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Capitulo |

Relatério de Estagio em Industria Farmacéutica

~ bluepharma

Sob a orientagao da Dra. Ana Sofia Jeronimo



Lista de Abreviaturas

BD — Business Development
Bluepharma — Bluepharma Industria Farmacéutica S.A.

SWOT - Strenghts, Wheaknesses, Opportunities and Threats



I. Introducio

O estagio curricular é parte integrante do plano curricular do Mestrado Integrado em
Ciéncias Farmacéuticas. Assim, a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
possibilita aos seus estudantes a realizagdo de um estagio curricular durante um periodo de
seis meses, que deverao ser divididos entre a Farmacia Comunitaria e outra area do ramo
farmacéutico.

De acordo com o meu interesse, candidatei-me a um estagio na area da Industria
Farmacéutica, na Bluepharma Industria Farmacéutica S.A., onde fui aceite no departamento de
Business Development (BD).

A Bluepharma Industria Farmacéutica, S.A. é uma empresa farmacéutica de capital
portugués pertencente ao Grupo Bluepharma, que se encontra estrategicamente localizada
em Sao Martinho do Bispo, Coimbra. Em 2018, a Bluepharma exportou cerca de 87% da sua
producao interna para 40 paises do mundo inteiro. Atualmente, a empresa cobre os principais
mercados farmacéuticos mundiais. Entre as principais areas de atividade desta empresa
destacam-se a produgao de medicamentos de marca prépria e para terceiros, a investigacao
de novas tecnologias na area da salde, o desenvolvimento e registo de medicamentos, assim
como a comercializagio de medicamentos genéricos.

Com vista a um continuo desenvolvimento técnico-cientifico da empresa, a Bluepharma
possui diversas parcerias com centros de investigagao nacionais e internacionais, destacando-
se a ligacao a Universidade de Coimbra e aos seus centros de investigagao.

Neste estagio de trés meses, foi-me dada a possibilidade de aprender e dar apoio a todos
os elementos da equipa do departamento do BD. O BD possui diversas atividades, das quais
se destaca o desenvolvimento de relagdes bilaterais com empresas e/ou distribuidores
farmacéuticos nacionais e internacionais, criar oportunidades de negocio para servigos de
investigagao, desenvolvimento e de fabrico de produto por contrato e promover o
licenciamento e transferéncia de tecnologia desenvolvida pela Bluepharma, estabelecendo
acordos licenciamento e distribuigao com empresas de todo o mundo.

Este estdgio apresentou-se-me como uma oportunidade de aplicar conhecimentos teéricos
adquiridos durante a frequéncia do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas. Para além
disto, permitiu-me ainda a interiorizagao de conhecimentos fora do dominio farmacéutico,
como manuseamento de sistemas informaticos e potenciar conhecimentos na area comercial

e negocial relacionada com o medicamento.



O presente relatério apresenta-se na forma de uma analise SWOT (Strengths, Weaknesses,
Opportunities, Threats), em que é dado realce aos pontos fortes e fracos, bem como

oportunidades de melhoria e potenciais ameagas deste estagio.

Tabela | — Analise SWOT do Estagio Curricular em Industria Farmacéutica

Pontos Fortes Pontos Fracos

- Integragao na equipa do BD - Duragao do estagio

- Formacgao interna e material de trabalho - Falta de formagao académica

- Tarefas desenvolvidas

- Experiéncia em Industria Farmacéutica - COVID-19
- Aquisicao de conhecimentos

- Experiéncia em Teletrabalho

2. Analise SWOT

A andlise SWOT sera a ferramenta de avaliagao do estagio curricular desenvolvido na
Bluepharma entre 6 de janeiro e 31 de margo do presente ano civil. Nesta avaliagao, serao
detalhados os pontos fortes (Strengths), os pontos fracos (Weaknesses) do estagio, bem como

as potenciais oportunidades (Opportunities) e ameagas (Threats).

2.1 Pontos Fortes

2.1.1 Integracao na equipa do BD

A equipa do BD da Bluepharma é uma equipa jovem, dindmica e multidisciplinar que
procura sempre aprofundar o seu conhecimento acerca dos assuntos que envolvem o
medicamento. Aquando da minha entrada para esta equipa, os colegas e a responsavel de
departamento rapidamente procederam a minha integragao. Foi também muito importante
para a minha adaptagao a disponibilidade de todos os colegas em esclarecer as minhas duvidas.
Esta equipa reline-se todos os dias sem falta para uma troca de ideias relativamente aos

diversos temas relacionados com as tarefas de cada elemento, avaliagio de objetivos,



designagao de tarefas a executar, e demais temas relevantes para as suas atividades com o

auxilio da metodologia Kaizen.

2.1.2 Formacao interna e material de trabalho

A Bluepharma possibilita aos seus estagiarios a presenca em formagoes internas que sao
lecionadas para os seus colaboradores. Estas formagoes sao uma ferramenta muito importante
para que os estagiarios consigam fazer a ligagao entre os conhecimentos adquiridos na
faculdade e a realidade da industria farmacéutica.

Para além disto foi-me facultado, desde o primeiro dia, um computador portatil da empresa

para que eu pudesse exercer todas as atividades durante este estagio.

2.1.3 Tarefas desenvolvidas

O estagio na Bluepharma permitiu-me, numa primeira fase, adquirir conhecimentos basicos
para posteriormente serem aplicados nas mais diversificadas tarefas que executei ao longo
deste estagio.

No decorrer deste periodo desenvolvi pesquisas para mercados de interesse da
Bluepharma, com o objetivo de aprofundar o conhecimento interno acerca dos mesmos.

Para além disto, adquiri também diversos conhecimentos que me permitiram efetuar
propostas comerciais em varios modelos de negocio, efetuar adendas a contratos e preparar
contratos. Estes conhecimentos foram aplicados por mim na execugao de cotagoes para
clientes e parceiros da Bluepharma.

Assim, este estagio foi ao encontro das minhas expectativas e permitiu-me desenvolver

atividades bastante importantes para a minha aprendizagem.

2.2 Pontos Fracos

2.2.1 Duragao do estagio

O estagio curricular em industria farmacéutica tem de ser efetuado por um periodo
minimo de 280 horas. Efetivamente, este é um periodo curto para aquisicao de conhecimentos
e desenvolvimento de tarefas e projetos nesta area de tanta importancia para as ciéncias
farmacéuticas.

Assim, embora compreenda a importancia do estagio em farmacia comunitaria, considero
este periodo de estagio consideravelmente curto em comparagao com o periodo de estagio

na farmacia comunitaria (810 horas).



2.2.2 Falta de formac¢ao académica

A realizagao deste estagio curricular desafiou-me na execugao de algumas tarefas para as
quais considerei que teria sido necessario mais formagao académica, nomeadamente no que
diz respeito aos mecanismos de protegao de propriedade intelectual.

A interpretagao dos mecanismos de protecao de propriedade intelectual é bastante
importante para a execugao de determinadas tarefas na area do desenvolvimento de negécio,
pelo que considero que teria sido vantajoso ter adquirido mais conhecimentos acerca deste

tema no decorrer do MICF.

2.3 Oportunidades

2.3.1 Experiéncia em indastria farmacéutica

Este estagio ofereceu-me a oportunidade de contactar com a realidade da industria
farmacéutica e perceber toda a atividade da industria desde a produgao do medicamento até
a chegada a farmacia e dispensa ao utente.

Neste contexto, esta colaboragao com a Bluepharma foi realmente enriquecedora para
mim, pois pude aprender e desenvolver conhecimentos numa area que vai de encontro as

minhas preferéncias.

2.3.2 Agquisicao de conhecimentos

No decorrer deste estagio foram didrias as aprendizagens que realizei nao sé junto de
todos os membros da equipa do BD da Bluepharma no decorrer das tarefas que executei, mas
também através das formagoes internas ministradas por membros de outros departamentos
da Bluepharma. O periodo de estagio foi realmente importante para a aquisicio de
conhecimentos informaticos e negociais relacionados com a atividade da Bluepharma enquanto

industria farmacéutica.

2.3.3 Experiéncia em Teletrabalho

A pandemia causada pelo Coronavirus fez com que eu tivesse contacto com a realidade
do teletrabalho. Esta experiéncia foi completamente nova para mim, mas ao mesmo tempo
bastante enriquecedora para o meu estagio na Bluepharma e a minha aprendizagem, na medida
em que aprofundei e desenvolvi novos conhecimentos e metodologias que auxiliam o

teletrabalho.



2.4 Ameacas

2.4.1 COVID-19

A pandemia que se instalou no nosso pais fez com que a Administragao da Bluepharma
decidisse que o departamento do BD da Bluepharma passasse a executar as suas atividades
diarias através do regime de teletrabalho a partir do dia || de margo. Efetivamente, esta
pandemia impediu que fossem ministradas mais formagoes por parte dos colaboradores da

Bluepharma, pelo que considero uma ameaga a0 meu estagio.

3. Consideracoes Finais

As atividades desenvolvidas ao longo do estagio no departamento do BD da Bluepharma
foram fundamentais para a minha formagao, tendo ido de encontro aos meus interesses
pessoais e profissionais.

Consegui vivenciar experiéncias nunca antes vividas, contactar com pessoas novas,
ferramentas de trabalho diferenciadas e um ambiente de trabalho bastante agradavel. Este
contacto com a Indlstria Farmacéutica permitiu-me aplicar conhecimentos adquiridos no
MICF e adquirir novas valéncias importantes para exercer esta atividade.

Efetivamente, este estagio foi bastante util pelo que compreendi as atividades realizadas
neste departamento em especifico e na empresa em geral. Para além disto, consegui adquirir
outra perspetiva sobre a indUdstria farmacéutica e os diversos mercados farmacéuticos.

Assim, considero que este estagio foi bastante enriquecedor a todos os niveis.

O meu sincero obrigado a todos.

4. Bibliografia

BLUEPHARMA — Grupo Bluepharma. [Acedido a | de outubro de 2020]. Disponivel em:

https://www.bluepharma.pt/about-bluepharmagroup.php



Capitulo II

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

Sob a orientagao da Dra. Margarida Brenha



Lista de Abreviaturas

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas

SWOT - Strenghts, Wheaknesses, Opportunities and Threats



I. Introducio

Na sequéncia da Unidade de Estagio Curricular do quinto ano do Mestrado Integrado em
Ciéncias Farmacéuticas (MICF), da Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra, realizei
entre os meses de maio e setembro de 2020, um estagio curricular em farmacia comunitaria,
na Farmacia Janeiro, onde tive a oportunidade de adquirir conhecimentos e competéncias
necessarias para executar a atividade profissional de farmacéutico.

Efetivamente, a Farmacia Comunitaria é o primeiro local que os utentes recorrem em
questoes de saude, reconhecendo-lhe proximidade, confianga, dedicagao e competéncia
profissional (Ordem dos Farmacéuticos, 2020). A Farmacia Janeiro é um exemplo claro do
que é uma Farmacia Comunitdria para os utentes e a para a sua populagao em geral.

A escolha desta farmacia para a realizagdo do estagio deveu-se a boa opiniao que a
populagio tem acerca da mesma, tanto pelo atendimento dos profissionais como pelos
conhecimentos farmacéuticos que evidenciam. Posto isto, considerei que esta Farmacia se
enquadrava nos objetivos que pretendia concretizar aquando da realizagao do estagio.

A Farmacia Janeiro localiza-se no concelho de Agueda, na freguesia de Trofa, mais
concretamente na Mourisca do Vouga. Trata-se nao s6 de uma zona residencial, dado o
elevado niimero de prédios e moradias, como também de uma zona industrial, uma vez que
nela abundam escritérios, empresas e restaurantes. Nas proximidades, localiza-se o
laboratorio de andlises clinicas, o Hospital Veterinario do Baixo Vouga, o Consultério
Dentario de Augusto Ferreira e, ainda, a extensao de saude da Mourisca do Vouga. Estes factos
ajudam a explicar quer a diversidade de utentes que frequentam a farmacia, em termos de
idades e de estratos sociais, quer a presen¢a de um razoavel nimero de clientes habituais e
fidelizados. Para além disto, esta farmacia apresenta-se como sendo bastante acessivel para os

seus utentes, quer estes se desloquem de carro ou a pé.



2. Analise SWOT

A andlise SWOT sera a ferramenta de avaliagao do estagio curricular desenvolvido na
Farmacia Janeiro entre 5 de maio e 30 de setembro do presente ano civil. Nesta avaliagao,
serao detalhados os pontos fortes (Strengths), os pontos fracos (Weaknesses) do estagio,

bem como as potenciais oportunidades (Opportunities) e ameagas (Threats).

Tabela | = Analise SWOT do Estagio Curricular em Farmacia Comunitaria

Pontos Fortes Pontos Fracos

- Integragao na equipa e partilha de - Aconselhamento de produtos de saude
conhecimentos e bem-estar
- Infraestruturas da Farmacia - Associagao dos principios ativos aos

S . nomes comerciais dos medicamentos
- Consolidagao de conhecimentos

adquiridos no MICF

- Sifarma® - COVID-19

- Farmacia Nogueira Janeiro

2.1 Pontos Fortes

2.1.1 Integracao na equipa e partilha de conhecimentos

A Farmdcia Janeiro apresenta uma equipa composta por uma diretora técnica, duas
farmacéuticas e trés técnicas de farmécia. E de salientar que esta é uma equipa competente,
unida e bastante profissional em que sempre imperou o espirito de ajuda. Desde o inicio do
meu estagio que me forneceram todo o apoio necessario para que me integrasse bem no seio
da equipa. Para além disto, a equipa mostrou-se sempre disponivel para me auxiliar em
qualquer duvida que surgisse na execugao das atividades realizadas ao longo do dia na farmacia.

Neste estagio, tive oportunidade de aprender todas as atividades que sao inerentes ao
bom funcionamento de uma farmacia, nomeadamente controlo de prazos de validade e stocks,
devolugao de produtos a fornecedores, aprovisionamento e gestao de encomendas, dispensa
de medicamentos (sujeitos a receita médica, nao sujeitos a receita médica e veterinarios) e

processamento e faturagdo do receituario.



2.1.2 Infraestruturas da Farmacia

A Farmacia Janeiro dispoe de infraestruturas remodeladas e modernizadas de modo a
oferecer um espago agradavel e confortavel seja para o utente seja para as pessoas que
trabalham na farmacia. Esta é composta por uma zona de atendimento ao publico com seis
balcoes de atendimento estrategicamente localizados. Os lineares de medicamentos nao
sujeitos a receita médica e dos produtos veterindrios estao situados por detras dos balcoes
de atendimento centrais. Existem também outros lineares que estao ao alcance dos utentes,
onde figuram os produtos de dermocosmética, higiene e saide oral. Na retaguarda dos
lineares que dao suporte aos balcoes de atendimento esta também localizado um robot que é

responsavel pelo armazenamento dos medicamentos.

2.1.3 Consolidagdo de conhecimentos adquiridos no MICF

O estagio realizado na Farmacia Janeiro foi uma etapa importante para a consolidagao de
conhecimentos adquiridos no MICF, na medida em que consegui passar para a pratica os
conhecimentos tedricos adquiridos ao longo dos dltimos cinco anos. Com o passar do tempo,
fui ganhando mais agilidade e pratica na execugao das diversas atividades da farmacia, o que
me permitiu comegar a executar outro tipo de tarefas. Este constante desafio foi crucial para

o meu crescimento enquanto futuro farmacéutico.

2.2 Pontos Fracos

2.2.1 Aconselhamento de produtos de saide e bem-estar

ApOs iniciar o atendimento ao publico, uma das maiores dificuldades que enfrentei foi
aconselhar adequadamente os produtos de saide e bem-estar mais adequados para as
necessidades dos utentes. Embora, eu tivesse alguma nogao de certos produtos, decorrente
dos conhecimentos adquiridos no MICF, fui confrontado com uma variedade enorme de
produtos de salude e bem-estar que a farmacia tem disponiveis para venda.

O auxilio de toda a equipa da farmacia foi bastante importante nesta fase para que eu
pudesse adquirir e consolidar conhecimentos e, por conseguinte, realizar um bom

aconselhamento perante as necessidades de cada utente.



2.2.2 Associacdo entre os principios ativos aos nomes comerciais dos
medicamentos

No decorrer do atendimento ao publico no balcao senti também alguns constrangimentos
No que concerne a associagao entre os principios ativos e os nhomes comerciais dos
medicamentos, decorrente do atendimento de utentes que se dirigiam a mim para dispensar
as suas receitas. Este entrave surgiu-me quando os utentes se dirigiam a mim e solicitavam
determinado medicamento referindo-se ao seu nome comercial. Contudo, aproveitei as
ferramentas que o Sifarma® disponibiliza, nomeadamente na pesquisa da medicagio que o
utente toma através da base de dados para relacionar os principios ativos com os nomes

comerciais dos medicamentos.

2.3 Oportunidades

2.3.1 Sifarma®

No decorrer deste estagio, tive a oportunidade de aprender e realizar, com o sistema
informatico Sifarma 2000®, todas as tarefas inerentes ao bom funcionamento da farmacia,
desde a compra/entrada de um medicamento na farmacia até a sua venda/saida. Com o
decorrer do tempo, surgiu um novo moédulo do programa Sifarma® médulo esse que tive a
oportunidade de conhecer desde o inicio da sua implementagao, na farmacia.

Assim, considero que este estagio me concedeu a oportunidade de trabalhar com os dois
moédulos do programa Sifarma® e, consequentemente adquirir conhecimentos que me

permitem uma utilizagao fluida e autébnoma destes dois sistemas.

2.3.2 Farmacia Nogueira Janeiro

O estagio realizado na Farmacia Janeiro permitiu-me contactar com duas farmacias
pertencentes a0 mesmo grupo que, embora bastante semelhantes no seu método e modo de
funcionamento, se encontram em localizagoes diferentes abrangendo, por isso, diferentes tipos
de utentes. Esta experiéncia permitiu-me contactar, ainda que por pouco tempo, com uma
realidade diferente e, por conseguinte, adquirir alguma experiéncia num contexto de trabalho

diverso.



2.4 Ameacas

2.4.1 COVID-19

A pandemia que vivemos foi uma clara ameaga ao meu estagio, na medida em que todos
os servigos outrora prestados na farmacia, tais como medi¢oes de parametros fisioldgicos e
bioquimicos e administragao de vacinas e injetaveis se encontram temporariamente
cancelados. Este cancelamento foi uma barreira a minha aprendizagem. Para além disso, foi
notorio que grande parte dos utentes se dirigiam a farmacia apenas para o levantamento de
receitas ou compra de medicagao estritamente necessaria, o que diminuiu a procura de

produtos de cosmética e bem-estar.

3. Caso Clinico

Um utente dirigiu-se a farmécia a pedir Xanax®, pois os seus colegas de curso tinham-lhe
dito que este era um otimo medicamento para tomar nas épocas de exame, devido ao facto
de este farmaco melhorar o descanso durante a noite e aumentar a concentragao para o
estudo no dia seguinte. Apds ouvir o utente, informei que nao lhe podia dispensar esse
medicamento sem receita médica, pois tratava-se de uma Benzodiazepina e que o farmaco em
causa podia causar dependéncia fisica e psiquica. Para além disto, aconselhei um suplemento
vitaminico para reduzir o cansaco fisico e psicoldgico e também aumentar a concentragao para
o estudo mais intensivo durante a época de exames. O utente mostrou-se surpreso pela
informagdo que lhe dei, compreendeu todos os efeitos adversos da toma de Xanax® e decidiu

comprar o suplemento vitaminico que aconselhei.

4. Consideracoes Finais

O estagio realizado em farmacia comunitaria, Farmacia Janeiro, revelou-se bastante util
para o meu desenvolvimento enquanto futuro farmacéutico, uma vez que pude compreender
a importancia que a farmacia tem para os utentes, sendo por vezes, o local escolhido por estes
para terem acesso a cuidados e aconselhamentos diferenciados de salde, depositando na
farmacia e na sua equipa bastante confianga.

Adicionalmente, pude colocar em pratica os conhecimentos adquiridos ao longo dos
altimos cinco anos de formagao académica e adquirir novos conhecimentos.

Foi nesta farmacia que tive a oportunidade de vivenciar experiéncias desconhecidas até

entao e contactar com todas as atividades realizadas numa farmacia comunitaria.



Assim, devo destacar todo o carinho, amizade e compreensao da Dra. Margarida Brenha

e restante equipa farmacéutica da Farmacia Janeiro, sem excecao.

O meu sincero obrigado a toda a equipa da Farmacia Janeiro.
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Capitulo 11l

Monografia

“A Disfuncao Mitocondrial nas Doencas Raras”’

Sob a orientagiao do Professor Doutor José Barata Antunes Custodio



Resumo

A neuropatia hereditaria de Leber é uma doenca genética mitocondrial rara que se
carateriza por uma diminuicao severa da acuidade visual, indolor e bilateral (em 25% dos
casos), consequente da degeneragao das células ganglionares da retina. Embora esta seja a
manifestagao mais comum, existem outras patologias associadas a esta neuropatia, tais como,
arritmias cardiacas, neuropatias periféricas, distonia e mioclonia, podendo estar ainda
associados alguns disturbios neurologicos.

A neuropatia de Leber afeta maioritariamente individuos do sexo masculino, com idades
compreendidas entre os |5 e os 30 anos e € apenas transmitida pela heranga materna. Embora
a discrepancia entre sexos seja ainda de causa desconhecida, atualmente siao referidos
diferentes aspetos como fatores hormonais, exposicao ao tabaco, dlcool ou até mesmo
interferéncia de certos genes do cromossoma X.

Efetivamente, esta neuropatia é causada por diversas mutagoes no DNA mitocondrial
(mtDNA) que codifica subunidades do complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial, sendo
as mais comuns a G3460A na subunidade NDI, a G| 1778A na subunidade ND4 e a T14484C
na subunidade NDé. Estas mutagoes sao responsaveis por defeitos na sintese de ATP, excesso
de produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e apoptose das células ganglionares da
retina.

Sao diversas as abordagens terapéuticas para prevenir a diminuigdo da acuidade visual
bilateral. A utilizagao de farmacos como a Idebenona, EPl — 743 e Brimonidina e a terapia
génica tém demonstrado resultados encorajadores no tratamento desta neuropatia. Para além
disto, é fundamental aliar a estas abordagens o aconselhamento ao doente para resultados

mais promissores.

Palavras—-chave: mitocondria; disfungao Mitocondrial; doengas raras; mtDNA; neuropatia

otica hereditaria de leber.
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Abstract

Leber's hereditary neuropathy is a rare mitochondrial genetic disease that is characterized
by a severe decrease in visual acuity, painless and bilateral damage (in 25% of cases), resulting
from the degeneration of the retinal ganglion cells. Although this is the most frequent
manifestation, there are other pathologies associated with this neuropathy, such as cardiac
arrhythmias, peripheral neuropathies, dystonia and myoclonus, which may also be associated
with some neurological disorders.

Leber's neuropathy mainly affects males, aged between 15 and 30 years and is only
transmitted by maternal inheritance. Although the discrepancy between genders is still an
unknown cause, actually there are other factors such as hormones, exposure to tobacco,
alcohol or even interference from certain X chromosome genes being taken into account.

Effectively, this neuropathy is caused by several mutations in mitochondrial DNA (mtDNA)
that encode complex | subunits of the respiratory mitochondrial chain the most common being
the G3460A in ND| subunit, the G11778A in ND4 subunit and the T11488C in NDé subunit.
These mutations are responsible for defects in the ATP synthesis, overproduction of reactive
oxygen species (ROS) and apoptosis of retinal ganglion cells.

There are diverse therapeutic approaches to prevent the decrease of the bilateral visual
acuity. The use of drugs, such as Idebenone, EPI-743 and Brimonidine and the gene therapy
have demonstrated encouraging results in the treatment of this neuropathy. In addition, to
obtain more promising results it is essential to combine these approaches with advice to the

patient.

Keywords: mitochondria; mitochondrial dysfunction; rare diseases; mtDNA; Leber

hereditary optic neuropathy.
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Lista de Abreviaturas

ADP — Adenosina difosfato
ATP — Adenosina trifosfato
GPX — Glutationa peroxidase

MELAS — Encefalomiopatia mitocondrial, acidose lactica episodios tipo acidente vascular

cerebral

mtDNA — DNA mitocondrial

NARP — Neuropatia, ataxia e retinite pigmentosa
nDNA — DNA nuclear

SOD — Enzima superoéxido dismutase

tRNA — RNA transportador

Lista de Figuras
Figura | — Fosforilagao oxidativa na cadeia respiratéria mitocondrial

Figura 2 — Produgao de ROS

Figura 3 — Representagao esquematica do mtDNA
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I. Introducio

As doengas raras representam um grande desafio para toda a comunidade médica,
cientifica e para o proprio paciente. Na Europa, as doengas sao consideradas raras quando a
incidéncia é inferior a | em cada 2 000 pessoas. Nos Estados Unidos, as doencas raras sao
definidas como patologias que afetam menos de 200 000 cidadaos (Griggs et al, 2009). Estao
descritas neste pais cerca de 7 000 doencas raras que afetam um total de 25 a 30 milhoes de
cidadaos americanos (Griggs et al,, 2009).

As doencgas mitocondriais sao consideradas disturbios raros devido a grande variabilidade
de fenotipos e a consequente dificuldade no seu diagndstico. A disfungao mitocondrial é
frequentemente associada a manifestagoes oftalmicas, tais como retinopatia, distirbios da
motilidade ocular ou neuropatia 6tica (Meyerson et al, 2015).

A doenga mitocondrial mais comum, causada por uma mutagao no DNA mitocondrial
(mtDNA), é a neuropatia otica de Leber (Molnar and Kovacs, 2018). Esta neuropatia é uma
doenga mitocondrial neurodegenerativa, que foi descrita pela primeira vez em 1871 pelo
oftalmologista alemao Theodore Leber (Wan et al, 2016), sendo causada por mutagdes no
mtDNA e podendo ser apenas transmitida através da heran¢a mitocondrial materna. Mais
especificamente, esta neuropatia € causada por mutagoes pontuais que afetam a atividade do
complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial. A neuropatia de Leber perturba, de um modo
geral, jovens adultos, causando incapacidade num dos olhos para focar a imagem visualizada,

seguidos de sintomas semelhantes no outro.
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2. Mitocondria e producao energética

As mitocondrias sao organelos intracelulares de membrana dupla que estao presentes no
citoplasma das células eucariotas, sendo responsaveis pela produgao de energia essencial para
as etapas bioquimicas que regulam a homeostase celular (Meyerson et al., 2015). Para além da
producao de ATP, as mitocondrias intervém na manutengao da homeostase dos niveis de
cdlcio, producao de espécies reativas de oxigénio (ROS), regulagio da apoptose e
termorregulagao (Sousa et al,, 2014).

A fungao primaria da mitocondria € gerar a energia necessaria, sob a forma de ATP, para
o funcionamento normal das células eucariotas através de produtos resultantes da glicolise,
protedlise e lipolise. O ATP é gerado através do sistema fosforilativo, que usa a energia
produzida na cadeia respiratéria mitocondrial na forma de potencial de membrana e gradiente
de pH (Clay et al,, 201 I). O nimero de mitocondrias presente em determinado tipo de células
depende das necessidades energéticas das mesmas. Células metabolicamente ativas, tais como
as células ganglionares da retina, possuem um numero elevado de mitocondrias. Por isso, estas
células sao bastante suscetiveis de serem afetadas por disfungdes mitocondriais (DiMauro and

Schon, 2003).

Fosforilacao oxidativa

Como supramencionado, a maioria da energia necessaria para o funcionamento celular é
produzida pela mitocondria por processos de fosforilagao oxidativa. Este processo é realizado
por cinco diferentes complexos proteicos, sendo eles: complexo | (NADH-ubiquinona
oxidoredutase); complexo Il (succinato ubiquinona Oxidoredutase); complexo lll (ubiquinona
citocromo c oxidoredutase); complexo IV (citocromo ¢ oxidase); complexo V (ATP sintase).
Para ajudar neste processo participam ainda dois transportadores de eletroes, o coenzima Q
e o citocromo c que transferem os eletroes entre os complexos da cadeia respiratoria (Fig.1)
(DiMauro and Schon, 2003).

O processo inicia-se com a transferéncia de eletroes, da oxidagao do NADH e FADH2
provenientes das vias metabolicas para os complexos | e Il respetivamente. O coenzima Q
executa o transporte de eletroes do complexo | e do Il para o complexo lll e o citocromo ¢
transfere os eletroes do complexo Il para o IV. O complexo IV reduz o oxigénio molecular,
com a formagao de agua (Meyer et al, 2019). O fluxo de eletroes entre os complexos produz
energia necessaria para que os complexos |, Ill e IV efetuem o bombeamento de protoes,

contra o gradiente de concentragao, para o espago intermembranar (Fig.1).
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O complexo V é o Ultimo dos complexos que intervém no processo de fosforilagao
oxidativa. Utiliza a energia obtida pelos protoes acumulados no espago intermembranar para
que estes regressem a matriz mitocondrial, promovendo a fosforilagago do ADP e do fosfato
inorganico em ATP. Este complexo, nos mamiferos, € composto por duas unidades funcionais,
Fo hidrofébico e F, hidrofilico, estando por isso o primeiro integrado na membrana e o
segundo, mais periférico, em contacto com a matriz (Vizarrra et al, 2009). O componente F,
é responsavel pelo movimento dos protoes através do complexo V, fundamental para a
atividade mesmo. A taxa da respiragao mitocondrial depende da disponibilidade de ADP no
citoplasma. A adenina translocase de nucleétidos regula este mecanismo ja que é responsavel
pelo transporte de ADP para a matriz e ATP para o citosol para processos dependentes de
energia, mantendo assim o gradiente de ADP/ATP através membrana interna (Navarro and

Boveris, 2007).

Espaco intermembranar
Ht H* He nH*

NADH  NAD* FADH; FAD .
+2H +2H [2H +1/20;+_. Hzo:lxz

Matriz mitocondrial

Figura |. Fosforilacdo oxidativa na cadeia respiratoria mitocondrial. O processo tem inicio
com a cedéncia de eletrées do NADH e FADH; para o complexo | e Il, respetivamente. Seguidamente,
os eletroes sao transferidos do complexo | e do complexo Il para o lll pela coenzima Q e deste para
o IV através do citocromo c. Os complexos |, lll e IV bombeiam os protoes para o espago
intermembranar aumentando a concentragao de protoes neste espago. O retorno dos protoes para a
matriz mitocondrial através do complexo V ativa este que fosforila o ADP a ATP.

Producdo de espécies reativas de oxigénio

O processo de fosforilagao oxidativa gera também radicais livres de oxigénio, que sao
designadas por espécies reativas de oxigénio (ROS) (Fig.2). Estas espécies sao altamente
instaveis e podem danificar diferentes estruturas celulares, tais como lipidos, proteinas e
hidratos de carbono. As formas mais comuns de ROS s3o o anido superoxido, perdxido de

hidrogénio e o radical hidroxilo. A concentragao destas espécies é bastante importante para
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a manutengao da homeostase celular e tradugao de sinais celulares (Lanciano et al,, 2013). Um
aumento dos niveis de ROS esta relacionado com danos oxidativos cronicos, induzindo a
morte celular e neurotoxicidade (Uttara et al., 2009).

A fuga de eletroes da cadeia respiratoria mitocondrial ocorre principalmente no complexo
| e lll, onde o complexo | liberta eletroes para a matriz mitocondrial, a0 passo que o complexo
1l liberta eletrées em ambos os lados da membrana (Hroudova and Fisar, 2013).

Este abandono de eletroes faz com que o oxigénio molecular seja reduzido, dando origem
ao superoxido, que se transforma em aniao superéxido em ambiente aquoso. O anido
superéxido pode ser convertido em perdxido de hidrogénio (numa reagao catalisada pela
enzima superoxido dismutase) que depois pode seguir duas vias, a reagao de Fenton ou ser
reduzido a agua (Bertero and Maack, 2018).

A reacgao de Fenton tem como catalisador o iao ferroso e da origem ao radical hidroxilo.
Por sua vez, a glutationa peroxidase é responsavel pela transformagao do perdxido de
hidrogénio em agua (Fig.2) (Zorov et al, 2014).

Existem também outras fontes de ROS na mitocondria, tais como a monoamino oxidase,
que cataboliza as monoaminas produzindo peroxido de hidrogénio e a a-cetoglutarato
desidrogenase, que produz peréxido de hidrogénio quando o racio de NADH e NAD+ ¢
elevado (Hroudova and Fisar, 2013). As ROS sao neutralizadas pelo sistema antioxidante, que
€ composto por varias enzimas, tais como a superoxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase e glutationa transferase. Para além destas enzimas, existem também outras

moléculas antioxidantes, tais como a coenzima Q/10, creatina e o tocoferol (Sousa et al,, 2014).
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Figura 2. Producdo de ROS. A perda de eletroes na cadeia respiratéria mitocondrial ocorre
principalmente no complexo | e lll, onde o complexo | liberta eletroes para a matriz mitocondrial, ao
passo que o complexo Il liberta eletroes em ambos os lados da membrana. Esta fuga de eletroes faz
com que o oxigénio molecular seja reduzido, dando origem ao aniao superdoxido em ambiente aquoso.
Este aniao é convertido em perdxido de hidrogénio (numa reagao catalisada pela enzima superéxido
dismutase - SOD) que depois pode seguir duas vias, a reagao de Fenton ou ser reduzido a agua. A
reagao de Fenton tem como catalisador o iao ferroso e da origem ao radical hidroxilo. Por sua vez, a
glutationa peroxidase (GPX) é responsavel pela transformagao do H,O; em H,O.

3. Disfuncdao mitocondrial

A alteragao ou deficiéncia das fungoes celulares normais esta frequentemente associada a
disfungdo mitocondrial (Yaribeygi et al, 2019). Os distirbios mitocondriais representam um
grande desafio para a medicina. A maioria das proteinas mitocondriais sao codificadas pelo
DNA nuclear (nhDNA), enquanto que apenas uma fragao reduzida de proteinas é codificada
pelo mtDNA. As muta¢oes dos genes do mtDNA ou nDNA podem originar uma série de
alteragoes no funcionamento normal da mitocondria, tais como, producao de ROS em
excesso, desregulagio da homeostase dos niveis de cdlcio, desregulacio do processo de
apoptose e produgao insuficiente de energia. A disfungao mitocondrial pode afetar uma grande
variedade de orgaos, constituindo a causa de varias patologias, nomeadamente cancro e
doencgas neurodegenerativas. Contudo, existem situagoes em que apenas um Unico érgao é

afetado, como na neuropatia otica hereditaria de Leber (Molnar and Kovacks, 2018).
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A disfuncao mitocondrial pode aumentar a produgio de ROS, sobrecarregar os
mecanismos celulares antioxidantes e, por conseguinte, causar stress oxidativo (Ames et al.,
1993).

As neuropatias oticas sao uma causa importante de deficiéncia visual crénica, tendo em
comum a degeneragao dos axonios das células ganglionares da retina, que formam o nervo
otico (Pascolini and Mariotti, 2012). A neuropatia otica hereditaria de Leber é uma das
neuropatias oticas hereditarias mais comuns, estando diretamente relacionada com a disfungao

mitocondrial (Lopez Sanchez et al,, 2016).

4. Genética mitocondrial

A maioria das proteinas envolvidas no processo de fosforilagio oxidativa e noutras
atividades e fungdes da mitocondria sao codificadas no nucleo, sintetizadas no citosol e
transportadas para o interior do organelo (Calvo and Mootha, 2010).

O mtDNA tem 16 569 pares de bases e codifica |3 subunidades proteicas que compoem
os complexos da cadeia respiratoria mitocondrial. Este DNA ¢é exclusivamente transmitido
através da heranga materna e replica-se continuamente. Na maioria dos casos ¢ verificada a
homoplasmia que traduz a presenga de uma unica forma de mtDNA numa célula, seja normal
ou mutado, ou seja, a sequéncia de mtDNA copiada ¢ idéntica a original. No entanto, existem
bastantes casos de heteroplasmia, designando a condicao em que numa célula coexistem
mtDNA normal e mtDNA mutado, que podem resultar da ineficiéncia dos mecanismos de
reparacao do mtDNA, do ambiente oxidativo na matriz mitocondrial ou da constante
replicagao do DNA no organelo, aumentando a probabilidade de haver mutagoes no mtDNA
replicado. Deste modo, a heteroplasmia esta associada a uma variedade de doengas (Wallace
and Chalkia, 2013).

O nDNA codifica cerca de 1000 proteinas mitocondriais, proteinas do sistema de
fosforilagao oxidativa, proteinas constituintes da membrana mitocondrial e proteinas
envolvidas na manutengao do mtDNA. As mutagdes no nDNA podem causar uma série de
doengas e sindromes, tais como o Sindrome de Leigh, a doenca de Tooth-Marie-Charcot e o
sindrome de Mohr-Tranebjaerg (Molnar and Kovacs, 2018).

Existem cerca de 330 mutages pontuais patogénicas identificadas no mtDNA humano,
estando ainda em investigagdo o aparecimento dessas mutagoes e as suas consequéncias.
Muitas dessas mutagoes, causadoras de disfungdes mitocondriais estio associadas a
encefalomiopatia mitocondrial, acidose latica e episodios tipo acidente vascular cerebral,

vulgarmente conhecidos por sindrome de MELAS, neuropatia 6tica de Leber, Sindrome de
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NARP (neuropatia, ataxia e retinite pigmentosa) e ainda Sindrome de Leigh. A neuropatia de
Leber foi a primeira a ser descrita e é também a mais prevalente das doengas mitocondriais.
As mutagdes mais comuns associadas a esta doenca sao: G3460A na subunidade NDI,
G| 1778A na subunidade ND4 e T14484C na subunidade NDé6 (Fig.3). No entanto, existem
ainda outras mutagoes pontuais relacionadas com deficiéncias severas do complexo |, sendo
elas a G14459A ou G14600A, ambas na subunidade NDé (Fig.3). Esta neuropatia esta associada
a deficiéncias no complexo |, com producao reduzida de ATP, aumento da permeabilidade
mitocondrial e da produgao de ROS (Nissanka and Moraes, 2018).

A Sindrome de NARP é uma disfungao mitocondrial comumente relacionada com a
mutagao pontual T8993G/C encontrada na subunidade ATPé (Fig.3). A doenga de MELAS
(Fig.3), responsavel por miopatia mitocondrial, encefalomiopatia, acidose lactica e episodios
de acidente vascular cerebral, é causada, em 80% dos casos por uma mutagao pontual no gene
mitocondrial RNA transportador (tRNA) representada por A3243G. A Sindrome de Leigh
(Fig.3) é a Unica doenga mitocondrial que associa mutagoes tanto no mtDNA como nDNA.
As mutagoes associadas a esta doenga encontram-se em genes relacionados com os
complexos |, IV e V, bem como em tRNAs. A maioria das mutagoes estao associadas ao
complexo | (G3697A na subunidade ND I, TIOI91C na ND3 e GI3513A na ND5) mas existem
algumas relacionadas com a ATPase6, sendo elas T8993G/C e T9176C. Por fim, sao
conhecidas ainda 3 doengas multissistémicas associadas a largas delecoes de mtDNA, tais
como o Sindrome de Pearson, oftalmoplegia cronica externa progressiva e Sindrome de
Kearns (Nissanka and Moraes, 2018).

Para desenvolver um sinal clinico, a propor¢ao de moléculas de mtDNA mutado deve
exceder um determinado limiar, que é variavel de tecido para tecido e que ¢é influenciado por
combinagoes de formas mutadas e polimorfismos do mtDNA e do nDNA (Molnar and

Kovacks, 2018).
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Figura 3. Representacidao esquematica do mtDNA. O mtDNA possui |16 569 pares de bases
e codifica |13 subunidades proteicas que compoem os complexos da cadeia respiratéria mitocondrial.
As mutagoes pontuais identificadas no mtDNA humano sao causadoras de disfungoes mitocondriais
que estao associadas a sindrome de MELAS, neuropatia otica de Leber, Sindrome de NARP e ainda
Sindrome de Leigh.

5. Neuropatia otica hereditaria de Leber

A neuropatia de Leber foi a primeira doenga associada a uma mutagao pontual no mtDNA
e é transmitida exclusivamente pela heranga genética materna (Meyerson et al, 2015). Esta
neuropatia carateriza-se pela perda da capacidade da visao central causada pela degeneragao
das células ganglionares da retina, que sao bastante sensiveis a disfungao mitocondrial e a
alteragoes metabdlicas. Aproximadamente 25% dos casos de doentes com a neuropatia
apresentam perda da capacidade de visao bilateral (Newman, 2005).

O feixe papilo-macular é composto por células ganglionares da retina responsaveis pela
visao central, possui fibras de pequeno diametro e é bastante dependente da mitocondria, pelo
que é bastante afetado em caso de disfungao mitocondrial. Segundo um estudo realizado em
murganhos com mtDNA mutado, que desenvolveram sinais clinicos da neuropatia tais como
degeneragao do feixe papilo-macular, inflamagao axonal e mitocondrias dismorficas nos feixes
de axonios desmielinizados das células ganglionares da retina, foi evidenciado que a produgao
de ROS tem um papel predominante no desenvolvimento de sinais clinicos, em detrimento da

deficiente produgao de ATP (Lin et al, 2012).
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Cerca de 95% dos individuos afetados com esta neuropatia perdem a visao antes dos 50
anos. A percentagem de doentes com manifestagoes da neuropatia de Leber entre os 70 e 80
anos é bastante reduzida (Dimitriadis et al,, 2014).

Estudos epidemiologicos indicam que a perda da capacidade de visao associada a uma
mutacao pontual no mtDNA afeta | em cada 31000 cidadaos do norte do Reino Unido, | em
cada 39000 na Holanda e | em cada 50000 na Finlandia, afetando em 80 a 90% dos casos
individuos do sexo masculino. Os sintomas come¢am normalmente entre os 20 e os 30 anos
de idade (Newman, 2005). O consumo de dlcool e tabaco, o défice de vitamina B12, bem
como a ingestao de medicamentos que afetam a atividade mitocondrial também contribuem
para a perda da capacidade de visao em portadores das mutagoes causadoras da neuropatia.
Foi demonstrado, num estudo retrospetivo, a associagao potenciadora do tabaco na perda de
visao em individuos geneticamente predispostos a neuropatia, devido ao comprometimento
da atividade do complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial, redu¢ao da atividade da
citocromo c oxidase (complexo IV) e consequente aumento das ROS causado pelo fumo do
cigarro.

Embora a manifestagao mais comum da neuropatia de Leber seja a perda da visao unilateral
seguida de bilateral, tém sido associadas outras patologias a portadores desta neuropatia, tais
como arritmias cardiacas, neuropatias periféricas, distonia e mioclonia (Yu-Wai-Man et al,,
2011). Estao também associadas a esta neuropatia alguns disturbios neurolégicos, tais como
tremor postural, neuropatia periférica, miopatia inespecifica, disturbios do movimento e

sindrome de Leigh (McFarland et al,, 2007).

Genética mitocondrial e neuropatia de Leber

Cerca de 90% dos casos em que a neuropatia se manifesta sao causados por mutagoes
pontuais localizadas nos nucledtidos 3460, 11778 e 14484 do mtDNA. A mutagio no
nucleotideo 11778 estd associada a mais casos e a um pior prognéstico (Yu-VWai-Man et al,
2014). Estas mutagoes originam deficiéncias na estrutura das proteinas envolvidas no
complexo | (NADH: ubiquinona oxirredutase) da cadeia respiratoria mitocondrial, originando
um decréscimo na sintese de ATP e um aumento de ROS e stress oxidativo (Yu-Wai-Man et
al, 2014). As trés variantes patogénicas mais comuns designam-se por m.l1778 G>A,
m.144847 T>C e m.3460 G>A e codificam, respetivamente, a subunidade 4, 6 e | do
complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial. A mutagao no nucleétido | 1778 é responsavel
por aproximadamente 70% dos casos em todo o mundo, enquanto a mutagao no nucleétido

14484 é mais comum entre os Canadianos (Macmillan et al, 2000) (Yu-Wai-Man et al,, 2011).
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Efetivamente, os individuos com a mutagao na posicao 14484 apresentam a maior percentagem
de recuperagao da fungao visual, contrariamente aos individuos com a mutagao |1778. A
mutacao 3460 é a causa de um comprometimento mais acentuado da fungiao visual. As
probabilidades de recuperar totalmente a fungao visual sao bastante reduzidas e o risco de
desenvolver sintomas é superior em individuos do sexo masculino (Yu-Wai-Man and Chinnery,
2016).

A mae de um individuo com a neuropatia geralmente possui a variante patogénica do
mtDNA. Na maioria dos casos, existe um historico de perda visual que afeta os familiares
maternos em tenra idade. Um individuo do sexo masculino, afetado ou nao, que possua uma
variante patogénica do mtDNA que causa a neuropatia nao pode transmitir a variante a
nenhum de seus descendentes. Por outro lado, a mae que seja portadora da variante
patogénica primaria do mtDNA transmite a variante a todos os seus filhos. Por esta razao, é
importante realizar o diagndstico pré-natal das variantes patogénicas do mtDNA. No entanto,
é bastante dificil obter um resultado verdadeiramente positivo neste teste pré-natal, pois a
carga de mtDNA mutado nos amniocitos e nas vilosidades coridnicas pode nao ser
representativa de um teste positivo. A semelhanca dos outros distirbios mitocondriais, a
heteroplasmia influencia a incidéncia desta neuropatia, na medida em que a segregacao
replicativa do mtDNA mutante durante a embriogénese é aleatéria, originando assim células,
tecidos ou orgaos com diferentes percentagens de mtDNA mutado (Yu-Wai-Man and
Chinnery, 2016).

Outro fator de risco para a perda da visao é o conjunto de genes herdados que
transportam a mutagao patogénica do mtDNA. Ao longo da evolugao, os polimorfismos do
mtDNA agruparam-se, formando os chamados haplogrupos, um conjunto de genes que
tendem a ser herdados juntos. Como exemplo disto, temos o caso dos caucasianos, onde o
haplogrupo ] esta associado ao aumento da incidéncia da mutagao | 1778 e 14484, enquanto
que o haplogrupo K esta associado ao aumento da incidéncia da neuropatia 6tica de Leber
causada pela mutagao 3460. Os portadores chineses que apresentam a mutagao | 1778 tiveram
um risco aumentado de perda da visio quando herdados com o haplogrupo M7b12 e um risco
diminuido com o haplogrupo M8a (Yanli et al., 2008).

Individuos holandeses, australianos e norte-americanos portadores desta neuropatia tém
revelado sinais de ataxia, encefalopatia de inicio juvenil e disturbios psiquiatricos. Estes
fenétipos foram denominados de "neuropatia otica de Leber plus" e foram associados a outras
mutagoes pontuais no mtDNA que afetam a atividade do complexo | da cadeia respiratéria
mitocondrial (Yu-Wai-Man et al, 2011). Para além disto, a mutagao pontual no nucleétido

| 1778 causadora da neuropatia em estudo tem sido associada a um sindrome desmielinizante
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- Sindrome de Harding - que ¢ radiologica e clinicamente idéntica a esclerose multipla. Esta é
uma das hipoteses que sugere que uma resposta imune anormal contra o nervo otica seja a

causa da perda da visao (Meyerson et al,, 2015).

6. Terapéutica

O tratamento das disfungoes mitocondriais ainda esta numa fase muito precoce. Embora
existam investigagoes promissoras em desenvolvimento, ainda nao existe uma terapéutica
especifica e eficaz para doengas com esta etiologia.

A produgao de ROS é uma das principais causas das mutagoes no mtDNA. Logo, a
terapéutica com antioxidantes assume uma importancia relevante no tratamento desta
neuropatia. Além disso, os pacientes sao aconselhados a reduzir os fatores de risco ambientais
para perda da visao, tais como o tabaco, o consumo excessivo de alcool, medicamentos com
toxicidade mitocondrial e exposigao a toxinas ambientais (Kirkman et al,, 2009). Ao longo dos
tempos, tém sido desenvolvidas varias formulagoes para o tratamento de patologias causadas
por disfungdes mitocondriais, tais como a coenzima QI0, a L-carnitina, a creatina, o acido
lipoico, a dimetilglicina, a cisteina, o sucinato, o dicloroacetato, a vitamina K|, a vitamina K3, a
vitamina C, a vitamina BI, a vitamina B2 e a vitamina E (Newman, 2012).

Para os casos com fenotipos associados a “neuropatia de Leber plus”, deve ser efetuada
uma avaliagio de manifestagdes extra oculares, tais como eletrocardiograma e vigilancia
neurolégica (Newman, 2012).

A Agéncia Europeia de Medicamentos, através do Comité de Medicamentos de Uso
Humano aprovou no dia |15 de fevereiro de 2007 a Raxone, cujo principio ativo ¢ a ibedenona
na dosagem de 150 mg como medicamento 6rfao para o tratamento da neuropatia de Leber.
Para além da Idebenona, existem outras alternativas terapéuticas, que serao referidas

posteriormente, para o tratamento dos sintomas desta neuropatia.

6.1 Brimonidina

A brimonidina € um agonista alfa-2, com capacidade de reduzir a pressao intraocular em
casos de glaucoma. A terapéutica com brimonidina pode, portanto, ser potencialmente util em
portadores assintomaticos da neuropatia com glaucoma, devido a seus efeitos de redugao da

pressao e supostos efeitos neuroprotetores (Meyerson et al,, 2015).
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6.2 Analogos da Ubiquinona

A ubiquinona é uma molécula presente na membrana mitocondrial que transporta eletroes
dos complexos | e Il para o complexo Ill. Como anteriormente referido, a neuropatia de Leber
€ causada por mutagdes no mtDNA que afetam o complexo |. Efetivamente, a ubiquinona
analoga da coenzima Q10 no estado oxidado, tem uma agao facilitadora do fluxo eletroes,
conseguindo aumentar o numero de eletroes que atingem o complexo lll da cadeia respiratoria
mitocondrial e reduzir a formagao de ROS no complexo | e Il (Meyerson et al, 2015).

A ldebenona e EPI-743 siao andlogos de ubiquinona de cadeia curta que atravessam com
facilidade a barreira hematoencefilica e atingem as mitocondrias, ao contrario da coenzima

Q10 (Meyerson et al,, 2015).

6.2.1 Idebenona

A idebenona é uma benzoquinona de cadeia curta analoga da coenzima QIl0, com
capacidade de transferir eletroes diretamente para o complexo Ill da cadeia respiratoria
mitocondrial.

Efetivamente, na neuropatia de Leber, a idebenona é capaz de transferir eletroes
diretamente para o complexo lll da cadeia transportadora de eletroes, ignorando assim o
complexo | da cadeia respiratoria afetado pelas trés mutagoes principais do mtDNA
causadoras da neuropatia de Leber. Através deste mecanismo é capaz de restabelecer a
geragao de ATP e consequente reativacao das células ganglionares da retina inativas em

doentes com a neuropatia (Gueven and Faldu, 2013).

6.2.2 EPI-743

A EPI-743 é uma para-benzoquinona que repde os niveis de glutationa e possui uma
atividade antioxidante muito maior em comparagao a idebenona (Peragallo and Newman,
2015). Embora a EPI-743 nao seja tao estudada quanto a ibedenona, foi realizado um estudo
com EPI-743 que incluiu cinco pacientes com a neuropatia diagnosticada ha 90 dias. Os
resultados demonstraram diminuicao e suspensao dos efeitos da doenga apos o tratamento
com EPI-743, durante um minimo de | ano, em quatro dos cinco pacientes testados (Meyerson
et al, 2015).

Um outro estudo realizado em dois irmaos portadores da mutagao 14484 demonstrou a

rapida recuperagao da visao apos tratamento com EPI-743 (Toledano et al,, 2013).

36



6.3 Terapia génica

A terapia génica tem-se demonstrado promissora para o tratamento de patologias
causadas por uma disfungao mitocondrial, nomeadamente para a neuropatia 6tica de Leber,
pois € muito mais facil de atingir as células ganglionares da retina. Contudo, um dos grandes
obstaculos desta terapia é conseguir que o farmaco atravesse a membrana dupla da
mitocondria (Peragallo and Newman, 2015).

Para contornar as dificuldades de insercio do DNA no genoma mitocondrial, foi
desenvolvida a expressao alotopica (expressao de genes que normalmente sao expressos
apenas no genoma mitocondrial) (Peragallo and Newman, 2015). Desse modo, uma das formas
de aplicar a terapia génica é através da transfe¢ao do DNA exodgeno no genoma nuclear de
uma célula através de um adenovirus. (Bainbridge et al,, 2015).

Efetivamente, esta terapia consiste na incorporagao de um novo material genético no
genoma nuclear, permitindo a expressao das proteinas de interesse. As proteinas codificadas
por este material genético previamente inserido podem ser direcionadas para exercerem a
sua fungdo na mitocondria. Esta técnica foi aplicada com sucesso em linhagens celulares
hibridas, substituindo a proteina ND4 que foi afetada pela mutagao | 1778 (Bonnet et al., 2007).
Cwerman-Thibault e colaboradores demonstraram a seguranca e a eficacia da expressao
alotopica do gene ND4 humano de tipo selvagem introduzido por um vetor recombinante de
adenovirus, fornecendo evidéncias adicionais de que a terapia génica através da expressao
alotopica em humanos pode constituir uma terapéutica eficaz em doentes com a neuropatia
de Leber (Bonnet et al., 2007).

Existe uma alternativa em estudo a terapéutica com recurso a expressao alotopica do gene
ND4, que consiste na aplicagao de um gene nuclear de levedura que codifica todo o complexo
| (NDI1). Esta capacidade do gene NDI | de codificar todo o complexo | confere a possibilidade
de tratamento de todas as mutagoes causadoras da disfungdo do complexo | da cadeia
respiratoria mitocondrial. Contudo, esta terapéutica apresenta mais dificuldades do que a
expressao alotopica no que toca a incorporagao do material genético nas mitocondrias, devido

a membrana dupla da mitocondria (Peragallo and Newman, 2015).

6.4 Aconselhamento

Em todas as doengas causadas pela heranga genética, o aconselhamento sobre este tipo de
patologias, embora nao seja um tratamento propriamente dito, deve ser dado ao paciente para
que este esteja devidamente informado do risco de desenvolvimento da doenga nos seus filhos

e parentes (Peragallo and Newman, 2015).
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A maioria dos pacientes com a neuropatia de Leber sao homoplasmaticos (80-90%), ou
seja, todas as mitocondrias expressam apenas o mtDNA responsavel pelo desenvolvimento
da patologia. Os homens portadores de uma mutagao no mtDNA podem ter certeza de que
seus filhos nao possuem a mutagao. Os filhos de uma mulher com a neuropatia terao todos a
mutacao. Embora se desconhegam ainda os verdadeiros motivos, a verdade é que os homens
portadores de uma mutagao patogénica tém até 50% de risco de desenvolver esta neuropatia,
enquanto que as mulheres tém um risco de 10% (Yu-Wai-Man et al,, 2011). Pensa-se que este
evento seja devido a fatores hormonais (Giordiano et al, 201 |), exposi¢ao a tabaco e alcool
(Kirkman et al, 2009) ou até interferéncia de genes do cromossoma X (Bu and Rotter, 1991)
(Yu-Wai-Man et al, 2014).

Em relagao aos fatores hormonais tornou-se 6bvio que as hormonas sexuais femininas tém
um efeito benéfico nesta doenga. Mais concretamente, o tratamento com |7B-estradiol
potencia a atividade da enzima superéxido dismutase e reduz a produgao de ROS (Giordiano
et al, 2011). No que diz respeito aos genes do cromossoma X, realizaram-se analises de
segregacao a um elevado numero de familias com esta doenga. Decorrente desta analise, foi
identificada a existéncia de um gene recessivo ligado ao cromossoma X que atua em sinergia
com a mutagao do mtDNA, potenciando a perda de visdo. Isto justifica a discrepancia na
ocorréncia da neuropatia entre sexos, ja que uma doenga recessiva ligada ao X tem maior
probabilidade de afetar individuos do sexo masculino (Bu and Rotter, 1991) (Yu-Wai-Man et

al, 2014).
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7. Conclusido

A neuropatia otica de Leber é uma doenga genética rara causada por uma disfungao
mitocondrial, a qual se caracteriza pela perda da acuidade visual bilateral e cujos sintomas se
iniciam, normalmente, entre os 20 e os 30 anos de idade. Para além disto, o consumo de alcool
e tabaco, o défice de vitamina Bl2 e a ingestio de medicamentos que afetam a atividade
mitocondrial contribuem para um aparecimento acelerado dos sintomas em individuos
afetados pela neuropatia.

Efetivamente, a disfungao mitocondrial é causada por mutagoes pontuais no mtDNA que
codificam proteinas do complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial, sendo estas
denominadas por m.1 1778 G>A, m.144847 T>C e m.3460 G>A.

As referidas mutagoes originam uma série de alterages no funcionamento da mitocéndria,
nomeadamente a producao de quantidades excessivas de ROS, défice bioenergético e
consequente degeneragao das células ganglionares da retina.

Embora ainda nao exista uma terapéutica especifica e eficaz para doengas com esta
etiologia e sabendo que a produgao de ROS é uma das principais causas das mutagoes no
mtDNA, a terapéutica com antioxidantes assume especial relevancia no tratamento desta
neuropatia.

Com efeito, o arsenal terapéutico é composto por uma abordagem farmacolégica e pela
terapia génica, de modo a prevenir a diminuicao da acuidade visual sem nunca descurar a

importancia do aconselhamento genético.
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