de aluminio ndo é absoluta em todos os casos de acometimento,
afinal nem todos os pacientes que apresentam doencas neurodegenerativas em
vida, como o mal de Alzheimer, possuem no cérebro alta concentracdo de
aluminio.

H& casos de pacientes que na autdpsia possuiam uma concentracdo de
aluminio no cérebro semelhante a de um paciente da mesma faixa etaria, porem,
sem sinais de Alzheimer ou outras enfermidades neurolégicas.

Dentre as doengas neurodegenerativas relacionadas ao aluminio, o mal de
Alzheimer se destaca. Esse é provavelmente resultado de um processo
multifatorial com componentes genéticos e fenotipicos. No ultimo, um dos
principais maleficios € a exposi¢do ao aluminio. Ele afeta até 70% da populagdo
idosa, tendo prevaléncia de 1,4% entre 65 e 69 anos, 20,8% entre 85 e 89 anos e

38,6% entre 90 e 95 anos. Tais porcentagens consideram os resultados falsos
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positivos, quando o paciente é diagnosticado com Alzheimer, mas ndo possui a
doenga. Na verdade, o enfermo possuiria outra doenga com sintomatologia
semelhante, mas o diagndstico foi equivocado (Ferreira et al., 2008). O Alzheimer
¢ uma enfermidade que tem diagnéstico de exclusdo, ou seja, realizado pela
exclusdo de outras doengas conhecidas com sintomatologia semelhante. O
diagndstico corresponde a doenca mais provavel segundo o quadro clinico
apresentado pelo individuo, jA& que ndo existem ainda exames capazes de
estabelecer com total certeza o diagndstico. Esse sO é verdadeiramente definido
quando ha a possibilidade de se realizar a necropsia.

O mal de Alzheimer é uma doenca cerebral degenerativa de etiologia
desconhecida. Ela é caracterizada microscopicamente, na maioria dos casos, pela
presenca de um grande nimero de estruturas neurofibrilares e placas amil6ides em
certas regides do cérebro (Hamley, 2012). Tem como caracteristicas clinicas a
perda de memdria recente e de faculdades intelectuais, com sinais de ansiedade e
depressdo. Os principais fatores de risco sdo a idade e o histérico familiar de

deméncia (Ferreira et al., 2008).
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Figura 2.1 - Tecido cerebral sadio (disposto & esquerda) e com Alzheimer (disposto a
direita) (Adaptado com permissao de Wikipédia, 2010).

O Alzheimer é associado a redugéo geral do tecido cerebral sendo marcado
pela perda neuronal (hipofise e basal) e proliferacdo glial (Ferreira et al., 2008).
As Figuras 2.1 e 2.2 ilustram o volume reduzido do cérebro com Alzheimer, a
profundidade dos sulcos do cortex, a diminuicdo da quantidade de giros, o
aumento dos ventriculos cerebrais e 0 encolhimento do hipocampo e do cortex

cerebral.
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Figura 2.2 - Cérebro com Alzheimer (disposto a esquerda) e sadio (disposto a direita)
(Reproduzida com permissdo de Dam, 2004).

Durante vinte anos, a conjectura prevalente para patogénese do Alzheimer
foi a dos agregados de AP. Acreditava-se que a doenca era caracterizada
microscopicamente pela presenca em certas regides do cérebro de um grande
numero de estruturas neurofibrilares (emaranhados neurofibrilares intraneuronais)
e placas amildides extracelulares. As placas por si s6 seriam toxicas e causariam a
degeneracdo dos nervos. A sintomatologia estaria estritamente atrelada a sua
deposicéo e neurotoxicidade (Nicoll, Boche e Holmes, 2008).

As estruturas neurofibrilares formadas por filamentos de configuracédo
fosforilada da proteina Tau, associada aos microtubulos, teriam um papel menos
importante na patogenia. A Tau tornar-se-ia anormalmente fosforilada no
Alzheimer e se depositaria intracelularmente na forma de filamentos helicoidais
pareados. Ao ocorrer a morte celular, os filamentos agregar-se-iam como
emaranhados neurofibrilares extracelulares.

A patogenia do Alzheimer, na hip6tese dos agregados de AP, seria
intimamente conectada ao defeito no processamento da clivagem proteolitica do
peptideo AP ocorrido devido o seu predecessor, a proteina precursora amiloide
(APP). Havendo dois tipos de peptideos AB, o AB40, normalmente produzido em
baixas quantidades, e 0 AB42 que tem superproducdo em mutagdes genéticas. A
formagdo de placas amildides dar-se-ia a partir da agregacdo de ambas Ap,
entretanto, a Ap42 seria mais maléfica (Nicoll, Boche e Holmes, 2008).

A Figura 2.3 exp0e a sequéncia de aminoéacidos do peptideo Ap42 (Suh e
Checler, 2002), com os aminoacidos citados como possiveis sitios na regido N-

terminal em rosa e na regido C-terminal em azul.
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(N-terminal) Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-Hiz- Agp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-Hie-His-
Gly-Lys-Leu-V al-Phe-Phe-Ala-Glu-Asp-V al-Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-Ala-
Ile-Tle-Gly-Leu-I\et-V al-Gly-Gly-Val-Val-Ile-Ala(C-terminal )

Figura 2.3 - Sequéncia de aminoacidos do peptideo AB42.

Apesar da hipétese do mal de Alzheimer ser causado pelos agregados de
AP, estudos confirmaram que pacientes sem ou com poucos agregados possuem
progressivo declinio cognitivo. Isso provocou a associagdo da maior toxicidade a
oligbmeros e derivados solUveis intracelulares de AP e ndo apenas a depdsitos
insollveis extracelulares. Nessa nova suposicdo, 0s agregados teriam uma
toxicidade bem menor (Vieira et al., 2007 e De Felice et al., 2009).

Os oligdbmeros e derivados solUveis de amilGide, principais espécies toxicas
da maioria das amiloidoses, poderiam ainda induzir a hiperfosforilacdo da
proteina Tau (Vieira et al., 2007).

Outro indicio que apoia a hipotese de oligdmeros e derivados sollveis como
ligantes patogénicos é o anti-histaminico dimebolina, conhecido por melhorar o
curso clinico do Alzheimer, aumentar os niveis de deposicdo de Af (Doody et al.,
2008).

De uma maneira geral, cientistas tém qualificado a AP como uma
metaloproteina que se liga a ions de elementos de transicdo através de trés
histidinas e uma tirosina, locadas na parte hidrofilica N-terminal do peptideo, e de
uma metionina, na parte hidrofébica C-terminal. Estudos revelam que alteracdes
na AP como oxidagdo desses aminoacidos podem modificar a progressdo do
Alzheimer (Atwood et al., 1998, Huang et al., 1999 e Atwood et al., 2000).

Muitas pesquisas sugerem que a presenca de ions metalicos pode ser
fundamental tanto para a fibrilizagao de AP quanto para 0 comeco da producéo de
espécies reativas de radicais livres de oxigénio conexas ao estresse oxidativo
(Gerlach et al., 1994 e Bondy, Guo-Ross e Truong, 1998).

A agregacdo da AP ¢é fortemente influenciada pela ligagao dos peptideos aos
ions metalicos aluminio, cobre, ferro e zinco, encontrados em altas concentragdes
nas placas amildides, eles possuem participacdo na precipitacdo e citotoxicidade
da AP (Domingo, 2006 e Drago et al., 2008a).

O aluminio, o cobre, o ferro e 0 zinco estdo presentes no cérebro de um

paciente doente numa concentracdo de 3 a 5 vezes maior do que no cérebro de
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uma pessoa com a mesma idade, porém sem a doenga. Eles podem ser toxicos ndo
apenas por favorecerem a geracao de radicais livres de oxigénio, mas também por
instigar diretamente a génese de fibrilas (Basun et al., 1991 e Castellani et al.,
1999). Ensaios in vitro (Dyrks et al., 1992) apontam que concentracdes traco de
AI**, Zn?* e Fe* estimulariam a agregagio de AP entre 100 e 1000 vezes mais.

A disrupcédo da sinalizacdo do ion calcio e a disfuncdo mitocondrial s&o
alvos da morte e da perda neuronal associada ao mal de Alzheimer. Investigacéo
em camundongos revelou que dos metais aluminio, cobre, ferro e zinco, apenas a
conjugacdo do aluminio a AP perturbava a homeostase neuronal de célcio e inibia
a respiracdo mitocondrial. Do contetdo dos quatro metais, apenas a concentracdo
do aluminio majorou no cértex cerebral (Drago et al., 2008a).

Além disso, analises em culturas de neuroblastomas humanos demonstraram
a viabilidade celular quando ha a formacdo de complexos AB-metal, em que o
metal poderia ser aluminio, zinco, cobre ou ferro. Das celulas tratadas com esses
complexos por 24 horas, somente 0 complexo AB-aluminio diminuiu a viabilidade
celular e aumentou a fluidez, alterando profundamente a morfologia celular. Em
comparagdo aos demais metais, o aluminio promoveu a agregacdo da Ap e
produziu efeitos nocivos (Drago et al., 2008b).

Estudos realizados com ratos transgénicos expostos durante seis meses a
doses diarias de 1 mg Al.g® mostraram que apés cinco meses do fim do
recebimento das doses diarias havia alta quantidade de aluminio no hipocampo,
tanto no cértex quanto no cerebelo. Isso néo influenciou, entretanto, a quantidade
de cobre, zinco, manganés e ferro no figado, rim, 0ssos e cérebro, com excecao,
apenas, da quantidade de zinco no cérebro que sofreu ligeiro aumento. Esses
resultados indicam que o aluminio ndo influenciaria os niveis de outros metais
importantes na etiologia do Alzheimer e participaria diretamente do declinio
cognitivo, ao atuar como fator de risco secundario para a patogénese da doenca
(Mil e Benga, 2006 e GGmez et al., 2008).

A associacdo entre o fon AI**

e 0 Alzheimer foi detectada pela primeira vez
em 1965, na realizagdo de um estudo de inoculagdo intracerebral de fosfato de
aluminio em coelhos que gerou degeneragéo neurofibrilar similar a observada no
Alzheimer. Em 1973, foi publicado o primeiro artigo sobre o aumento da

concentracdo de aluminio em pacientes com Alzheimer (Ferreira et al., 2008).
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Pesquisa (Ribes et al., 2008) realizada com ratos transgénicos expostos a
baixas doses de aluminio, comparaveis proporcionalmente a exposicdo humana
corriqueira, encontrou grande quantidade de fragmentos de AP no cérebro,
diminuicdo do aprendizado e da memdria e aumento do total de proliferacéo
celular nos giros do hipocampo, o que indica uma resposta reativa do cérebro a
quantidade de aluminio.

Investigacdo realizada com células humanas de neuroblastomas tratadas a
niveis n&o letais com o complexo Al(maltol); mostrou que na presenca do AlI** ha
uma reducdo significativa do fator neurotréfico derivado do cérebro (BNDF),
indutor da expresséo e sintese das proteinas reguladoras de atividades associadas
ao citoesqueleto (Arc). Isso indica uma possibilidade de como a exposi¢do ao
aluminio provoca danos nos processos de aprendizagem e memoria. Afinal, a
memoria é dependente da plasticidade sinéptica e da sintese de novas proteinas,
especialmente das Arc, que na presenca do AI** sofrem prejuizo em sua sintese
(Chen et al., 2011).

Na doenca de Alzheimer, muitos estudos propGem a participacdo do
aluminio associada ao peptideo AB, porém, ha alguns poucos casos em que nao se
conseguiu observar a toxicidade sinérgica do aluminio e da Ap (Nday et al.,
2010), provavelmente isto ocorre devido as diferencas nas técnicas empregadas
nas pesquisas.

O aluminio aumenta a agregacdo da AP, a neurotoxicidade de placas
amiloides, a hiperfosforilagdo da Tau, a formacdo do emaranhado neurofibrilar
(microtdbulos hiperfosforilados associados a proteina Tau) e a degeneracdo de
neurdnios (Ferreira et al., 2008). Ele induz a morte celular por uma combinacgéo
de apoptose e necrose (Zhang et al., 2010a).

Estudo realizado por meio de fluorescéncia histoquimica sinalizou que a
heterocromatina alojava a maioria do aluminio no cérebro. Em placas amil6ides, a
concentracdo de aluminio no DNA era de 3700 ug g e em condicdo de
normalidade, 2000 pg g™ (Wills e Savory, 1988 e Good et al., 1992).

Cérebros maduros sdo mais sensiveis a toxicidade do aluminio. O conteudo
do aluminio nesses pode aumentar devido a exposi¢cdo maior com a idade ou a
habilidade diminuida de remocéo (Tripathi et al., 2009).

Autdpsias realizadas em tecidos cerebrais de pacientes enfermos mostram

manchas que denunciam a presenca de aluminio em estruturas celulares e
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subcelulares. Todos o0s neurdnios piramidais de espécimes com idade mais
elevada exibem, pelo menos em determinado grau, certo contetdo de aluminio.
Muitos o exibem apenas nos nucléolos enquanto outros tanto nos nucléolos como
no citoplasma, na forma fibrilar, granular ou de granulos sélidos (Walton, 2006 e
Walton, 2010).

Os neurdnios piramidais sdo qualificados em estagios que apontam um dos
dois processos neuropatolégicos: o aumento progressivo de aluminio nuclear com
degeneracdo granulo vacuolar ou a formacdo de emaranhados neurofibrilares nas

regides ricas em aluminio no citoplasma (Walton, 2006).

Figura 2.4 - Emaranhados neurofibrilares maduros (Reproduzida com permissao de
Walton, 2010).

Nas Figuras 2.4 e 2.5, 0 método de pigmentacdo de Walton mostra dep6sitos
de aluminio em cor violeta. A Figura 2.4 (A)-(C) mostra emaranhados
neurofibrilares maduros de células piramidais do hipocampo de pacientes
diagnosticados com Alzheimer ha mais de oito anos. A célula observada na Figura
2.4 (A) e (B) apresenta um emaranhado neurofibrilar grande e o nucleo deslocado
para a periferia da célula. Na Figura 2.4 (A) ha manchas purpuras que representam
0 aluminio. Na Figura 2.4 (B), uma mancha marrom representa a Tau
hiperfosforilada. A Figura 2.4 (C) expde um emaranhado neurofibrilar de uma
célula de outro doente na qual parece haver menos e mais finas fibrilas, o que

indica agregacéo de filamentos (Walton, 2010).
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As Figuras 2.5 (A)-(C) mostra nucleos de neurdnios com o contetdo de
aluminio na forma de fio (A), de fibrilas radiadas (B) e de substancia amorfa (C).

Na Figura 2.5 (D) ha a forma granular do aluminio em vacuolos.

Figura 2.5 - Caracteristicas do tecido cerebral humano com contetddos de aluminio
(Reproduzida com permisséo de Walton, 2006).

Nas Figuras 2.5 (E) e (F) observa-se a quantidade de aluminio em neurdnios
do hipocampo em idade avancada. Na Figura 2.5 (E) ha neurbnios de pacientes
sem deméncia com quantidades minimas de aluminio apenas no nucléolo. Ja a
Figura 2.5 (F) ilustra neur6nios de doentes de Alzheimer com conteddo méximo
de aluminio no nucleo e no citoplasma. Na Figura 2.5 (G), o nucleo foi expulso do
emaranhado neurofibrilar. Nas Figuras 2.5 (H) e (1) observa-se a mesma imagem,


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012270/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1012270/CA

44

porém, na Figura 2.5 (H) ela foi obtida por fluorescéncia. Nas Figuras 2.5 (H) e
(1) h& um astrécito com aluminio conectado a um capilar contendo eritrécitos com
aluminio (Walton, 2006).

2.2 Ligantes fosfatados

O fosforo, elemento abundante na crosta terrestre, é necessario para todas as
formas de vida. Todavia, ressalta-se que no final de 2010 anunciou-se a
possibilidade da existéncia de um microbio (Wolfe-Simon et al., 2011), o
GFAJ-1, que seria capaz de utilizar o arsénio em substituicdo ao fosforo e variar,
dessa forma, a composi¢cdo elementar de suas biomoléculas basicas. Todavia,
tanto a estrutura das moléculas quanto os seus mecanismos de acdo ndo foram
descobertos. Houve grande controvérsia (Oehler, 2011 e Foster, 2011) a respeito
de tal capacidade, que permanece ainda sem ser comprovada. Inclusive, diversos
estudos refutaram a habilidade de essa bactéria sobreviver sem o fdsforo e a
classificaram como resistente ao arsenato, mas ainda dependente de fosfato (Erb
etal., 2012 e Reaves et al., 2012).

O fosforo € um elemento essencial que participa de muitas fungdes
corporais e processos metabolicos, entre eles: exerce efeito tampdo que coopera
para conservar o pH neutro citoplasmatico, serve de base para o 4cido
desoxirribonucleico (DNA) e o acido ribonucleico (RNA), gera ligacdes fosfato
de alta energia no ATP, forma redutores biolégicos universais como o
nicotinamida adenina dinucleotideo H (NADH) e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato H (NADPH), e constitui os nucleotideos ciclicos, como o
adenosina monofosfato ciclico (AMPc), que atuam como mensageiros
secundarios no interior celular e podem ativar as quinases e as fosfatases (Mahan
e Escott-Stump, 1998). De um modo geral, as fun¢des dos compostos fosfatados
bioldgicos englobam a formacdo de estruturas, a transferéncia de energia e a
iniciacdo e regulagéo de processos celulares (Vallet et al., 2003).

Na Tabela 2.1, observam-se as energias livres para as hidrélises de alguns
compostos fosfatados no pH 7,0.

Os compostos fosfatados podem ter as energias liberadas em reacdes de
hidrélise das ligagcGes P-O com valores pequenos, o que se observa na Tabela 2.1
nas reacdes de hidrolise da glicose-6-fosfato, do monofosfato de adenosina

(AMP) e do glicerol-a-fosfato. Entretanto, as reagbes de hidrolise nas ligagdes
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P-O ou P-N do ATP, do difosfato de adenosina (ADP), do acetil-fosfato, da PCr e
do fosfoenolpiruvato possuem altas energias livres de hidrélise. Devido & grande
instabilidade termodindmica, esses compostos recebem a classificacdo de
compostos ricos em energia e as suas ligagdes P-O ou P-N sdo chamadas de

ligagGes fosfatadas de alta energia.

Compostos fosfatados AG (kJ mol™) em pH 7,0
Fosfo-enolpiruvato -61,9
Fosfocreatina -43,1
Acetil-fosfato -42,3
ATP (para ADP) -30,5
AMP (para adenosina) -9,2
Glicose-6-fosfato -13,8
Glicerol-a-fosfato -9,2

Tabela 2.1 - Energias livres para as hidrélises de alguns compostos fosfatados (pH 7,0)
(Adaptada de Machado e Nome, 1999).

Os compostos ricos em energia podem se ligar a dois nucleotideos e ainda
sofrer ionizacdo em pH proximo a neutralidade (pH fisioldgico). A sua ionizacao,
ao considerar a estabilidade cinética, é importante no meio biol6gico, porque a
carga negativa sobre o grupo fosfato repele eventuais nucledfilos e dificulta a
hidrolise. A evolucdo ainda favoreceu esses metabdlitos que podem se conservar
dentro da membrana celular, apesar de ionizados, j4 que os fosfatos estdo na
forma ionizada em valores de pH fisiol6gico (Machado e Nome, 1999).

Em relacdo a caracteristicas quimicas dos nucleotideos, lembra-se que esses
possuem como principais sitios de interacdes a base purica (d&tomos doadores N-1
e N-7), a base pirimidinica (N-3) e os atomos de oxigénio dos grupos fosfatos
(Lomozik e Jastrzab, 2003).

Os compostos fosfatados sdo extremamente significantes para o organismo e
participam de processos metabdlicos primordiais — como o de geracdo energética-,
mencionado acima. Estes sdo afetados em doencas degenerativas, como o0

Alzheimer.
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Alguns estudos mostram que os indices de ATP, de creatina e de PCr estdo
diminuidos na doenca de Alzheimer, no entanto, outras pesquisas mais antigas
indicavam que esses compostos ndo eram eliminados (Bottomley et al., 1992,
Gonzalez et al., 1996, Hattori et al., 2002 e Mihara et al., 2006). Atualmente, a
maioria dos trabalhos aponta concordéncia para a diminuicdo dos depdsitos
energeticos cerebrais.

Estudo realizado por ressonancia magnética in vivo no cérebro de pacientes
com Alzheimer mostrou alteracbes no estado biofisico das membranas
fosfolipidicas - devido a diferengas nos niveis de fosfodiésteres - e no
metabolismo dos fosfatos de alta energia. Em pacientes que apresentavam
deméncia foram evidenciadas diminui¢fes dos niveis de PCr e adenosina
difosfato, aumento dos niveis de fosfomonoésteres e aumento da taxa metabdlica
oxidativa, 0 que sugere estresse energético no cérebro com Alzheimer. Com a
piora do quadro neuroldgico, as mudancas se acentuariam ainda mais (Pettegrew
etal., 1997).

O L-glutamato, principal aminoacido excitatorio que cumpre papel na
aprendizagem e na memoria humana, sofre a captacdo em vesiculas sinépticas por
um processo dependente de ATP.

No entanto, pesquisa indica que a captacdo vesicular de glutamato possa ser
ainda regulada por fosfomonoésteres enddgenos e PCr. Assim, como esses Sao
afetados na doenca de Alzheimer, a captacdo de L-glutamato também deve ser
prejudicada (Xu et al., 1997).

A estabilidade de compostos fosforilados e suas interaces com metais vem
sendo estudada ha algum tempo (Sigel et al., 1987); todavia, sdo indispensaveis

mais pesquisas sobre o0 assunto.

2.2.1 Adenosina 5’-trifosfato (ATP)

O ATP é um nucleotideo com ligagdes fosfato de alta energia presente em
todas as células e constitui a principal forma celular de armazenagem de energia.
E formado por uma base nitrogenada (adenina) e um carboidrato (ribose)
associado a trés radicais fosfatos conectados em cadeia. Os atomos passiveis de
ligagdo na molécula s&o os nitrogénios doadores N-1 e N-7 e 0s oxigénios dos

grupos fosfatos terminais, alfa, beta e gama.
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A energia produzida pela formacéo de subprodutos oriundos da quebra desta
molécula inicia a contragdo muscular e assiste a varios processos citologicos,
como transporte ativo, sintese e secrecdo de substancias, divisdo celular, entre
outros (Mahan e Escott-Stump, 1998 e Shils et al., 2003).

Alteragdes nos niveis de ATP e nos seus transportadores sdo observadas em
inimeras doengas, entre as quais se cita a doenca arterial coronariana (Rejeb et
al., 2010), a atrofia dtica dominante (Lodi et al., 2011), a doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC) (Lommatzsch et al., 2010) e alguns tipos de canceres
(Stagg e Smyth, 2010). Entretanto, em outras enfermidades que parecem ter
ligacdo com o ATP, como no caso da asma (Lazar et al., 2010), este composto
parece ndo modificar suas concentracoes.

O ATP tem acdo importante no sistema nervoso. A gliotransmissdo é um
processo no qual os astrocitos funcionam como elementos ativos, influenciando a
transmissdo sinaptica e a sinaptogénese. Os gliotransmissores, compostos
liberados de células gliais, mais conhecidos sdo o glutamato e o ATP, logo o ATP
participa diretamente da transmissdo sinaptica e da sinaptogénese. Somado a isso,
0 ATP pode ainda estimular a sintese de D-serina, a0 majorar a taxa de atividade
da enzima cerebral serina racemase, ao atuar como um regulador positivo da
enzima (Scolari e Acosta, 2007).

O ATP, além de desempenhar seu papel de gliotransmissor, pode influenciar
canais celulares. O canal de potéssio sensivel ao ATP possui efeito neuroprotetor
contra danos neuronais isquémicos, como o acidente vascular cerebral, embora

ndo se saiba como isso ocorre (Bantel, Maze e Trapp, 2010 e Zhang et al., 2010b).

2.2.1.1 Adenosina 5’-trifosfato e a doenca de Alzheimer

Um dos primeiros artigos que sugeriram a relacdo entre o Alzheimer e o
ATP ressaltava a acumulacdo de receptores-Al-adenosina em estruturas
neurodegenerativas no Alzheimer, o que mediaria tanto o processamento da APP
quanto a fosforilacdo da proteina Tau (Rizopoulos et al., 1989).

A quantidade de receptores de adenosina-Al aumenta tanto na fase inicial
quanto na fase avancada da doenca, entretanto, ndo ha diferencas com a
progressdo patoldgica. Além disso, também estdo majorados os receptores de
adenosina-A2A (Albasanz et al., 2008).
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Nos pacientes com Alzheimer, ha significativa diminuicdo na densidade dos
agonistas e dos antagonistas dos receptores de adenosina nos sitios de ligacdo da
camada molecular do giro denteado (Ulas et al., 1993).

Estudo de imunomarcacdo em necropsias de pacientes com Alzheimer e
controles mostrou que os receptores de adenosina no hipocampo e no cortex
cerebral apresentam mudanca no padréo de expresséo e redistribuicdo nessas areas
do cérebro, existindo imunoreatividade ao receptor de adenosina-Al nos
neurdnios em degeneracdo com emaranhados neurofibrilares e neurites distroficas
de placas amil6ides (Angulo et al., 2003).

Os receptores de adenosina podem ser alvos potenciais de medicamentos no
Alzheimer.

A adenosina e os receptores de adenosina também vém sendo ligados a
modulacdo da neuroinflamacéo e a injuria cerebral em doencas como a esclerose
maltipla e encefalomielite. O papel do receptor A1 é mais bem conhecido,
contudo, pouco se sabe sobre a participacdo do receptor A2A. Embora, ele pareca
se associar a mecanismos neuroprotetores (Yao et al., 2012).

Além disso, mediante estudos de neurbnios em cultura, a relagdo entre
estresse oxidativo e alteragcdes no transporte de glicose foi comprovada. A Ap
altera a captura de glicose e acarreta, por sua vez, uma diminui¢do nos niveis de
ATP. Um caminho apontado para isso € a conjugacdo do 4-hidroxinonenal
(aldeido derivado da lipoperoxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados n-6) a
proteina transportadora de glicose GLUT3, o que interfere no transporte de
glicose para o ciclo de Krebs (Keller et al., 1997 e Butterfield, 2002).

A alteracdo no metabolismo de glicose restringe também a sintese de
acetilcolina, glutamato, aspartato, acido aminobutirico e glicina (Blum-Degen et
al., 1995).

A AP gera radicais livres no Alzheimer e tais espécies reativas provocam
peroxidacdo lipidica, oxidagdo de proteinas e perda da integridade da membrana,
0 que acarreta inibicdo de ATPases, perda da homeostase de calcio, inibicdo do
sistema de captacdo de glutamato dependente de sdédio em celulas gliais,
adulteracdo de vias metabolicas, ativagdo de fatores de transcricdo e, por fim,
apoptose (Butterfield, 2002).

A difusdo no organismo de ATP livre e de ATP ligado a um ion metélico é

semelhante, visto que o tamanho molecular do complexo nao é muito maior que o
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do ATP livre (Huang, Liu e Mao, 1998), logo, complexos com esse ligante podem
atingir diversas regides no corpo humano.

Na etiologia do Alzheimer e em outras amiloidoses, a formacdo das fibrilas
amildides possui um papel importante. Estudos mostram que o complexo AIATP
promove a formacdo de fibrilas reativas de beta-amildide e de peptideos
amiloidogénicos independentes. A inducdo de formagcdo de fibrilas, é seguida a
complexacdo do AIATP por um ou mais monémeros dos peptideos. Entretanto, o
complexo formado ndo pode ser identificado diretamente, 0 que sugere a atuacéo
do AIATP como uma chaperona na formac&o de fibrilas amil6ides, ao auxiliar o
desdobramento das fibrilas. O efeito do AIATP ndo é mimetizado nem pelo
AIADP, nem pelo AIAMP (Exley e Korchazhkina, 2001).

Além disso, a homeostase cerebral do aluminio tem impacto na funcéo
cerebral. As mudancgas nas fungdes cerebrais envolvem a potencializacdo das
atividades de neurotransmissores através da acdo do AIATP em receptores de
ATP no cérebro (Exley, 1999).

O fato de o ion aluminio incitar fortemente a agregacao de AP (Dyrks et al.,
1992), consequentemente, pode majorar os distdrbios na captura de glicose, visto
que h& uma maior concentracdo de AP (Keller et al., 1997 e Butterfield, 2002), e

entdo ocasionar uma reducdo mais significativa das concentracdes de ATP.

2.2.2 Fosfocreatina (PCr)

A PCr é uma molécula de creatina fosforilada sintetizada no figado e
transportada até as células para armazenamento. Ela € um deposito temporario de
energia usado por alguns tecidos em ocasides de estresse, como os musculos, o
coragdo e o cérebro.

Antigamente, acreditava-se que as reservas corporais de PCr ndo eram
alteradas nem por treinamento fisico, nem pela dieta do individuo. Porém,
pesquisas (Mendes e Tirapegui, 2002) mostraram que a creatina obtida da dieta é
absorvida pelo organismo e pode ser transformada em PCr, para subsequente
armazenagem.

A PCr tem natureza anfipatica, de modo que suas caracteristicas iGnicas
permitem-na ligar-se as cabecas fosfolipidicas polares das membranas. Com a
ligagdo, a PCr diminui a fluidez membranar e limita a passagem de material

celular. Essa estabilizagdo impede a isquemia e a hipoxia (Cecconi et al., 2002).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012270/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1012270/CA

50

No pH fisiolégico, a PCr encontra-se sob a forma do &nion PCr* que pode
coordenar-se aos cations metélicos. De forma que, hd a competicdo entre 0s
anions contendo o grupo fosfato, como o ADP e 0 ATP com a PCr? pelas espécies
catibnicas presentes no meio. Dados sobre a estabilidade de complexos
envolvendo a PCr e outros ligantes fosfatados sdo necessarios para a determinagdo
da concentracdo das espécies presentes no meio citosolico (Cecconi et al., 2002).
Isso também motivou o estudo mais aprofundado de compostos de coordenacao
formados nos sistemas entre o aluminio e os ligantes fosfatados (ATP e PCr) na
tese.

O metabolismo da PCr liga-se a creatina e a creatina quinase, assim, se
qualquer alteracdo ocorre em um desses compostos, a PCr também pode sofrer
prejuizos. Isso porque ela faz parte do sistema Creatina/PCr/Creatina quinase. Os
papéis celulares primordiais desse sistema sdo 0 provimento de energia de
ligages fosfato e a regeneracdo do ATP. A creatina exerce fungdo essencial no
metabolismo energético, participa da sintese proteica e da estabilizacdo de
membranas.

A terapia de suplementacdo com creatina em criancas e/ou em adultos é
utilizada com efeitos benéficos de curto e longo prazo em diversas doencas, como
atrofia giratoria — resultado de um erro inato do metabolismo referente a atividade
da ornitina-delta-aminotransferase—; varios tipos de desordens musculares, entre
elas as miopatias inflamatdrias, a distrofia facioscapulohumoral, a distrofia de
Becker e a distrofia de Duchenne; doenca de Huntington; disturbios metabolicos e
0sseos, como a osteoporose e a diabetes tipo 1l; leucemia linfoblastica aguda;
DPOC; insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) e doencas associadas a
mitocondria. A hipdxia e condicGes vinculadas a energia cerebral, como o
traumatismo cerebral, a isquemia cerebral e a prematuridade, também podem se
favorecer com a suplementacdo (Brosnan e Brosnan, 2007, Evangeliou et al.,
2009, Gualano et al., 2010 e Kerr, 2013). A creatina, devido suas propriedades
neuroprotetoras, é usada ainda como adjuvante efetivo e seguro para o tratamento
de desordens cerebrais ligadas a disfuncdo do metabolismo energético, entre elas
esclerose lateral amiotrofica, doenca de Parkinson, Huntington e Alzheimer
(Gualano et al., 2010, Braissant, 2010 e Allen, 2012).

A creatina apresenta beneficios ao organismo ainda na forma de derivados,

caso de um complexo de acetato com a PCr e 0 magnésio, que mantém os efeitos
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neuroprotetores da creatina in vitro e in vivo. As analises in vitro revelaram que,
além do efeito neuroprotetor contra danos, 0 complexo aumenta a quantidade de
creatina neuronal independentemente do transportador de creatina, o que pode
representar uma “cura’ da sindrome hereditaria da deficiéncia do transportador de
creatina, ja& que poderia impedir o aparecimento dos sintomas da desordem.
Exames in vivo com camundongos mostraram que se 0 acetato é dado antes da
isquemia, ha a neuroprotecdo, logo o derivado pode ser usado como medicamento
no tratamento de condi¢es com risco de derrame iminente ou de dano cerebral
isquémico, por exemplo, ataques isquémicos transitorios de alto risco, cirurgia da
artéria carotida e cirurgia de coracdo aberto, bem como, na deficiéncia hereditaria
do transportador de creatina (Perasso et al., 2009). Entdo, diversas condi¢bes
debilitantes podem ser amenizadas ao se interferir no metabolismo da PCr.

As mudangas nos niveis de creatina e PCr no cérebro estdo envolvidas na
patogénese de doencas neuroldgicas, tais como o transtorno obsessivo-compulsivo
e a depressao (Kato et al., 1994 e Mirza et al., 2006). Além de participarem em
processos cerebrais de aprendizado e memoria (Oliveira et al., 2008 e Braissant,
2010).

No cérebro, a PCr merece especial atencdo devido ao metabolismo
energético. O ATP € a fonte de energia mais comum em reacles cerebrais,
todavia, a PCr € uma reserva energética importante no sistema nervoso central
(SNC). Inclusive, o nivel de PCr é muito superior ao de ATP no SNC e pode ser
usado para repor o ATP utilizado em reagdes celulares (Graham et al., 1996).
Uma grande quantidade de ATP é constantemente necessadria para manter a
atividade sinéptica do sistema nervoso central e periférico (Williams, 2003 e
Andres et al., 2008). No hipocampo e no cerebelo, regides com elevada atividade
sinaptica, as concentracdes de PCr sdo maiores (Erecinska e Silver, 1989).

A reducdo ou o esgotamento dos niveis de ATP pode contribuir para a morte
de células neurais (Andres et al., 2008), e as doengas neurodegenerativas sdo
causadas por uma perda progressiva de células de uma ou varias regides do
sistema nervoso, por isso, as quantidades de ATP e de PCr estdo intrinsecamente
ligadas as doencas degenerativas.

Inclusive em doengas neurodegenerativas, depdsitos de creatina podem
indicar processos oxidativos disfuncionais. AutOpsias em tecido do sistema

nervoso central em seis pacientes afetados com a esclerose lateral amiotréfica
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mostraram, em todos 0s casos, pequenos depositos cristalinos de creatina
(Kastyak et al., 2010). Dep06sitos ou pigmentacdo similares ndo foram descobertos
em individuos saudaveis. A Figura 2.6 (A-B) exibe depoésitos de creatina na
medula espinhal de um paciente que sofria de esclerose lateral amiotrofica
(Kastyak et al., 2010).

Tais depdsitos, encontrados também em todos 0s pacientes com a doenca de
Alzheimer avancada, sugerem grande perturbacao no estado energetico (Gallant et
al., 2006).

Figura 2.6 - Tecido post mortem da medula espinhal de paciente com esclerose lateral
amiotrofica mostrando dois depésitos de creatina com imagem de microscépio de luz (A)
e de infravermelho com transformada de Fourier (B) (Reproduzida com permisséo de
Kastyak et al., 2010).

2.2.2.1 Fosfocreatina e a doenca de Alzheimer

No Alzheimer, a captura de glicose pelas células sofre obliteracdo (Keller et
al., 1997 e Butterfield, 2002). Isto ocasiona diminuicdo nos niveis de ATP e
interfere no ciclo de Krebs. Dessa forma, ha prejuizo também na concentracdo de
PCr.

O sistema creatina-PCr é regulado pela creatina quinase. No cérebro com
Alzheimer e em células expostas ao peptideo AP, entretanto, tal enzima € afetada
e sua expressao cerebral parece diminuir (Gualano et al., 2010).

Outra vinculacdo da PCr ao Alzheimer é observada pela creatina, seu
produto de hidrolise.

H& ainda poucas pesquisas sobre o efeito da creatina na funcdo cognitiva,
mas j& se reconhece sua capacidade neuroprotetora contra doencas
neurodegenerativas. Além disso, ela é vista como uma forma de tratamento para
algumas desordens neuroldgicas. Evidéncias recentes sugerem sua participacao
em processos cerebrais, como o aprendizado e a memoria. Estudos corroboraram

que a suplementacdo oral de creatina aumenta a pontuacdo em testes de
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inteligéncia, reduz a fadiga mental e protege contra a diminuicdo da oxigenacao
no cérebro (Oliveira et al., 2008). Acredita-se que a melhora de fungdes neuronais
pela presenca de creatina esta relacionada ao aumento do estoque energético.

A suplementacdo de creatina em neurénios cultivados em meio neurotdxico
induzido pelo peptideo AP exerce efeito neuroprotetor, todavia, mais
investigacbes precisam ser feitas para se averiguar as consequéncias da
suplementacdo como estratégia para amenizar 0s sintomas da doenca de
Alzheimer (Gualano et al., 2010).

Na doenca de Alzheimer, caracterizada pela presenca de concentragdes
anormais do peptideo AP, ha interferéncia na bioenergética humana (Butterfield,
2002 e Keller et al., 1997) e na respiracdo mitocondrial, o que influencia os niveis
de compostos que podem auxiliar na geracdo de energia como a PCr,
especialmente por ela repor o ATP utilizado em reacdes celulares no SNC
(Graham et al.,, 1996). Tal condicdo pode se acentuar pelo aumento na
concentragdo de aluminio, que promove maior agregacdo de AP (Dyrks et al.,
1992 e Drago et al., 2008b).

O fato do AI** majorar a agregacdo da AP também interfere na creatina
quinase, pois, sua expressao cerebral é inibida (Gualano et al., 2010), o que,

consequentemente, influencia o sistema PCr-creatina.

2.3 Aminoéacidos

Os aminoacidos sulfurados presentes comumente no organismo humano,
como a Cis, a Met e a Hcis, contribuem para o metabolismo celular e homeostase
do enxofre. Desequilibrios no metabolismo deste elemento estdo conectados ao
estresse oxidativo e consequentemente as doencas neurodegenerativas (Townsend,
Tew e Tapiero, 2004).

Somado a isso, estudos indicaram que tratamentos de doencas inflamatérias
e da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) com compostos que
possuam o grupamento sulfidril podem ser benéficos. Pesquisas in vitro
demonstraram que efeitos estimulatorios em fator de necrose tumoral (TNF),
induzido por radicais livres na replicagdo de virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) e de mondcitos, poderiam ser inibidos por compostos que tenham esse
grupamento, de modo a retardar o processo inflamatério (Grimble, 1994 e
Grimble e Grimble, 1998).
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Outro fator que merece atencéo € a possibilidade da formagdo de complexos
para uma melhor absorcao de ions metalicos.

Um estudo em camundongos mostrou que quando o aluminio(lll) é
administrado oralmente por um longo periodo juntamente com o aminoacido
glicina, isso facilita sua acumulacdo in vivo. H4 um aumento significativo de AI**
em todos os Orgdos, principalmente, no cérebro e nos 0ssos. Ja quando o metal é
administrado isoladamente, ha pouca absorcdo (Aikoh, Yamato e Shibahara,
2007).

Uma pesquisa sobre os efeitos de absorcdo e de apoptose de complexos de
aminoacidos com aluminio (Aremu e Meshitsuka, 2005) em cultura priméaria de
astrocitos indicou que tais complexos possuem um papel mais importante no
mecanismo de neurotoxicidade do aluminio se comparado a sais inorganicos ou
complexos com citrato.

A investigagdo (Aremu e Meshitsuka, 2005) mostrou que a taxa de
internalizacdo do metal pelos astrdcitos depende do aminoacido usado como
ligante. Ao comparar a glicina, a serina e o glutamato, a primeira possuia uma
absorcdo maior. Um aspecto curioso foi a internalizacdo pelos astrécitos de
complexos com aminoécidos, mas ndo com o citrato. Interessantemente, 0s
transportadores de aminoacidos parecem ndo participar na captacdo dos
complexos. Outras vias que ndo precisem de energia proporcionada pela sédio-
potassio ATPase participariam da internalizacdo do aluminio. Uma delas é a
difusdo passiva, contudo, parece haver outras (Aremu e Meshitsuka, 2005).

A Figura 2.7 (A-F) ilustra mudancas na morfologia nuclear em culturas
primérias de astrocitos tratadas com o AI**. A Figura 2.7 (A) exibe células
controle e a Figura 2.7 (B-F) mostra células tratadas com o aluminio e a glicina.
Destaca-se que células com manchas homogéneas no nucleo sdo consideradas
viaveis enquanto células com a presenca de condensacdo ou fragmentacdo de
cromatina sugerem a apoptose (Aremu e Meshitsuka, 2005).

A pesquisa (Aremu e Meshitsuka, 2005) sugere que estudos sobre a

neurotoxicidade do AP

devem reputar os aminoacidos como bons candidatos
para a promocdo da absorcdo celular do metal sob a forma de complexos.
Ademais, ao se considerar o prejuizo no metabolismo dos astrdcitos e seu
comprometimento devido a apoptose pelo aumento do acumulo de aluminio é

preciso ponderar a perda da regulacdo dos astrocitos e de sua atuacdo no SNC


http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=1DCnjLdmbc18Pkf493K&name=Meshitsuka%20S&ut=000226702600015&pos=2
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=1DCnjLdmbc18Pkf493K&name=Meshitsuka%20S&ut=000226702600015&pos=2
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=1DCnjLdmbc18Pkf493K&name=Meshitsuka%20S&ut=000226702600015&pos=2
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=1DCnjLdmbc18Pkf493K&name=Meshitsuka%20S&ut=000226702600015&pos=2
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=1DCnjLdmbc18Pkf493K&name=Meshitsuka%20S&ut=000226702600015&pos=2
DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012270/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1012270/CA

55

como uma forma de causar a neurodegeneracdo do Alzheimer (Aremu e
Meshitsuka, 2005). E valido ressaltar a importancia dos astrocitos na biossintese

de fosfolipidios no cérebro (De Koning, 2003).

Figura 2.7 - Mudancas na morfologia nuclear em culturas primarias de astrocitos tratadas
com A" (Reproduzida com permiss&o de Aremu e Meshitsuka, 2005).

2.3.1 Metionina (Met)

A Met é um aminoacido sulfurado essencial que possui como provaveis
sitios de ligacdo 0s grupamentos amina, carboxilato e tioéter (Lehninger, 2002).

A Hcis e a Cis sdo produzidas a partir da Met. Quando o nivel de Met é
satisfatorio para o desempenho das reacfes metabdlicas, a Hcis fabricada entra na
via de transulfuragdo e é convertida em cistationina. No entanto, quando a
conservacao de Met é necessaria, a Hcis é remetilada e a producéo de Hcis e Cis €
interrompida (Lehninger, 2002).

Esse aminoacido atua na biossintese proteica (por ser um aminoacido das
cadeias polipeptidicas); na sintese proteica (por produzir Hcis e Cis); na formacéo
de S-adenosilmetionina (que prové grupos metil para a sintese de epinefrina,
fosfatidilcolina, creatina, nucleotideos metilados e melatonina); na sintese da

glutationa (GSH) (um substrato para desintoxicacdo da GSH-S-transferase e
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antioxidante da GSH peroxidase); e no mecanismo antioxidante de proteinas
(Urdaneta et al., 2006). A Met é um dos aminoacidos oxidados com mais
facilidade, seu estado oxidativo é regulado in vivo pela Met sulféxido redutase
(Barreiros, David e David, 2006 e Binger et al., 2010).

Células de bactérias em que a Met é substituida por norleucina exibem um
estresse oxidativo maior e morrem mais ligeiramente quando expostas ao
hipoclorito, ao perdxido de hidrogénio ou a radiacGes ionizantes. Espécies reativas
de oxigénio, em geral, reagem naturalmente com residuos de Met em proteinas
para formar sulfoxido de Met, por conseguinte, hd a supressdo de espécies
reativas. Como a maioria das células tem a enzima Met sulfoxido redutase,
catalisadora da reducdo da Met sulfoxido para Met, os residuos de Met atuam
como antioxidantes cataliticos enddgenos em células (Luo e Levine, 2009).

A Met tem relagBes com lesBes hepéticas (Soon Jr. et al., 2010), patogénese
de amiloidoses (Binger et al., 2010 e Wong et al., 2010), doenca de Creutzfeldt-
Jakob (enfermidade neurodegenerativa rara em humanos, que faz parte do grupo
de encefalopatias espongiformes transmissiveis ou doencas de prion) (Rodriguez-
Martinez et al., 2010), doencas autoimunes (Giuseppe et al., 2010), depressao
histadélica (altons niveis de histamina) (Franco, 2005), esquizofrenia (Franco,
2005 e Tueting et al., 2010), esclerose lateral amiotrofica (Ghoddoussi et al.,
2010), doenca de Parkinson e Alzheimer (Franco, 2005).

2.3.1.1 Metionina e adoenca de Alzheimer

A Met estd entre 0os aminoacidos presentes no peptideo Ap e ocupa a
posicdo 35 na sua sequéncia da estrutura primaria. Ela é importante para a
neurotoxicidade, com propensdo para reduzir metais de transicdo e formar
espécies reativas de oxigénio.

Pesquisas tém qualificado a AB como uma metaloproteina que se liga a ions
de elementos de transicdo. Trabalhos citam a Met 35, localizada na regido
carbofilica C-terminal, como sitio de ligagdo. Quando a AP perde a Met sobrevém
uma baixa capacidade de reduzir Cu?* a Cu'*, o que dificulta a ligacdo do metal
ao peptideo e evita assim seu acimulo nas placas amil6ides (Atwood et al., 1998,
Atwood et al., 2000 e Huang et al., 1999).

Estudos teoricos (Schoneich et al., 2003) tém sugerido como intermediarios
cations do peptideo AP. Esses radicais seriam estabilizados através da formacéo
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de ligacdo com &atomos de oxigénio ou de nitrogénio de ligacGes peptidicas
adjacentes. Embora, a formacéo de ligacdes enxofre-oxigénio seja cineticamente
preferida, em escalas de tempo mais longas, as ligacbes enxofre-oxigénio
convertem-se em ligagdes enxofre-nitrogénio, sendo esse um processo pH-
dependente (Schoneich et al., 2003).

Um grupo de pesquisa desenvolveu um modelo de estresse oxidativo para
elucidar a neurotoxicidade do peptideo AP baseado no residuo de Met. A analise
sugeriu associacdo do residuo com a formacéo de fibrilas e a geracdo de estresse
oxidativo. Isto ficou evidenciado in vitro depois da substituicdo do aminoécido
pela norleucina, que ndo possui enxofre em sua composi¢cdo (Butterfield et al.,
1999).

Quando o residuo Met-35 é substituido por uma Cis, o estresse oxidativo do
Alzheimer também é suavizado (Butterfield e Boyd-Kimball, 2005). Logo, a
substituicdo da Met por outro aminoacido mitiga a agdo pré-oxidante da Ap, o que
diminui a oxidacdo de proteinas e, portanto, a sua neurotoxicidade.

Entretanto, outro estudo in vitro que realizou a substituicdo da Met 35 por
norleucina ou valina mostrou que a substituicdo influencia moderadamente a AP,
porém, ndo causa alteracdes na neurotoxicidade do peptideo, o que indica que a
Met ndo seria tdo importante para a toxicidade dele (Maiti et al., 2010).

Outra pesquisa indicou o papel fundamental da Met 35 no desenvolvimento
da doenca de Alzheimer, visto que a reatividade de peptideos sem a Met é muito
menor e seu dtomo de enxofre € capaz de ativar os sitios alquis proximos a ele,
mas também os distantes (Francisco-Marquez e Galano, 2009).

Além disso, um estudo in vivo (Butterfield et al., 2010) mostrou a
necessidade da existéncia de um residuo de Met individual na posicdo 35 do
peptideo amildide para ocorréncia de dano oxidativo. Isso evidenciou pela
primeira vez o destaque da Met 35 para o estresse oxidativo no cérebro de um
modelo de mamiferos. Contudo, ha divergéncias entre as investigacdes. Testes
(Walter et al., 1997 e Varadarajan et al., 2000) com ratos revelaram ndo haver
ligacdo de ions metalicos pelo residuo de Met da Ap.

De um modo geral, a Met 35 do peptideo AP ¢é considerada, até o momento,
importante para as reag0es redoxes que promovem o estresse oxidativo e deve

contribuir para a toxicidade induzida pela AP, todavia, ainda hé controvérsias.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012270/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1012270/CA

58

Além da presenca da Met na A, o seu estado redox parece desempenhar
um papel crucial em agdes neurotdxicas do peptideo, que induz a uma reducao
dependente do tempo da viabilidade celular. A AB com o residuo Met-35 oxidado
é significativamente menos danosa ao organismo, pois ndo eleva a expressdo de
genes pré-apoptdticos (Clement et al., 2006). A superexpressdo de tais genes
induz a liberagdo do citocromo ¢ da membrana interna mitocondrial e de outros
fatores citossolicos que propiciam o processo apoptotico.

Quando ocorre a oxidacdo da Met-35 para Met sulféxido ha uma dificuldade
significativa na formacgdo das fibrilas em pH fisioldgico. Ademais, a Met
sulfoxido altera a morfologia caracteristica da AP e previne a formacdo da
protofibrila, intermediario chave na amiloidose-beta e associada a neurotoxicidade
(Hou et al., 2002).

Investigagdes (Dado e Gellman, 1993 e Naslund et al., 1994) em placas
amiloides mostraram existéncia de alta propor¢do de Met sulfoxido e de produtos
de reacOes de estresse oxidativo envolvendo a Met. Exames de modelagem
estrutural sugeriram que a oxidacdo da Met deforma significativamente a estrutura
secundaria da AP (Dado e Gellman, 1993 e Naslund et al., 1994).

As agdes neurotdxicas do peptideo AP podem ser modificadas intensamente
pelo estado redox do residuo de Met 35 e a oxidacdo reversivel da Met em
proteinas tem funcdo antioxidante, de modo que um decréscimo na concentracdo
ou na atividade da Met sulfoxido redutase pode promover a doencga de Alzheimer
(Misiti, Clementi e Giardina, 2010).

Uma pesquisa feita com células de neuroblastoma mostrou que o estado
redox da Met 35 modula a expressdo e a atividade da Met sulfoxido redutase, e
parece proteger as células de dano proteico oxidativo e morte celular. Em células
com a Met oxidada, a atividade da Met sulféxido redutase e os niveis de RNA
mensageiro aumentam, diferentemente do que ocorre quando a Met encontra-se
reduzida. Tal fato sugere variacdo da toxicidade dos peptideos Ap com Met-35
com a habilidade da forma oxidada de diminuir o estresse oxidativo, ao aumentar
a expressdo génica e a funcdo da Met sulfoxido redutase, o que alude uma
possibilidade terapéutica da Met sulfoxido redutase na doenca de Alzheimer
(Misiti, Clementi e Giardina, 2010).

O metabolismo da Met ainda pode estar diretamente correlacionado a

doenca de Alzheimer. Camundongos com a APP mutante com elevados niveis de
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ingestdo de Met apresentam variadas mudangas neuroquimicas, entre elas
aumento das concentragdes no cérebro de Hcis, S-adenosilmetionina, A, proteina
Tau, proteina Tau-fosfatada e colesterol. Ressalta-se que tais modificacdes séo
vistas em animais alimentados com muita Met, mas ndo naqueles com uma dieta
deficiente em vitaminas do complexo B e &cido fdlico. Isto indica que a
hiperhocisteinemia deve-se principalmente a alta concentracdo de Met. Além
disso, parece haver uma ligacdo entre a APP e o metabolismo da Met, o que
sugere um papel para o metabolismo de Met na patogénese da doenca de
Alzheimer (McCampbell et al., 2011).

Como ja mencionado, o peptideo AP, comum nos cérebros acometidos por
Alzheimer, possui uma Met na posicdo 35, na parte hidrofobica C-terminal, que
pode atuar como um dos sitios de interacdo para metais (Atwood et al., 1998,
Atwood et al., 2000 e Huang et al., 1999). Sabe-se que a agregagdo da AP ¢é
fortemente influenciada pela ligacdo dos peptideos aos ions metélicos, como o
aluminio, encontrados em altas concentracGes nas placas amil6ides (Domingo,
2006 e Drago et al., 2008b), de modo que talvez haja alguma interacdo entre o
aluminio e a Met na Ap.

Somado a isso, 0 aluminio age como um agente pro-oxidante no cortex e no
cerebelo, causando neurolipofuscinogénese e alteracdo do comportamento da
atividade neural (Manzano-Ledn e Mas-oliva, 2006), porém, a melatonina,
antioxidante presente no organismo humano oriundo da Met, mesmo na presenga

de AI** consegue atuar como antioxidante (Garcia et al., 2010).

2.3.2 Cisteina (Cis)

A Cis é um aminoécido sulfurado parcialmente essencial. Em situacdes
normais condicionadas a espécie, a maturacdo, a dieta, ao estado nutricional e a
condicdo patofisioldgica, é sintetizado pelo préprio organismo (Waitzberg, 2004).

Ela possui diferentes vias metabdlicas e importantes fungdes no organismo.
Cita-se a sintese proteica, que auxilia no crescimento e no balango de nitrogénio
corporeo, a sintese de proteinas ferro-enxofre, formadas a partir do enxofre
reduzido e da conjugacdo de acidos biliares (Lehninger, 2002) e a atuacdo nas
fungdes linfocitarias como o aumento na atividade citotoxica dos linfocitos T
(Waitzberg, 2004).
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Tal aminoacido, assim como os demais que contém enxofre, contribui para a
manutengdo e a integridade dos sistemas celulares, ao influenciar reacgdes
organicas redox e a capacidade celular de se descontaminar de compostos téxicos,
radicais livres e espécies reativas de oxigénio (Lehninger, 2002).

Variagdes nos niveis de Cis e ou defeitos nas enzimas que participam na
regulacdo do metabolismo de enxofre produzem desequilibrio da reserva do
elemento e uma diversidade de enfermidades humanas, que incluem
homocisteindria, cisteindria, a sindrome da apneia obstrutiva do sono (Cintra et
al., 2011), a doenca fibrética do pulm&o (Janssen-Heininger et al., 2010), doencas
cardiovasculares (Jones et al., 2011 e Go et al., 2010), defeitos no tubo neural,
doenca de Alzheimer, cancer (Townsend, Tew e Tapiero, 2004 e Yang et al.,
2013) e doenca de Parkinson (Muller e Kuhn, 2009 e Mueller e Muhlack, 2012).

Inclusive, um estudo (Lin et al., 2010) com mulheres acima de 45 anos, que
ndo tinham histérico de cancer ou de doenca cardiovascular, investigou a relacdo
entre o cancer de mama e os niveis plasmaticos de Hcis e de Cis. Encontrou-se
que o risco de cancer de mama ndo € relacionado aos niveis de Hcis, mas é aos de
Cis, sobretudo quando os niveis de folato sdo baixos (Lin et al., 2010). Isso
significa que o conhecimento da concentragdo sanguinea de Cis pode auxiliar na

previsdo do risco de cancer de mama.

2.3.2.1 Cisteina e adoenca de Alzheimer

Uma droga segura para a doenca de Alzheimer a partir da adicdo de um
residuo de Cis ao peptideo AP exibiu resultados positivos como o refor¢o da
imunogenicidade e a redugdo da quantidade de depdsitos de AP em animais
(Matsuda, Kaminaka e Nozaki, 2009).

Além disso, 0s compostos antioxidantes que possuem Cis, como o0
S-alil-L-cisteina (SAC), componente solivel em agua presente no alho, e a
N-acetil-cisteina tém efeitos protetores contra o Alzheimer.

O primeiro inibe a fibrilacdo da AP e desestabiliza as fibrilas AP pré-
formadas, o que impede o declinio cognitivo e protege 0s neurdnios da apoptose
neuronal induzida (Gupta e Rao, 2007). J& o segundo exerce efeito protetor a
partir da diminuigdo do estresse oxidativo e de marcadores da apoptose (Moreira
et al., 2007).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1012270/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1012270/CA

61

A N-acetil-L-cisteina € um precursor da glutationa com a¢fes antioxidantes
e, provavelmente, o0 seu uso prévio em pacientes com comprometimento cognitivo
leve ou com doenca de Alzheimer é vantajoso, pois, protege contra o estresse
oxidativo enddgeno mediado por doengas neurodegenerativas em comparacao
com um tratamento em uma idade mais avangada. A administracdo de N-acetil-L-
cisteina in vivo suprime a oxidacdo proteica e a nitracdo, aumenta o0s niveis e a
atividade da glutationa peroxidase no cerebro, eleva a atividade da glutationa
redutase e protege contra a peroxidacdo lipidica; provavelmente, devido a
propriedades, como a atividade antiinflamatoria ou a ativagdo de vias de
sinalizacéo de protecdo (Huang et al., 2010).

O S-propargil-cisteina (SPRC), anadlogo estrutural do SAC, é um
aminoéacido sulfurado que tem acdes cardioprotetoras. Em ratos é capaz de inibir
os efeitos da deterioragdo cognitiva e dos danos estruturais neuronais induzidos
pela AP, ao inibir a expressao do fator de necrose tumoral e de algumas proteinas
no hipocampo, o que indica uma possibilidade de terapia para o Alzheimer (Gong
etal., 2011).

O peptideo AP, encontrado em altas concentra¢des nos cérebros acometidos
por Alzheimer, induz a citotoxicidade no fator de crescimento neural, diminui a
viabilidade celular e o potencial da membrana mitocondrial, aumenta a atividade
da lactato desidrogenase e a fragmentacdo do DNA, reduz a atividade da Na,K-
ATPase, eleva as atividades da caspase-3 e caspase-8 — envolvidas com a
apoptose celular—, majora a producdo de proteinas e a expressdao de RNA
mensageiro para interleucinas (IL-1p e IL-6) e para o fator de necrose tumoral
(TNF). O S-etil-cisteina e o S-propil-cisteina, compostos sulfurados hidrofilicos
formados naturalmente em plantas Allium como alho e cebola, também agem
como agentes antioxidantes e anti-inflamatorios, e sdo capazes de impedir ou
atenuar a citotoxicidade e o estresse oxidativo que ocorre em doencas
neurodegenerativas como o Parkinson e o Alzheimer (Tsai et al., 2010).

No Alzheimer, tais compostos aliviam o estresse anti-inflamatério e a
apoptose provocada pela AP, o que resulta em um aumento na sobrevivéncia
celular. O pré-tratamento em culturas de células neuronais com o S-etil-cisteina
ou o S-propil-cisteina revelou que eles aumentam a viabilidade celular e o
potencial da membrana mitocondrial, reduzem a atividade da lactato

desidrogenase e a fragmentacdo do DNA, atenuam os efeitos da AP nas atividades
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da Na,K-ATPase, da caspase-3 e da caspase-8, suprimem a expressdo de RNA
mensageiro e diminuem a producdo de citocinas, logo séo agentes neuroprotetores
vigorosos contra a doenca de Alzheimer (Tsai et al., 2010).

Ademais, uma pesquisa mostrou que um heptapeptideo ciclico com Cis se
liga com alta afinidade a A, sendo homoélogo ao dominio extracelular rico em Cis
de muitas proteinas da familia Frizzled, que atuam como receptores
transmembrana e séo relacionadas ao desenvolvimento embrionario, a polaridade
celular, a formacdo de sinapses neurais, entre outros processos. A ligacdo que
ocorre entre as Frizzled no dominio rico em Cis e a AP poderia instigar a
neurotoxicidade. Assim, o homdlogo heptapeptideo ciclico com Cis faria o
bloqueio da interacdo, pois substituiria as proteinas Frizzled na ligacdo, o que
poderia ter fim terapéutico, afinal ndo ocorreria mais a inibicdo da sinalizacdo dos
receptores envolvidos em processos fisiologicos (Magdesian et al., 2008).

No mal de Alzheimer, o AI** aumenta a atividade da acetilcolinesterase,
porém, em estudo com ratos tratados com aluminio e pela administracdo crénica
de N-acetilcisteina incide a melhora da retencdo de memoria e a atenuacdo do
dano oxidativo e da atividade da acetilcolinesterase, o que mostra o efeito
neuroprotetor da N-acetilcisteina em doencas degenerativas (Prakash e Kumar,
2009), apesar da presenca do AI**. Logo, outros derivados da Cis, como 0 S-
propargil-cisteina, o S-etil-cisteina e o S-propil-cisteina, também devem manter
suas atividades neuroprotetoras, mesmo com altas concentracdes cerebrais de

AI**, 0 que é comum no Alzheimer.

2.3.3 Homocisteina (Hcis)

A Hcis é um derivado da Met necessario para manter a homeostase dos
compostos sulfurados no organismo. Ela tem efeito pré-inflamatério e promove o
estresse oxidativo (Mishra et al., 2010). Niveis de Hcis elevados no plasma ou no
soro sdo frequentemente originados por deficiéncias de enzimas cofatoras
vitamina B, e doador de metil folato (Kivipelto et al., 2009).

Niveis altos desse aminoacido liga-se a fatores genéticos, ao estilo de vida, a
menopausa e ao envelhecimento (Lehninger, 2002 e Kivipelto et al., 2009). A
Hcis celular, se em excesso, pode escapar para a circulagdo, e representar um fator
de risco para doenca aterosclerética, doenca coronaria, acidente vascular cerebral,

doenga vascular periférica, trombose venosa, embolia pulmonar, insuficiéncia
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renal, além de prever a mortalidade em seres humanos (Sachdev, 2005, Babiloni
et al., 2007, Kim, Cho e Kwon, 2008 e Nilsson, Gustafson e Hultberg, 2009). O
total de Hcis plasmatica também € um fator de risco para lesdes na substancia
branca, doencas cerebrovasculares, deméncia vascular e atrofia cerebral
(Risselada et al., 2009, Firbank et al., 2010 e Smith et al., 2010). Somado a isso, 0
aumento da quantidade plasmética de Hcis agrava a cardiomiopatia diabética
(Mishra et al., 2010), colabora para a patogénese da sindrome dos ovarios
policisticos (Temel et al., 2010) e a neuropatologia da psicose (Kale et al., 2010),
além de ser relacionado a esquizofrenia (Garcia-Miss et al., 2010).

Estudos clinicos evidenciaram também a possibilidade de altos niveis
plasmaticos de Hcis aumentarem, além do risco dessas enfermidades, o de
doencas neurodegenerativas, todavia, o efeito da Hcis em neurbnios e o
mecanismo celular de inducdo da neurodegeneracdo ainda séo ignotos (Sachdev,
2005, Babiloni et al., 2007, Kim, Cho e Kwon, 2008 e Nilsson, Gustafson e
Hultberg, 2009).

Inclusive, pacientes com deméncia podem possuir distdrbios
comportamentais ligados a depressdo, especialmente os com deméncia moderada
a grave. A depressdo maior e os disturbios comportamentais em pacientes com
Alzheimer estdo associados a progressdo da doenca e a altos niveis de Hcis no
plasma. Conforme os niveis de Hcis se elevam, aumenta-se a sintomatologia dos
disturbios comportamentais (Chen et al., 2010).

Uma pesquisa feita com pacientes acometidos por esclerose lateral
amiotrodfica, paralisia supranuclear progressiva ou doenca de Parkinson mostrou
que os niveis de Hcis e de metilmalonato ndo diferem significativamente entre tais
doencas neurodegenerativas. Isso sugere que a Hcis e o metilmalonato podem ser
liberados em consequéncia da neurodegeneracdo, independentemente da causa
subjacente, ou que eles podem estar associados as patogéneses das doencas, ja que
niveis elevados de Hcis e de metilmalonato sdo neurotoxicos. De qualquer forma,
tanto a Hcis quanto o metilmalonato servem como marcadores do processo
degenerativo (Levin et al., 2010). A neurotoxicidade da Hcis envolve eventos
glutamatérgicos e oxidativos (Loureiro et al., 2010).

A administracdo aguda de Hcis promove a elevacdo dos parametros
inflamatorios, pois ocasiona a ativagdo imune pelo aumento de citocinas pro-
inflamatdrias (TNF-a, IL-1B e IL-6), de quimiocina (MCP-1) e dos niveis de
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nitrito no hipocampo, no cortex cerebral e no soro, além de aumentar o numero
relativo de neutréfilos e mondcitos no sangue. 1sso indica que a inflamacéo liga-se
as disfuncdes neuronais e cardiovasculares de pacientes com concentracfes altas
de Hcis (Cunha, Ferreira e Wyse, 2010).

2.3.3.1 Homocisteina e a doenca de Alzheimer

Niveis elevados de Hcis majoram o risco da doenca de Alzheimer, pois, ela
compromete os neurbnios pela inducdo de apoptose, fragmentacdo do DNA e
hiperfosforilagdo da Tau (Ho et al., 2010 e Suszynska et al., 2010). Enfermos com
grandes quantidades de Hcis parecem apresentar duas vezes mais risco de
desenvolver Alzheimer do que pessoas com niveis baixos, ao se considerar a
exclusdo dos fatores de risco (Kivipelto et al., 2009 e Annerbo, Kivipelto e Lokk,
2009).

O disturbio no metabolismo de Hcis € um fator de risco para a doenca de
Alzheimer e pode contribuir para a sua fisiopatologia, por meio da acumulacéo de
AP e ou de Tau fosforilada. Uma pesquisa mostrou que os niveis de AB-42 néo
sdo relacionados as concentracBes no liquido cefalorraquidiano de Hcis, de
S-adenosilmetionina, de S-adenosil-homocisteina ou de 5-metiltetrahidrofolato
nem no Alzheimer, nem em individuos saudaveis, o que indica conexao entre a
alteracdo do metabolismo de Hcis e a acumulagéo de Tau fosforilada (Popp et al.,
2009).

Um estudo demonstrou que a concentracdo de Hcis aumenta de
15,93 nmol.L™* em pacientes sem desvios cognitivos para 18,78 nmol.L™ em
pacientes acometidos pelo Alzheimer. O nivel plasmético de Hcis aumentaria com
a severidade da deméncia enquanto o de vitamina B, diminuiria (Siuda, Targosz
e Opala, 2009).

Numa pesquisa observou-se que quando ocorre conversao de pessoas
saudaveis em acometidas com Alzheimer hd um elevado aumento de Hcis se
comparado a conversdo de pessoas saudaveis em acometidas com transtorno
cognitivo leve. Logo, um maior acimulo de metabdlitos toxicos tais como a Hcis,
pode favorecer o desenvolvimento da doenca de Alzheimer (Blasko et al., 2008).

H& indicios que apontam a ligagdo da Hcis ao aumento do estresse
oxidativo, a danos ao DNA, ao desencadeamento de apoptose e a excitotoxicidade

— mecanismos essenciais da neurodegeneracdo—. Estudiosos tém investigado se a
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reducéo das concentracdes de Hcis poderia reduzir a incidéncia de Alzheimer e os
resultados revelaram-se positivos (Morris, 2003, Dwyer et al., 2004 e Sachdev,
2005).

Embora os altos niveis totais de Hcis nos pacientes com Alzheimer estejam
ligados & sua incidéncia, esses ndo mostraram relagdo significativa com a
severidade da doenca (Talebi et al., 2008). De modo que alguns trabalhos
apontam que ela participa apenas no desenvolvimento do Alzheimer e ndo em sua
progresséo clinica.

Entretanto, individuos com a doenca de Alzheimer ou com a deméncia
vascular possuem niveis plasmaticos de Hcis basal e pds-carga de Met altos se
comparados a individuos saudaveis, o que confirma a contribuicdo de uma
guantidade cronicamente elevada de Hcis para a degeneracdo neuronal em
pacientes com deméncia (Kivipelto et al., 2009 e Villa et al., 2009). A alta
concentracdo de Hcis na doenca de Alzheimer pode relacionar-se a injdria da
funcdo endotelial, apesar da auséncia de lesdes cerebrovasculares (Piazza et al.,
2012).

Comumente, em pacientes com Alzheimer, ocorre uma elevacao no nivel de
Hcis desde o inicio da doenca, possivelmente relacionada a sua patogénese por
meio dos mecanismos de ativacdo do receptor NMDA, de influxo de célcio, de
producdo de espécies reativas de oxigénio, de danos ao DNA e de apoptose.
Ademais, as mudancas nos niveis de Hcis estdo ligadas ao estresse oxidativo e a
deplecéo de glutationa (Morillas-Ruiz et al., 2010 e Sinha et al., 2010).

Concentracfes altas de Hcis, mas dentro da faixa normal entre os idosos
relacionam-se intensamente a taxa de declinio cognitivo global em pacientes com
doenca de Alzheimer. Inclusive a quantidade de Hcis plasmatica total no inicio da
doenca ajuda a prever a taxa de declinio cognitivo. De modo que quanto maior a
concentracdo de Hcis, mais rapido é o declinio. A concentracdo de Hcis pode com
facilidade ser diminuida pelo tratamento com vitamina B, entretanto, ndo ha
comprovacdes que tal terapéutica atenue a taxa de declinio cognitivo em pacientes
com Alzheimer (Oulhaj et al., 2010).

O ion aluminio promove a fosforilagdo da proteina Tau, o que induz a
formagéo e o crescimento do emaranhado neurofibrilar (Ferreira et al., 2008 e
Walton, 2010), caracteristico da doenca de Alzheimer. Inclusive, nas celulas

piramidais do hipocampo dos pacientes acometidos com a doenca, ha reservas
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citoplasmaticas de agregados de complexos formados entre o aluminio e a Tau
hiperfosforilada (Walton, 2010).

No Alzheimer, altos niveis de Hcis afetam os neurdnios pela inducédo de
apoptose, fragmentacdo de DNA e hiperfosforilacdo da Tau (Ho et al., 2010 e
Suszynska et al., 2010) e a alteracdo do metabolismo de Hcis na doenca deve estar
atrelada a uma acumulagéo de Tau fosforilada (Popp et al., 2009).

Sendo assim, o aluminio(lll) pode originar a fosforilacdo anormal da
proteina Tau, ligada a altos niveis de Hcis, um fator de risco para a doenca de

Alzheimer.

2.3.4 Penicilamina (Pen)

A Pen é um aminoacido sintético produzido através de hidrélise pela
degradacéo da penicilina. Nao é considerado um antibio6tico, mas sim um farmaco
da classe das penicilinas (Aronson, 2006).

A forma utilizada para os tratamentos medicamentosos é a dextrdgira
purificada. Evita-se até a mistura racémica, pois a forma levogira é considerada
toxica e antagonista da piridoxina, importante coenzima para o metabolismo
humano (Aronson, 2006).

A absorcdo da D-Pen pode ser dificultada por antidcidos ou pela
alimentacdo, por isso, geralmente, é ingerida, no minimo, 2 horas ap6s uma
refeicdo. O aminoéacido possui algumas caracteristicas como solubilidade,
estrutura quimica e tamanho que o tornam uma droga util. Quando combinado a
metais forma complexos menos toxicos ao organismo, e a formacdo de pontes
dissulfeto permite configurd-los com uma boa solubilidade (Aronson, 2006).

A Pen ¢é metabolizada no figado e boa parte é eliminada na urina ou nas
fezes sob a forma de dissulfetos de baixo peso molecular e de
S-metil-penicilamina. Contudo, uma por¢do forma sulféxidos ou complexos
estaveis de alta meia-vida com a albumina. H& assim a bioacumulacdo vagarosa a
medida que a Pen € utilizada (Aronson, 2006).

A forma enantiomérica D-Pen € largamente usada no tratamento de artrite
reumatoide, doenca de Wilson, cisteinuria e intoxica¢do por metais como chumbo,
cadmio, mercurio ou ouro (Aronson, 2006). O uso medicamentoso na doenca de

Wilson é o mais conhecido.
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A doenga de Wilson é uma degeneragdo hepatolenticular, promovida por um
gene autossdmico recessivo, em que ha o distirbio no metabolismo de cobre
caracterizado pelo prejuizo na sintese ou na funcdo da ceruloplasmina, a qual se
liga a0 metal e o transporta pelo organismo. Desta forma, 0s niveis séricos e a
excrecdo urinéria de cobre encontram-se aumentados. As principais caracteristicas
da enfermidade séo as manifestacGes neuroldgicas, os anéis de Kayser-Fleischer
nos olhos e a hepatite cronica. O tratamento baseia-se na reducdo da ingestdo
dietética do cobre e no uso de agentes quelantes, como a D-Pen, que mobilizam o
cobre ao formar complexos excretados pela urina (Brewer e Yuzbasiyangurkan,
1992, Shils et al., 2003, Fujiwara et al., 2006 e Medici, Rossaro e Sturniolo,
2007).

Na ressonancia magnética nuclear por imagem (RMI) do cérebro dos
pacientes acometidos pela enfermidade, pode-se observar no mesencéfalo a
formacdo de uma imagem semelhante a face de um urso, como nota-se na Figura

2.8, por isso, muitas vezes a chamam de doenga da “face de panda gigante”.

Figura 2.8 - RMI do cérebro de um paciente com Doenc¢a de Wilson (Reproduzida com
permissao de Brito et al., 2005).

A D-Pen também é uma droga citotoxica para as células cancerosas. Ela
gera doses dependentes de espécies reativas de oxigénio através da oxidacao
catalisada pelo cobre, 0o que aumenta os niveis intracelulares de espécies reativas
de oxigénio. A Pen e a N-acetil-cisteina podem promover a apoptose em diversos
tipos de células cancerigenas humanas, no entanto, 0 mecanismo molecular ainda
é desconhecido, embora a apoptose induzida pareca ser mediada pelo estresse do
reticulo endoplasmatico, organela celular associada a desintoxicagdo (Guan et al.,
2010 e Wadhwa e Mumper, 2010).
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Um dos fatores de risco de destaque para os canceres bucal, do trato
aerodigestivo e do pulmé&o é a fumaca do cigarro. Anélises in vitro com cancer de
pulmdo e bucal mostraram que a D-Pen € um forte agente protetor contra a
fumaca do cigarro, tanto na auséncia quanto na presenca de saliva. Logo em uma
condicdo altamente pré-oxidante, ela apresenta capacidade anti-inflamatéria. A
D-Pen também protege contra um aumento de carbonilas, que representa a
oxidacdo de proteinas (Nagler et al., 2010).

Além disso, este aminotiol € antiangiogénico, diminui a permeabilidade
vascular e ainda inibe a proliferagdo de células endoteliais humanas e o fator de
crescimento endotelial celular (Wadhwa e Mumper, 2010).

Entre os pacientes que utilizam a D-Pen, aproximadamente 30% tém
reacOes de hipersensibilidade no primeiro més de tratamento, como febre, erupcao
cuténea e linfadenopatia. Porém, ha ainda a possibilidade de efeitos secundarios
que envolvem a pele, as articulagGes (artropatia), o sistema imunoldgico e a
depressdo da medula dssea (Sternlieb, 2000 e Fujiwara et al., 2006).

Estudo com ratos revelou que a Pen pode ligar-se covalentemente com
grupos aldeidos para formar irreversivelmente o anel tiazolidina, como se observa
na Figura 2.9. Isso propiciaria a ativagdo de macrdéfagos rapidamente, o que

acontece antes da reacdo imune.
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Figura 2.9 - Formacéo da tiazolidina na superficie de macréfagos por meio da ligacao da
Pen a um aldeido (Reproduzida com permisséao de Li, Mannargudi e Uetrecht, 2009).

A ativacdo pode ocasionar a autoimunidade, j& que os macrofagos
participam da iniciagdo da resposta imune. Independentemente da concentragdo da
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Pen, essa reage tanto com macrdfagos quanto com outras células do bagco, mas
preferem as primeiras. Destaca-se que a reacdo irreversivel entre o aldeido de
moléculas sinalizadoras macréfagos e a Pen pode ser um dos fatores da fase
inicial da patogénese da reacdo adversa mediada pela imunidade provocada pela
Pen (Li, Mannargudi e Uetrecht, 2009 e Li e Uetrecht, 2009). Percebe-se também
ela eleva a producéo de citocinas, como o TNF e as IL, associadas a ativacdo dos
macrofagos (Li e Uetrecht, 2009).

Figura 2.10 - Pescoco de um homem de 26 anos com doenca de Wilson tratado com
Pen, que apresentou uma das reag8es adversas do medicamento, as papulas de Brown
(Reproduzida com permissao de Khatu et al., 2011).

A D-Pen também pode causar, apds longo tempo de uso, dermatoses
degenerativas como equimoses, linfangiectasia e elastose perfurante serpiginosa.
A Ultima nem sempre se manifesta clinicamente. Quando ela é induzida pela Pen,
exibe alteracOes histopatolégicas distintas das fibras elasticas da derme, observada
na Figura 2.10 (Khatu et al., 2011).

Como ja citado, a mistura racémica e a forma levogira inibem as enzimas
dependentes de piridoxina, pois causam sua deficiéncia, e sdo, portanto,
neurotédxicas (Aronson, 2006). A forma dextrégira é fracamente neurotdxica. Em
alguns casos, pode provocar polineuropatia ou reacGes alérgicas. Muito raramente,
ocasiona neuropatia 6ptica e polirradiculoneurite aguda ou sindrome de
Guillain-Barré. Pacientes que ja possuam algum problema neuroldgico nos quais
se inicie o tratamento com a D-Pen podem sofrer piora na sintomatologia e até a
morte (Aronson, 2006).

N&o se sabe se o0 acometimento no sistema nervoso é causado pela
capacidade da Pen de sequestrar metais, o que poderia acarretar uma mudanca nos
niveis de elementos necessarios ao cérebro ou se é devido a outras propriedades,

como a doagéo de grupos sulfridril (Aronson, 2006).
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2.3.4.1 Penicilamina e a doenca de Alzheimer

Com o envelhecimento e em diversas doencas neurodegenerativas, had o
acumulo de ions metalicos no cérebro. No Alzheimer, esses se acumulam e
depositam-se com o peptideo Ap.

O efeito de quelacdo da D-Pen sobre o cobre na doenca de Wilson pode ser
aproveitado nos pacientes com doenca de Alzheimer, porque a partir da formacéo
de complexos, ela seria capaz de reduzir o estresse oxidativo.

Uma pesquisa realizou o tratamento com a droga e notou que antes de
usa-la, o total de perdxidos e o conteudo de cobre nos pacientes com Alzheimer
eram altos enquanto os niveis de antioxidantes eram baixos. Ap0s seu uso, houve
reducdo do estresse oxidativo, contudo, ndo foi observada diferenca no declinio
cognitivo (Squitti et al., 2002).

Logo, acredita-se que ha a formacdo de quelatos com o ion cobre, o que
deixa uma menor quantidade de cobre livre, habil a participar de reacdes com as
espécies reativas de oxigénio.

Assim, a interacdo da Pen com os ions metalicos tem sido estudada, a fim de
se desenvolver uma droga segura para alterar a progressdo da doenca. A estratégia
de reducdo de ions metalicos no cérebro através da administracdo de quelantes é
promissora (Cherny et al., 2000 e Rossi et al., 2002).

Estudo mostrou que sistemas de nanoparticulas com quelantes conjugados
podem atravessar a barreira hematoencefalica. Por isso, investigacdes acerca da
precipitacdo de ions metalicos com os sistemas de nanoparticulas no lugar de
peptideos AP vém sendo realizadas (Cui et al., 2005).

O aluminio tem uma alta concentracdo no tecido cerebral de pessoas que
sofrem de certas doencas degenerativas, como o Alzheimer (Perl, 1988). O
conteddo aumentado em cérebros maduros pode ser devido a exposi¢do maior
com a idade ou a habilidade diminuida de remocdo (Tripathi et al., 2009).

Como a Pen pode interagir com ions metalicos, ao captura-los e elimina-los
em formas menos toxicas ao organismo, cabe-se destacar a possibilidade da droga
atuar na diminuigdo da concentragdo do aluminio no Alzheimer por meio da
formagéo de quelatos (Cherny et al., 2000 e Rossi et al., 2002) ou de sistemas de

nanoparticulas com quelantes conjugados (Cui et al., 2005).
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