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Parte |

Relatorio de Estagio em Farmacia Comunitaria

Orientado pela Dra. Teresa Antunes



Abreviaturas

AINE — Anti-inflamatério nao esteroide

CNP — Codigo Nacional do Produto

FFUC — Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra
FTBA — Farmacia Teresa Bernardes Antunes

IMC — indice de Massa Corporal

MICF — Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
MNSRM — Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica
MSRM — Medicamentos Sujeitos a Receita Médica

PVP — Preco de Venda ao Publico

QR — Quick Response



I. Introducao

O meu estagio curricular teve inicio no dia | de fevereiro de 202| e terminou no dia
5 de junho de 2021, com duas interrupgoes autopropostas para a realizagao de frequéncias a
outras unidades curriculares, e foi realizado na Farmacia Teresa Bernardes Antunes, no

Bairro de Santa Apolonia.

A razao pela qual optei por realizar todo o meu estagio em farmacia comunitaria foi
simples. Sendo que ja tive a oportunidade de estagiar na area de indlstria (mais
particularmente na area de Assuntos Regulamentares) nos Laboratérios Basi, decidi que a
melhor opgao seria fazer o nimero de horas que melhor se adequava ao meu horario
preenchido. Para além disso, visto que nunca realizei um estagio em farmacia comunitaria,
seria bastante enriquecedor para o meu percurso académico obter o maximo possivel de
experiéncia nesta area central do exercicio da profissaio de Farmacéutico, e assim dispunha
da oportunidade ideal para por em pratica todos os conhecimentos adquiridos ao longo
destes Ultimos cinco anos. Este estdgio também me permitiu observar o quotidiano de um
Farmacéutico Comunitario e de que forma é gerida uma Farmacia, contemplando todo o
tipo de atividades que se realizam na mesma e, simultaneamente, familiarizando-me com as
marcas dos produtos e as caracteristicas das embalagens. Adicionalmente, outro importante
beneficio que este estagio proporcionou foi o facto de poder lidar com o publico em
pandemia, com os devidos cuidados, como € evidente, tendo sido excelente a oportunidade
de estar perante a presenga de varias pessoas diferentes no meu quotidiano, algo que evitei

ao longo desta pandemia por razoes ébvias.

Estou extremamente grato por poder observar o quao exigente e exaustiva pode ser
a atividade de um Farmacéutico Comunitario e o nivel de responsabilidade que isso implica.
O leque de atividades que eram desempenhadas na farmacia estendia-se muito para além do
que imaginava e claro, nao bastam sé os conhecimentos na area da farmacologia, um dos
aspetos ao qual nos, estudantes do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF),
temos tendéncia a dar mais relevo. O farmacéutico pode ter um papel bastante influenciador
ao nivel da saude publica, nao se restringindo apenas a cedéncia de medicamentos sujeitos a
receita médica. Envolve também uma componente de aconselhamento farmacoterapéutico
bastante forte e evidente, como pude denotar. Varios utentes dirigem-se a farmacia com
elevada frequéncia para requerer uma primeira ou segunda opiniao em relagao a certos
problemas clinicos (ou também na area da dermocosmética). No atendimento, também

verifiquei que, enquanto farmacéuticos, temos a oportunidade e o dever de auxiliar e educar



os utentes em relagao ao uso racional do medicamento, fornecendo todo o apoio que

necessitam e promovendo acima de tudo um estilo de vida saudavel.

O presente relatério esta descrito no formato de uma analise SWOT ao estagio na
Farmacia Teresa Bernardes Antunes (FTBA). Procurei descrever com rigor e simplicidade o
que considerei como pontos fortes (Strengths) e pontos fracos (Weaknesses), oportunidades
(Opportunities) e ameagas (Threats) que mereceram maior atencao. Esta analise ira avaliar a
minha prestacao enquanto estagiario, tendo em conta a minha formagao académica e as
peculiaridades do meu profissionalismo, internos ao préprio estigio e a farmacia (pontos
fortes e pontos fracos), atentando também nos aspetos externos a mim préprio e a FTBA

que influenciaram o estagio (oportunidades e ameagas).

2. Farmacia Teresa Bernardes Antunes

A Farmacia Teresa Antunes situa-se no Bairro de Santa Apoldnia, nos arredores de
Coimbra. Foi fundada em 1987 pela atual diretora técnica Dra. Teresa Maria de Melo Freitas
Bernardes Barreiros Antunes. O horario de funcionamento decorre das 8h30 as 20h de
segunda a sexta-feira e das 9h as |4h aos sabados, encontrando-se encerrada, por norma,
aos domingos e feriados, a excegao dos dias em que presta servigo (de acordo com a escala

de servigo das farmacias de Coimbra), nos quais se encontra aberta por 24 horas.
A farmacia esta dividida nas seguintes areas:

e Zona de atendimento ao publico: darea extensa, de facil e eficiente circulagao,
com apenas uma gondola no centro. No total, é composta por 6 balcoes de
atendimento individuais: 4 balcoes estao adjacentes em linha com separadores e 2
balcoes distanciados dos restantes, sendo que um deles constitui o balcao central.
Dado a sua localizagao dos dois balcoes distanciados dos restantes, ocasionalmente
servem o proposito de proporcionar aconselhamento em dermofarmacia e cosmética
e aconselhamento veterinario. A entrada da farmacia é composta por um hall de
entrada onde os utentes aguardam pela sua vez quando a farmdcia atinge o maximo
de pessoas permitidas por lei dentro do estabelecimento. Logo a esquerda da entrada
estao 3 cadeiras para os utentes que aguardam a sua vez no interior da farmacia ou
que possuem dificuldades de locomogao. Para além disso, a farmacia possui uma rede
de camaras de vigilancia em pontos-chave, cujas imagens se agrupam num monitor

sittado num corredor interior, de modo a agilizar o atendimento quando os
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Farmacéuticos se encontram no back-office. Esta zona também é equipada com um

aparelhos para medir a tensao, o peso e calcular o indice de massa corporal (IMC).

Zona de passagem/armazenamento de medicamentos: corredor no qual se
encontram os armarios principais onde se armazenam os medicamentos genéricos,
os medicamentos de marca por ordem alfabética, seringas, dedaleiras e outros
dispositivos. Aqui também s3ao armazenadas as faturas conferidas de todas as
encomendas recebidas, como também as notas de devolugao, e esta divisao ainda
possui um computador e um telemovel para a leitura de receitas médicas por

chamada telefénica.

Back-office e armazém: aqui sao armazenados todos os excedentes de
medicamentos e produtos de venda livre. E também aqui que se processam as
encomendas didrias e as instantaneas, e se regista a entrada de todos os produtos no
sistema. Outra funcionalidade adicional desta area é que também constitui um dos
dois lugares de deposi¢ao de encomendas, sendo que este é para ser acedido sempre
que a farmacia se encontra aberta. Alternadamente, enquanto a farmacia se encontra

encerrada, as encomendas sao colocadas na antecamara.

Antecamara: local onde os distribuidores depositam os baques fora do horario de
expediente da farmacia e os colaboradores da farmacia colocam os baques vazios
para que os mesmos os recolham sem perturbar o normal funcionamento da

farmacia.

Gabinete de atendimento ao utente (GAU): constitui uma area isolada da zona
de atendimento ao publico, e é acedida através desta. Estando localizada numa zona
mais interior da farmacia, proporciona um ambiente com mais privacidade para um
atendimento mais personalizado. Aqui prestam-se consultas de nutrigao e podologia
por outros profissionais de saude ocasionalmente, e também sao realizados rastreios
que sao proporcionados pela farmacia ou por outras entidades. Salienta-se também
que sao prestados outros servigos farmacéuticos como a medicagao dos parametros

bioquimicos (medicao da glicémia e do colesterol) e a administragao de injetaveis.

Laboratério: este local serve o proposito de preparagio de medicamentos
manipulados e suspensoes pré-preparadas. Aqui também estao armazenados os
ingredientes e equipamentos necessarios para essas atividades, todos os produtos

para uso exclusivo em laboratério e outros produtos.



e Bastidor: esta divisao acomoda o servidor onde se agrupam todas as ligagoes
informaticas que permitem o bom funcionamento da farmacia e aqui se localiza
também o armario destinado a acomodagao dos produtos reservados por ordem

alfabética.

e Gabinete da Diretora Técnica: escritorio e local de arquivo de documentos

variados no ambito da farmacia.
e Copa: local com equipamento de cozinha designado para refeigoes e formagoes.
¢ Instalacoes sanitarias e cacifos.

A diregao técnica da FTBA ¢ da responsabilidade da Dra. Teresa Bernardes Antunes
e a equipa técnica é constituida por 4 farmacéuticos, o Dr. Tiago, a Dra. Patricia, a Dra.

Catarina e o Dr. Ruben, e por uma técnica de farmacia, a Dra. Elisabete.

A FTBA opera com o programa informatico SIFARMA 2000°, presente em 8
terminais, 2 internos (sendo que um deles é maioritariamente utilizado para a recegao de
encomendas e a criagdio das mesmas) e 6 terminais externos. Trabalha também com 3
distribuidores principais que efetuam a entrega de encomendas em dois periodos diferentes

do dia: 3 de manha e 2 ao inicio da tarde.

3. Analise SWOT ao Estagio

Ao iniciar o estagio, obtive uma recegao calorosa por parte da equipa técnica, que
rapidamente me auxiliou a integrar o ambiente peculiar, dindmico e deveras hospitaleiro da
farmacia, bem como me foram apresentados todos os espagos da mesma, as regras de
funcionamento e organizagao, para me proporcionar um certo grau de autonomia. Ao
principio, aquando a divisao das tarefas, foram me atribuidas atividades simples de adaptagao,
como a disposicao dos produtos nas gavetas e prateleiras, bem como a orientagao nas
funcionalidades mais bésicas do sistema informatico SIFARMA 2000°, tais como rececionar
encomendas, aceder as fichas dos utentes, verificar stocks e consultar as informagdes dos
medicamentos. Devido a situagao pandémica em que nos encontravamos naquele momento,
nao tivemos a oportunidade enquanto alunos do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas de obter uma formagao interativa e pessoal de modo a nos familiarizarmos

melhor com o programa SIFARMA 2000%, portanto inicialmente foi desconcertante observar



a rapidez com que a equipa técnica executava uma venda normal e fixar os passos, mas

gradualmente me fui adap

tando ao modulo de atendimento e a aprender a lidar com o publico da melhor forma

possivel.

Apos algumas semanas, foi-me permitindo a rece¢ao e criagao de encomendas
manuais com um maior grau de autonomia, mas sempre com uma verificagao final dos
precos de venda ao publico (PVP) dos produtos de venda livre, cuja margem tem de ser
decidida em dltima andlise pela equipa técnica. Ulteriormente, foi me permitido atender os
utentes com acompanhamento e mais tarde sozinho, sempre com apoio, caso surgisse

qualquer tipo de questao.

Gragas a constante interagao com os membros da equipa técnica, facilmente consegui
identificar os meus pontos fortes e fracos na execugao das tarefas concebidas, sendo
possivel entao investir mais nesse tipo de atividades e fortalecer os meus conhecimentos.
Dado o extenso horario que cumpri no estagio, foi-me possivel uma total imersao no

quotidiano preenchido de um farmacéutico comunitario.

Tabela I - Resumo dos pontos principais que serdo abordados na andlise SWOT ao Estdgio Curricular

Pontos Fortes (Strengths) Pontos Fracos (Weaknesses)
¢ Ambiente fantastico; e Disponibilidade de tempo;
e Diversidade de atividades; o Dificuldades com os nomes das
e Execugao de um manipulado; marcas;
e Regular participagio na recegio de e Falhas na organizagao.
encomendas;

e Variedade de casos clinicos;

e Horario abrangente;

e Variedade de produtos;

e Dualidade de médulos do SIFARMA

20000.
Oportunidades (Opportunities) Ameacas (Threats)
e Formagoes; e Pandemia.

e Reduzido nimero de estagiarios;

e Aconselhamento
farmacoterapéutico;

e Localizagdo da farmacia.




3.1 Pontos Fortes (Strenghts)
3.1.1. Ambiente fantastico

A integragao imediata na equipa técnica foi um dos pontos principais do meu estagio, e
foi bastante importante para ganhar autoconfianga num ambiente novo com uma equipa
jovem. Todos se disponibilizaram para esclarecer qualquer duvida que tivesse e corrigir os
erros que fazia ao longo do estigio, de modo a mais facilmente ultrapassar as minhas
dificuldades na aprendizagem. Antes de comecar a atender, realizei com os meus colegas de
trabalho varias simulagées de casos clinicos para treinar o aconselhamento
farmacoterapéutico, onde exploramos e testamos a minha capacidade de decisao espontanea
e conhecimentos farmacologicos. Os meus colegas de trabalho estiveram sempre presentes
nos meus atendimentos, sugerindo-me técnicas e ferramentas que me permitiam niao sé
agilizar o processo, como também manter um espirito amigavel com uma constante interagao

profissional de saude-utente.

3.1.2. Diversidade de atividades

O leque de tarefas que me foram incumbidas na farmacia foi bastante extenso e de
carater diversificado, envolvendo: a execugao de um servigo ao domicilio; a participagao num
servigo noturno; a gestao do nosso ponto de recolha VALORMED; a regular participagao na
rece¢io de encomendas; a recolha de produtos necessirios com urgéncia imediata
diretamente na Plural; a reorganizagao dos medicamentos excedentes nas respetivas gavetas
e dos produtos reservados nos respetivos lugares designados; a medigao da pressao arterial
e a execugao de um medicamento manipulado, o qual irei referir abaixo. Esta pandplia de
atividades foi bastante desafiante e enriquecedora para a minha experiéncia, e para além dos
oficios que executei, ainda pude observar a realizagio da medigio dos parametros
bioquimicos, entre eles a glicémia, o peso, o calculo do IMC, o colesterol total, os
triglicerideos e a pressao arterial, como também a execugao de testes para a detegao do
virus SARS-CoV-2 e a administragao de injetaveis, que tem lugar no gabinete de atendimento
ao utente e ¢é executada por profissionais com formagao para o efeito. Para além da medicao
dos parametros, o farmacéutico regista os dados numa folha para futura monitorizagao dos
mesmos e também tem um papel fundamental no didlogo com o utente apos os interpretar,
explicando-lhe com cuidado se os pardmetros se encontram nos intervalos de referéncia e,
caso isso nao acontega, de que modo o utente pode alterar o seu estilo de vida para que tais

valores atinjam os niveis desejados. Desde do principio do estagio, fui logo instruido para
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inquerir os utentes apos as medigoes da tensao arterial com trés perguntas-chave: o tipo de
alimentagao, a ocupagao e a frequéncia com que praticam exercicio fisico, podendo de uma
forma geral ratificar o consumo de sal, o nivel de stresse e o sedentarismo (ou nao) dos
utentes, e educa-los na sua literacia em salde, esclarecendo também se possivel questoes
que apresentem sobre as suas terapéuticas ou patologias e influenciando assim a sua adesao
a terapéutica de modo a atenuar ou erradicar os seus sintomas. Ao englobar a prestacao de
todos estes servigos, também beneficia-se os centros de salde com a redugao da carga
laboral e os aglomerados nas filas. Saliento também que tive a oportunidade de observar a

Dra. Teresa Antunes a administrar enoxaparina sodica por via subcutidnea num utente.

3.1.3. Execu¢dao de um manipulado

Apesar da evolugao da tecnologia farmacéutica no que se refere a produgao de
preparacoes medicamentosas, a preparagao de medicamentos manipulados em laboratério
na FTBA possui uma rotagao bastante reduzida, sendo talvez agravada pela situagao
pandémica na qual nos encontramos, mas ainda constitui um componente vital no
fornecimento de preparagoes medicamentosas individualizadas e ajustadas as necessidades
de cada utente. Usualmente, tais formulagoes sao requeridas em casos particulares, como
aquando da intolerancia a um determinado excipiente de um medicamento, sendo também
utilizadas para associar dois ou mais farmacos para administragdo concomitante que nao
exista no mercado, ou quando é necessario um ajuste de dose terapéutica, nomeadamente
em idades pediatrica e geriatrica, sempre atendendo as caracteristicas fisiologicas dos

utentes.

Durante o periodo de estagio foi-me concedida a oportunidade de executar, com
supervisao, dois medicamentos manipulados, sendo ambos uma pomada de acido salicilico,
propianato de clobetasol e vaselina, indicada para o tratamento da acne. Também pude
observar a preparagao de uma suspensao oral de Clavamox ES, o qual s6 deve ser preparado

brevemente antes da primeira toma, dado a instabilidade quimica da mistura.



3.1.4. Regular participacdo na rececdao de encomendas

Desde o inicio do estagio, uma das atividades que executei com maior frequéncia
(também porque ao principio nao estava habilitado para fazer outro tipo de atividades) foi a
recegao de encomendas. Estive envolvido tanto nas encomendas que ja estavam criadas no
sistema informatico, como aquelas que chegavam de fornecedores que nao constituem os
nossos fornecedores regulares e que por norma incluiam produtos sazonais (como por
exemplo bronzeadores ou sprays nasais descongestionantes), e neste tipo de encomendas
tinha de se proceder a contabilizagdo manual, enquanto que simultaneamente se verificavam
os prazos de validade e o Cdédigo Nacional do Produto (CNP), concluindo com a
etiquetagem dos produtos com codigos de barras com CNP internos a farmacia. Realgo
também que, durante o periodo de estagio, ocorreu a alteragao progressiva das leis
relativamente a leitura dos coédigos dos produtos, que levou a transicao da leitura dos CNP,
para passarem a ser lidos e verificados os codigos QR (Quick Response), que sao Unicos ao
produto em questdo. Esta modificagdo tornou ligeiramente mais morosa a rece¢ao de
encomendas, principalmente quando era fornecida uma grande quantidade do mesmo
produto, pois os produtos tinham de ser lidos individualmente, enquanto que no método
anterior que utilizava o CNP tinha-se a possibilidade de ler um CNP, e contabilizar todos os
produtos com o mesmo CNP, introduzindo diretamente esse numero no sistema
informatico. Adicionalmente a leitura dos produtos no atendimento por vezes fracassava, e
de forma a agilizar o processo, era feita a leitura pelo CNP. Apesar disso, este novo sistema
de leitura permite um maior controlo e rastreamento do circuito do produto, pois cada
codigo é inerente a cada produto, de forma semelhante a uma impressao digital de um
individuo, e assim também constitui uma forma de evitar a devolugao de produtos com o

mesmo CNP que nao aqueles que foram adquiridos.

3.1.5. Variedade de casos clinicos

A FTBA esta localizada no Bairro de Santa Apolénia, na zona de Eiras, que constitui
uma area com grande afluéncia comercial e industrial, na qual existem apenas duas farmacias:
a FTBA e a Farmacia Barros. A zona de Eiras é atrativa a um grande aglomerado
populacional, denotando que aos sabados, quando a FTBA se encontra aberta por 5h (das 9h
as |4h), existe uma fila constante de utentes que sé termina perto da hora de saida. Para
além dos utentes fidelizados, a nossa farmacia recebe utentes com faixas etarias bastante

abrangentes, que residem na zona ou estao apenas de passagem pela zona de Coimbra.
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Gragas a presenga preponderante do comércio diversificado nesta zona, recebemos uma

variedade enorme de utentes.

3.1.6. Horario abrangente

A FTBA encontra-se aberta durante | 1h30 por dia, de segunda a sexta, funcionando
por rotatividade de horarios, de modo a manter um ndmero minimo adequado perto do
horario de encerramento, enquanto que nas horas mais movimentadas, a distribuicao de
colaboradores é maior. Ao inicio do estagio, foi-me concedida total liberdade na escolha do
horario pela Dra. Teresa Antunes e aproveitando esta oportunidade, estendi ao maximo o
nimero de horas, consoante as semanas em que me sentia mais revigorado e apto para tal,
tendo também a oportunidade de almogar na copa, e evitando viagens desnecessarias, para

melhor rentabilizar o tempo.

3.1.7. Variedade de produtos

A FTBA dispoe de uma vasta gama de medicamentos, produtos de dermofarmacia e
cosmeética, produtos veterinarios, dispositivos médicos e suplementos alimentares. Ao inicio
devo confessar que foi bastante dificil lidar com tantos nomes e sitios onde eram arrumados,
e por vezes sentia a necessidade de consultar a localizagao de alguns artigos no sistema
informatico antes de os arrumar para ter a certeza de que ficavam armazenados nos locais
certos. Alguns dos principios ativos eram desconhecidos para mim, e aproveitei a
oportunidade para instruir-me melhor sobre as indicagdes terapéuticas, contraindicagoes e
mecanismos de agao, de forma a me capacitar a responder a perguntas que os utentes
poderiam vir a colocar mais detalhadamente sobre os produtos que vinham comprar, e para
também saber o que sugerir em casos clinicos futuros. Este vasto leque propde satisfazer as
preferéncias individuais dos utentes da farmacia, que por vezes preferem outros produtos
(ou medicamentos genéricos de outros laboratérios) que nao os que sao receitados pelo
médico, ou no caso de medicamentos que nao sao sujeitos a receita médica (MNSRM), pela

proépria preferéncia individual.

A linha de produtos de dermofarmacia e cosmética engloba varias marcas, que se
distribuem desigualmente ao nivel do prego, proporcionando sempre produtos
financeiramente mais acessiveis que outros, consoante a disponibilidade econémica de cada

utente. O aconselhamento nesta area é bastante complexo e diversificado, sendo necessario
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um nivel colossal de conhecimentos neste campo para poder elucidar os utentes sobre as
propriedades e beneficios de cada produto, pois alguns produtos sao semelhantes e possuem
escassas diferengas, as quais maioritariamente proporcionam questoes por parte dos utentes

que pretendem saber o que é que difere em ambos os produtos.

3.1.8. Dualidade de médulos do programa SIFARMA 2000°

Apesar de ter encontrado algumas dificuldades iniciais em captar os modelos de
atendimento no programa Sifarma, fui-me evolutivamente adaptando as diversas
funcionalidades de atendimento, faturagao, recegao e gestao de produtos e utentes. A equipa
técnica da FTBA utiliza maioritariamente o modulo antigo, por estarem mais acostumados
com as funcionalidades do mesmo. Gragas a frequente rotagao entre balcoes, tive a
possibilidade de operar tanto com o moédulo de atendimento antigo como com o novo e
aprender as diferengas, vantagens e desvantagens de ambos. Adquirir a capacidade de
funcionar com os dois foi bastante relevante, pois € necessaria polivaléncia em qualquer

ambiente de trabalho.

Uma das dificuldades a qual dou mais destaque é a diferenga entre os moédulos na
impressao da guia de dispensa. No novo modulo, a impressao da guia de dispensa tinha um
botao designado, e era impressa sem quaisquer problemas, mas contrariamente no moédulo
antigo, a guia de dispensa era impressa regularmente com apenas os componentes de uma
venda em particular. De facto é mais dificil alternar entre vendas no médulo antigo, onde é
necessario sair do menu principal e clicar em “Editar a venda”, enquanto que no novo
funciona como um sistema de separadores entre as vendas. Sendo assim, nao me era
permitido imprimir os componentes de todas as vendas separadas em simultineo, e era
obrigado a sair entao do menu principal e clicar em “Editar a venda”, selecionando as vendas
que restava imprimir a guia de dispensa, sendo todo este procedimento bastante mais célere

e eficaz no modulo novo.

Outro beneficio que o novo médulo tem em prol do antigo é a capacidade de edigao
de venda, mesmo na fase terminal da mesma, quando se tratam de receitas médicas,
enquanto que no caso do antigo existe a necessidade de abater a venda ou, quando tal nao é
possivel, anular a mesma tendo de simultaneamente emitir uma nota de crédito. Outra das
funcionalidades vantajosas do modulo novo é o facto de ao introduzir os nomes de produtos
ou utentes, nao ser necessario utilizar o simbolo de percentagem para separar os nomes.

Devo confessar que por vezes, o facto de estar constantemente a alternar entre modulos
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pode-se tornar confuso, porque por vezes partimos para o atendimento com a configuragao
do modulo antigo, e ocasionalmente encontrava-me a separar as palavras com as
percentagens no médulo novo quando tinha operado a manha inteira a trabalhar com o
moédulo antigo. Eventualmente no moédulo antigo, quando me encontrava a processar
receitas com um grande conteudo de medicamentos, acabava por sobrecarregar o sistema,
tornando-se o processo mais lento e moroso, enquanto que tal nao acontecia com o
moédulo novo, embora o modulo novo quebra-se mais vezes que o antigo, provavelmente
devido a falhas de comunicagao ou de rede, sendo por vezes mais seguro utilizar o modulo

antigo nos dias em que tal acontecia com elevada frequéncia.

3.2 Pontos Fracos (Weaknesses)
3.2.1. Disponibilidade de tempo

O facto de estar inscrito em trés unidades curriculares para além do estagio, limitou-
me bastante o tempo, por motivos pessoais, tendo de suspender o estagio nas semanas que
antecediam as avaliagoes, para me preparar, e tendo de condensar o horario do estagio num
espago curto de tempo, chegando a realizar || horas por dia, o que revelou por ser pouco
proficuo, mas necessario para conseguir atingir as horas necessarias. Todo o tempo livre que
tive ao longo destes meses foi maioritariamente utilizado na redagao deste documento, no
estudo para as avaliagoes intercalares e finais e na realizagio da monografia. Mais adianto que
depois de varios dias a realizar horario, a fadiga mental e o cansago generalizado por
conseguinte vieram a impactar negativamente a retengao de conhecimentos, o processo de
aprendizagem e a minha performance global, ainda que o impacto tenha sido ligeiro, fruto da

boa vontade e disposicao que tentei demonstrar para conseguir ultrapassar este obstaculo.

3.2.2. Dificuldades com os nomes das marcas

Ao longo do MICF, somos introduzidos a alguns nomes comerciais que surgem nos
casos clinicos com os quais somos confrontados, e vamos os memorizando e
correlacionando com os respetivos principios ativos. Mas aquando da transposicao de escala
para a dimensao gigantesca de nomes comerciais com que uma farmacia lida diariamente, é
avassalador o quao pobre o nosso vocabuldrio farmacolégico pode demonstrar ser. Foi

bastante complicado ao inicio conseguir preencher todas as lacunas a nivel da nomenclatura,



mas com a pratica e a gradual passagem do tempo, as mesmas foram devidamente

preenchidas, recorrendo a anotagao num suporte de papel para posterior memorizagao.

3.2.3. Falhas na organizacao

O ambiente de farmacia comunitaria exige um nivel altissimo de organizagio que
permita o bom desempenho de todos os membros da equipa técnica e a proficiéncia da
mesma. As mais pequenas falhas podem ter impactos importantissimos na gestio de uma
farmacia, como stocks errados, produtos que nao foram introduzidos no sistema ou foram
mal armazenados ou a errada escoagao de produtos com prazo de validade curto, pela regra
do first in, first out. Este aspeto constituiu algo que descrevo com um ponto a melhorar em
mim mesmo, pois por vezes a minha propria falta de organizagao resultava em falhas e
equivocos nas informagoes que recebia dos pedidos telefénicos. Também saliento que a nivel
de atendimentos, a dificuldade em conseguir ouvir os utentes por vezes resultava em falhas
de comunicagao que originavam erros nos atendimentos e obrigava a anulagao do processo

e reiniciagao do mesmo, sendo um incémodo moroso para os utentes.

3.3 Oportunidades (Opportunities)
3.3.1. Formacoes

Durante todo o periodo de estagio, foram proporcionadas trés agoes de formacao, e
a participagao nas mesmas foi deveras importante no desenvolvimento do nosso
conhecimento técnico e de aconselhamento farmacoterapéutico. As formagdes internas
eram cedidas por uma ex-colaboradora nossa, que vinha por parte da empresa Bayer®, e
circundavam temas como a higiene intima e a higiene dos pés, sendo abordados produtos
que ainda eram recentes no mercado que poderiam ser sugeridos em cada situagao
particular e quais as suas principais vantagens e mecanismos de agao. De entre as marcas

abordadas, destacam-se GynoCanesbalance®, Claritine®, Canesten Unidia® e Canesten®.

3.3.2. Reduzido nimero de estagiarios

A excegao da minha presenca, apenas uma estagiaria integrou a equipa técnica, e
apenas por dois meses, o que foi um ponto bastante importante na minha experiéncia, pois

proporcionou-me uma maior atengao por parte da equipa técnica e permitiu-me um horario
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mais abrangente, como era pretendido. Tal seria inexequivel na presenga de um elevado
numero de estagiarios, como pude observar no caso de colegas estagiarios noutras
farmacias. A proporg¢ao de estagiarios e colaboradores da farmacia era de dois para sete no

maximo respetivamente, facilitando a atribuigao de tarefas e a rotagao das mesmas.

3.3.3. Aconselhamento farmacoterapéutico

Um dos aspetos da profissio de Farmacéutico Comunitario em que peco mais e
pretendo investir é no aconselhamento farmacoterapéutico. Apesar de conhecer na
generalidade os principios ativos e as suas indicagoes terapéuticas, vacilo sempre quando no
atendimento os utentes me pedem aconselhamento sobre qualquer problema que tenham,
sendo sempre necessaria a intervengao de um colega de trabalho no atendimento. Apesar de
ter observado imensos episodios de aconselhamento farmacoterapéutico, penso que demora
bastante tempo a desenvolver essa componente e sao necessarios muitos mais casos de
aconselhamento até adquirir experiéncia e facilidade em associar problema-produto
terapéutico, pois existem numerosos produtos para a mesma indicagao terapéutica. A FTBA
possui profissionais deveras competentes e qualificados nesta area, sendo me permitido
observar ao longo do estagio a partilha de informagao nos atendimentos, enquanto tomava
nota do que sugerir para cada situagao. Cada caso é um caso, e mesmo contemplando a
totalidade do estagio nao é possivel abordar toda a globalidade de situagoes de
aconselhamento que surgem numa farmacia, mas fiquei bastante satisfeito com todos os

momentos em que tais situagoes surgiram.

3.3.4. Localizacdao da farmacia

A FTBA, conjuntamente com a Farmacia Barros, engloba um aglomerado de utentes
diversificado de grande parte da Uniao das Freguesias da Eiras e Sao Paulo de Frades e da
freguesia de Brasfemes, constituindo uma darea rica em comércio e com uma forte
componente industrial, como ja referi. Este conjunto é constituido por uma preponderante
fragao de utentes habituais e um pequeno grupo de utentes itinerantes que se encontram de
passagem. A presenga de varios cafés, padarias, supermercados e bombas de gasolina nos
arredores da farmacia também proporciona a deslocagio dos utentes a mesma. Outra
vantagem da localizagao da FTBA é a proximidade que esta possui em relagao a cooperativa

farmacéutica Plural, sendo bastante conveniente para casos em que € necessaria medicagao
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urgente da qual nao possuimos stock, permitindo-nos uma rapida obtengao dos mesmos com

a deslocagao a empresa.

3.4 Ameacas (Threats)
3.4.1. Pandemia

A situagao pandémica englobou todo o meu periodo de estagio, e como tal, levou a
um reajustamento do ambiente laboral, com novas regras de funcionamento de acordo com
as normas da DGS com os cuidados relativos a prevencao de infe¢ao pelo virus SARS-CoV-
2. A entrada de utentes esteve numeralmente restrita, e o uso de mascara foi obrigatorio
até ao final. Esta situagao pandémica criou adversidades relativamente ao atendimento, como
foi referido anteriormente, sendo por vezes a perce¢ao e enunciagio de certas palavras
afetada, o que foi lentificando os atendimentos. E importante também salientar o quio fulcral
foi a permanéncia do funcionamento das farmacias, pois foram requeridos bastantes itens
relacionados com a situagao pandémica ao longo do estdgio, desde mascaras a testes de

SARS-CoV-2.

4. Casos Clinicos
Caso Clinico |

Um senhor desloca-se a FTBA e informa que a sua esposa se queimou ao manusear o
forno, pedindo aconselhamento sobre as medidas a tomar e que produtos pode utilizar para
aliviar os sintomas e auxiliar na cicatrizagao da ferida. O farmacéutico tenta averiguar o grau
da queimadura, e inquere o utente se a ferida tem ou nao bolha. O utente responde que
nao, e o farmacéutico indica-lhe que se trata de uma ferida de primeiro a segundo grau, e
recomenda a aplicagao de agua fria corrente no local da ferida logo apos o acidente em
causa, de modo a reduzir a dor e o inchago, como também evitar ficar com marcas apos a
cicatrizagio. Recomenda-lhe também BIAFINE®, cujo principio ativo é a trietanolamina, que
ira ser um adjuvante na cicatrizagao gragas as suas propriedades oclusivas e hidratantes, para
além de catalisadoras da cicatrizagao por atrairem macrofagos para o local da ferida e

promoverem a formagao do tecido.

22



Caso Clinico 1l

Uma senhora com idade entre os 70 e os 85 anos dirige-se a farmacia para solicitar
umas pastilhas para a garganta, dado sentir uma ligeira rouquidao e irritagao na garganta
desde o dia anterior. Como nao se lembrava do formato da caixa das pastilhas, apos consulta
da ficha da utente no programa Sifarma, averiguou-se que se tratava de Strepfen®, e de facto,
eram essas as pastilhas que a senhora pretendia. A farmacéutica de servico achou
inadequado a cedéncia de Strepfen® visto que ao contrario das pastilhas Strepsils, que
possuem na sua constituicdo alcool diclorobenzilico e amilmetacresol, dois agentes

.. . ® A . .. .
antisséticos, as pastilhas Strepfen® contém flurbiprofeno, tratando-se de um principio ativo
anti-inflamatorio nao esteroide (AINE) com atividade analgésica e antipirética. Apos algumas
questoes breves sobre a severidade dos sintomas, a farmacéutica conclui que nao
. . ® .- ~ . . ~ ,
justificavam a toma de Strepfen®, visto que a utente nao registava dor nem inflamagao. Apos
alguma refutagao por parte da utente, dado a sua insisténcia em adquirir as mesmas pastilhas
que outra tinha adquirido, a utente consegui entender o raciocinio logico explicado pela
farmacéutica da razao da nao cedéncia do produto. Sendo assim, a farmacéutica recomendo-

lhe as pastilhas Strepsils® para o alivio deste episodio esporadico.

Caso Clinico 11l

Um jovem com idade entre os 20 e os 25 anos dirije-se a farmacia e indica que a
namorada se esqueceu de tomar a pilula Cerazette® no dia anterior. Explica que ela nio
deseja engravidar e visto que ja passaram quase 24 horas, questiona se ela devera fazer
contrace¢ao de emergéncia. O farmacéutico questionou o jovem relativamente a fase do
ciclo ovarico da namorada, e se esta sofria de hipertensao arterial. Nao sabendo responder
as perguntas colocadas, o farmacéutico sugeriu que se tiverem tido relagoes sexuais nesse
periodo, ha risco de gravidez e portanto deve ser tomada a pilula esquecida e a pilula do dia
em conjunto. Por precaugao, também indicou que se tiver vomitos num periodo de 4 horas

apos a toma, deve tomar novamente a pilula de emergéncia.
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5. Conclusiao

Em suma, o estagio curricular em farmacia comunitaria constitui um elemento de
aprendizagem essencial ao inicio da profissio de farmacéutico, tanto a nivel técnico,
cientifico e laboral. Foi deveras importante entender o papel do farmacéutico, especialmente
numa época tao critica como a que passamos, e também o grau de responsabilidade que tal
exige em todos os momentos. Em plena pandemia, verifiquei que dado que os servigos de
saude encontravam-se sobrecarregados, e a marcagao de consultas era onerosa e demorada,
cada vez mais as pessoas procuram uma solugao célere e acessivel, e portanto requerem os
servicos e aconselhamento dos farmacéuticos comunitarios. Para além destes servicos, o
farmacéutico contribui para a educagio e promogao da saude, estando disposto a realizar
grandes esforgos para ir ao encontro das necessidades dos utentes e ajudar o préximo. Uma
mais-valia na FTBA que é de louvar é a disponibilidade do servigo ao domicilio, o qual foi
vital maioritariamente para as pessoas mais debilitadas, com receio de se deslocarem devido
as suas comorbilidades e ao risco que isso acarreta caso fossem infetadas com o virus SARS-
CoV-2, e até mesmo para as pessoas com dificuldades de locomogao que viviam sozinhas e

nao tinham familiares ou amigos que se pudessem deslocar a farmacia no seu lugar.

O farmacéutico deve aspirar ser um profissional de saide melhor e mais competente
a cada dia que passa, dedicado e envolvido, e deve visar aglomerar o maximo de
conhecimento possivel de diversas areas, para melhor influenciar a sua tomada de decisao, e

de modo a enriquecer-se a si mesmo e aos que o rodeiam.
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Parte i

Monografia

“O Papel da Diabetes na Patologia da Doenca de Alzheimer”



Abreviaturas

AAC - Angiopatia amiloide cerebral
ACAT - Acetil-Coenzima A Acetiltransferase
ADN - Acido desoxirribonucleico

AGE - Advanced Glycation End-Products
ANMDAr - Antagonistas do Recetor de NMDA
APOE - Apolipoproteina E

ARN - Acido ribonucleico

AB - Peptideo beta-amiloide

BHE - Barreira Hematoencefalica

DA - Doenga de Alzheimer

DAE - Doenca de Alzheimer Espontanea
DAF - Doenca de Alzheimer Familiar
DCL - Défice Cognitivo Ligeiro

DM - Diabetes mellitus

DM - Diabetes mellitus Tipo |

DM2 - Diabetes mellitus Tipo 2

EDI - Enzima de Degradagao da Insulina
ENF - Emaranhados Neurofibrilares
FDA - Food and Drug Administration
HblAc - Hemoglobina Glicada

IAChE - Inibidor da Acetilcolinesterase
IAPP - Peptideo Ilhota Amiloide

IGF - Insulin-like Growth Factor



IL - Interleucina

MRI - Magnetic Ressonance Imaging
MUFA - Monosaturated Fatty Acids
OMS - Organizagao Mundial de Saude
PET - Positron Emission Tomography
PPA - Proteina Precursora Amildide
PSEN - Presenilina

PUFA - Polyunsaturated Fatty Acids
ROS - Reactive Oxygen Species

SD - Sindrome de Down

SNC - Sistema Nervoso Central
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I. Resumo

A doenca de Alzheimer (DA) é a forma mais comum de deméncia. Patologicamente,
€ caracterizada por degenerescéncia dos neuronios e sinapses, deposicao de placas
extracelulares constituidas por péptideos beta-amiloides (AP) agregados e emaranhados
neurofibrilares (ENF) intracelulares que consistem em proteina Tau hiperfosforilada. A
deterioragao cognitiva evolui de forma progressiva e irreversivel, e reflete-se clinicamente
em alteragées de comportamento e personalidade, e também na capacidade funcional do
individuo, dificultando o seu quotidiano. Apesar dos esforgos intensos de investigagao nas
ultimas décadas, os mecanismos subjacentes a etiologia da DA permanecem por esclarecer.
Este facto constitui uma inquietagao mundial, devido ao aumento exponencial de pacientes
afetados por esta condicao médica, e dado que os tratamentos existentes sao apenas de
natureza paliativa e pouco modificam a doenga. Recentemente, a patologia da diabetes
mellitus (DM) tem ganho um foco especial devido a sua possivel conexao e influéncia na DA,
estando envolvida no risco de a desenvolver. A DA e a DM sao duas doencgas relacionadas
com a idade e a sua prevaléncia tém vindo a aumentar significativamente ao longo dos
ultimos anos. Devido a multiplicidade de vias fisiologicas envolvidas, ainda nao foi clarificado
o papel que a DM desempenha no desenvolvimento da DA, mas ja varios fatores foram
identificados, como modificagoes na sinalizacao da insulina, alteracoes no metabolismo de
acidos gordos e glicose, stresse oxidativo, disfungao mitocondrial, processamento aberrante
de proteinas, ativagao de vias inflamatorias e a formagao e acumulagao de produtos finais de
glicacao avangada (AGE). Deste modo, ¢€ vital elucidar as complexas interagoes moleculares
e mecanismos bioldgicos que conectam ambas as patologias, de forma a modular o inicio e

progressao da DA e proporcionar uma nova abordagem terapéutica promissora.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer; Diabetes; Peptideo beta-amiloide; Emaranhados

neurofibrilares; Proteina Tau; Stresse oxidativo; Produtos de glicagao avangada.
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2. Abstract

Alzheimer’s disease (AD) is the most common form of dementia. Pathologically, it is
caracterized by degeneration of neurons and synapses, deposition of extracellular plagues made of
aggregated amyloid beta (AB) peptides and intracellular neurofibrillary tangles, consisting of
hyperphosphorilated Tau protein. Cognitive deterioration evolves in a progressive and irreversible
manner and is clinically reflected in behavior and personality changes, and also in the deterioration
of the individual’s self-functioning capacity, making daily life difficult. Despite the intense research
efforts in the last decades, the mechanisms underlying the etiology of AD remain unclear. These
facts compose a worldwide concern, due to the exponential rise of the number of patients affected
by this medical condition, and given that the existing treatments are of palliative nature, and barely
modify the disorder. Recently, the pathology of diabetes mellitus (DM) has gained special focus due
to the possible connection and influence in AD, being involved in the risk of developing it. AD and
DM are two age-associated disorders and their prevalence has been increasing significantly
throughout recent years. Due to the multiplicity of physiological pathways involved, the role which
DM bplays in the development of AD has not yet been clarified, but several factors have been
identified already, such as modifications in insulin signaling, changes in fatty acid and glucose
metabolism, oxidative stress, mitochondrial dysfunction, abnormal protein processing, activation of
inflammatory pathways and formation and accumulation of advanced glycation end products (AGE).
Thus, it is vital to elucidate the complex molecular interactions and biological mechanisms that
connect both pathologies, in order to modulate the onset and progression of AD and provide

promising novel therapeutic approaches.

Keywords: Alzheimer’s disease; Diabetes; Beta-amyloid peptide; Neurofibrillary tangles; Tau

protein; Oxidative stress; Advanced glycation end products.
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3. Introducao

No dultimo século, os avangos cientificos e tecnologicos na darea da Saude
proporcionaram a Humanidade uma vida mais longa e saudavel. Mas com este beneficio
resultou um aumento consideravel do niumero de individuos com doengas incomunicaveis
associadas ao envelhecimento, como é o caso da Doenga de Alzheimer (DA). Esta doenga
multifatorial tem inicio bem antes do surgimento dos primeiros sintomas, que surgem apenas
apos varios anos de alteragoes cerebrais cumulativas devido a destruicao e dano dos
neuronios na area envolvida na fungao cognitiva como a memoria, raciocinio e aprendizagem.
A DA vai deteriorando lentamente a fungao cerebral e prejudica a capacidade de
pensamento. Os sintomas que habitualmente surgem primeiro siao dificuldades na
comunicagdo e depressao, seguido de desorientagao espacial, confusio, comunicagao
condicionada, alteragdes comportamentais e eventualmente, problemas de fala e locomogao.
Numa fase critica, as consequéncias podem até mesmo ser fatais e os pacientes podem ficar

acamados e necessitar de cuidados especiais 24 horas por dia.

Segundo os dados da newsletter da Alzheimer’s News Today, é estimado que existam
aproximadamente 44 milhoes de pessoas que sofrem desta condigao ou de outras formas de
deméncia. Na Europa, mais de 7.85 milhoes de pessoas vivem com deméncia, sendo que a
DA representa cerca de 60 a 80% de todos os casos de deméncia. Segundo a Organizacgao
Mundial de Saude (OMS), prevé-se que estes nimeros possam quase triplicar em 2050. Com
isto em mente, € incalculavel a magnitude do encargo financeiro para os servigos de salde e
o seu impacto na sociedade no presente e futuro proximo. Atualmente, esta patologia
constitui um puzzle intrigante e complexo para a comunidade cientifica, sendo abordada em
varios estudos e ensaios clinicos que visam compreender melhor toda a bioquimica e
mecanistica que envolve a DA. Apesar de todos estes esforgos, ainda muitos aspetos
permanecem por apurar. Contudo, tem sido estabelecida uma conexao entre DA e a
diabetes mellitus (DM), proporcionando uma nova dinamica e alento aos investigadores. Ao
analisar as alteragcdes moleculares e vias de sinalizacao da DA, foram descobertas
semelhangas relativamente aos mecanismos bioquimicos envolvidos na DM, nomeadamente a
reducao do fluxo sanguineo cerebral, insulinorresisténcia no cérebro, neuroinflamagao,
stresse oxidativo, disfungao mitocondrial e amiloidogénese que contribuem para a
degeneragao cognitiva induzida pela hiperglicemia. Partindo deste pressuposto, o emergente
papel destas correlagoes entre a DM e a DA levaram ao desenvolvimento de uma nova
terminologia para a DA — diabetes tipo 3, representando uma nova forma de diabetes

cerebral derivada da resisténcia a insulina.'”
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4. Abordagem a doenca

A doenca de Alzheimer é um disturbio neurolégico progressivo, frequentemente
associado a idade, com uma fase pré-clinica longa (20 anos) e com uma duragao clinica
médica de 8 a 10 anos. Mais de 95% dos pacientes com esta condigao possuem a forma
esporadica, que é caracterizada por um inicio tardio (por volta dos 80 a 90 anos), e é
derivada principalmente da clearance insuficiente do péptideo amiloide beta (AB) do espago
intersticial cerebral. Varias causas podem explicar o aparecimento da doenga, variando entre
fatores genéticos, como mutagoes em genes que codificam proteinas que s3o responsaveis
por processar o AB. Recentemente, foram desenvolvidas novas técnicas que possibilitam a
detecao de variagoes nos niveis de AP na fase pré-clinica, ao utilizar biomarcadores do
liquido cefalorraquidiano, algo que constitui um grande passo no tratamento da patologia,
que outrora nao possuia nenhum método de detegao precoce. Um vasto conjunto de
farmacos tém sido avaliados e desenvolvidos para a terapéutica farmacologica da doenga, e
as principais opgoes terapéuticas tém-se cingido particularmente a duas classes: os inibidores
da acetilcolinesterase (IAChE) e os antagonistas do recetor de NMDA (ANMDAr), pois
varios estudos reportaram que os défices no sistema colinérgico sao a principal causa do
declinio cognitivo e perda de memédria em pacientes com a DA’® Como exemplos, de
IAChE e ANMDAr, temos o donepezilo, a rivastigmina e a galantamina e a memantina,

cetamina e amantadina, respetivamente.*®

Salienta-se ainda que no més de junho de 2021, a Food and Drug Administration (FDA)
aprovou o Aduhelm (aducanumab), um anticorpo inovador que pode providenciar beneficios
significativos em relagdo aos restantes fairmacos, por atuar diretamente no mecanismo
subjacente a fisiopatologia da doenga — pela redugao das placas amiloide beta no cérebro,
sendo o primeiro novo firmaco a ser aprovado para o tratamento da DA desde 2003. A
data, nao havia sido identificada nenhuma molécula com capacidade de modificar os
mecanismos subjacentes a doenca e espera-se que no futuro, com a urgéncia de opgoes
terapéuticas, se possam descobrir novas moléculas mais eficazes e benéficas no combate a

esta devastadora patologia.’
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5. Doenca de Alzheimer em Portugal

Segundo um relatorio divulgado pela Alzheimer Europe, em 2018 Portugal atingiu os
193.516 casos de deméncia, representando cerca de 1,88% da populagao total. Prevé-se que
este numero ira quase duplicar, chegando aos 346.905 casos em 2050 (3,82% da populagao).
O relatorio refere ainda que Portugal ira “ultrapassar a tendéncia europeia”, um dado que se
justifica pelo aumento continuo de individuos pertencentes a uma faixa etaria superior a 70
anos, com mais destaque para a faixa etaria a partir dos 85 anos. Segundo o Relatorio
“Health at a Glance 20177, é estimado uma média de 19,9 casos por cada mil habitantes,
colocando Portugal como o quarto pais da Organizacao para a Cooperagao e
Desenvolvimento Econdémico (OCDE) com mais pessoas com deméncia por cada mil
habitantes. E importante a consciencializacgio da comunidade perante esta agravante
patologia, de forma a contrariar a prevaléncia da mesma através do investimento na sua
prevengao, intervengao e tratamento e da organizagao de campanhas de elucidagao sobre a

DA, de forma a instruir a populagio e mudar a sua percecio da doenca.'® "

6. Fisiopatologia da Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer foi descrita pela primeira vez em 1907 pelo psiquiatra alemao
Alois Alzheimer. Ao realizar um estudo histopatoldgico do cérebro da sua paciente,
Auguste, que sofria de demeéncia, este descobriu a presenga de trés tipos de lesoes
cerebrais: placas senis, inclusoes lipidicas e emaranhados neurofibrilares (ENF). Ele chegou a
conclusao de que se tratava de uma distinta doenga no cortex cerebral. Um século apos a
sua descoberta, os avangos da ciéncia e tecnologia proporcionaram ao Homem as
ferramentas necessarias para ficar cada vez mais préximo de compreender toda a

complexidade que engloba esta doenca."

Existem diferengas anatomicas visiveis quando comparamos o cérebro de um
individuo saudavel com o cérebro de um paciente com a DA, como se pode verificar na
Figura |. E bastante visivel na Figura que, com as lesGes nos neurdnios, perda da rede
sinaptica e consequente apoptose neuronal, o cérebro comega a atrofiar, diminuindo em
tamanho gradualmente com o tempo. Nas fases mais avancadas da doenga, este processo
propaga-se por toda a regiao cerebral, resultando numa perda significativamente acentuada

do seu volume."
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Brain Atrophy in Advanced Alzheimer’s Disease

Figura | - llustragdo da comparagio entre um cérebro de um individuo saudavel com o cérebro de um
individuo com DA avancada (Adaptado de °)

As caracteristicas histopatologicas mais predominantes da DA siao a deposi¢cao de
placas senis extracelulares do peptideo AP e acumulagao de emaranhados intracelulares de
proteina Tau fosforilada."* O AB é um peptideo insolivel com 36 a 43 aminoacidos, e integra
uma proteina transmembranar de grande dimensao, a proteina precursora amildide (APP),
da qual deriva pela clivagem sequencial desta pelas enzimas B-secretase e y-secretase.”'” A
sua nomenclatura amildide deriva de um equivoco do biologista alemao Rudolf Virchow, na
identificagdo por coloragio de iodo de uma substincia semelhante ao amido."® A remogio
ineficaz de AP durante a clivagem da APP resulta na acumulagio de AP insoluvel.
Inicialmente, o monoémero AP polimeriza em oligdmeros sollveis e posteriormente em
fragmentos insoluveis maiores como AB42, que podem precipitar sob a forma de fibrilas
amiloides. Os AP revelam uma tendéncia espontinea para se desdobrarem, facilmente
adquirindo uma conformagao aberrante e possuem propriedades aderentes, e que leva a que
eventualmente estas proteinas comecem a aglomerar-se entre si, levando a formagao de
placas insolUveis toxicas que posteriormente se depositam nos espagos extracelulares,
parénquima e nos vasos sanguineos do cérebro, desencadeando a apoptose das células

"7 1% Existem duas isoformas principais das placas AB, as ABR40 e as Ap42,

neuronais.
assemelhando-se na sua estrutura protofilamentar. Entre as duas isoformas, as AP42
destacam-se pela maior neurotoxicidade das leses provocadas, devido a hiperatividade da
microglial e stresse oxidativo. A acumulagao destas placas prejudiciais pode ser prevenida ou
reduzida pela enzima de degradagao da insulina (EDI), responsavel pela degradagao da amilina

ou |APP (peptideo ilhota amiloide), um peptideo secretado pelas células B-pancreaticas com

fungao sinérgica para com a insulina, através da sua agao hipoglicemiante. Além do mais, foi
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observado também que a EDI é a metaloproteina mais relevante na degradagao da proteina
AB, encontrando-se em maior concentragao respetivamente nas placas AP circundantes aos
neurdnios, denotando o seu papel na DA. Por conseguinte, a flutuagao dos niveis da mesma

possuem um papel preponderante, na eliminagio das placas AB, sendo benéfica na DA.”

Por outro lado, a Tau é uma proteina associada ao alongamento, suporte e
estabilizagao dos microtibulos. Os microtubulos desempenham um papel crucial no
transporte de nutrientes, neurotransmissores (NT) e outro tipo de moléculas ao longo dos
neurdnios. No cérebro de um paciente com DA, a proteina Tau (pTau) é hiperfosforilada, o
que resulta na perda de fun¢ao da proteina. A pTau nao se consegue ligar aos microtubulos
e dissocia-se destes, perturbando progressivamente o seu arranjo e estrutura, o que resulta
no comprometimento da comunicagao bioquimica neuronal e consequente inanigao dos
neurdnios. A deposigao de corpos neuronais e o processamento de proteina Tau fosforilada
e insoluvel em filamentos helicoidais emparelhados pode causar degenerescéncia
neurofibrilar. Estes depositos interferem com o espagamento entre os microtibulos e

bloqueam os terminais axénicos e o transporte dendritico de nutrientes."

Ha 20 anos, a descoberta de casos de DA familiar com inicio tardio permitiu
identificar trés genes cuja mutagao resulta numa producao excessiva de AB: da APP e das
presenilinas | (PSENI) e 2 (PSEN2).2' Ao correlacionar estas observacdes genéticas com a
presenca de patologias semelhantes a DA nos cérebros de individuos com sindrome de
Down (SD), emergiu a formulagao “hipotese da cascata amildide”. Esta hipotese propoe que
a deposicio de AP é responsavel por desencadear uma série de eventos que
fundamentalmente resultam em neuroinflamagiao, neurodegenerescéncia e manifestagoes
clinicas, como demeéncia senil e perdas de memoéria. Os emaranhados neurofibrilares (ENF),
a perda neuronal, os danos vasculares e a deméncia sio consequéncia justamente dessa

ocorreéncia.

Dado que a SD resulta de trissomia na regiao do cromossoma 21, que contém o
gene APP, a deposicio de AB é muito provavelmente o evento mais precoce da doenga.”” O
gene APP é submetido a um processo designado splicing alternativo de ARN, de modo a
produzir varias isoformas proteicas. Apds os processos de transcricao e tradugao, a APP
pode sofrer dois tipos de fragmentagoes enzimaticas, pela via amiloidogénica e nao
amiloidogénica, resultando em cada dois fragmentos principais: na via nao amiloidogénica,
pela agdo da alfa-secretase, formam-se APP solivel (APPs), que é libertado no espago

extracelular e um fragmento C-terminal de 83 residuos de aminoacidos (C83) que
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permanece na membrana, e pela via amiloidogénica, forma-se péptideo AB, pela agao da beta
e gama-secretases, e peptideo APPB (sAPPB), pela agao da beta-secretase, que se libertam

para o espago extracelular, como se pode verificar na Figura 2.
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Figura 2 - llustragio das vias amiloidogénica e nao amiloidogénica de processamento da APP (Adaptado de %)

Estudos recentes evidenciam que a APPs possui nao s6 uma agao promotora no
crescimento e formagao de neurdnios antes e depois do nascimento, como também
direciona o padrao de migragao das células neuronais durante o seu desenvolvimento e

maturacio iniciais.* *

O hipocampo € a estrutura cerebral responsavel pela aprendizagem, orientagao
espacial e pela formagao e consolidagao de memorias a curto prazo em memorias a longo
prazo, e constitui uma regiao cerebral severamente afetada pela DA. Consequentemente, a
perda neuronal nesta area interfere significativamente com a memoria. Através de um exame
de ressonancia magnética, ¢é possivel averiguar e identificar o estadio de
neurodegenerescéncia, podendo também verificar-se o nivel de atrofia e diminuicao de

volume cerebral, e estabelecer a severidade da condigio.”®

Mas apenas uma andlise postmortem permite o diagnodstico definitivo, recorrendo a
avaliagdo de parametros como: a atividade fagocitica das células necroticas/apoptoticas; o
grau de infiltragao celular e a ativagao e proliferagao microglial, de forma a compreender o
perfil da resposta neuroinflamatodria inata e de que modo este contribui para o inicio e/ou

progressio da doenga.”””'
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7. Subtipos da Doenca de Alzheimer

A DA pode ser dividida em dois subtipos, de acordo com a idade com que surgem as
primeiras manifestagoes clinicas da doenga (onset) e com as causas genéticas adjacentes a
patologia.”? ¥ Além destas principais diferencas entre as duas formas, denotam-se também
alteragoes comportamentais e psiquiatricas, convulsoes, discurso afetado, bradicinesia,
mioclonia e afasia. Ainda nao foi clarificado se este conjunto de sinais e sintomas refletem o
inicio precoce do subtipo familiar, que ira ser discutido posteriormente, ou os diferentes
mecanismos da doenga.’* Excluindo os aspetos que diferem nos dois subtipos de DA, estes
sao bastante semelhantes nas caracteristicas clinicas — perda neuronal, deposi¢ao e difusao
de placas AP e fosforilagdo anormal da proteina Tau que resulta nos ENF —, na incidéncia de
fatores de risco para deméncia e nos exames de tomografia por emissao de positroes (PET)

ou ressonancia magnética (MRI).*

7.1 Doenca de Alzheimer Familiar

A forma familiar da DA, denominada por Doenga de Alzheimer Familiar (DAF), é
uma variante rara e hereditaria da DA. O termo “familiar” implica que pelo menos duas
geracdes na mesma familia sofram de DA. E caracteristicamente marcada pelo aparecimento
dos sintomas em idades precoces, e é usualmente diagnosticada antes dos 65 anos,®
representando menos de 5% dos casos de DA.***® Geralmente os sintomas podem iniciar-se
a partir dos 30, 40 ou 50 anos, e com alguma raridade podem também surgir antes dos 30
anos. O diagnostico de DAF permite concluir que o pai ou a mae do paciente também
sofrem da mesma doenga, e tanto os irmaos como os filhos do paciente possuem uma
probabilidade de 50% de ter herdado esta forma da doenga, pois a mutagao segue um
padrao de hereditariedade autossémico dominante. Apesar de também ocorrer, mas com
muita raridade, a DAF pode surgir pela primeira vez numa familia através de uma nova
mutagao genética.33 Foi observado que a transmissao hereditaria de DA das maes é 1,7 a 3,6
vezes mais frequente do que dos pais, o que pode ser atribuido a fenébmenos epigenéticos,
como a impressao epigenética, ou envolver uma transmissao mediada pelo cromossoma X,
pelo ADN mitocondrial ou pela expansao de repetigoes de trinucledtidos especifica do
sexo.” Individuos com SD, como apresentam trés copias do cromossoma 2| — e
subsequentemente, trés copias do gene que codifica a APP, a proteina que leva a formagao
de AP — possuem um risco acrescido desta forma de DA. Adultos com SD encontram-se
entre os 45 a 50 anos quando os primeiros sinais e sintomas se iniciam, surgindo estes entre

10 a 20 anos mais precocemente do que na populagio geral.” ¥
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Este subtipo resulta de mutagdes autossomicas dominantes nos genes PSEN/, no
cromossoma |4, PSEN2, no cromossoma |, e no gene APP, no cromossoma 2|, como
referido acima.*® ¥ *® As mutagdes presentes nestes 3 genes influenciam a via patogénica
comum da doenc¢a, a nivel da sintese e proteolise de APP, que resulta numa produgao
excessiva de AB. Destas mutagdes, as que ocorrem no PSENI| correspondem a maior parte
dos casos de DAF, enquanto que as mutagdes na APP e PSEN2 ocorrem menos
frequentemente. A maioria destas mutagoes aumenta a razao AB42:AB40 no cérebro. No
entanto, as mutagoes no PSENI levam ao desenvolvimento de patologias cerebrovasculares
em humanos, incluindo a disrupcao de pequenos vasos sanguineos cerebrais,
degenerescéncia de pericitos e células murais, destruicao da barreira hematoencefalica (BHE)
e depositos de AP nas pequenas artérias, arteriolas e capilares cerebrais, levando ao
desencadeamento de  microhemorragias, estreitamento e irregularidades na
microvasculatura, espessamento da membrana basal das células endoteliais e redugao da
densidade microvascular do hipocampo, como ja foi demonstrado em modelos transgénicos
com PSENI.*" O facto de possuir mutagdes patogénicas num destes trés genes significa que
o individuo ira potencialmente desenvolver DA com inicio precoce. Com recurso a testes
genéticos, é possivel determinar qual o gene afetado.”” Quando comparada com a forma
esporadica da DA, difere no inicio precoce, historia familiar positiva, variedade de sintomas e
sinais neurolégicos niao cognitivos e uma evolugdo mais agressiva. Existe uma
heterogeneidade fenotipica entre as diferentes mutagoes deste subtipo, e o seu diagnostico
baseia-se na consulta do historial familiar e clinico, na examinagao e detecao de sintomas
neurologicos, como também na verificagao de determinados biomarcadores caracteristicos

da doenca e a execucio de testes de genotipagem.”

1.2. Doenga de Alzheimer Esporadica

A forma mais comum da DA é a Doenga de Alzheimer Esporadica (DAE),
representando cerca de 90% dos casos. Afeta adultos de todas as idades,
independentemente de possuirem ou nao antecedentes familiares, sendo mais prevalente a
partir dos 65 anos. As causas da DAE nao sao inteiramente compreendidas, mas existe
concordancia em que se deve a combinagio de fatores genéticos e ambientais que
influenciam o risco de desenvolver a doenga. Atualmente, o Unico fator de risco evidente no
desenvolvimento da patologia € a existéncia prévia de um traumatismo craniano severo, e o
Unico gene associado ao aumento do risco desta forma da doenca é o gene APOE4

(apolipoproteina E4), cujo alelo ipsilon é fortemente associado com o aumento do risco da
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DAE e com um inicio da instalagio da doenca cada vez mais precoce.’ * ¥ A APOE é uma
glicoproteina que é maioritariamente produzida pelos astrocitos no cérebro e pelo figado, e
€ importante na reparagao dos neuronios e no metabolismo de lipidos, sendo a principal
proteina que se liga a estes. Nestes processos, o APOE4, ao contrario do APOE2 e APOES,
€ menos eficiente. Estas diferengas na eficacia da reparagao neuronal nao tém relevancia
clinica em individuos jovens saudaveis com cérebros intactos. Em contrapartida, no caso de
existir doenga cerebral, como a DA, a presenca da isoforma APOE4 reduz a eficacia da
reparacio, induzindo assim a perda de funcio e tecidos.* * O risco de desenvolver DA esti
aumentado 3,7 vezes em individuos que possuem um sé alelo da APOE4 e |2 vezes em
individuos que possuem os dois alelos, quando comparados com individuos que s6 tém

APOE3.*

De seguida, abordar-se-ao mais detalhadamente os varios fatores provaveis de
desencadear a doenga e como interagem mutuamente entre si para originar a

neurodegenerescéncia que acompanha esta patologia.* ¥

8. Fatores de risco
8.1 Fatores de risco ambientais

Considerando que, por si so, a senescéncia inerente a idade avangada contribui de
forma preponderante para o desencadear de eventos que originam deméncia, também existe
um vasto conjunto de fatores ja referidos que conjuntamente induzem o risco de stresse
oxidativo e inflamagao concomitante, e ativam a expressio de genes envolvidos na
patogénese da doenga, sendo que, se nao forem eliminados, mantém de modo cronico a

resposta inflamatoria adversa. Esta lista de fatores inclui:

e Dieta

e Aluminio

e Infecdes virais

e Caréncia de atividade fisica e mental

e Farmacos anti-inflamatoérios nao esteroides
e Colesterol

e Sexo

e Diabetes mellitus
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E importante salientar que o grau de intensidade do quadro sintomatico pode diferir
de individuo para individuo, atendendo também a diversidade humana e ao perfil genético
subjacente, influenciando vigorosamente a diferenga de resposta a determinados fatores de

stresse. De seguida, abordar-se-ao os fatores ambientais mais importantes.

8.1.1 Dieta

Uma dieta equilibrada consiste na escolha dos alimentos certos nas proporgoes
certas, e esta contribui para a manutengao de uma vida saudavel.

Dependendo da dieta, esta pode despoletar inflamagao via prostaglandinas, associadas
a acidos gordos n-6, e/ou pela producao de radicais livres, através de catalisagao via ices de
metais de transicao. A migragao para outro pais com costumes e habitos alimentares pode
interferir no risco de DA, sendo que um estudo sobre emigrantes reportou que individuos
de ascendéncia japonesa residentes no Hawaii apresentavam um risco 2,5 vezes superior de
desenvolver DA quando comparado com os seus homologos nativos. Adicionalmente, outra
descoberta provou que a prevaléncia de DA em afro-americanos é consideravelmente
superior a prevaléncia em nigerianos nativos.

O consumo total de gorduras e a ingestao calorica diaria sao os principais fatores de
risco relacionados com a dieta para a DA, contribuindo ambos direta ou indiretamente para
o acentuar do stresse oxidativo. Em contraste, a inclusao de peixe na dieta, devido ao seu
conteldo rico em acidos gordos dmega 3, que contém acido docosahexaendico em grande
proporg¢ao provou ser benéfico na diminuigao do risco da DA. Um estudo caso-controlo
concluiu que individuos que desenvolviam DA possuiam uma ingestao calérica depois dos 60
anos superior ao grupo de controlo e tinham uma dieta pobre em frutas e vegetais.

Existe também uma relagdo proporcional entre o declinio cognitivo e as gorduras
ingeridas. O acido linoléico, um acido gordo polinsaturado (PUFA) n-6 estd associado a
défice cognitivo devido as suas caracteristicas proé-inflamatorias, e induz a produgao de
interleucina-1 (IL-1), cujo papel consiste em aumentar a sensibilidade tecidular a citocinas.
Contrariamente, os acidos gordos monoinsaturados (MUFA) e os PUFA n-3 reduzem o
risco de declinio cognitivo e possuem um efeito contrario, atrasando o inicio deste em
pacientes com DA, ou reduzindo a resposta inflamatéria no cérebro caracteristica do
desenvolvimento do processo patologico. O oleo de peixe é uma boa fonte de PUFAs n-3,
que gracas ao seu papel na redugio da inflamagao e da prevaléncia e incidéncia de DA,

providencia resisténcia a patologia com a idade.
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Num estudo onde foi investigado a concentragao plasmatica de acidos gordos em
individuos com uma média de idades de aproximadamente 80 anos, averiguou-se que aqueles
que sofriam de deméncia ou declinio cognitivo possuiam valores séricos de DHA e de acidos

gordos n-3 inferiores que os individuos que nio eram afetados pela doenca.*

8.1.2 Colesterol

O colesterol desempenha um papel influenciador na patogénese da DA, segundo uma
descoberta em 1993 que verificou que a presenga de APOE4 constitui um importante fator
de risco para o desenvolvimento da doenga. A APOE regula o metabolismo dos lipidos,
nomeadamente o colesterol, e estes estao envolvidos na patogénese da DA, através da
regulacao da sintese de AP. Existem varios estudos que demonstraram que também o A
afeta os niveis de colesterol celular, tendo uma série de efeitos na DA, incluindo a
modulacao da fosforilagao da Tau, formagao de sinapses e a manutengao da sua fungao,
como também o processo de neurodegenerescéncia. Adicionalmente, o colesterol também
contribui para a DA através da disfungao dos vasos cerebrais, como na arteriosclerose e
angiopatia amiloide cerebral (AAC).* Estas descobertas sugerem que o colesterol esta
igualmente envolvido na sintese de AB e na cascata amiloide, levando a disrupgao da
plasticidade sinaptica, promogao da fosforilagao da Tau e eventual neurodegenerescéncia. Ao
diminuir os niveis de colesterol cellular, pode-se melhor controlar e prevenir a DA,
constituindo uma estratégia terapéutica que merece ser analisada.>

Embora o colesterol nao atravesse a barreira hematoencefilica (BHE), é sintetizado
por astrocitos e oligodendrocitos, estando isolado do restante colesterol periférico, apesar
de uma fragao pequena chegar ao SNC na forma de 27-hidroxicolesterol, ou através dos
recetores scavenger classe B da microglia.>' As estatinas reduzem o risco de DA via redugio
dos niveis de colesterol plasmatico. Adicionalmente, invertem o balango das atividades das
secretases, tirando o foco da beta e gama-secretase para favorecer a agao da alfa-secretase,
levando assim ao decréscimo da producao de AP. Recentemente, foi descoberta uma
correlagao direta entre os niveis de éster de colesterol com a produgao de beta-amildide. A
colesterol aciltransferase (ACAT), uma enzima hepatica responsavel pela regulagio dos
niveis de colesterol plasmaticos através da catdlise da esterificagao em ésteres de colesterol,
apresenta um papel interventivo na formagao de AP através da regulagao desse balango

colesterolémico.® *?
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8.1.3 Metais

Nos exames postmortem, sao frequentemente encontradas concentragoes elevadas de
ioes de aluminio ou metais de transicao e baixos niveis de metais alcalinos nos cérebros de
individuos com DA que faleceram, quando comparado com individuos que nao sofriam da
doenca.

A medida que o pH desce, os ides metilicos de transicio que se encontram na
comida na forma oxidada, deixam o estado oxidado e entram na corrente sanguinea, onde
sao levados até ao cérebro, e aqui desencadeiam uma perda excessiva de calcio. A caréncia
de magnésio também pode aumentar a absorg¢ao de cobre e ferro pelos tecidos, aumentando
assim o stresse oxidativo.

A medida que envelhecemos, ¢ inevitivel que gradualmente aumente a acumulagio
destes metais nos tecidos. A forma como estes ides contribuem para a inflamagao e stresse
oxidativo pode ser explicado pela catalisagao extensiva da produgao de radicais livres, que
aceleram a agregacao do peptideo beta-amildide e o seu cross-linking, e também a formagao
de produtos finais de glicagao avangada (AGE).

Para combater este fator prejudicial na fisiopatologia da DA, ja foram sugeridas
terapias com quelagao de forma a reduzir a carga idnica de aluminio e de metais de transigao

no cérebro.*®

8.1.4 Diabetes

Atendendo a que, desde o inicio do novo milénio, o risco de deméncia esta cada vez
mais associado a alteragoes cardiovasculares, aponta-se a diabetes mellitus como fator
principal, tendo em conta que o quadro de alteragoes moleculares e bioquimicas possui um

elevado grau de semelhangas com o quadro da DA.

O emergente papel de varios fatores comuns e conexoes entre a diabetes e a DA
levam ao desenvolvimento da nova terminologia para a DA — diabetes tipo 3. Este termo
vem definir uma forma de diabetes presente na DA que, ao contrario da DMI| e DM2, é
seletiva para o cérebro, onde se verifica maioritariamente a deficiéncia em insulina.”* Existem
numerosos estudos que fortalecem esta analogia entre as duas patologias, através de
associagoes como a insulina, o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF, do inglés
insulin-like growth factor), stresse oxidativo, a glycogen synthase kinase-38 (GSK3B), as placas

AB, a hiperfosforilagao da Tau, e muitos mais.
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A diabetes esta associada a disfungao cognitiva em pacientes idosos que se inicia com
a manifestagao de défice cognitive ligeiro (DCL) numa fase inicial, e pode posteriormente
levar ao densenvolvimento de DA numa fase mais tardia. Exames cognitivos em certos
individuos com elevadas concentragoes de hemoglobina glicada (HblAc) foram comparados
com individuos com niveis normais de HblAc, e revelaram declinio da memoria
independente da diabetes. Foi também observado que pessoas que sofrem de diabetes
demonstraram uma capacidade cognitiva diminuida e memoria comprometida, consequéncias
da hiperglicemia induzida pela insulinorresisténcia. Nao ¢é apenas o problema da
hiperglicemia, mas também a disfungao metabdlica e obesidade observadas na DM2 que tém

fortes correlagdes com a disfungio neuronal e DA

De entre varios estudos cientificos publicados, existem inUmeros artigos que
abordam e realgam a relagdo entre estas duas patologias, havendo também alguns que
procuram justificar a auséncia de conexdes entre as duas. De seguida, abordar-se-ao as

possiveis associagoes entre as duas patologias.

9. Doenca de Alzheimer e Diabetes

A diabetes mellitus € uma doenca metabdlica cronica, na qual o nivel de glicose
plasmatica se encontra acima do intervalo de referéncia. A patogénese da DM ¢ definida por
insulinorresisténcia, na DM2, ou por redugao da secre¢ao de insulina por destruicao
autoimune das células beta pancreaticas, na DMI. No desenvolvimento prolongado desta
patologia, as complicagdes que emergem e os seus mecanismos sao bastante complexos,
como ¢é o caso das doengas macro e microvasculares e das complicagoes a nivel do Sistema
Nervoso Central (SNC). Os mecanismos subjacentes estio associados a suscetibilidade
hereditaria, obesidade, resisténcia a insulina, hiperglicemia, stresse oxidativo ou danos no
metabolismo nutricional. As complicagoes que sao mais severas em termos do quadro
clinico, sao as doengas cerebrovasculares, que incluem acidente vascular cerebral (AVC)
isquémico (que resulta da deposicao de placas nos capilares cerebrais) e hemorragico (que
resulta da rutura dos vasos sanguineos), e ambos ocorrem em pacientes com doengas micro
ou macrovasculares. Também a hiperglicemia em pacientes com DM2, resultado da
insulinorresisténcia, pode induzir varios fatores de risco a danificarem os vasos sanguineos,

como citocinas inflamatérias, sindrome metabdlica ou alteragoes hemodinamicas.

O principal mecanismo das doengas cerebrovasculares em pacientes com DM2 é a

aterosclerose, que constitui essencialmente uma resposta inflamatoria do organismo a
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hiperglicemia continua e aos disturbios metabdlicos, que danificam o endotélio dos vasos
sanguineos a longo prazo, através do aumento do stresse oxidativo. Neste processo, varias
moléculas de adesao e citocinas sao secretadas em abundancia e, posteriormente, as células
inflamatorias, como leucocitos mononucleares e linfocitos T, aderem a tunica intima,
atravessam a parede vascular e tornam-se macrofagos. Estes fagocitam as lipoproteinas de
baixa densidade, que estio fortemente aumentadas em pacientes com DM, especialmente
nos casos em que também sofrem de hiperlipidemia. Estas células depois convertem-se em
xantomas. As plaquetas sanguineas come¢am a aglomerar-se e aderem a parede vascular
durante o processo inflamatério e, simultaneamente, as células do musculo liso proliferam e
migram para a parte terminal da artéria. Quando as células do xantoma degeneram e se
tornam células necroticas, os lipidos contidos no interior das células sao libertados na
parede vascular e formam o lipido nuclear extracelular. Este ira aumentar grandemente em
quantidade e os fagocitos tornam-se as células principais na parede vascular e a resposta
inflamatoria surge. Os fatores séricos inflamatorios, como a proteina C-reativa, a
interleucina-6 (IL-6) e a interleucina-17 (IL-17), desempenham um papel importantissimo no
processo de deterioragao dos vasos sanguineos. Estes fatores induzem as placas
ateroscleroticas a tornarem-se erosivas e a dispersarem-se, e entao as plaquetas sanguineas
sao entao ativadas e o trombo é formado. No decurso deste processo, os vasos ficam cada

vez mais estreitos ou completamente obstruidos, nos casos mais severos.

Adicionalmente, a hiperglicemia aumenta a produgao de lactato e agrava o estado de
acidose do tecido cerebral por aumentar a quantidade de glicose disponivel para
metabolismo anaerdbio e inibir a respiragio mitocondrial. Também causa edema cerebral,
que condiciona o fluxo sanguineo cerebral, aumenta o estado trombdtico e compromete a

autoregulagao cerebral.

Quando considerados conjuntamente, todos estes fatores aumentam drasticamente a
taxa de incidéncia de doengas cerebrovasculares, sendo ainda maior em pacientes com
hiperlipidemia ou hipertensao arterial. Devido a hiperglicemia, inflamagao e acumulagao de
lactato, a parede vascular é danificada e as células endoteliais entram em necrose, com a
posterior formagao de trombos no cérebro. A hiperlipidemia em pacientes com DM
aumenta substancialmente a viscosidade do sangue e altera a hemodinamica, acelerando
assim o desenvolvimento de aterosclerose. Relativamente a hipertensao, esta induz a
necrose fibrindide e arteriosclerose da parede vascular, e inclusive causa microaneurisma,
que facilmente sofre rutura. Todos estes fatores tém efeitos cumulativos, podendo culminar

num AVC.
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Esta deterioragdo dos vasos sanguineos em pacientes com DM resulta no
comprometimento cognitivo vascular. De facto, diversos estudos tém evidenciado que as
alteragoes na homeostase da insulina na diabetes aumentam o risco de desenvolver declinio

cognitivo e DA >

9.1. A importancia da insulinorresisténcia

A glicose constitui o principal substrato energético no cérebro. Ao contrario dos
astrocitos, os neurdénios nao possuem capacidade de armazenar glicose na forma de
glicogénio, e esta tem de ser transportada da corrente sanguinea para os neuronios e células
da glia, através das células endoteliais da barreira hematoencefalica (BHE), com recurso aos
transportadores de glicose (GLUT).** A insulina é transportada para o SNC via um
transportador saturavel nas células endoteliais da BHE, que a transporta através das células
endoteliais recorrendo a um sistema de transporte ativo (transcitose) mediado por
recetores®’. Posteriormente, a insulina é libertada no fluido intersticial cerebral®® onde, em
conjunto com os fatores de crescimento semelhantes a insulina tipo | e 2 (IGF-1 e IGF-2,
respetivamente), regula o metabolismo periférico e a resposta hipoglicemiante e modula a
entrada da glicose para o interior das células, através da ligagao aos recetores de insulina
distribuidos por toda a regiao cerebral, principalmente no cértex e no hipocampo,
possuindo por isso um papel bastante influenciador na memoria, raciocinio e aprendizagem.
Ao ocorrer a ligagao da insulina e IGF aos seus recetores expressos nas membranas
plasmaticas de astrocitos e neuronios, inicia-se uma rapida autofosforilagio e aumento da
atividade de tirosina cinase do recetor intrinseco de insulina, que posteriormente recruta e
fosforila diferentes substratos, como é o caso do substrato do recetor de insulina (SRI). O
SRI, apos sofrer fosforilagao num residuo de tirosina, expoe os locais de ligagao para varios
compostos sinalizadores a jusante, dos quais a fosfoinositideo-3-cinase (PI3K) é o mais
relevante. A sua ativacao por fosforilagao leva a fosforilagao e ativagao de uma cinase a
jusante, a cinase fosfatidilinositol-3-dependente | (PDKI). A forma ativada desta ira também
fosforilar e consequentemente ativar a proteina cinase B (AKT). O alvo principal da AKT ¢ a
glycogen synthase kinase-3 (GSK-3), cuja atividade ¢ inibida quando sofre fosforilagao em
Ser21 na forma glycogen synthase kinase-3a (GSK-3a) ou em Ser9 na forma glycogen synthase
kinase-38 (GSK-3B). A AKT ira depois estimular os transportadores de glicose e inibir o
processo de apoptose através da referida inibicao da GSK-3, colmatando na sintese de
glicogénio e na captaciao de glicose pelos astrocitos. Todo este mecanismo esta

representado na Figura 3. Em dltima analise, uma downregulation da via de sinalizagao da
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insulina no cérebro pode resultar num decréscimo do metabolismo e utilizagao da glicose e

num aumento da fosforilacio da Tau através da ativacio da GSK-3.*" ¢

The insulin signalling pathway

Glycogen
synthesis

| Tau phosphorylation |

Figura 3 — Via de sinalizagdo da insulina (Adaptado de )

O desempenho eficiente da insulina é, portanto, vital para a manutengao da fungao
cognitiva, sendo que a insulina favorece a memoria e aprendizagem. No entanto, nas
situagoes em que surge insulinorresisténcia ou inibicao dos recetores de insulina, a produgao
de insulina é compensatoriamente exacerbada, e variagdes excessivas na sua concentragao
cerebral resultam em stresse oxidativo e constituem quadros que sao frequentemente

encontrados em doencas neurodegenerativas, como é o caso da DA.> ©

Ao ligarem-se aos recetores, a insulina e os IGF ativam uma cascata de vias de
sinalizagao, que resultam na fosforilagao e ativagdo de um recetor intrinseco tirosina cinase.
As interagoes subsequentes entre as moléculas do substrato do recetor de insulina e os
recetores estimulam a transmissao de sinais que inibem a apoptose e promovem o
crescimento, metabolismo, sobrevivéncia e plasticidade neuronal. Falhas nesta rede de
sinalizagao podem representar graves consequéncias relativamente a integridade e estrutura
do SNC. Défices neste sistema interativo levam a redugao da captagao celular de glicose,
necessaria para a sintese de ATP e energia metabdlica. Por conseguinte, varias alteragoes
neuronais ocorrem na permeabilidade membranar, na manutengao das sinapses e no
equilibrio dos gradientes de concentragao dos neuronios, podendo estas alteragoes ter
sérias implicagdes no processo de aprendizagem e afetar gravemente a memoria a curto

prazo.”
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A face de alguns estudos recentes sobre a conexio entre a neurodegenerescéncia e
insulinorresisténcia periférica, verificou-se que esta Ultima é provavelmente mediada pelo
eixo figado-cérebro, onde lipidos téxicos, como é o caso de ceramidas, atravessam a BHE e
causam insulinorresisténcia cerebral, stresse oxidativo, neuroinflamacao e morte celular
programada. As ceramidas sao moléculas sinalizadoras lipidicas que estao envolvidas numa
ampla variedade de fungdes moduladoras, como a proliferagao, mobilidade e plasticidade
celulares, a apoptose, inflamagao e resisténcia a insulina. Esta resisténcia resulta da ativagao
de citocinas proé-inflamatorias e da inibicao da sinalizagao estimulada pela insulina através da
PI3K. No cérebro, as ceramidas tém um efeito inibitério semelhante na sinalizacao da
insulina. Em casos de obesidade induzida pela dieta, a produgao de ceramidas pelos
adipdcitos esta exacerbada, e isto pode constituir um fator determinante no surgimento da
insulinorresisténcia. Independentemente da obesidade pré-existente, a sintese de ceramidas
encontra-se substancialmente elevada em individuos com esteatose e insulinorresisténcia. Ao
atravessar facilmente a BHE, dado a sua lipossolubilidade, as ceramidas que sao produzidas
no contexto de esteatose hepatica ou esteatohepatite levam a neurodegenerescéncia através
da reducao da fungao neurotransmissora e mitocondrial, aumento do stresse oxidativo,
danos no ADN e peroxidagao lipidica, afetando desta forma a capacidade de aprendizagem e

memoria.>’

9.1.1. Glicogénio sintetase cinase-3

A glicogénio sintetase cinase-3 (GSK-3) é uma enzima que participa na regulagao de
varios processos bioquimicos como a proliferacio e migragao celular, vias de sinalizagao
intracelulares, apoptose e na regulacio do metabolismo da glicose. Constitui a cinase com o
maior contributo na hiperfosforilagio da proteina Tau, que liga os microtubulos e lhes
confere estabilidade, sendo este o processo pelo qual se pensa que resulta a formagao dos
ENF caracteristicos da DA.*> A isoforma GSK3, responsavel pela diferenciagio neuronal e
sobrevivéncia da plasticidade sinaptica, é expressa elevadamente no cérebro e é inibida pela
acao da insulina mas, caso exista insulinorresisténcia, a mesma é sobreativada e promove a
fosforilagao da proteina Tau e a clivagem da APP, levando assim ao aumento da produgao de
AB, lesio mitocondrial por stresse oxidativo e subsequentes défices cognitivos.”® ** A
isoforma GSK-3a regula o processamento da APP e produgio de AP, e a sua sobre-
expressio promove morte celular neuronal apoptética.*> Quando os recetores de insulina se
encontram disfuncionais ou inibidos, a insulina ndo exerce a sua agao e a glicose nao pode

ser utilizada pelos neurdnios para a obtencao de energia, os quais irao ser danificados e
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entrar em apoptose.” Em caso de insulinorresisténcia, a sinalizagio via fosfatidilinositol 3-
cinase dependente da insulina esta diminuida e a GSK-3 encontra-se sobreativada, tendo um

papel fulcral na regulagio da expressio e fosforilagao da proteina Tau.”

9.1.2. Enzima de Degradacao da Insulina

Um mecanismo adicional proposto para a conexao entre a DM e a DA ¢é a EDI
(enzima de degradagao da insulina), para a qual tanto a Af como a insulina sao substratos
competitivos. Niveis altos de insulina, que sao caracteristicos em certas fases da DM2,
podem levar a uma menor degradagao da amiloide, promovendo a formagao de placas
amiloides.* A EDI é responsavel por degradar o excesso de AP, mas na DA, esta enzima
encontra-se desregulada, levando a uma inevitavel subida da concentragao de Ap.
Adicionalmente, em pacientes que sofrem de DM2 e DA existe uma predisposigao genética
para uma expressao diminuida de EDI. Em caso de insulinorresisténcia, a insulina inibe
competitivamente a EDI, comprometendo a degradagao de AP e aumentando a sua
neurotoxicidade e assim promovendo a DA. Além disso, a AR e a insulinorresisténcia

aumentama fosforilacio da Tau através da ativacio da GSK-3p.%

9.2. Neuroinflamacao

Outrora pensava-se que o cérebro nao era afetado pela inflamagao sistémica e,
portanto, era visto como um 6rgao com imunidade priveligiada. No entanto, esta hipotese
mudou depois de uma pesquisa intensa na area da neuroimunidade que explorou a interagao
do SNC com o sistema periférico através da agao hormonal e paracrina. No caso de um
cérebro com DA, a deposicao de AP desencadeada pela inflamagao sistémica inicia uma
cadeia de respostas imunes com o objetivo de reduzir as placas AP e agregados formados
através da ativagao da imunidade inata para desencadear a resposta inflamatéria da microglia

e astrocitos.

A neuroinflamagao é, portanto, um dos fatores principais que contribuem para o
desenvolvimento e evolugao de défices cognitivos associados ao envelhecimento. A longo
prazo, contribui para a alteragao da morfologia dendritica, comunicagao entre neurénios e
astrocitos, homeostase dos NT e neurodegenescéncia geral. A sinalizagao NF-kB e as suas
vias a jusante encontram-se excessivamente estimuladas em varias condi¢coes agudas e

cronicas, como na DA, e impedem a homeostase dos NT. Adicionalmente, ha evidéncia de
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que estas adaptagoes patologicas induzem a libertagao de citocinas proé-inflamatorias como
interleucina-6 (IL-6), interleucina-1B (IL-1B), TNF-a, COX-2 e oxido nitrico-sintetase
induzida, conjuntamente com outras moléculas proé-inflamatorias, que incluem proteinas
inflamatorias dos macréfagos e monocitos, fatores de coagulagao, ROS, éxido nitrico,
proteases, inibidores das proteases, prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos e proteina
C-reativa das células gliais, e isto leva a deterioracio do microambiente neuronal e da
formagao de memorias de longo prazo, em condigdes inflamatérias, potenciando, portanto, a
progressio de doencas relacionadas com memoria.*> A DM2 estd associada & inflamagio

sistémica e foi sugerida como o fator mais significativo nestas alteragdes neuroquimicas.®’

O ambiente agravado induz adicionalmente a fosforilagdo da proteina Tau e a
acumulagao de AP, danificando assim os neurodnios saudaveis adjacentes. Um nivel elevado
de IL-1B foi encontrado no soro, fluido cerebrospinal e em certas regides cerebrais,
particularmente em astrocitos do cortex e hipocampo de pacientes com DA. O IL-1B
segregado pelos astrécitos aumenta a sintese de AB neurotéxico e de APP, e também induz
a microglia a libertar citocinas proé-inflamatérias que levam a neurotoxicidade.
Adicionalmente, o dano oxidativo e as alteragoes na fosforilagio da Tau nos neurodnios, em
conjunto com o estado inflamatério crénico, levam ao comprometimento da integridade

cerebral."”

9.3. Stresse oxidativo

Perturbagdes no equilibrio entre a formacao de ROS e a capacidade antioxidante e
reparadora dos danos intrinsecos ao organismo geram o que se define por stresse
oxidativo.®

O stresse oxidativo € um dos fatores mais importantes da fisiopatologia da DA, o que
se revela em evidéncias concretas como o aumento dos niveis de ides metalicos com
capacidade para estimular a formagao de radicais livres no cérebro, tendo como exemplos o
Ferro, Aluminio e Mercurio; o aumento da peroxidagao lipidica e da oxidagao de ADN e
proteinas no cérebro; a formagao de produtos finais de glicagdo avangada, denominados
AGE, e a polimerizagio da proteina Tau.¥ * Os AGE consistem em modificagdes pds-
traducao que resultam da condensagao de hidratos de carbono (agucares) com proteinas,
através da reagio de Maillard.”’ A glicagdo de proteinas, nomeadamente proteinas ricas em
lisina, pode desencadear um processo de cross-linking intra e inter-molecular, e o seu

aumento esta fortemente associado ao envelhecimento.” As modificacdes AGE das
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proteinas sao aceleradas pelo oxigénio e proteinas glicadas com modificagoes oxidativas.
Recentemente, varios estudos indicam que os AGE desempenham um papel importante na
patogénese da DA, suportado pela descoberta de epitopos AGE em placas senis e ENF de
pacientes com a doenga. Nos ultimos anos, também se detetou a presenga de proteina Tau
glicada e esta, quando co-incubada em cultura com células de neuroblastoma, induz
peroxidacio lipidica.”' 7> Em suma, os AGE estio envolvidos na patogénese da DA gracas as
modificagoes oxidativas de duas proteinas principais caracteristicas da doenga: AP e Tau.

Ha um crescente de informagao que evidencia uma correlagio entre a
neurotoxicidade da DA, a agregacao de AP e a producao de radicais livres e outros agentes
oxidantes. Observou-se numa experiéncia que a incubagao de AB com salicilatos, resultava
numa reagao quimica cujo produto principal era acido di-hidrobenzdico, indicando a sintese
de ROS no incubado peptidico. Antioxidantes, como a vitamina C e E, sao capazes de
fornecer um efeito de prote¢io adicional e auxiliar contra a neurotoxicidade do AB.”

Adicionalmente foi demonstrado que a homocisteina tem neurotoxicidade direta em
neurdnios em cultura por ativagao dos recetores N-metil-D-aspartato (NMDA) ou por
causar dano no ADN, desencadeando assim a apoptose. Experiéncias em culturas de células
e modelos animais utilizando ratos com DA sugerem que a deficiéncia em acido folico e
homocisteina impedem a reparagao de ADN aberrante nos neuronios, o que os expoe a
dano oxidativo induzido pela amiloide.*

Estas evidéncias consolidam o papel que o AB na forma agregada tem na patologia da
DA, devido ao seu potencial de produgao de radicais livres, os quais sio neurotdxicos para
as enzimas e membranas celulares. Adicionalmente, também foi demonstrado num estudo
que o AP interage com as células do endotélio vascular para produzir uma quantidade
excessiva de radical superéxido e outros agentes oxidantes potentes, alterando assim a
estrutura e funcao do endotélio. Estes danos endoteliais e alteracoes no ténus vascular
podem ser prevenidos pela superoxido dismutase, que catalisa a reagao de dismutagao de
radical superoxido em oxigénio molecular e perédxido de hidrogénio. Conclui-se portanto
que o AP pode ser responsavel por anomalias vasculares e neurodegenerescéncia mediada

por radicais livres na DA.”

As células neuronais requerem um influxo constante de oxigénio e nutrientes para o
seu metabolismo, e a energia necessaria é fornecida gragas a sua constante produgao ativa
pela mitocondria, através do metabolismo oxidativo. Adicionalmente, o peptideo AB tem a
capacidade de formar poros nas membranas celulares das células, permitindo assim a sua

entrada nas mesmas e desestabilizacao da fungao mitocondrial, através da ligagcao a enzima
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alcool desidrogenase, resultando no aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial,
desequilibrio de gradientes da mitocondria com o exterior e a redugao da eficiéncia da
respiracao celular. Estas agoes levam ao colapso da estrutura mitocondrial e,
consequentemente, a apoptose das células. Estes mecanismos de stresse oxidativo da DA
podem também originar deficiéncias nos niveis cerebrais de dois transportadores de glicose:
maioritariamente no GLUT-3, que é expresso especificamente nos neurodnios, e GLUT-I.

Estas deficiéncias acabam por resultar na eventual neurodegenerescéncia da patologia. ”* ™

Estas duas patologias partilham varias semelhangas, como a elevada prevaléncia com o
envelhecimento, uma predisposicao genética e caracteristicas fisiopatoldgicas comparaveis
nos ilhéus de Langerhans e no cérebro (tanto o AP no cérebro de pacientes com DA como
os depositos amiloides (islet amyloid), derivado do peptideo ilhota amildide no pancreas na
DM2). O ilhéu de Langerhans na DM2 é caracterizado pela perda de células-beta e IAPP,
uma proteina que é co-expressa e secretada conjuntamente com a insulina pelas células-beta.
O declinio da fungao cerebral na DA é caracterizado por focos de depositos de AP e a
perda de neurdnios neocorticais. Identicamente ao AP, a IAPP também forma agregados
citotdxicos em ambientes aquosos de forma espontinea, que induzem danos nas membranas
das células vicinais. Relativamente a |APP, novas evidéncias permitem afirmar que esta
agregacao aberrante ocorre inicialmente no interior das células, e apds estas sofrerem
apoptose, as fibrilas derivadas da IAPP comegam-se a acumular extracelularmente. Estes
mecanismos sao possivelmente semelhantes aos mecanismos fisiopatoldgicos observdos na
DA. Num individuo saudavel, tanto a IAPP como o AP formam fibrilas, sugerindo que
existem mecanismos que impedem a ocorréncia espontinea destes processos, que
possivelmente incluem a via das chaperonas, que se ligam a proteinas nascentes e facilitam a
sua translocagao para o interior das células. Dado que a formagao de IAPP na DM2 pode
ocorrer sob circunstancias de variancia genética, que eventualmente resultam num
decréscimo de afinidade das chaperonas pela IAPP, é plausivel que a relativa afinidade
diminuida das chaperonas pela IAPP se possa repercutir na afinidade de ligagao ao ApB,
estando esta observagao relacionada com a relagao entre os depdsitos amildides cerebrais e

os ilhéus pancreaticos.”

9.4. Obesidade, diabetes e doenca de Alzheimer

A obesidade é uma doenga crénica multifatorial caracterizada por acumulagao

excessiva de gordura corporal. E considerada um fator de risco de muitas doengas como
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hipertensao arterial, DM2, doenga cardiaca coronaria e DA. O tecido adiposo tem uma
funcao endocrina, e segrega adipocinas, citocinas inflamatorias e outros mediadores que
influenciam a homeostase energética em 6rgaos metabolicamente ativos, como o tecido
adiposo, figado, pancreas e cérebro. Durante um balanco positivo de energia, o tamanho e
proliferagao de adipocitos aumenta e resulta na expansao do tecido adiposo para acomodar
o excesso de energia, que leva ao aumento da sua massa. Isto é seguido de disfungao do
tecido adiposo, promovendo inflamagao croénica, stresse oxidativo exacerbado e disfungao
mitocondrial. Embora a forma como a obesidade contribui para a disfungao mitochondrial
nao seja clara, ja foi avangado que a inflamagao induzida e as alteragoes metabdlicas
implicadas no comprometimento da fung¢ao da insulina podem ser um fator responsavel.

Alteragoes na homeostase da glicose, fruto da hiperinsulinémia e insulinorresisténcia
na diabetes também constituem uma das caracteristicas mais proeminentes da obesidade. A
obesidade e uma dieta rica em gorduras podem induzir insulinorresisténcia, que
subsequentemente afeta a sinalizagao da insulina na periferia e no cérebro. Esta bem
estabelecido que a insulina possui um papel crucial no SNC. No cérebro, a insulina em
conjunto com os IGF modulam o crescimento neuronal, diferenciagao, sobrevivéncia,
migracao, metabolismo, sintese de proteinas, expressao genética, formagao de sinapses e
plasticidade sinaptica. Além disso, a insulina regula a produgao de mielina e a manutengao
dos oligodendrocitos. Uma sinalizagao insulinica deficiente esta também associada com
défices cognitivos e DA, sendo que foi observada fosforilagao severamente diminuida dos
recetores de insulina nos cérebros de pacientes com DA e diabetes. Os disturbios na
sinalizagao da insulina podem contribuir para a vulnerabilidade do SNC a stresse metabdlico
e, por isso, acelerar a disfungao neuronal. A diabetes estd associada a acumulagao do IAPP
nos ilhéus pancredticos. O IAPP é simultaneamente segregado com a insulina no pancreas.
Em pacientes com diabetes e DA, o IAPP encontra-se elevado e em conformagoes
aberrantes, acompanhado por uma acumulagao de AP elevada, hiperfosforilagao da Tau e
alteragoes na utilizagao da glicose em jejum.

Estas evidéncias sugerem que pacientes com obesidade e diabetes estao mais
suscetiveis a desenvolver degenerescéncia cognitiva relacionada com a DA. Varios estudos
epidemiologicos estabeleceram uma associagao importante entre indice de cintura e quadris
largo na meia-idade com DA e diminuicao do volume do hipocampo mais tarde na vida.
Além disso, as vias comuns de neurodegenerescéncia em cérebros com DA assemelham-se a
patologias andlogas observadas nos cérebros de individuos com diabetes. A obesidade, DA e
diabetes partilham concomitantemente caracteristicas comuns como atrofia cerebral, glicose

cerebral reduzida e insulinorresisténcia no SNC."
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9.5. Danos vasculares

A deposicao vascular de amiloide resulta em angiopatia amiloide cerebral (AAC), que
é considerada bastante comum na DA. A forma mais comum de AAC é produzida pelo AB,
mas outras formas de AAC envolvendo outras proteinas como a cistatina C e transtirretina
também siao conhecidas. Na DA, a AAC ocorre em conjunto com outras duas lesoes
caracteristicas da DA previamente referidas, as placas AB e ENF, e afeta gravemente a
estrutura e fungao vascular em regices especificas. Os eventos que desencadeiam a referida
deposigao de AP na vasculatura permanecem por averiguar. Foi sugerido que a acumulagao
de amiloide vascular ou proteinas semelhantes a amiloide pode resultar de um
processamento diferencial de proteinas transportadas na corrente sanguinea por enzimas
lisossomais como as endo e exopeptidases no endotélio cerebral. Isto pode providenciar um
recetaculo para a deposicio de amiloide. Estes mecanismos foram propostos para a
deposicao sistémica de amiloide, por exemplo, na vasculatura do coragao. No entanto, esta
deposicao vascular de AB pode surgir da senescéncia de elementos vasculares, como as
células endoteliais, células do musculo liso ou pericitos e ainda necessita de uma profunda
investigacao e estudos adicionais para ser completamente compreendida e avaliada. A AAC
difere da amiloidose generalizada devido a sua distribuigao exclusiva no cerébro, envolvendo
leptomeninges, vasos piais pequenos, arteriolas intracorticais e capilares. Os vasos mais
largos frequententemente demonstram padroes concéntricos de deposicio de AB na DA,

acompanhados por degenerescéncia das camadas das células do musculo liso.

Ainda é controverso em humanos afirmar que a AAC sozinha é responsavel pela
deterioragao mental ou se se manifesta em distirbios comportamentais. Nao obstante,
considera-se que a AAC é uma causa importante de hemorragiais intracerebrais ou lobares
em humanos, e pode mesmo resultar em morte prematura em idosos e pacientes com DA.
As evidéncias imunoquimicas da presenca de AB e os seus depositos em vasos cerebrais
isolados é fortemente consistente com as observagoes morfoldgicas. Microscopia eletronica
revelou que os depositos de AP estao intimamente associados a membrana basal da
microvasculatura cerebral. A mebrana basal de todos os vasos com amiloide é perturbada e
pode também exibir fibrose ou hialinose. No entanto, a natureza quimica da sua interagao
com a membrana basal é desconhecida. Em varios capilares, a disrupgao ou espessamento da
membrana basal por fibrilas AB, o inchagco e degenerescéncia do endotélio e por vezes a
redugao do limen podem ser observados, como também a projegao das fibrilas amiloides

diretamente dos capilares com angiopatia para o parénquima circundante. Além disso,
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algumas células perivasculares parecem formar fibrilas amiloides de modo semelhante ao
descrito para as células da microglia nas placas AP classicas. O endotélio também pode

conter depositos amiloides nao fibrilares, tornando-se cada vez mais fino.

Em suma, estas observagoes implicam fortemente que a deposicaio de AP ¢é
responsavel por varias anomalias vasculares, incluindo o colapso, oclusao ou obstrugao do
limen dos vasos, alteragoes em proteinas Unicas associadas com a normal fungao da BHE,
alteragao da resisténcia e permeabilidade vascular e degenerescéncia do endotélio dos

capilares, que em conjunto afetam a fungad vascular.'

9.6 Inflamacao, diabetes e doenca de Alzheimer

A diabetes e a DA partilham entre si um processo inflamatério créonico comum.
Tanto estudos epidemiolégicos como observacionais sugerem que a neuroinflamagao é um
marcador precoce da patogénese da DA. Como foi anteriormente referido, uma quantidade
elevada de marcadores inflamatoérios no plasma e no SNC, como IL-6, IL-13 e TNF-a foram
reportados em pacientes com DA, indicando o potencial papel destes na patogénese da
doenga. A insulinorresisténcia e a inflamagao tém uma relacao bidirecional com a DA. No
processo inflamatério periférico cronico na diabetes, a produgiao de citocinas inflamatorias
podem levar a fosforilagio de residuos de serina do IRS-1, que pode inibir a sinalizagao
intracellular da insulina por desregulagao da sinalizagao mediada por recetores insulinicos.
Adicionalmente, a inflamagao sistémica pode danificar e atravessar a BHE, entrando no
cérebro e ativando uma resposta inflamatoéria especifica cerebral. Estas citocinas circulantes
podem aumentar a taxa de apoptose, reduzir a fungao sinaptica e inibir a neurogénese e,
portanto, causar morte neuronal. Além disso, os processos inflamatoérios sistémicos que
envolvem IL-6, TNF- o e proteina C-reativa inibem a transferéncia de Ap do SNC para a
periferia. Assim sendo, a acumulagao excessiva de oligdbmeros pode induzir a microglia
cerebral a segregar citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a), que fosforilam o IRS em
multiplos locais por ativar a serina cinase do IRS-| apos ligagao com os respetivos recetores

e alterar a sinalizagdo insulinica cerebral. *

As moléculas pro-inflamatorias circulantes ou aumentam a permeabilidade da BHE ou
ganham acesso através da area que carece de uma BHE eficaz, para iniciar a neuroinflamagao
no hipotalamo. O mecanismo de disrup¢ao da BHE é multifacetado e inclui modificagoes em
componentes estruturais como disfungao dos pericitos, jungoes de oclusao e elevagao do

stresse oxidativo endotelial. Uma dieta rica em gorduras pode aumentar a expressao e
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ativagao de citocinas proé-inflamatorias e os seus correspondentes fatores de transcrigao,
como o NF-kB, no hipotalamo. Este processo proé-inflamatério ira aumentar a ativagao e
infiltragao microglial no hipotdlamo, resultando na libertagio local de mediadores
inflamatorios, como as citocinas. Adicionalmente, os acidos gordos livres abundantes entram
no nucleo arqueado e aumentam a expressao de TLR-4 (recetor do tipo Toll), um recetor de
reconhecimento de padroes moleculares, na microglia e astrocitos e inicia a respota
inflamatoria central. As citocinas circulantes possuem um alcance limitado e ativam os
recetores de citocinas hipotalamicos, aumentando a inflamagao cerebral. A entrada direta de
citocinas, quimiocinas e acidos gordos livres na circulagao sistémica pode propagar a neuro-
inflamagao por iniciar a producao de prostaglandinas e citocinas pro-inflamatorias.
Coletivamente, este ambiente pro-inflamatorio causa distUrbios na fungao hipotalamica e
pode induzir remodelagao sinaptica, apoptose de células neuronais e interferir com a
neurogénese. O hipotadlamo desempenha um papel fulcral na fungao cognitiva relacionada
com metabolismo, regulagao do stresse, alimentagao e fungao cardiovascular em conjunto
com a cognhicao, atengao e memoria. A remodelagao do circuito hipotalamico leva a
desregulagao do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, resultando na produgao exacerbada de
glucocorticoides, que estao relacionados com o comprometimento da fun¢ao cognitiva e
memoria. Além disso, a sobreativacio cronica deste eixo e o nivel elevado de
glucocorticoides também esta associado a atrofia dendritica, redugao do volume do
hipocampo e atrofia do cortex cerebral. Todos estes eventos podem coletivamente levar a

neurodegenerescéncia e eventual DA."

9.7 Défice Cognitivo Ligeiro

A DM2 é considerada um fator de risco importante para o DCL e a subsequente DA,
por induzir disfungao vascular e stresse oxidativo e inflamatério, afetando varias fungoes

cognitivas, como memoria, aprendizagem, velocidade e flexibilidade do raciocinio.”

O DCL representa a fase de transicao entre o envelhecimento de uma fungao
cognitiva saudavel e deméncia, sendo também um estado prodromico da DA, embora nem
todos os individuos com DCL irao desenvolver deméncia. Até 60% dos pacientes com DCL
desenvolvem DA dentro de 10 anos, mas muitos individuos permanecem cognitivamente
estaveis ou readquirem uma fungdo cognitiva normal.” O DCL estd subdividido em duas
formas principais: DCL amnéstico e DCL nao amnéstico, sendo que a primeira evolui para

deméncia clinicamente diagnosticavel a uma taxa superior a da segunda forma. Através de
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descobertas de estudos neuropatologicos envolvendo neuroimagiologia, inferiu-se que a
nogao de que o risco acrescido de declinio cognitivo e deméncia em idosos com diabetes
reflete-se num processo dual patologico associado a alteragoes neurodegenerativas e dano
cerebrovascular. Para além dos mecanismos vasculares, varios outras vias fisiopatologicas
podem resultar na desregulagao da glicose envolvida no risco de deméncia, como stresse
oxidativo, citocinas inflamatoérias, hiperglicemia, insulinorresisténcia e produtos finais de
glicacao avangada. Intrigantemente, um estudo clinico patologico sugeriu que pode existir
uma predisposicao partilhada para o desenvolvimento de AP no pancreas e no cérebro.
Todos estes mecanismos que foram testados em varios estudos de coorte e estudos
prospetivos de longo termo, podem justificar a progressao acelerada do DCL para deméncia,
sublinhando a importancia de monitorizar a fungao cognitiva em individuos que sofrem de
DM e de controlar a patologia regularmente para evitar qualquer agravamento da mesma.”
Decréscimos metabodlicos em estado de repouso no cérebro, confirmados via PET, podem
ser representativos do enfraquecimento da atividade sinaptica e caracterizam um espetro de
declinio neuronal que comega com DCL e eventualmente evolui para DA. De forma
semelhante a diabetes, os défices de energia no cérebro que se originam pelo surgimento da
resisténcia a insulina por parte dos tecidos periféricos normalmente ocorrem na presenga de
um regime nutricional abundante. O hipometabolismo cerebral é semelhante a um paradoxo
de estados “sobrenutrido/subnutrido” que é comum ao padrio de insulinorresisténcia
periférica. Fruto de varias investigagdes na area da Bioenergética, acredita-se que os
constantes ciclos de hiper/hipoglicemia, concomitantes com uma hiperinsulinémia cronica,
comuns no comprometimento metabdlico periférico e cerebral, estio no epicentro da
degeneragao tardia observada na DA; patologias que envolvem neurodegeneragao como esta
estdo a aumentar exponencialmente em ndmero com a vasta propagagao pandémica de
obesidade e diabetes. A atrofia neural e esta patologia podem constituir respostas
adaptativas do proprio organismo a um constante estado de inani¢ao. Inimeros modelos
energéticos tém sido construidos para a caracterizagao desta neurodegeneragao de inicio

tardio conhecida como Diabetes Tipo 3.

O hipometabolismo nos tecidos periféricos € caracterizado por produgao
mitocondrial ineficiente de ATP, que pode ser resultado de resisténcia celular a insulina e ao
comprometimento da translocagao por GLUT4 de glicose, dificultando a sensibilidade e
utilizagdo deste composto. Défices cronicos em energia, comuns a estados de resisténcia a

insulina desencadeiam a desregulacao das cascatas de sinalizagao, com o objetivo de regular a
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quantidade de ATP e levam a reversio metabolica para a fermentagao de glicose no

citoplasma da célula, como um mecanismo de sobrevivéncia.

As células em inanicao revertem para a glicolise e produgao de lactato em situagoes
de emergéncia e escassez de substrato. No entanto, a fermentagao anaerdbica produz uma
quantidade substancialmente inferior de energia quando comparada com a quantidade
sintetizada na respiragao oxidativa. Além disso, a ineficiéncia da respiragao mitocondrial,
tipica da resisténcia tecidular a insulina é tida como causa do inchago, colapso e deterioragao
da bicamada lipidica mitocondrial, levando a alteragdes prejudiciais no ADN mitocondrial,
tanto nos sistemas periférico como cerebral. E importante salientar que o cérebro nio é
imune a estes ciclos de inanigao. Este utiliza 50% da glicose disponivel no organismo, e as
proprias células neuronais sao sistemas metabodlicos, mantendo a viabilidade através da
conversao de energia livre proveniente da alimentagdo em energia quimica e elétrica

indispensavel a vida.

Relativamente a DA, os métodos de fluorodesoxiglicose-PET (FDG-PET) podem
confirmar a existéncia de metabolismo energético deficiente nas dareas cerebrais mais
degeneradas, concluindo-se que a sintomatologia desta patologia esta correlacionada
habitualmente com a taxa de glicose disponivel no cérebro, tal como a severidade do dano
cerebral se relaciona linearmente com o défice de glicose. Além disso, investigagoes vém
demonstrando que o comprometimento do metabolismo cerebral da glicose nas regices
mais vulneraveis do cérebro precede o inicio da deméncia em décadas e pode prever com
precisaio o declinio de uma cognicao normal para DCL e DA. A propagagao de DA
esporadica, caracterizada por um comprometimento da produgao de energia, origina-se em
redes neuronais com maiores exigéncias metabolicas, como é o caso do hipocampo. Estas
redes neuronais servem de centros de conectividade com outras regioes cerebrais em risco,
e este comprometimento energético propaga-se a partir deste centro para as células
vizinhas. Falhas no circuito cerebral refletem-se em declinios mensuraveis no metabolismo
energético e, igualmente, no declinio exponencial da atividade cognitiva que acompanha a

reduzida disponibilidade de ATP no cérebro.

Sugeriu-se que as vias bioquimicas de sobrevivéncia que sao ativadas pela resisténcia a
insulina e inanicao periférica caracterizam a patologia na DA. Défices de ATP cerebral
iniciam adaptagoes do cérebro semelhantes a DA com alteragoes metabdlicas profundas. A
inanigao cerebral deriva da resisténcia insulinica no hipotalamo, uma regiao centralizada de

controlo com uma enorme expressao de GLUT4 sensiveis a insulina. O excesso de insulina
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que atravessa a BHE resulta em erros na sinalizagao que levam a défices prolongados na
sensibilidade e captagao de glicose pelos transportadores hipotalaimicos GLUT4. Esta
sinalizagao aberrante reprograma epigeneticamente o fenotipo dos neurdnios

subalimentados, encaminhando-os para apoptose.”

O papel da disfungao mitocondrial na patogénese da DA ja foi postulado, pois as
mitocondrias influenciam a viabilidade e morte celular, através de varias vias como a
regulacao da energia, metabolismo do oxigénio e morte celular. O seu comprometimento e
o stresse oxidativo gerado s3ao atribuidos a redugao de energia neuronal na

neurodegeneracgio.”

Numa perspetiva clinica, a DM2 pode servir de modelo para outras patologias
concomitantes como hipertensao arterial, que se tornam mais frequentes com a idade e
acarretam fatores de risco cardiovasculares que estao associados a alteragoes
neurofisiologicas e cerebrovasculares que sao caracteristicas da DA. Adicionalmente, a DM2
em particular pode agravar o DCL e DA por acentuar os défices neurofisiologicos, apesar de

nio ter um efeito direto nas alteragdes fisiopatologicas associadas.

Existem varias razoes que elucidam o potencial da DM2 de promover a conversao de
DCL em DA. A DM2 esta associada com obesidade, hipertensao arterial, inflamagao,
dislipidémia e alteragoes no eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, fatores estes que tém um
impacto negativo no cérebro, aumentando o risco de hiperfosforilagao da Tau,
hiperinsulinémia que resulta na desregulagio da eliminagio de AP por via da EDI e
subsequente acumulagao, niveis aumentados de IL-6, elevada frequéncia de enfartes
microvasculares e sintese descontrolada de AGE. Para além disso, como a sinalizagcao

insulina-PI3K-AKT é afetada pela DM2, contribui para a neurodegeneragao na DA.” ®

9.8 Desequilibrio quimico de neurotransmissores no cérebro

Um desequilibrio de diferentes neurotransmissores (NT) — glutamato, acetilcolina,
dopamina e serotonina — foi proposto como o pilar neurobiologico dos sintomas
comportamentais da DA. A DM2 croénica causa défices cognitivos que sao debilitantes em
todas as idades, mas mais prejudiciais nos idosos.®? Existe uma associacio entre a
previamente referida via da GSK-3( com insulinorresisténcia, que afeta a atividade da
acetilcolinesterase, os niveis de glutamate e GABA no hipocampo e no coértex e

subsequentemente o desempenho cognitivo.®’
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Apesar das alteragoes moleculares associadas a este desequilibrio ainda nao terem
sido completamente compreendidas, pensa-se que a modificagdo da recaptagao destes NT
pelos transportadores vesiculares de glutamato (VGLUT), transportadores de aminoacidos
excitatorios (EAAT), transportadores vesiculares de acetilcolina (VAChT), transportadores
de serotonina (SERT) ou transportadores de dopamina (DAT) estao envolvidos no
desequilibrio dos neurotransmissores na DA. Ao examinar os niveis de proteinas e ARN
mensageiro destes transportadores no cortex pré-frontal de pacientes com DA (envolvido
com o comportamento emocional e memorias ligadas as emogoes), contrastando com um
grupo de controlo sem DA, concluiu-se que se encontravam significativamente reduzidos em
comparagao com o grupo de controlo. A reduzida expressao destes NT pode contribuir
para a alteragao da sua reciclagem e até exacerbar sintomas depressivos na DA, ao alterar a
concentragao de serotonina, associada ao humor e boa disposi¢ao, e influencia também o
défice colinérgico verificado na DA. Visto que os sistemas colinérgico e glutamatérgico estao
envolvidos na memoria e na cognigao, distirbios nestes estao fortemente implicados na
progressao da DA. Estas alteracoes a nivel dos NT e a sua diminuicao na fenda sinaptica
podem contribuir para a fisiopatologia da DA e sao potenciais alvos para a terapéutica da

doenca.®

A acetilcolina, um NT associado com a aprendizagem e memoria, é degradado por
uma enzima designada acetilcolinesterase (AChE), terminando a sua agao fisiologica. As
alteragoes na sua atividade podem-se refletir em disfungdes na biossintese, degradagao ou
insercao na membrana plasmatica. A diabetes possui um papel de relevo nas alteragoes
mebranares que afetam as propriedades cinéticas das colinesterases. A atividade da AChE ¢
significantemente afetada na diabetes e varia consoante a regiao cerebral, estando
particularmente exacerbada no hipocampo. O metabolismo e a neurotransmissao estao
intimamente conectados, especialmente pelo glutamato. Este NT ¢ sintetizado e armazenado
principalmente em neuronios glutamatérgicos, e € posteriormente libertado na ocorréncia
de excitagao e removido maioritariamente por captagao pelos astrécitos através dos
transportadores de glutamate e glutamato-aspartato, integrados no ciclo glutamato-
glutamina. O glutamato desempenha um papel fulcral na cognicao e plasticidade sinaptica e
encontra-se significantemente diminuido no cortex e hipocampo de individuos com diabetes,
resultando em falhas na reciclagem deste NT e da funcao sinaptica entre neuronios e
astrocitos. Em contrapartida com a diminuigao de glutamato, o nivel de GABA aumenta em

funcao disso nas regices do cortex e hipocampo de um cérebro diabético. Posto isto,
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ocorre a inibicaio da formagao de memorias e falhas na memoria e aprendizagem pelo

sistema GABAérgico.

A DM2 croénica causa défices cognitivos que sao debilitantes em todas as idades, mas
mais prejudiciais nos idosos. Existe uma associagdo entre a via da GSK-33 com
insulinorresisténcia que afeta a atividade da acetilcolinesterase, os niveis de glutamato, GABA

no hipocampo e no cértex e subsequentemente o desempenho cognitivo.®’

10. Alvos terapéuticos

Relativamente aos tratamentos para a DA, as opg¢oes terapéuticas atuais sao bastantes
limitadas a farmacos que aliviam apenas os sintomas mais leves. Podemos dividir estes
farmacos em duas classes: (1) inibidores da colinesterase e (2) antagonistas do recetor

NMDA (ANMDAr) #

10.1 Inibidores da acetilcolinesterase

Em circunstancias normais, os neurénios colinérgicos cerebrais sintetizam acetilcolina
a partir da acetilcoenzima A (acetil CoA) e da colina, numa reagao catalisada pela enzima
colina-acetiltransferase (CAT). Na ocorréncia de um impulso neuronal, a acetilcolina
sintetizada ¢ libertada na fenda sinaptica, onde interage com os recetores de acetilcolina
situados nos neurodnios pos-sinapticos. Posteriormente, duas enzimas, a acetilcolinesterase
(AChE) e a butirilcolinesterase (BuChE) fragmentam a acetilcolina em acetato e colina, assim
terminando o impulso elétrico. Como a DA tem sido associada a deficiéncia de acetilcolina
no cérebro, foram entao introduzidos os inibidores da acetilcolinesterase (IAChE) para o
alivio dos sintomas da doenga. Os IAChE atuam de modo simples através da inibicao de
enzimas da familia das colinesterases, impedindo que quebrem a acetilcolina e, desta forma,
aumentando tanto o nivel como a duragio da acao da acetilcolina. Os trés IAChE mais
habitualmente prescritos sio donepezilo, rivastigmina e galantamina. E importante salientar
que, de entre estes trés, a rivastigmina € a Unica que demonstra inibicao significativa de
ambas as colinesterases (AChE e BuChE). Relativamente aos efeitos secundarios, estes
podem variar entre sintomas leves como nauseas, vomitos e diarreia, e sintomas mais sérios

e graves, como batimentos cardiacos lentos, falta de apetite e perda ponderal substancial.®*
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10.2 Antagonistas dos recetores N-metil-D-aspartato

Os recetores NMDA pertencem a uma familia de recetores ionotrépicos de
glutamato, que regulam a maior parte da transmissao sinaptica excitatoria. Pensa-se que

desempenham um papel importante na aprendizagem e na construgao de memorias.

Novas descobertas sugerem que o Af3 que se acumula no cérebro de pacientes com a
DA pode causar um aumento anormal de niveis de glutamato extrasinaptico por inibir a
recaptagio do mesmo ou ativar a libertagao de glutamato pelas células da glia. A ligacao
entre o glutamato e o recetor NMDA resulta num influxo de calcio extracelular, que
controla a excitabilidade membranar e a transmissao sinaptica. Portanto, quando os niveis de
glutamato se elevam para valores anormais, isto resulta no aumento da estimulagao dos
recetores NMDA, levando a um influxo excessivo e culminando na rutura das células e
consequente morte celular. Com base nestes conhecimentos, desenvolveu-se um antagonista
dos recetores NMDA, denominado memantina, que exerce o seu efeito através do bloqueio
dos recetores NMDA, limitando assim o influxo de célcio para os neurdnios. Os efeitos

secundéarios mais comuns associados com a memantina incluem diarreia, cefaleias e insénia.®

10.3 O futuro do tratameto para a doenca de Alzheimer

Portanto, sumariando o que foi previamente discutido, atualmente os tratamentos
disponiveis s6 proporcionam um alivio temporario dos sintomas; todavia, nao cessam ou
abrandam o desenvolvimento do processo neurodegenerativo subjacente. Por essa razao,
novos farmacos experimentais encontram-se em desenvolvimento, direcionados para a causa

concreta da doenca.

Um dos alvos mais promissores para os futuros farmacos é a beta amiloide.
Atualmente estao a ser pesquisados agentes que sao capazes de prevenir a aglomeragao dos
fragmentos beta amiloides em placas, através de duas enzimas-alvo: a beta-secretase e a
gama-secretase, que clivam sequencialmente a proteina percursora de amiloide (APP),
impedindo a formagao dos peptideos beta amiloides patoldgicos. Também tém sido testados

anticorpos que se ligam a beta amiloide e facilitam a sua remogao do tecido cerebral.

O segundo alvo principal de terapias futuras é a proteina Tau, o componente central
dos ENF. Tal como a beta amiloide, estao a ser desenvolvidos e testados anticorpos capazes

de se ligar e remover proteinas Tau patologicas. Outra area extensiva de investigagao
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envolve compostos que impedem a agregacao de Tau ou dissolvem os agregados existentes,

tal como os compostos que inibem o desmantelamento dos microtubulos.

Apesar de todo o otimismo em torno deste vasto leque de farmacos em ensaios
clinicos, até ao momento a investigagao no campo da DA tem encontrado varios obstaculos,
pois varios farmacos tém fracassado em demonstrar melhorias no abrandamento da
progressao da doenga. Porém, muito se pode aprender com o fracasso, e com cada ensaio
malsucedido, descobre-se cada vez mais acerca da doenca e de novas formas de a

combater.®

I1. Conclusdo

Apos a consulta de varios artigos e estudos publicados, percebe-se que varios fatores
da DM também sao co-fatores contribudores para a patogénese da DA, sugerindo uma forte
correlagao com o comprometimento cognitivo tipico da doenga. O que permanece por
esclarecer é a extensao com que estes fatores afetam diretamente a salde neuronal e a
subsequente patogénese da DA. A associagao entre a inflamagao e stresse oxidativo com o
declinio cognitivo podem ser ativadas por varias comorbilidades, entre as quais a diabetes. Se
futuramente essa resposta for alcancada, sera mais facil abordar quais os alvos terapéuticos e
farmacos que mais eficazmente combatem a patologia, para além da inibicao da produgao de
AB e da hiperfosforilagdo da Tau. Se se conseguir reduzir a neuroinflamagao, um dos eventos
que precede a perda de memoria, sera possivel melhorar consideravelmente a progressiva
deposicao de placas e ENF. No entanto, é extremamente dificil diferenciar os efeitos da DM

com outras patologias que ocorrem concomitantemente.

Sao necessarias mais investigagcoes e pesquisas para concluir a associagao entre ambas
as patologias e a possibilidade da insulinorresisténcia, disfungao mitocondrial e outros
processos prejudiciais serem identificados como biomarcadores que afetam a patogénese da
DA. O controlo e monitorizagao da DM pode ser também uma opgao terapéutica viavel

para combater a DA.
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