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Parte |

Relatorio de Estagio em Industria Farmacéutica

Bluepharma



Abreviaturas

BPF- Boas Praticas de Producao

FFUC- Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
IPC- In-Processo Control

MICF- Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
OPL- One-Point Lesson

SOP- Standart Operacional Procedure

SWOT- Strenghts, Weaknesses, Opportunities and Threats



l.Introducao

Aos Estudantes do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) da Faculdade de

Farmacia da Universidade de Coimbra (FFUC) é dada a oportunidade de fazer um Estagio
Curricular numa diversidade de areas durante o quinto ano. Entre elas, estd a industria
farmacéutica, que abrange varias saidas profissionais para novos farmacéuticos. Esta
possibilidade de estagio adiciona valor a formagao académica dos estudantes do MICF, pois
proporciona uma melhor visio das opgoes profissionais, oportunidade de aplicar
conhecimentos adquiridos durante o percurso académico bem como a chance de adquirir

NOVvos.

Assim, com o proposito de ganhar um leque mais alargado de experiéncia decidi realizar um
estagio curricular neste setor. Realizei o meu estagio presencial no Departamento de Scale-up
da Bluepharma, com inicio a 3 de janeiro e término a 3| marco de 2023 sobre a orientagao

da Dra. Raquel Sousa e sobre a tutela da Dra. Ana Pedro.

2.Bluepharma

Caracterizacio

A Bluepharma é uma empresa farmacéutica criada em 2001, com sede em S. Martinho do
Bispo, Coimbra, sendo hoje um grupo de 20 empresas com mais de 700 colaboradores. No
passado dia | de margo, viu ser comemorado o seu vigésimo segundo aniversario e ser
inaugurada a nova unidade industrial de Eiras, demonstrando o crescimento sustentado da

empresa, fruto de uma administragao e gestao exemplares.

A Bluepharma possui experiéncia nao sé na produgao com capacidade de produzir 3 mil
milhoes de unidades por ano, investigagao e desenvolvimento de medicamentos, mas também
na sua comercializagao, tendo como destino de 90% das suas vendas o mercado estrangeiro.
Os principais objetivos sao a rentabilidade apoiada em ideais de sustentabilidade e inovagao

como demonstrado pelos inUmeros projetos de apoio.

A Bluepharma aplica uma metodologia “Lean six sigma”, com o designio de “fazer mais com

menos”, e que é aplicada em todos os seus departamentos.



3.Analise SWOT

3.1. Pontos Fortes (Strenghts)

3.1.1 Acolhimento

A Bluepharma destaca-se pela sua 6tima recegao, na qual os estagiarios e novos colaboradores
tém uma manha com seg¢oes de introdugao as metodologias, habitos culturais e historia da
empresa, orientada pelos elementos dos Recursos Humanos. Posteriormente, é atribuido

material informatico necessario as necessidades de cada colaborador.

Pela parte da tarde somos encaminhados para os respetivos departamentos onde nos sao
apresentadas as instalagoes, a equipa e o nosso orientador(a), com quem discutimos o plano

de estagio para os seguintes 3 meses.
3.1.2 Equipa

Num estagio, aquilo que retiramos da nossa estadia é bastante influenciado pela equipa que
nos acolhe. Seja em termos de conhecimento adquirido como de gosto pela pratica da
profissao, o ambiente dentro da equipa e as relagoes profissionais influenciam em muito a

perce¢ao do estagio.

Durante o tempo que estive na Bluepharma tive oportunidade de fazer parte de uma equipa
multifacetada e dedicada. Tive a sorte nao s6 de acompanhar de perto o trabalho como
integrar uma equipa jovem. Tive a possibilidade de contactar com a sua rotina, problemas

diarios e contribuir para a criagao de solugoes.
3.1.3 Elaboracao do plano de estagio

Foram discutidos os interesses por parte do orientador(a) de estagio e os meus com o objetivo

de criar um plano mais adequado e enriquecedor possivel.

Inicialmente é feita a leitura das SOPs (Standart Operational Procedures) de forma a estarmos a
par dos processos e agoes corretas em conformidade com a Boas Praticas de Fabrico (BPF).
O objetivo do meu estagio foi atualizar as SOPs de “Equipamento de medi¢ao de propriedades
de escoamento e angulo de repouso” e “Aparelho de compactagao para determinagao do
Volume Aparente” e a criagao de duas OPL (One-Point Lesson) - para a montagem da
“Granuladora Alexanderwerk 50N” e do equipamento de enchimento de capsulas “Zanasi
40E” de forma a facilitar a montagem e desmontagem das maquinas. Estes documentos tém
por objetivo tornar mais eficiente o processo de montagens e desmontagens dos

equipamentos, diminuindo tempos de setup.
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Além disso, apos varias formagoes internas, pude acompanhar a produgao de farmacos
potentes dentro de um ambiente controlado. Acompanhei também a realizagao de testes de

IPC, como, testes de desagregagao, dureza e friabilidade.

3.2. Pontos Fracos (Weaknesses)

3.2.1. Armazém

O unico acesso ao armazém, a partir do Scale-up, é feito através de um unico elevador
partilhado com o resto da produgdo. Sendo esta a Unica maneira de transportar material,
maquinas ou residuos, por vezes nao havia disponibilidade do mesmo, podendo ter impacto

nos planos diarios estabelecidos.
3.2.2. Area de trabalho disponivel

O departamento de Scale-up tem uma area relativamente reduzida para o tipo e dimensao dos
equipamentos usados. E bem organizada e possui todas as salas necessarias, mas ¢ dificil
deslocar os equipamentos entre as salas de produgao. Além disso, o acesso é dificultado

quando movemos maquinas para dentro ou fora do departamento.

Ainda, o espago de armazenamento dentro do departamento € bastante limitado exigindo um

elevado nivel de organizagao.

3.3. Oportunidades (Opportunities)

3.3.1. Obter e consolidar conhecimentos

Ao fazer o estagio na indUstria farmacéutica e acompanhar os desafios diarios do setor
industrial, pude adquirir e, principalmente, consolidar o conhecimento que obtive durante o
meu percurso académico. Tive a sorte de acompanhar de perto todos os processos de
produgao, desde as pesagens da matéria-prima até a obtengao do produto semi-acabado, bem
como observar intervengoes da manutencao e operagao de todos os equipamentos

envolvidos.

Ainda, pude formular/reformular alguns documentos sobre diferentes equipamentos como um
equipamento de enchimento de uma compactadora, entre outros, o que me permitiu ganhar
um conhecimento mais aprofundado sobre as maquinas e os processos nas quais estao

envolvidas. Além disso, participei também em testes farmacotécnicos.
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3.3.2. Formacao Interna

Durante o meu estagio fiz parte de varias formagoes presenciais algumas relacionadas com
sistemas de contengao, o correto uso do material e 2 métodos aplicados na produgao de
medicamentos. A Bluepharma oferece varias formagoes nao s6 especificas ao departamento
integrado pelo colaborador, mas também formagoes transversais a todos os membros da
empresa com o objetivo de sensibilizar todos os seus integrantes do rumo da empresa além
da criagdo de um ambiente agradavel com orientagoes culturais inerentes a empresa. Também
tive acesso a um conjunto alargado de SOPs relacionadas com a metodologia de trabalho,
seguranga, equipamento, documentagao e de Boas Praticas de Fabrico. Ainda tive acesso a
formacoes de formato online através do portal da Bluepharma. Aprendi a trabalhar com o

sistema Veeva que é um sistema informatico de gestao da qualidade.

Em suma, acabei o estagio com um conhecimento mais amplo e aprofundado sobre varias

matérias relacionadas com o correto funcionamento de uma fabrica do setor farmacéutico.
3.3.3. Método Kaizen

Desde o primeiro dia estive em contacto com a metodologia Kaizen, um sistema de melhoria
continua que tem como alvo criar uma melhor comunicagao dentro da equipa, melhor
organizagao e maximizar a produgao, minimizando erros e assim aumentar a rentabilidade.
Devido a este mecanismo, tive a sensa¢ao de que todos os membros da equipa estavam a par
de todos os acontecimentos antes de comegar a trabalhar e de todos os objetivos para o dia,
reduzindo a confusao e perdas de tempo, pois todos os elementos tinham recebido instrugoes

claras para as tarefas do turno assim como informagoes complementares necessarias.
3.3.4. Manipulacao em sistemas de contencao

Durante o estagio tive a oportunidade de entrar em processos de fabrico realizados em
contencao e acompanhar de perto os processos de produgao, montagem de equipamentos e
limpeza. Foi, de facto, uma experiéncia interessante e enriquecedora pois pude perceber
melhor o que os meus colegas sentiam e como operavam, pude também usar o sistema de ar

motorizado- VersaFlo 3M- e todo o equipamento de seguranga para estas situagoes.

3.4. Ameacas (Threats)

3.4.1. Ataques informaticos

Uma possivel ameaga é a possibilidade de um ataque informatico, o roubo de informagao

privada, danificando a credibilidade de uma empresa perante os seus clientes com a confianga
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nela depositada. A Bluepharma esta bastante consciente desta possibilidade e faz todos os
esforgos para sensibilizar os colaboradores destes possiveis ataques, como de “phishing”, por
exemplo, seja através de formagoes presenciais ou através de formagdes no seu portal,

disponiveis para todos os colaboradores.

Conclusao

A realizagao deste estagio tinha, para mim, o objetivo de entrar em contacto com a realidade
do setor de industria farmacéutica, conhecer os dilemas diarios e as possiveis carreiras que

um farmacéutico pode seguir como, também, as suas responsabilidades.

Ao longo destes 3 meses, apliquei varios conhecimentos e ganhei outros relacionados tanto
com o papel de um farmacéutico como de outras profissoes. Percebi a exigéncia de liderar
uma equipa na area de produgcao no setor Farmacéutico, a necessidade de estar
constantemente atualizado, o rigor, o espirito critico e as adaptagoes necessarias, que a

tornam numa carreira tao desafiante.
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Parte 2

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

Farmacia Adriana



Abreviaturas
FA- Farmacia Adriana

MICF- Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
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l. Introducao

A Farmacia Comunitaria é na sua base, a prestacao de uma ampla variedade de servigos de
salude prestados a comunidade. Seja através da despensa de medicamentos, aconselhamento
farmacéutico ou promover a educagao dos utentes sobre a saude. O farmacéutico tem um
papel integral no acompanhamento médico, nao so6 pela disponibilizagao de os medicamentos

necessarios, mas pelo contacto proximo com o utente.

O estagio Curricular em Farmacia Comunitaria permite que os alunos de MICF coloquem em
pratica conhecimentos teorico-praticos adquiridos ao longo do seu percurso académico como
ganhar novos. Ao longo destes meses sao desenvolvidas varias valéncias imprescindiveis em
contexto profissional sendo uma mais-valia para um profissional de salde como o

farmacéutico.

O meu estagio foi efetuado na Farmacia Adriana (FA), sob a orientagao do Dr. Joao Pimentel,
diretor técnico desta farmacia. Neste relatorio pretendo descrever as atividades e
responsabilidades que me foram designadas durante o estagio, decorrido entre o dia 3 de abril
até dia 7 de agosto de 2023. Este relatorio tem por base a analise SWOT (Strengths,
Weaknesses, Opportunities and Threats), com apresentagao de casos praticos com os quais lidei

durante a minha estadia na farmacia.

2. Analise SWOT

2.1. Pontos Fortes (Strenghts)

2.1.1. Equipa

A Equipa da FA destaca-se pelo bom ambiente e profissionalismo, apos varios meses a integrar
a equipa admito, sem duvida alguma que, o maior ponto forte é a ligacao criada entre os
colaboradores da equipa. Desde o primeiro dia, fui recebido sempre de bragos abertos e pude
criar boas relagoes laborais, facilitando a minha aprendizagem e o cultivar o meu gosto pelo
exercicio da profissao. O profissionalismo e dedicagao dos colaboradores permitiram-me
melhorar e aprender sobre diversas matérias e estar mais bem preparado para realizar um
melhor atendimento ao utente. Todos estes pontos foram fundamentais para o sucesso do

meu estagio.
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2.1.2. Confianca

A confianga que a equipa colocou em mim e na minha colega sentiu-se desde o primeiro dia.
Inicialmente o atendimento ao publico foi feito com supervisao de outros membros da equipa
mais experientes, mas, ao fim de alguns dias passei a desempenhar o atendimento de forma
autonoma o que demonstrou confianga nas minhas capacidades. A confianga em mim
depositada permitiu que eu mantivesse confiante no meu atendimento e mesmo quando tinha

duvidas a equipa estava prontamente preparada para me ajudar.
2.1.3. Aprendizagem continua

Durante o tempo que realizei o estagio pude aprender bastante com a equipa que integrei.
Todos os dias aprendi algo novo, sempre me senti a vontade para fazer perguntas e nao me
faltaram respostas. Estiveram sempre prontos a responder as minhas dudvidas, com paciéncia
e gosto em ensinar. Pude crescer com os meus erros e crescer como farmacéutico.
Acompanharam-me sempre de perto e a disponibilidade para me ajudar teve um papel

fundamental no conhecimento que adquiri durante o meu estagio.
2.1.4. Variedade de tarefas

Um dos pontos fortes foi a diversidade de tarefas na FA. Além do normal atendimento ao
publico e dispensa de medicamentos as outras atividades, embora reduzidas e espagadas no
tempo, foram enriquecedoras. Algumas destas atividades sao comuns a varias farmacias como
leitura de pressao arterial e batimentos cardiacos, algo que se tornou mais recorrente na
altura de maior calor e a andlise de parametros bioquimicos como a leitura de glicémia.
Também a contagem de stocks, a revisao das datas de validade e reorganizagao do armazém
da farmacia, acredito que estes tipos de atividades foram importantes para desenvolver uma
maior consciéncia sobre o leque de diferentes medicamentos e laboratérios disponiveis no
stock da farmacia. Também a realizagao de encomendas e a sua recegao contribuiram para este
desenvolvimento. Ter melhor nogao do stock existente tornava o atendimento mais agil e
rapido, por saber onde se encontravam os medicamentos nao s6 nas gavetas, mas como no

armazém.

Ainda, tive oportunidade de receber formagao num novo sistema de aplicagao de brincos e
pude realizar esta atividade varias vezes ao longo do meu estagio, desenvolvendo uma melhor
relagio com varios utentes da farmacia. A Dr. Angela Mota tem formacao aplicagao de

injetaveis e pude ainda acompanhar de perto o perto esta realizagao cooperando com ela.
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A farmacia Adriana tem um protocolo publico com Estabelecimento Prisional de Coimbra
onde fui entregar medicagao por varias vezes e pude contactar com o sistema e organizacional

empreendido nesse estabelecimento.

2.3. Pontos Fracos (Weaknesses)

2.3.1. Stock reduzido

O stock da Farmacia Adriana é adequado a necessidade dos seus utentes, através de uma boa
gestao por parte do Dr. Joao Pimentel. Porém, nem sempre tinhamos disponivel o
medicamento que o utente procurava ou o genérico do laboratério desejado para venda
imediata. Na drea dos cosméticos era ainda mais notavel, dado que normalmente, existiam
apenas algumas gamas disponiveis no stock. Esta limitagao é explicada pelo tamanho da farmacia
e pelo fluxo de utentes a procura desses produtos nao justificava alargar a variedade destes
produtos. Em alguns atendimentos consegui sentir que os utentes ficavam desanimados pela
falta de variedade. Porém, esta limitagao era facilmente superada através de encomendas

instantaneas, sendo que a FA recebia as entregas dos armazenistas duas vezes por dia.

2.4. Oportunidades

2.4.1. Atendimento ao publico

Ao longo do meu percurso académico lidei na grande maioria das vezes com o nome de
substancias ativas, mas tinha dificuldade em relacionar com o nome comercial do
medicamento. Apesar de aprendermos o principio ativo e muitas vezes o seu mecanismo ou
possiveis interagoes com outras substincias, aquando da necessidade de saber o nome
comercial era-me bastante dificil responder com certeza. Assim, apods estes meses de estagio
e inumeros atendimentos consegui desenvolver um grande a vontade nesta questao. O
contacto direto com os medicamentos é a forma mais eficaz para superar esta limitagao. Ainda,
ao longo do estagio, ao seguir de perto o atendimento de colegas mais experientes comecei
a desenvolver uma melhor capacidade de diagnéstico e no tipo que perguntas adequadas a

cada situacgao.
2.4.2. Contacto com diversos idiomas

A farmacia Adriana esta localizada na Praga da Republica. Um local bastante frequentado nao
s6 por estudantes como por estrangeiros. Esta caracteristica tornou-se uma mais-valia pelo
enorme contacto com outras linguas e outras culturas. Por varias vezes realizei o meu

atendimento em inglés e por vezes até em outras linguas tornando a minha experiéncia ainda
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mais enriquecedora. A possibilidade de realizar o atendimento em inglés permitiu-me ganhar
mais confianga nas minhas habilidades e desenvolver as minhas capacidades linguisticas. Além
disso, contactei com outras culturas e ganhei conhecimento sobre metodologias e

medicamentos estrangeiros.

2.5.Ameacgas

2.5.1. Nimero de estagiarios

A FA tem um tamanho reduzido e nao tem um enorme fluxo de utentes. Além de que, na
época do verao a quantidade de estudantes em Coimbra, uma grande fatia dos utentes que se
deslocam a esta farmacia, voltam para casa. Levando a uma diminuicao do numero de
atendimentos por dia. Como ¢ sabido, a atividade mais importante no estagio de farmacia de
oficina sao os aconselhamentos e dispensas de medicamentos, sendo que nesta altura os focos
das minhas tarefas passaram a ser centradas no backoffice. A reduzida demanda em
atendimentos com o numero de estagiarios na farmacia, levava a que sobrasse menos tarefas

por pessoas e assim, um menor aproveitamento.
2.5.2. Medicamentos esgotados no mercado

Ao longo dos meses de estagio, casos como o Ozempic ® ou Ovestin ® sao alguns dos
exemplos de medicamentos com elevada rotagao, mas em constante rutura de stock. Por um
numero elevado de vezes, utentes deslocaram-se a farmacia para aviar as suas receitas, mas
nao me era possivel dispensar estes medicamentos devido a escassez nos armazéns nacionais.
Esta realidade é, na minha otica, uma ameacga ao plano terapéutico designado pelo médico. A
falta de varios medicamentos no mercado nacional levava a que os utentes andassem de
farmacia em farmacia, por vezes fazendo grandes distancias, mas recebendo sempre uma

resposta negativa. E uma ameaga para o correto funcionamento do sistema nacional de satde

e para as farmacias, sendo que nao havia uma resolugao pratica que pudesse aplicar.

Casos Praticos

Caso pratico |

Um jovem com cerca de 30 anos dirigiu-se a farmacia com uma crise diarreica. Comecei o
atendimento através de algumas perguntas a fim de perceber a duragiao e a intensidade da
crise e se apresenta mais algum sintoma. O utente afirmou que esta crise ja dura ha cerca de

3 dias e nao apresentava febre, sangue nas fezes ou dores abdominais. Questionei se tinha
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alterado algo na sua dieta nos dias anteriores ao inicio do episodio ou iniciado alguma
medicagdo como por exemplo terapéutica antibiotica. O utente confirmou que tinha de facto
iniciado a toma de antibiotico ha cerca de 4 dias e que tinha ponderado interromper a
terapéutica. De imediato, aconselhei a continuagao do tratamento e expliquei a importancia
de uma toma continua e até ao fim do antibiético. Expliquei ao utente que seria provavel haver
uma relagao entre a toma deste medicamento com a crise diarreica. Assim, aconselhei ao
utente o tratamento com probidtico, o UL-250%, a fim de restabelecer a flora intestinal

comitente a terapia do antibidtico.
Caso pratico Il

Uma utente com cerca de 70 anos dirigiu-se a FA com uma crise de hemorroidas,
mencionando ser um problema recorrente. Iniciei o atendimento questionando se tinha dores
ao defecar e se apresentava vestigios de sangue. A utente respondeu que teria efetivamente
imensas dores, mas que nao teria se apercebido de algum sangramento. Também mencionou
que sentia imenso desconforto ao longo do dia, especialmente quando fazia grandes

movimentos.

Assim, aconselhei a toma de Daflon® 500, | comprimido ao dia e dispensei a pomada
Hemofissural®, com duas aplicagoes diarias. Além das medidas farmacoldgicas, aconselhei a
alteragao de alimentagcdo com objetivo de diminuir a frequéncia de aparecimento de
hemorroidas. Estas alteragoes basearam-se na introdu¢ao de uma maior ingestao de fibras e
de agua, nao permanecer tanto tempo sentada. Salientei ainda, no caso de nao melhorar,

devera dirigir-se a um médico.
Caso pratico Il

Uma jovem com cerca de 20 anos deslocou-se 4 FA para dar inicio ao tratamento de uma
infecao urinaria. Como tratamento de primeira linha, a utente vinha levantar uma receita de
Fosfomicina ®. Ao longo do atendimento apercebi-me que seria habitual a reincidéncia de
infecao urindria e decidi inquirir a utente a fim de saber se tomava quaisquer medidas
preventivas para esta situagao ao qual a jovem negou. De imediato comecei a explicar que nao
€ normal ter infe¢coes urinarias de forma frequente e aconselhei a utente varias medidas nao
farmacologicas para evitar o reaparecimento. As medidas aconselhadas envolviam uma maior
ingestao de liquidos, aumento da frequéncia das idas a casa-de-banho e cuidados regulares da
higiene intima. Além destas medidas ainda aconselhei a toma do suplemento alimentar
Probiokos Urin®, com constituintes como Proantocianidinas e Arbutina com o objetivo de

diminuir a incidéncia de infecdes urinarias.
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Ainda, dispensei a Fosfomicina indicando a utente que deve fazer a toma Unica antes de ir
dormir e ao longo do dia seguinte adiar a primeira ida a casa de banho com intuito de alongar
o efeito do antibiotico. Por fim, aconselhei que se no caso de haver uma reinfecao devera

consultar um médico.
Caso pratico IV

Uma senhora com aproximadamente 40 anos dirigiu-se a Farmacia Adriana reportando que a
sua filha de 8 anos teria passado o dia anterior com nauseas, vomitos. dores abdominais e

diarreia.

Questionei a senhora se a sua filha teria ingerido algum alimento possivelmente estragado ou
certos alimentos como marisco ou carne crua ou a ingestao de agua possivelemnte
contaminada, possiveis causadores de uma infegao no trato gastrointestinal ao qual a senhora
afirmou que poderia ser o caso dado que tinha voltado de férias do estrangeiro ha cerca de

dois dias.

Tendo em conta que a possibilidade de se tratar de uma gastroenterite aconselhei a toma de
Antimetil®, medicamento com ag¢ao antiemética a base de gengibre com a posologia de |
comprimido 4 vezes ao dia com o objetivo de diminuir as nauseas e vomitos. Para tratamento
da diarreia, sendo uma crianga de 8 anos nao é aconselhado a toma de agentes antidiarreicos
e por isso aconselhei a toma de um probiético e prebidtico como o Atyflor® para
reestabelecer e regular a flora intestinal, | carteira por dia apés uma refeicao. A fim de
reidratar a crianga também aconselhei o Electrolit® para reestabelecer os niveis de agua e sais
minerais perdidos através do vomito e da diarreia com varias tomas de pequena quantidade
ao longo dos dias seguintes. Normalmente este tratamento de suporte com repouso &

suficiente, mas caso os sintomas perdurem aconselhei a deslocar-se a um médico.
Caso pratico V

Um utente entrou na Farmacia queixando-se de tosse seca e irritativa. Inquiri o individuo sobre
ha quanto tempo persistia a tosse, a que respondeu durar ha cerca de trés dias com aumento
da frequéncia e a intensidade nos periodos noturnos. De seguida questionei o utente se havia

iniciado alguma medicagao ou sofria de outros sintomas como febre ao qual negou ambas.

Assim, aconselhei o utente a toma de Bisoltussin ®, indicado para o tratamento de tosse seca
e irritativa por ser um xarope com agao antitussica. A posologia aconselhada foi |5ml a cada
8 horas e no caso de os sintomas persistirem ao fim de 5 dias de iniciar a toma aconselhei a

consultar um médico.
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Parte Il

Monografia ‘“Radicais livres e oxidantes no
envelhecimento e em doencas neurodegenerativas:

novos mecanismos moleculares e processos
celulares.”



Abreviaturas

Alfa-sin- Alfa-sinucleina

APP- Proteina Precursora da Amiloide

CoQ- Coenzima Q

DA- Doenca de Alzheimer

DAMP- “Danger-Associated Molecular Patterns”
DH- Doenga de huntington

DP- Doenca de Parkinson

ETC- Cadeia de transporte de eletroes

GSH- Glutationa Peroxidase

HNE- Hidroxinonenal

IMM- Membrana mitocondrial interna MCU-
“Uniporte mitocondrial de calcium" mHtt-
Huntigtina mutante

MMP- Potencial da Membrana da Mitocondria mPTP-
Poro mitocondrial de permeabilidade transitoria
MtDNA- DNA mitocondrial

MtROS- ROS mitocondrial

NAD- Nicotinamida Adenina Dinucleotido

NFTs- Trangas Neurofibrilhares

NLR- “Nod-Like Protein”

OMM- Membrana mitocondrial externa
OXPHOS- Fosforilagao oxidativa

PAMP- “Pathogen-Associated Molecular Patterns”
PARP- “Poly (ADP-ribose) polymerase”

RNS- Espécies reactivas de azoto

ROS- Espécies reactivas de oxigénio

SASP- “Senescence-associated secretory phenotype”
SNC- Sistema Nervoso Central

SOD- Superoxido Dismutase

TFAM- Fator de Transcricao Mitocondrial Codificado no Nucleo
TLR- “Toll-like Receptor”

TNF- “Tumor-Necrosis Factor”

TRE- Transporte Reverso de Eletroes

VDAC- Canais anionicos dependentes de voltagem
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Resumo

Os radicais livres e oxidantes foram descobertos no meio bioldgico ha mais de 60 anos e desde
entao tém sido alvo de estudo ao longo de varias décadas, usados como base para varias
teorias relativas ao envelhecimento celular devido ao elevado poder oxidativo resultando no
fendmeno de stress oxidativo. A nivel fisiolégico tem um papel fundamental nas vias de

sinalizagao para reparagao de danos e como agonistas do sistema imunitario.

Para além da sintese enzimatica por familias de enzimas, nomeadamente as NADPH oxidases
e as Oxido nitrico sintases, a sua formagio é mais proeminente a nivel da mitocondria,
sugerindo que este organelo estd mais exposto ao stress oxidativo. Este conceito levou a que
a disfungao mitocondrial mediada por radicais livres constituisse uma das primeiras teorias do
envelhecimento. De facto, as alteragoes estruturais e funcionais pela oxidagao através da agao
de radicais livres estao presentes a diferentes niveis. Estas alteragdes a nivel do DNA
mitocondrial, homeostase do célcio intracelular ou desequilibrio do quociente NAD*/NADH
tém implicagdes no bom funcionamento da mitocondria e consequentemente, diminuigao na

formagao de energia celular e ativagao de mecanismos de envelhecimento e senescéncia.

A disfungao molecular e celular associada a presenga de radicais livres e oxidantes em
concentragoes elevadas esta implicada na etiologia de varias doengas neurodegenerativas
associadas com o envelhecimento, nomeadamente a doenga de Alzheimer, a doenga de
Parkinson e a doenga de Huntington tendo um possivel papel causal bem como no seu
desenvolvimento. De facto, o estado de inflamagao crénica presente nestas patologias, a
diminuicao de sinapses e a morte neuronal parecem relacionar-se com a disfuncionalidade da

mitocondria dependente de radicais livres e oxidantes.

Uma vez que as doengas neurodegenerativas associadas ao envelhecimento nao tém ainda cura
€ pertinente explorar as novas descobertas relacionadas com a etiologia da doenga. Nesta
monografia discute-se esta problematica do ponto de vista da produgao de radicais livres e

oxidantes e da disfungao mitocondrial.

Palavras-Chave: Radicais Livres, envelhecimento e senescéncia celular, disfuncao

mitocondrial, inflamossoma.
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Abstract

Free radicals and oxidants were discovered in the cells more than 60 years ago and have since
been the subject of study for several decades, used as the basis for various theories relating
ageing to their high oxidant capacity resulting in the phenomenon of oxidative stress. On a
physiological level, they play a fundamental role in the signalling pathways for repairing damage

and as agonists in the immune system.

In addition to their enzymatic synthesis by enzyme families, notably NADP oxidases and nitric
oxide synthase, the most prominent subcellular site for their production is the mitochondria,
an organelle that might be most exposed to oxidative stress. This concept led to the
formulation of the mitochondrial free radical theory of aging. Indeed, the alterations caused by
oxidation through free radicals are present at different levels, including mitochondrial DNA,
intracellular calcium homeostasis or the imbalance in the NAD"/NADH ratio and have
implications for the proper functioning of mitochondria and, consequently, a decrease in on

the formation of cellular energy and the activation of aging and senescence mechanisms.

The cell and molecular dysfunction associated with free radicals and oxidants has been
implicated in the etiology of aging-linked neurodegenerative diseases, namely Alzheimer's,
Parkinson's and Huntington's, and may play a role in their onset and development. In fact, the
state of chronic inflammation present in these pathologies, the reduction in synapses and the
high level of neuronal death might be critically related with mitochondrial dysfunction

motivated by free radicals.

Considering that the neurodegenerative diseases associated with aging have yet to be cured,
it is highly pertinent to explore novel scientific developments related with the onset and
developments of these diseases. In this work, |'ll discuss this theme in connection free radicals

and mitochonderial dysfunction.

Keywords: Free Radicals, aging and cellular senescence, mitochondrial dysfunction,

inflamossome.
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l.Introducao

Ao longo de décadas tem se estudado os Radicais Livres e qual o seu papel nos mecanismos
fisiologicos do corpo humano. A sua implicagao no envelhecimento celular e as descobertas
de vias de sinalizagao através destes compostos mudaram a perspetiva sobre estas moléculas.
Nesta monografia irei focar a sua produgao na mitocondria e por quais meios danificam
estruturas e mecanismos celulares. A partir destas alteragoes irei abordar como induzem
certos sintomas caracteristicos das doengas neurodegenerativas mais proeminentes como o
estado de neuroinflamagao constante, morte celular e disfungao sinaptica na Doenga de
Alzheimer, Doenga de Parkinson e na Doenga de Huntington. Esta monografia foi escrita tendo
em conta que nem sempre estao completamente elucidados os mecanismos e que muitas vezes
a opiniao cientifica nao € consensual em todos os mecanismos abordados. Ainda, nem todos
0s mecanismos presentes nestes sintomas neurodegenerativos estao presentes, apresento
varios processos fisioldgicos relevantes para o aparecimento e desenvolvimento da
senescéncia celular e doengas associadas a degeneragao do cérebro como a ativagao do
inflamossoma “Nod-Like Receptor Protein 3” (NLRP3) ou mecanismos que alteracao o bom

funcionamento sinaptico.
2. Conceitos gerais sobre radicais livres

Os radicais livres sao moléculas reativas e instaveis que contém um ou mais eletroes

desemparelhados na sua orbital externa. Existem espécies reativas de oxigénio chamadas de

ROS, como por exemplo o radical hidroxilo (*OH) e o radical superoxido (O2") ou o peroxido
de hidrogénio (H202), embora este ultimo oxidante nao seja um radical livre inclui-se na

mesma familia, como também existem espécies reativas de azoto como 6xido nitrico (NOs).

Estas moléculas sao produzidas em circunstancias normais nao apenas durante processos
metabdlicos através da atividade enzimas como as NADPH oxidases (que produzem radical
superoxido ou peroxido de hidrogénio) e as oxido nitrico sintases (NOS) como também de
modo fortuito durante a respiragao aerobia. O local onde a sua formacao fortuita € mais
proeminente € na mitocondria, na cadeia de transporte de eletroes (ETC). No entanto, varios
fatores podem impulsionar a sua producao como poluentes, stress, habitos de vida pouco

saudaveis ou radiacao '.

Durante décadas pensava-se que os radicais livres e oxidantes constituiam apenas meras
moléculas téxicas sem qualquer propodsito a nivel fisiologico. Apenas causavam danos a

estruturas celulares oxidando outros moléculas e causando disfuncionalidade a nivel celular.
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Hoje, sabemos que os organismos vivos produzem radicais através de sintese enzimatica,
participando na regulagao das fungdes celulares, tal como sabem que a durante a Evolugao se
desenvolveram mecanismos para contrariar o excesso destas espécies reativas no meio
biolégico, podendo, portanto, desencadear processo toxicos. Isto €, surgiram mecanismos
antioxidantes para atenuar o excesso da concentragao toxica de radicais e oxidantes — o
designado stresse oxidativo. Exemplos destes mecanismos envolvem enzimas como glutationa
peroxidase (GSH), que reduz o perodxido de hidrogénio e peroxidos lipidicos (a agua e alcoois,
respetivamente) e a superoxido dismutase (SOD) que remove o radical superoxido. Isto é,
em elevada concentragao os radicais livres podem causar danos a lipidos, proteinas e acidos
nucleicos (stress oxidativo), mas em baixas concentragoes sao essenciais para a sinalizagao

celular e defesa imunolégica.'?

O stress oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a produgao de radicais livres e a
capacidade do sistema antioxidante de neutraliza-los. Os radicais livres podem reagir com
lipidios, proteinas e acidos nucleicos, causando danos oxidativos as células.® Isso leva a
disfuncao celular, alteragoes estruturais, inflamagao e morte celular, contribuindo para o
processo de envelhecimento. O cérebro é um o6rgao com elevada exigéncia energética sendo

por isso bastante sensivel nao soé a falta de ATP como ao stress oxidativo.*

Estas espécies tem a capacidade de causar danos em inumeras estruturas celulares e tém sido
implicadas na etiologia das doengas neurodegenerativas. As alteragoes causadas por este
fendmeno podem variar desde dano a nivel estrutural, por exemplo da membrana lipidica da
mitocondria, ou desequilibrio na homeostase do calcio. Os mecanismos nos quais estao
envolvidos nao estao por vezes completamente elucidados, porém, existe uma forte ligagao
entre o aumento de ROS e RNS com o aparecimento e desenvolvimento destas doengas. O
stress oxidativo parece contribuir para a neuroinflamagao, comum nestes casos, na disfungao

mitocondrial e disfungao sinaptica.
3. Radicais livres e oxidantes na mitocondria

A mitocondria possui um papel importante na homeostase de uma célula, mas com o avancgar
da idade esta sofre diversas alteragoes e a luz do conhecimento atual sabe-se que a sua fungao
vai decrescendo com o aumento da idade." Sendo a mitocondria o local onde ocorre a
respiragao aerobia é de esperar que seja aqui onde se forme a maioria dos radicais livres e
consequentemente haja a probabilidade destes organelos serem sujeitos a disfungao
dependente de stress oxidativo.* Na generalidade destes casos, tem sido descrito um aumento
na producao de radicais livres, despolarizagao do potencial de membrana da mitocondria e

diminuigao da produgao de ATP. Por exemplo, a diminuigao da atividade do complexo | ou
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de determinadas enzimas especificas a este organelo encontram-se reduzidas ao longo do

tempo vida.t

Existem varios locais onde as ROS podem ser produzidas in vitro, mas apenas 3 deles
demonstraram serem relevantes na produgao in vivo. Este sao: complexo respiratério |, o

complexo 2 e o complexo 3. Por outro lado, o complexo 4 que reduz o oxigénio a agua nao

gera ROS.

A topologia de formagao das ROS no complexo | e 3 sao também diferentes entre eles
mesmo. O complexo | produz estas espécies diretamente para a matriz da mitocondria
enquanto o complexo 3 divide a produgao entre a matriz e o espago intermembranar.”” As
ROS criadas por estes complexos tém efeitos a jusante diferentes. As espécies oxidativas do
Comeplexo 3 sio um requerimento para ativar a resposta a hipoxia e a diferenciagao celular,
por outro lado as do complexo | s3ao necessarias a organizacdo da ETC e sensibilidade ao
oxigénio pelas células. O complexo | pode também gerar ROS nos dois sentidos, criando
assim o transporte reverso de eletroes (TRE) que ocorre quando a CoQ pool esta reduzida e
a forma reduzida transfere eletroes de volta para o Complexo |. Este mecanismo tem como
papel a comunicagao entre a mitocondria e a célula trocando informacgao sobre a quantidade

de ATP sintetizado.

Em suma, é na ETC onde existe o maior risco da formagao destas espécies, especialmente nos
complexos | e lll. O complexo Il tem especial implicagao na produgao e libertagao do

superoxido (O2e-) tanto na matriz mitocondrial como no espaco intermembranar.”®

Um aspeto a ter em conta é que a mitocondria &, simultaneamente, fonte e alvo de ROS e
RNS. De facto, as membranas da mitocondria sio constituidas por acidos gordos
extremamente suscetiveis a oxidagao através da peroxidagao destes lipidos ocorrendo a
producao de espécies altamente reativas de aldeidos como o hidroxinonenal (HNE). Assim,
nao € surpreendente que esteja exposta a stress oxidativo ao longo da sua vida e que este
dano, apesar de haver mecanismos antioxidantes, va acumulando. As proteinas e lipidos da
membrana interna sao sujeitas a este dano em grande quantidade afetando diretamente ou

indiretamente a sua funcionalidade através da despolarizagio da membrana.

A principal caracteristica de disfungao mitocondrial é a diminuigao da capacidade respiratoria
deste organelo juntamente com a diminui¢ao do potencial de membrana (MMP). Um reduzido
MMP ¢, normalmente, associado a um aumento na produgao de ROS. Em casos de redugao
transitéria, a diminuicao de MMP leva a ETC a ficar num estado de oxidagao e assim diminui a
produgao de ROS, porém, no caso de esta redugao de MMP se manter teremos disfungao a
nivel da cadeia de transporte de eletroes. A redugao de MMP também pode estar associada a

fuga de eletroes.®®
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Um dos alvos primarios do stress oxidativo mitocondrial € o DNA mitocondrial (mtDNA) que
pode sofrer danos e modificagdes via reagdes com radicais livres. O mtDNA também esta
mais exposto aos radicais livres, o que aumenta a probabilidade de ser mutado levando a um
ciclo onde os radicais oxidantes causam dano ao mtDNA e a sua alteragao tem como
consequéncia o aumento da produgao destes mesmos radicais. Além de estar mais perto do
principal local de produgao de radicais livres também esta menos protegido. Ao contrario do
DNA nuclear, nao esta protegido por histonas.>* Pode, portanto, especular-se que sendo tanto
o complexo | como o complexo 3 codificados em parte pelo mtDNA, ao passo que o
complexo 2 é totalmente codificado por DNA nuclear, estas adulteracoes no mtDNA tenham
consequéncias funcionais destes complexos e consequente perda da sua fungao, resultando na

alteracao da homeostase da mitocondria.’

4. Radicais livres, envelhecimento e senescéncia celular — impacto na
neurodegenerescéncia

Durante o envelhecimento celular ha alteragdes no DNA, disfungao nos mecanismos de
autofagia, desregulacao da sinalizagao de nutrientes, alteragoes epigenéticas e ativacao de
inimeros fatores pro-inflamatorios relacionados com a senescéncia, chamados de
“Senescenceassociated secretory phenotype” (SASP). Associado ao envelhecimento esta também
o fendmeno da senescéncia celular. Em células senescentes ha normalmente um aumento do
tamanho celular e paragem do ciclo celular associado e libertagao de fatores reconhecidos
como SASP.® Dado o tema abordado por esta monografia, havera um maior foco na
senescéncia celular relacionada com a disfungao da mitocéndria e os danos causados pela sua

disfungao como pelas ROS.

A esperanc¢a média de vida continua a aumentar de forma geral em todo o mundo. Por isso, a
questao do envelhecimento tem ganho um foco cada vez maior, mas o aumento da longevidade
populacional também significa maior probabilidade de contrair doengas neurodegenerativas.
O envelhecimento é um processo natural e inevitavel. Assim, as doengas relacionadas com a
senescéncia tem ganho maior peso na pesquisa cientifica. Pensa-se que fatores genéticos,
ambientais e estilo de vida desempenhem papéis cruciais no desenvolvimento e progressao
dessas condigoes. Mas, apesar da extensa pesquisa cientifica, ainda existem varias lacunas no

conhecimento sobre a senescéncia e destas doencas.’

Com o avancar da idade ocorrem alteragoes a nivel cerebral, afetando a sua estrutura e
funcionalidade. O cérebro é bastante suscetivel ao stress oxidativo devido a sua exigéncia de
energia ser elevada. Além disso, a elevada quantidade de lipidios poliinsaturados associada a

baixa capacidade antioxidante potenciam os danos oxidativos neste orgao. As caracteristicas
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comuns sao atrofia cerebral, agregacao de proteinas, inflamagao croénica de baixo grau,
disfungao mitocondrial e perda de sinapses. As doengas neurodegenerativas sao associadas a
perda progressiva de fungoes com resultado o declinio cognitivo e de memoria como perda
de fungao motora. Neste contexto, as doengas neurodegenerativas, como a Doenga de
Alzheimer, a Doencga de Parkinson e a Doenca de Huntington serao, por regra, dadas como

exemplos nesta monografia.'’

4.1. Envelhecimento celular e danos no DNA

A senescéncia celular associada ao envelhecimento e relacionada com o stress oxidativo tem
como alvo o DNA. Os radicais livres tém a capacidade de alterar as cadeias seja por quebra
de ligagoes ou modificagoes quimicas. Além disso, podem comprometer a funcionalidade das
proteinas envolvidas na reparagao do DNA levando a acumulagao de alteragoes ao longo do
tempo, tendo como consequéncia a perda de fungoes celulares. Aumentando a instabilidade

gendmica e falhas na sua replicagao. Ultimamente, contribuindo para o envelhecimento.’
4.2. Mecanismos de disfuncio mitocondrial associada ao envelhecimento

A mitocondria € o organelo no centro da teoria de envelhecimento baseada no dano oxidativo,
isto pois, € na mitocondria onde se forma a maior das ROS, RNS como também outros
compostos com poder oxidativo e onde se consome a grande maioria do oxigénio da célula.
A disfungao mitocondrial (Figura I) &, pois, um tema central nos mecanismos do

envelhecimento associado a produgao de ROS e RNS."

NAD‘/NADH imbalance

Reduced NAD*/NADH ratio
CD38

Mitochondrial l Mitochondrial turnover
Ca™ overload ™~ -~ Biogenesis
Ca? flux Mitochondrial Fusion/fission
dysfunction Mitophagy

/N

Genomic Nutrient signaling

instability SIRT3/SIRT5
mtDNA mutations mTOR

Figura |. Mecanismo de senescéncia mitocondrial (Adaptado de Miwa,2022).°
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4.2.1. Instabilidade genémica

O DNA mitocondrial esta exposto a um maior dano oxidativo pelo facto de estar mais perto
do local da sua produgao. Além de estar mais exposto também possui menores defesas
comparativamente ao DNA nuclear, a falta de histonas. Apesar de ser algo controverso, os
danos causados ao mtDNA podem estar mais relacionados com a diminuigao na sintese de

proteinas mitocondriais, particularmente na DA e PD."

O dano ao mtDNA e aos seus mecanismos de reparagao tem impacto direto na sua fungao e
esta presente em doengas relacionadas com a funcionalidade da mitocondria. Uma enzima alvo
de alteragoes é a mtDNA polimerase, enzima esta necessaria para a replicagcio de DNA e
quando alterada implica um maior grau de disfuncionalidade e foi correlacionada com a

evolugao de senescéncia celular prematura.'

A PGC-lalfa é um importante cofator na biogénese e regulacao da resposta ao stress oxidativo.
Sendo que a mitocondria esta presente na sintese de nucleétidos a sua disfuncionalidade pode
afetar as quantidades de nucledtidos disponiveis para manter a estabilidade genémica. Esta
relagao encontra-se aumentada devido ao “loop” criado entre os mecanismos. Ainda sem
elucidacao total dos mecanismos, a inibicao deste cofator parece estar presente no

desenvolvimento de doengas como HD e PK."

4.2.2. Excesso de Calcio

A mitocondria tem um papel fundamental na homeostase do Ca* intracelular. E regulada
através de canais tanto na membrana interna como a membrana externa -IMM e OMM. Em
casos de aumento citosdlico de Ca** a mitocondria abre os canais de influxo, os canais
anionicos dependentes da voltagem (VDACs), o componente externo do canal mPTP, e
“Mitochondrial calcium uniporter” (MCU) nas membranas OOM e IMM respetivamente, de
forma que nao haja excesso de Ca** no citosol. Porém, pode causar o excesso na mitocondria

induzindo ao aumento de ROS e disfungao mitocondrial. '2

O aumento de cilcio induz a dissociagao do citocromo C da IMM levando a sua libertagao
para o citoplasma onde pode induzir a morte celular programada.’'* A libertacio do
citocromo c através do mPTP ocorre em casos onde a despolarizagao prolongada da IMM leva
a uma permeabilizagao da OMM e inicia uma cascata que leva a apoptose celular mediada pela

caspase-3.1s,i6

4.2.3. Desequilibrio na relacio NAD'/NADH

Uma manuten¢do normal da atividade mitocondrial depende do quociente NAD*/NADH e

uma pool de NAD" estavel. A producio de ATP e manutengio da MMP requerem a presenca
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do NAD" como cofator. A origem do NAD" pode ser através da metabolizagio do NADH no
complexo | da cadeia respiratéria ou através de outros mecanismos. A sua biogénese também

é dependente de estimulos nutricionais e ambientais.

A deplegio do NAD" esta relacionada com morte celular através do mecanismo de ativagio
da “Poly (ADP-ribose) polymerase |” (PARPI). As PARPs estao envolvidas no mecanismo de
sintese do NAD" e no caso de haver acumulacio de dano no DNA havera ativagio da PARPI,
servindo de intermedidrio na resposta ao dano causado ao DNA e, consumo do NAD" levando
a uma diminui¢do da pool de NAD", aumentado o desequilibro do racio NAD'/NADH e
alteragao no potencial de membrana através da sua despolarizagao como alteragao na sua
permeabilidade. Assim, alteracdo deste equilibro e diminuicdo da pool de NAD" tem implicagdo
na funcionalidade e mecanismos de reparagao da mitocéndria, sendo em parte responsavel

pela senescéncia presente neste organelo.’

A diminuicao na capacidade respiratoria e consequente diminui¢ao na formagao de energia
celular como também uma diminuigao MMP pode implicar uma maior oxidagao da cadeia de
transporte de eletroes, se este fenomeno ocorrer de forma regular pode indicar por si uma

disfungao na proépria ETC.

Uma caracteristica do envelhecimento celular é reducio no quociente de NAD*/NADH. O
aumento deste composto incorre no aumento da libertagio de SASP. A diminuicao da
atividade deste complexo pode ser justificada pela oxidagao da ETC sendo este o complexo

que aparece mais afetado pelo envelhecimento no cérebro.

Embora uma fungao primordial da mitocondria seja a produgao de ATP, porém, nem sempre
é possivel seguir o mesmo mecanismo para esta produc¢ao pois depende de fatores externos
ao organelo. Um bom marcador de disfungao é a habilidade de manter o MMP
independentemente dos diferentes estimulos e situagoes em que se encontra. O potencial de
membrana é dependente da libertagao de protoes através da ETC e criagao de um gradiente
eletroquimico. Este gradiente € essencial para a sintese de ATP através da ATP sintetase e ADP
em niveis saudaveis. Querendo dizer que, com a fuga de eletroes deste espago nao teremos

o gradiente eletroquimico necessario para manter uma estavel produgao de ATP."

Os compartimentos citoplasmético e mitocondrial compartilham o NAD" e NADH, querendo
dizer que quando um esta afetado o outro também vai sofrer o impacto de qualquer alteragao.
Uma célula com reduzido racio apresenta uma elevada quantidade de ADP comparativamente
ao ATP e maior AMP relativo ao ATP, pois sem NAD" estes mecanismos nio se sucedem, no
caso de um aumento do radio AMP/ATP havera uma maior ativacao da

AMPK que induz senescéncia através da ativagao/fosforilagao da p53.'
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Estranhamente, esta senescéncia tem como caracteristicas uma falta de resposta
proinflamatorio normalmente presente em formagao da ativagao de NF-kB e ativagao das
interleucinas |,6 e 8, a SASP presente tem uma maior quantidade de IL-10 e “Tumor-Necrosis

Factor” (TNF-alfa)."

4.2.4. Estimulos externos

O estado da mitocondria é dinamico, as alteragdes no seu estado sao consequéncia de fatores
externos como nutrientes ou necessidade energética. Quando existe um aumento de
nutrientes e glucose existe um aumento de insulina levando a ativagao do mecanismo mTOR
e consequente indugao de processo de anabolismo, neste estado a autofagia ¢ inibida. Por
outro lado, na situagao oposto, onde ha diminui¢cao da quantidade de nutrientes ha ativagao
da AMPK. Esta ativacao leva a inducao da SIRT| através do aumento do racio intracelular de
NAD'/NADH. A familia das proteinas SIRTUINS estdo presentes na regulagio de

metabolismo da mitocondria. Neste estado ha aumento da biogénese e da autofagia.'

A familia das SIRTUINS é essencial pelo seu controlo do metabolismo, sendo deacetilases
dependentes de NAD" tem uma fungdo de sensores metabdlicos. Perda da fungio desta familia
esta relacionada com doengas neurodegenerativas. Deplegao da SIRT3 induz o SASP e

consequente inflamagao além de diminuir a resposta mitocondrial e atividade funcional.

Sabendo que existe uma relagao entre a mitofagia e a acumulagao de danos mitocondriais, nas
situagoes em que, por exemplo, ha um aumento da expressao do mMTORC]| teremos uma

reducao da mitofagia e consequente acumular de danos.'"

4.2.5. Alteracao do numero e fen6tipo mitocondrial

A continuidade da homeostase depende de mecanismos como biogénese e mitofagia. A familia
de PPAR-gama (PGC-I-alfa, beta e PGC-I-cofator) sdo os principais fatores necessarios a
correta biogénese mitocondrial pois ativam a transcricao de fatores Nrfl/2 e ERR-alfa que
posteriormente controlam a transcricao do fator de transcricao mitocondrial codificado no
nucleo (TFAM) em resposta ao aumento das biogéneses deste organelo. A relagio com o
fenotipo de senescéncia celular esta no aumento da massa da mitocondria pois nestas situagoes
o cofator PGC-| alfa e Nrfl e Nrf2 estao aumentados e associados a disfuncionalidade,

ultimamente, existe corelacao entre a da acumulacao de disfuncao mitocondrial e aumento do

seu volume e massa.'”

Outro mecanismo envolvido no aumento do volume é o mecanismo relacionado com a
proteina PINK 1/parkin, induzido por stress no mecanismo de mitofagia, porém, uma correlagao

entre a nitrosilagao deste proteina e uma diminui¢ao da fissura da mitocondria tem parecido
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cada vez mais relevante nas alteracoes deste mecanismo. Alteragoes nos mecanismos de

autofagia mitocondrial podem estar relacionados com senescéncia prematura.'’

As dinamicas da mitocondria como alteragoes de morfologia em fungao dos mecanismos de
fissao e fusao regulam a sua integridade a nivel de nimero, forma e distribuicao, bem como as
respostas das mitocondrias aos estimulos de outros locais subcelulares. Aquando da fusao, ha
troca de mtDNA danificado por mtDNA em bom estado e serve de mecanismo de
manutengao para a salde do organelo. Alteragoes neste mecanismo estao relacionadas com
senescéncia celular, aumento do dano causado por espécies oxidativas e consequente redugao
recetores essenciais, culminando na formagao de mitocondrias de volume anormalmente

elevado e sua consequente disfungao.'

4.2.6. Sistema imunitario inato

Ao longo da transformagao da mitocondria sao libertadas as chamadas “Danger-Associated
Molecular Patterns” (DAMPs) (Figura 2). Estas moléculas sao reconhecidas pelo sistema
imunitario e promovem um ambiente inflamatorio através da sua internalizagao em células da
microglia e ativagao de sistemas pro-inflamatorios. Existem varias moléculas dentro deste
grupo, mas as mais relevantes para esta monografia sao as ROS, mtDNA e o SASP. Uma das
respostas inflamatorias mais proeminentes € através do inflamossoma NLRP3. No caso da
Doenca de Alzheimer (DA), o peptideo beta-amildide também tem capacidade de ativar este
complexo. A continua libertagao destes compostos leva ao reduzido, mas continuo estado de

neuroinflamagao, nocivo para os neuronios, resultando em apoptose.'®"”
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Figura 2. Esquema representativo de fatores com capacidade de ativagao do sistema inflamatorio

NLRP3 (Adaptado de Heneka,2015)4
4.2.7. Permeabilizacao da membrana mitocondrial

O mega canal mPTP é essencial na manutencao do potencial de membrana. Porém, a

desregulagio deste canal pode acontecer devido a stress oxidativo, Ca** overload ou
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despolarizagao da membrana interna da mitocondria, como ja visto, tudo isto sao fatores
presentes numa célula senescente. A criagao de um loop é possivel pois, devido a sua abertura
ha perda de potencial de membrana consequente aumento de ROS e redugao da capacidade
tampao de Ca”. Ainda, parece que com a idade a quantidade de Ca®* necessario para abertura

do canal mPTP diminui, podendo levar a uma maior desregulagio.”

Estudos apontam para que se esta abertura € transitéria e rara pode ter alguns beneficios, no
entanto, no caso de ser frequente e duradoura pode trazer efeitos negativos a homeostase do
Caz+.10
Além disso, a proteina VDACI quando nitrada na DA parece levar a uma despolarizagao da
mitocondria, o que pode contribuir nao sé para alteragao da transmissao sinaptica como a

plasticidade."

No caso da DP, a agregagao da alfa-sinucleina (Alfa-sin) parece conseguir ligar-se a outro
componente do mPTP e a ATPsintetase presente na IMM. Esta ligagao resulta na oxidagao da

sua subunidade beta comprometendo o seu papel.2'?

4.3. Doencas neurodegenerativas associadas ao envelhecimento,

senescéncia e radicais livres

Dentro do Sistema Nervoso Central (SNC) existe um tipo de células especiais que fazem parte
do sistema imunitario, a microglia. O objetivo destas células consiste em suportar os neuronios
através da inspegao das sinapses entre neuroénios, manter um ambiente prospero e saudavel.
Em casos de disfungao da barreira hematocefalica, com possivel infe¢ao ou lesao neuronal, é a
microglia que responde por acao da produciao de fatores pro-inflamatérios. O arsenal da
microglia também inclui mediadores pro-inflamatorios como IL-1, TNF-alfa e IL-6. Em doengas
neurodegenerativas como DA, a microglia reage a padroes moleculares associados a
patogenos, os “Pathogen-Associated Molecular Patterns” (PAMPs), ou padroes moleculares
associados a perigo, DAMPs. Estes padroes estio associados a ativacao do fenétipo MI,

levando a uma inflamagao exacerbada. Este mecanismo ira ser abordado a jusante.

1,17

4.3.1. Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) foi primeiro documentada em 1906 por Alois Alzheimer através
da observagao de um paciente com perda progressiva de fungoes cognitivas. Apos a morte

deste doente o seu cérebro foi analisado e foi descrito a fisiopatologia da doenga. Um nimero
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elevado de pequenas placas na regiao do cortex cerebral de chamadas de placas senis,
constituidas por agregados do peptideo beta-amiloide além de trangas neurofibrilares (NFTs)

formadas por agregados de proteina tau hiperfosforilada.*

Estas duas caracteristicas observados por Alois Alzheimer sao, ainda hoje, considerados as
principais lesoes fisiopatoldgicas da doenga, sendo a deposicao da proteina tau e do peptideo
beta-amiloide as explicagoes mais aceites. As explicagdes para o desenvolvimento destes

fendomenos sao varias, mas existem algumas mais relevantes que outras.
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Figura 3. Esquema representativo dos mecanismos de formagao do peptideo beta-amildide
(Adaptado Kumar,2015) 23

A proteina que origina a beta-amildide é a proteina precursora da amiloide (APP) sintetizada
do reticulo endoplasmatico. A APP pode ser alvo de clivagem por duas secretases. No caso
de ser clivado pela alfa-secretase, a APP é sujeita a proteodlise por esta enzima, resultando
deste processo a molécula soltvel de nome sAPP-alfa, caracterizada como nao-amiloidogénica.
A sAPP-alfa tem papeis importante em diferentes fatores para a saide do cérebro, como a
plasticidade neuronal e protegao contra toxinas, e também regula a proliferagao das células

estaminais, sendo por isso caracterizada com propriedades neuroprotetoras.

No caso de sofrer clivagem pela beta-secretase/BACE |, a APP vai gerar peptideos beta-
amildide 40 e 42, com composicao de 40 e 42 aminoacidos respetivamente. Estes peptideos
formam oligdmeros e fibrilhas devido a sua tendéncia para agregarem-se e por serem

insoltveis. Desta agregacao formam-se as placas senis (figura 3).
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BACE-| aumenta com a idade e é elevada nos cérebros de doentes com DA. O aumento desta
expressao pode ser explicado por varios mecanismos como a deficiéncia no trafico axonal,
stress oxidativo, hipoxia e isquemia resultando na privagdo de energia, foram também

apontados como razoes para o aumento da expressao celular da BACEI. #*

Na doenca de Alzheimer é caracteristico observar danos por stress oxidativo, segundo a
primeira formulagao da hipotese da mitocondria o stress oxidativo é gerado pela presenga de
beta-amilose intramitocondrial alterando a fungao da cadeia de eletroes. A primeira hipotese
afirmava que a acumulagao continua e gradual do dano oxidativo em varios compostos como
DNA, lipidos, RNA e proteinas originava a patologia conhecida com AD. Recentemente, uma
segunda hipotese foi avancada, considerando que a disfuncionalidade da mitocondria origina
stress oxidativo, mas de forma independente do beta-amilase intramitocondrial.”* O peptideo
beta-amiloide é reconhecida por ser a causa de induzir stress oxidativo e neuroinflamagao
através da sua deposicao no cérebro, levando a ativagao da microglia.?* Um dos mecanismos

de ativagao da microglia e indugao de neuroinflamagao, o NLRP3, ira ser abordado a jusante.

No caso de DA, o hipocampo é das primeiras areas do cérebro a sofrer alteragoes, afetando
assim a memoria e, presumivelmente, um alvo para as ROS e RNS. Assim, foi detetado um
numero elevado de proteinas nitradas nos casos desta patologia resultante do ataque de RNS
a proteinas. Cérebros de pacientes diagnosticados com DA apresentam um consumo reduzido
de glucose e uma menor produgio de energia. ” Dado que algumas das proteinas essenciais a
estas vias estao nitradas e assim alteradas é de prever que haja uma diminuicao destas vias.
Proteinas como alfa enolase, catalisadora da conversaio de 2-fosfoglicerato em
fosfoenolpiruvato que posteriormente da origem ao piruvato, e a gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, enzima que catalisa a conversao da gluceraldeido-3-fosfato em
|,3fosfoglicerato, foram identificadas como altamente nitradas servindo assim de possivel
correlagao para as alteragoes de metabolismo da glucose no cérebro destes pacientes, pois se

sofrerem alteracoes na sua estrutura a sua atividade também sofrera alteracoes.'®

Para além de proteinas nitradas, um outro biomarcador de stress oxidativo é a peroxidagao
lipidica, ocorre uma interagao entre ROS e acidos gordos polinsaturados e assim ha a criagao
de aldeidos reativos como HNE, consequentemente alterar a sua estrutura e de outros

componentes da como proteinas.?!

4.3.2. Doenca de Parkinson

A Doenga de Parkinson (PD) é a segunda doenca neurodegenerativa mais proeminente,
estando em primeiro a DA. Por base, nesta doenca ha perda de neurodnios dopaminérgicos,

em especial na substancia nigra.?*®* Um dos mecanismos fisiopatologicos desta doenga é a
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agregacao da alfa-sin. Este agregado incorre em alteragoes a nivel da mitocondria, stress
oxidativo e indugao de neuroinflamagao. Ainda, a alfa-sin, quando expressa em altas

quantidades, parece aumentar a produgao de ROS.?"%

O stress oxidativo parece desempenhar um papel importante no desenvolvimento desta
doenga, potenciando nao sé a agregacao da alfa-sin e da “parkin” como também a disfungao
do proteossoma, privando a célula de um processo essencial a homeostase das proteinas. Nos
doentes de PD as alteragées mais comuns na mitocondria sio ao nivel do complexo |,
alteragoes na ETC sao a causa de falhas na redugao do oxigénio a agua gerando espécies
reativas como o radical superoxido.® Esta alteragao é considerada a maior causa de formagao

de ROS em modelos de PD contribuindo para o stress oxidativo.?

A delegao de mtDNA ¢é também considerada uma das principais razoes para o
desenvolvimento de processos de envelhecimento e senescéncia como de doengas
neurodegenerativas. Nos modelos de PD comparados ao controlo, o nivel de delegdes esta
aumentado e a disfungao de mtDNA é apontada como uma das causas de perda de neurédnios
em cérebros envelhecidos e com PD.?”* A delecio de mtDNA esta associada com as
alteragoes no complexo IV, onde a alteragao a fosforilagao oxidativa (OXPHOS) e libertacao
do citocromo C contribuem para o declinio da fungio mitocondrial. A parte do complexo I,
os restantes complexos tém componentes resultantes da transcricao do mtDNA. Assim, se o
stress oxidativo causa danos ao mtDNA e estas alteragoes levam a formagao de componentes
aberrantes na ETC, sera de esperar que com a progressao da idade este mecanismo fique mais

presente e haja aceleragcao do processo de desenvolvimento de PD.*"*

Além da relagio com alteragoes mitocondriais, a alfa-sin também parece ter um papel na
modulagao sinaptica.’* A agregacao desta proteina parece afetar os neurotransmissores

dopaminérgicos.*>*

4.3.3. Doenca de Huntington

A Sindrome de Huntington, é uma doenga genética que afeta o sistema nervoso central de
forma progressiva. Esta condigao é caracterizada por uma combinagao complexa de sintomas

motores, cognitivos e psiquiatricos, que geralmente se agravam com o tempo.”’

A causa da sindrome de Huntington é uma mutagao no gene HTT, localizado no cromossoma

4. Essa mutacao leva a produgao incomum de uma proteina denominada de huntingtina que,
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formando agregados em neuronios, afeta a fungao celular. A doenga tem sido muito estudada
nas ultimas décadas e é notério que o fenétipo caracteristico € a neuroinflamagao com origem

na disfungao da microglia.”’

A proteina huntingtina mutada induz a expressao dos genes para citocinas proé-inflamatorias
causando uma resposta exacerbada por parte da microglia. Estes mecanismos inerentes ao
processo da inflamagio estao correlacionados com a ativagao dos "Nod-Like Receptors” (NLRs)
e os “TollLike Receptors” (TLRs). No caso do mecanismo dos NLRs, como ja foi mencionado
acima, origina uma resposta inflamatéria. No caso dos TLRs, a sua ativagao induz a ativagao de
NF-kB que, por sua vez, regula nao s6 a atividade de NLRs como a expressao de interleucinas

como a IL-1beta, IL-6 e IL-8 e o TNF-alfa.383%404!

Ainda, a huntingtina mutante (mHtt) causa alteragoes na capacidade de manter uma correta
homeostase de Ca* a nivel da mitocondria em células da microglia. O aumento de Ca** pode
levar a sintese de oxido nitrico, ROS e citocinas induzindo uma alteragao fenotipica dos
astrocitos (macroglia) e da microglia, estabelecendo as condigdes um estado de

neuroinflamagao. O dano causado por este ambiente nocivo leva a libertagao de DAMPs.*
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Figura 4. Esquema representativo do mecanismo de agao da proteina huntingtina (Adaptado
de Jurcau, 2022)'?

De modo geral, nas doengas neurodegenerativas associadas ao envelhecimento ocorrem
alteragoes a nivel da proteostase nomeadamente diminuicao da expressao de chaperonas.
Com a diminui¢cao destas proteinas existe por um lado uma menor capacidade celular de
enovelamento de proteinas na sua estrutura nativa funcional e, por outro, os mecanismos de
remocao de proteinas desnaturadas/agregadas dependentes de chaperonas estio

comprometidos. Portanto, a falha na proteostase tem consequéncias 6bvias na morte celular
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associada as doengas neurodegenerativas. Agravando estes processos, o envelhecimento

também leva a uma diminuicao do ATP que por si também afeta o sistema da proteostase.'*?

A propria mHtt parece afetar a mitocondria via diversos mecanismos, alterando a sua
funcionalidade e aumentando a produgao de ROS. Este aumento, causa inlmeros danos como
ja visto. A figura 4 exemplifica o “loop” de “feedback-positivo” pois a acumulagao desta
proteina, limita a quantidade de chaperonas disponiveis e maior sera o dano a mitocondria,

com fluxos aumentados de ROS que, por sua vez, induzem danos celulares e morte celular.*

4.4. Senescéncia e neuroinflamacao

4.4.1. Disfuncao da autofagia

Neste contexto, € relevante considerar que a autofagia existe como mecanismo de limpeza,
onde as células degradam proteinas agregadas ou organelos inteiros que sejam reconhecidos
como danificados, em que para o caso da mitocondria chama-se mitofagia.*“ A disfungao deste
processo contribui para a ocorréncia dos designados “Damage-associated molecular patterns"
(DAMPs), os quais incluem, o mtDNA danificado, ROS e o peptideo beta-amiloide os quais
podem iniciam a resposta imunologica através da inflamagao. A resposta inflamatoria € mediada
por citocinas como |L-6, TNF-alfa através do recetor TL9 e pela IL-Ibeta e IL-18 com ativagao

do recetor NLRP3.#47

Como visto anteriormente, a quantidade de DAMPs esta relacionada com varios mecanismos
e disfuncionalidades. A maior e prolongada formagao de DAMPs leva a uma ativagao de um
ambiente inflamatoério através do inflamossoma NLRP3.¥ Em modelos celulares e de animais
com DA, na microglia esta presente o aumento da fragmentagao da mitocondria e esta
associado ao aumento de citocinas pro-inflamatérias e neurotoxicidade. Estas alteragoes

propagam-se para astrocitos e neuronios.*

Em suma, as mitocondrias danificadas e disfuncionais, nao sendo removidas por mitofagia,
prevenindo, assim, a hiperinflamagao por ativagao cronica do inflamossoma NLRP3, induzem

um aumento no mecanismo de inflamacao.*®
4.4.2. Disfuncao mitocondrial e sistema imunolégico

A microglia consome uma grande quantidade de energia. Mas, com a avango da idade ou o
desenvolvimento da neurodegenerescéncia, aumenta a disfungao mitocondrial e o declinio da
OXPHOS juntamento com a diminui¢ao do turnover do organelo. Em casos da diminui¢ao da
OXPHOS ha normalmente um aumento de glicdlise associado e consequente aumento na
expressao de enzimas glicoliticas. Nos casos de DA é especialmente preocupante pois, a

presenca do peptideo beta-amiloide e da tau leva ao aparecimento do fenétipo proinflamatoério
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destas células. Estas mudanga leva a que haja uma alteragao no perfil metabdlico para um ainda
maior foco na glicolise.”'’* Este aumento em células da microglia € um fenémeno reconhecido
em fases iniciais de DA, normalmente seguido de uma fase de tolerancia imunoldgica. Durante
esta fase tanto a glicolise como a OXPHOS encontram-se diminuidas e as células da microglia

apresentam menor poder fagocitico.*

Assim, se as perturbagoes a nivel mitocondrial se mantiverem por longos periodos induzirao
a um estado de inflamagao prolongado onde tanto ha uma diminuigao tanto da glicélise como
da OXPHQOS, resultando uma falha de abastecimento energético para estas células e falha do
poder fagocitico. Ainda, a secregdo de citocinas pro-inflamatérias tem um efeito nocivo,

exacerbando a neurotoxicidade e potenciando a neurodegenerescéncia.®

A disfungao mitocondrial e acumulagao de DNA danificada e constante libertagao de DAMPs
sao apontados como algumas das razdes para inicio da senescéncia celular. Na presenga de
células classificadas como senescentes, existe a libertagao do fendtipo associado a este
fenomeno, o SASP. Assim, as células senescentes podem ser nocivas para o ambiente em que
se encontram. A libertagao de SASP, citocinas e ROS leva a criagao de um ambiente nocivo
para as células circundantes, além da promogao de inflammaging 7. O SASP é um fenotipo
muito heterdgeno, desde interleucinas como IL-1ALFA, IL-lbeta E IL-6, quimiocinas IL-8 e
fatores de crescimento ou metaloproteinas. Os principais reguladores deste fenétipo sao a
NF-kB ou o mTOR. Estes marcadores estao “upregulated” em astrocitos de pacientes com
DA. As consequéncias fisiopatologicas resultam na incapacidade dos astrécitos de manterem

neurdnios saudaveis e consequente envelhecimento e morte de celulares cerebrais.

Sabendo que a microglia sao os macréfagos residentes do SNC seria de esperar que tivessem
como alvo as células senescentes, porém nao ha evidéncias que tal ocorra. Assim, células
senescentes podem continuar no cérebro por muito mais tempo do que normalmente seria

esperado.

4.4.3. Inflamossoma NLRP3

O inflamossoma NLRP3 é um complexo proteico constituido por 3 componentes. A proteina
NLRP3, a ASC e a proteina Caspase-| (figura 5). Este complexo pode ser ativado por varios
fatores, como por exemplo a ativagao via DAMPs e PAMPs. Este complexo proteico atua via
a caspase-|, esta proteina vai dar inicio a maturagao de varias proteinas como a IL-18 E IL-
Ibeta. Em certas situagoes pode até dar origem ao fenémeno de apoptose via gasdermina D.**
Esta hipotese é ainda sustentada pelo facto de em pacientes com DA ser detetado maiores

concentragoes destas citocinas pro-inflamatorias, especialmente em células da glia perto de

placas senis.>>*¢
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A ativagao do inflamossoma é feita através de dois passos. Nao havera inicio da sua atividade
na auséncia duas ativagoes distintas. Ao primeiro passo chama-se de “Priming”. Os macréfagos
tém de ser expostos a um estimulo inicial, como a ligagado de DAMPs a recetores como TLRs
ou a recetores de citocinas induzindo a agao do NF-kB. Este fator vai aumentar a expressao
da NLRP3 e pro-IL-Ibeta. Este sinal parece nao ter grande efeito a nivel do ASC, pro-caspasel

ou pro-IL-18.%7=8

Além de um aumento na expressao desta proteina, a NLRP3 esta ubiquitinada no dominio
LRR. Neste estado ela esta inativa. Com o estimulo de “priming” ha ativagao da enzima
BRCC36 que é responsavel pela desubiquitinagao deste dominio.*”*® A nivel da mitocondria

também ha um aumento de sintese de DNA necessario para a ativagao deste inflamossoma.®'

O segundo passo é referido como a ativagao do inflamossoma. Esta ativagao pode ser originada
por muitos estimulos diferentes, entre os quais se incluem efluxos ionico, produgao de mtROS
e a destruicao da membrana lisossomal. Apds a ativagao por via da ligagao de DAMPS ou
PAMPs o inflamossoma sofre alteracoes conformais. Ha ativacio do Fator Nuclear-kB,
estimulando a formagao da pro-citocinas |-beta e 18 como a iniciagdo do mecanismo via
NLRP3. A acao deste complexo é através da ativacao da caspase-| que através da clivagem da
pro-IL-Ibeta e pro-IL-18, citocinas proé-inflamatorias, as torna ativas. Este € o processo de
maturagao. A IL-Ibeta é reconhecida por induzir estado de febre e a infiltragao de células

imunoldgicas. A IL-18 é necessaria para a produgao do IFN-gama.

Ainda, a caspase-| também cliva a FL-GSDMD a N-GSDMD (gasdermina D), permitindo que
esta proteina tenha o seu N-terminal ativo para formar poros na membrana plasmatica. Este
fenomeno chama-se piroptose, uma forma de morte celular programada com envolvimento
das caspases. Tem como obijetivo a libertagao de diversos fatores estimuladores do sistema
imunitario. Também ha indu¢ao da produgao de DAMPs, para aumentar a resposta

imunologica.®?

Assim, este sistema cria uma resposta inflamatoria com possivel morte celular e intensificagao

de um ambiente inflamatdrio e, consequentemente, nocivo para os neuronios.
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Figura 5. Esquema representativo do mecanismo de agao do inflamossoma NLRP3
(Adaptado de Kelley,2019)7!

4.4.4. Inflamacao em doencas neurodegenerativas

Em doengas como na DA a acumulagao de agregados proteicos induz a ativagao da microglia
e astrécitos, promovendo um ambiente de inflamacdo e aumento da fagocitose destes
agregados. E encontrado niveis elevados de moléculas pro-inflamatérias como IL-1beta na
microglia perto da formacao de placas beta-amiloide e II-18. Ambos sao resultado da ativagao
prolongada do inflamossoma NLRP3 (figura 6). Além disso, outros estudos apontam para o

aumento da expressao da proteina NLR3, ASC e caspase-l em mondcitos de doentes com

DA .3

Na sequéncia da acumulagio do peptideo beta-amildide, parece ocorrer um processo de
ativacao do complexo NLRP3 através da catepsina B. Ao serem fagocitadas as fibrilhas
amiloides causam dano aos lisossomas e induzem a ativagao do inflamossoma. Ainda, embora
a ligacao entre a hiperfosforilagao da tau e a ativagao deste inflamossoma ainda nao tenha sido
estudada ao mesmo nivel das fibrilhas amiloides, existem estudos que apontam para esta

ligagao.71,72

Varios estudos apontam para uma relagao entre a doenga DA e a cronica ativagao do
inflamossoma.®* As fibrilhas amiloides induzem a ativagido croénica deste mecanismo, e a
existéncia de um ambiente de inflamagao constante impulsiona ainda mais a formagao de

agregados de beta-amiloide, criando um “loop” de feedback-positivo. A IL-18 é ativadora de
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cinases presentes no mecanismo de hiperfosforilagao da tau, como a Cdk5 ou a GSK-3beta,

possivelmente este mecanismo € induzido pela ativagao do NLRP3 (figura 6).%

Em termos globais, estes estudos apontam para que o complexo proteico NLRP3 tem um
papel importante na caracteristica inflamagao croénica presente nestes doentes, sendo ativado
tanto pelo peptideo beta-amildide como pela tau. A sua ativagao constante parece ter como
consequéncia o aumento do proprio peptideo beta-amildide como da tau, criando um loop de

feedback-positivo.

Na PD, o fendtipo caracteristico é a perda de neurdnios dopaminérgicos acompanhada de
agregados proteicos de Alfa-sin, chamado de corpos de Lewis. Os mecanismos que envolvem
os agregados na neurodegenerescéncia ainda nao estao completamente elucidados, porém
parece existir uma relagdo com alguns processos celulares como autofagia, disfungao da

mitocondria e funcao lisossomal.®¢

Os pacientes com PD também sofrem de desregulagcao do sistema imunitario, levando a um
perfil de neurotoxicidade causada por uma libertagao croénica de citocinas pro-inflamatorias.
O inflamossoma NLRP3 parece estar altamente regulado nestas situagoes.®® Os monocitos
ao fagocitarem a alfa-sin, induzem o aumento na resposta inflamatoria através do NLRP3.
Aparentemente, este mecanismo é semelhante ao da beta-amildide, através de dano lisossomal
posterior a fagocitose, ha libertagao da catepsina B. Ainda, a caspase-| parece induzir a

agregacao da alfa-sin através da sua clivagem.®’”°
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Na PD é normal a presenga de mitocondrias disfuncionais. Com esta disfungao, como ja foi
referido anteriormente, existe também um aumento de mtROS. Estes sao indutores também
do mecanismo de inflamagcao onde o NLRP3 atua (figura 6). Desta forma a libertagao de
citocinas pro-inflamatorias e criagdo de um ambiente neurotoxico juntamente com o

fenomeno de piroptose leva a morte de neuronios no SNC.”!

4.4.5. Disfuncao sinaptica

A disfungao sinaptica ocorre quando a comunicagao sindptica entre neurodnios esta
comprometida (figura 7). A neurotransmissao nas sinapses exige que varios mecanismos
biologicos, que incluem canais idnicos, recetores membranares (por exemplo o recetor
NMDA de glutamato nas sinapses excitatorias), complexos proteicos, entre varios outros
componentes, ocorram de forma correta, significando que qualquer alteragao nas estruturas
e componentes moleculares envolvidas podem causar disfun¢ao sinaptica. Como ja referido
anteriormente, a disfungao mitocondrial ligada a um aumento da produgao de ROS esta
presente em varias doencas como por exemplo DA. Por outro lado, sabe-se que as ROS, beta-
amiloide e a proteina tau no estado hiperfosforilada afetam a atividade dos recetores NMDA.
A formagao de agregados da proteina tau pode também alterar o transporte axonal das
mitocondrias contribuindo para destabilizagdo dos recetores NMDA.” Ainda, as alteragoes
revistas anteriormente a nivel da producao de energia por parte da mitocondria, dano
originado pelo stress oxidativo, alteragao na transcricao de genes e na homeostase de Ca2+
podem afetar a funcao sinaptica. O cérebro é o 6rgao que consome mais energia relativamente
ao seu tamanho. A exigéncia metabdlica do cérebro faz com que a alteragao na produgao de
ATP por parte da mitocondria tenha efeitos ainda mais devastadores. O hipometabolismo de
células cerebrais ja descrito em casos de AD associado as disfungoes mitocondriais € anterior
a acumulagao de placas beta-amiloide, podendo contribuir para o aumento do stress oxidativo
e disfungao sinaptica anterior a formagao das placas beta-amildide. A contribuicao da
mitocondria para este fenotipo de doenga neurodegenerativa pode resultar tanto do
comprometimento na produgao de energia como no aumento da

quantidade de ROS que leva a alteragoes a fungao sinaptica.”

Além de tudo referido, a peroxidagao de lipidos afeta tanto a fungao e organizagao da dendrite
como o trafico de recetores. Pode ainda ser o caso ode afetar a membrana mitocondrial

alterando a sua produgao de ATP.”
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7.Conclusao

A presente monografia apresenta diversos possiveis mecanismos moleculares e processos
celulares que relacionam o stress oxidativo ao envelhecimento e senescéncia e
consequentemente a doengas neurodegenerativas. Ao longo dos anos forma formuladas e
reformuladas varias hipoteses envolvendo os radicais livres e oxidantes no envelhecimento e
neurodegenerescéncia, mas, aparentemente, a mitocondria tem um papel central no
desenvolvimento da senescéncia, além da implicagdo de um aumento descontrolado de

espécies oxidativas e os seus maleficios.

Os mecanismos associados ao envelhecimento e senescéncia envolvendo a mitocondria sao
varios e nem todos foram discutidos nesta monografia. O foco no dano ao genoma,
especialmente mtDNA, alteragdes na homeostase do Calcio ou no quociente NAD*/NADH
e alteragoes nas estruturas como proteinas e lipidos podem ser apontados como possiveis
alteragoes de elevada importancia, mas a falta de conhecimento sobre como se relacionada
com o avango das doengas neurodegenerativas nao permite estabelecer uma relagao forte de
causa-efeito. Varios estudos tentam provar essa relagao, porém outros remetem para outras

possibilidades.

E possivel afirmar que, o envelhecimento resulta da acumulagio de danos e disfuncdes
causados por uma enorme variedade de fatores. A complexidade do tema esta nao s6 em
perceber os proprios mecanismos, mas como eles de impulsionam um ao outro. A criagao de
um ciclo vicioso entre o dano causado e o fendtipo aparenta, geralmente, intensificar-se entre

si através da sua propria atuagao.

Tendo isto em conta, o papel dos radicais livres, apesar de ser vastamente estudado ainda
apresenta espacos em branco de como implica o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas. O papel das ROS esta entre a neuroprotecgao e sinalizagao contra os
possiveis efeitos de destruicao. Mais estudo sao necessarios para entender por quais

mecanismos atua e qual a relagio com a senescéncia e doengas neurodegenerativas.
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