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Resumo

Objetivo. Discutir a hipdtese do uso do azul de metileno na Paralisia Supranuclear Progressiva.
Método. Revisdo ndo sistematica empregando as palavras-chaves “methylene blue” associada
aos termos “tauopathies, “tau protein”, “Alzheimer’s Disease”, “Frontotemporal Dementia”,
“Progressive Supranuclear Palsy” e “Corticobasal Degeneration”. Resultados. Foram
utilizados 45 artigos, todos em inglés para a confeccdo deste artigo. Conclusao. O uso de
inibidores de agregacdo proteica como o azul de metileno representa importante area de
pesquisa para tratamento das tauopatias. Trabalhos realizados com o uso do azul de metileno
em tauopatias como a Doenca de Alzheimer e a deméncia frontotemporal sugerem a
possibilidade de seu uso na Paralisia Supranuclear Progressiva.

Unitermos. azul de metileno; tauopatias; paralisia supranuclear progressiva

Abstract

Objective. Make a discussion about hypothesis of the use of methylene blue in Progressive
Supranuclear Palsy. Method. We perform a Non-systematic review using the words
"methylene blue" associated with the terms "tauopathies", "tau protein", "Alzheimer's
disease", "Frontotemporal dementia", "Progressive supranuclear palsy" and "Corticobasal"
Degeneration. Results. We choose 45 papers, all in English language for of this article.
Conclusion. Use of inhibitors of protein aggregation such as methylene blue represents an
important area of research for the treatment of tauopathies. Tests with methylene blue in
tauopathies such as Alzheimer's disease and frontotemporal dementia suggest a possibility of
his utilization in Progressive Supranuclear Palsy.

Keywords. methylene blue; tauopathies; progressive supranuclear palsy

Resumen

Objetivo. Discuta la hipdtesis del uso de azul de metileno en la pardlisis supranuclear
progresiva. Método. Revision no sistematica con las palabras clave "azul de metileno"
asociadas con los términos "tauopatias", proteina tau "," Enfermedad de Alzheimer ","
Demencia frontotemporal "," Paralisis supranuclear progresiva "y" Degeneracion corticobasal
". Resultados. Se utilizaron 45 articulos, todos en inglés para la elaboracion de este articulo.
Conclusion. El uso de inhibidores de la agregacion de proteinas como el azul de metileno
representa un area de investigacién importante para el tratamiento de las tauopatias. Los
estudios realizados con el uso de azul de metileno en tauopatias como la enfermedad de
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Alzheimer y la demencia frontotemporal sugieren la posibilidad de su uso en la paralisis
supranuclear progresiva.
Palabras clave. azul de metileno; tauopatias; paralisis supranuclear progresiva
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INTRODUCAO

A paralisia Supranuclear progressiva (PSP) é
considerada a segunda forma de parkinsonismo
degenerativo mais frequente, correspondendo a 5% dos
casos, atras da Doenca de Parkinson (DP)!. A PSP foi descrita
inicialmente como sindrome em 1963 por John Steele, J.
Clifford Richardson e Jerzy Olszewsly, também sendo
denominada de Sindrome de Steele-Richardson-Olszwsky?.
Em 1964, estes mesmos autores realizaram analise de nove
pacientes com PSP, através de estudo clinicos e
neuropatologico?.

A PSP pertence a familia das tauopatias. Estas doencas
caracterizam-se por anormalidades na proteina tau
associada a microtubulos, causando degeneracdao em
diferentes regides cerebrais®. A prevaléncia de PSP varia
entre 1,3 a 6,4 pessoas a cada 100 mil habitantes contra 4,4
da Atrofia de Multiplos Sistemas (AMS), uma outra forma de
Parkinsonismo atipico*>. A doenca apresenta pico de

incidéncia aos 63 anos de idade, nao sendo descrito casos
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em idade inferior aos 40 anos, com maior ocorréncia em
individuos do sexo masculino?®.

Possui evolugdao progressiva e incuravel, com sobrevida
média de 9 anos e diagndstico em média feito a partir de 4
anos do inicio dos sintomas com acometimento cortical e
subcorticall?. A PSP clinicamente manifesta-se por um
parkinsonismo atipico com sintomas motores
(anormalidades do olhar voluntario, acinesia, rigidez,
instabilidade postural, disartria e disfagia) associados a
mudancas de personalidade e prejuizo cognitivo’.
Atualmente além da forma classica sdo reconhecidos
diversas variantes clinicas da PSP. As demais formas de PSP
apresentam em média maior tempo até o diagndstico
quando em comparacao a forma classica provavelmente pela
auséncia de oftalmoplegia até estdgios mais avangados!s.

Por outro lado, o azul de metileno (AzM) é o primeiro
composto liquido sintético usado como antisséptico e
primeiro a ser usado de forma terapéutica. Foi sintetizado
pela primeira vez em 1876, por Heinrich Caro da Badische
Anilin & Soda Fabrik (BASF) como um liquido para tingir
tecidos®. Corresponde a um liquido cationico de nome
quimico cloreto de metiltioninio, pertencentes a classe das
fenotizianas. Durante a era pré-antibiotica foi largamente
prescrito antes do advento da penicilina e das sulfonamidas
como agente antibacteriano?®.

Atualmente o AzM € usado em medicina como
tratamento da metahemoglobinemia, encefalopatia induzida

pela quimioterapia com ifosfamida e cirurgia tireoidiana.
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Pertencendo a familia das fenotiazinas também apresenta
efeitos em doencas psiquiatricas como psicose e maniall.
Também pode ser usado na prevencao de infecgdes urinarias
e visualizacao de fistulas assim como laboratorialmente é
componente da coloracao Giemsa, usada na visualizacao de
parasitas em exames laboratoriais, como na malarial?.

Mais recentemente descobriu-se o papel do AzM como
inibidor da agregacao proteica da proteina amiloide e da
proteina tau assim como sua capacidade antioxidante, sendo
utilizado em estudos de doencas neurodegenerativas como
a Doenca de Alzheimer?!?.

O objetivo do presente artigo é discutir a hipdtese do
uso do azul de metileno na PSP a partir dos periddicos,
abordando sua eficacia em patologias caracterizadas pelo

acumulo de proteina tau.

METODO

Foi utilizado para a confeccao deste artigo a plataforma
Google Scholar com selecao de artigos entre janeiro de 1992
a fevereiro de 2018. Empregou-se para a busca as palavras-
chave: “"methylene blue” associada aos seguintes termos:
tauopathies, “tau protein”, “Alzheimer's Disease”,
“Frontotemporal Dementia”, "“Progressive Supranuclear
Palsy” e “Corticobasal Degeneration” no titulo do periddico.
Foram obtidos 34 artigos. Outros artigos foram utilizados a
partir das referéncias dos trabalhos obtidos pela busca

inicial. Utilizamos artigos originais, descritivos e\ou
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experimentais, artigos de revisao, opinides de peritos e
relatos de casos sem nenhum critério especifico para escolha
dos periddicos, exceto se encontrarem em lingua inglesa. Ao

todo utilizamos 45 artigos na confeccao deste manuscrito.

RESULTADOS e DISCUSSAO
A Paralisia Suprenuclear Progressiva

A PSP é definida neuropatologicamente pelo acimulo de
emaranhados neurofibrilares em diversas areas do sistema
nervoso central (SNC), como o nucleo subtalamico, globo
palido, nucleo rubro, substancia negra, tegmento pontino,
nlcleo oculomotor, bulbo e nlcleo denteado!. E classificada
como uma tauopatia pois na analise neuropatoldgica existe
o achado de agregados protéicos consistindo de proteina tau
(tubulin associated unit)3. A proteina tau foi descoberta em
1975 através de seu isolamento no tecido cerebral,
recebendo sua designacao pela letra grega tau (1) devido sua
capacidade de induzir a formacdo de tubulos através da
montagem da tubulina. Considerada a mais abundante
proteina ligada aos microtubulos no cérebro € responsavel
pela manutencao do citoesqueleto axonall314,

O gene codificador da proteina tau esta localizado no
cromossomo 17921 possuindo 16 éxons no seu transcrito
primario3. Ele é conhecido como gene MAPT (Microtubule
Associated Protein Tau). O locus do Gene MAPT existe como
dois haploétipos H1 e H2 na populacao de origem europeia. A

presenca de haplétipo H1/H1 é fator de risco maior para
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ocorréncia de PSP. Ademais, mutacdes do gene MAPT podem
causar PSP familiar de forma dominante embora a maioria
dos casos sejam esporadicos!®. A proteina tau apresenta 6
isoformas derivadas de 3 splicing alternativos dos éxons 2,3
e 10. A proteina tau apresenta dominios de ligacao de
microtubulos contendo 3 ou 4 repeticoes de 31 aminoacidos
(Formas 3R e 4R tau)®.

No cérebro fetal predomina a forma 3R tau em relagao
a forma 4R tau. Nos adultos a proporcao encontrada das
formas 3R e 4R tau sao equivalentes, com proporcao de 3:1
em favor da 4R tau em portadores de PSP pela inclusao do
éxon 10 durante splicing>'1®.

Além dos agregados de emaranhados neurofibrilares
globoides, na neuropatologia da PSP ha o achado de fios de
neuropilos, astrocitos em tufos ou estrelados e corpos
oligodendrogliais em molas?!. Os astrécitos em tufo e fios de
neuropilo sdo considerados os achados neuropatoldgicos
mais especificos de PSP>. Esses agregados sao formados por
filamentos continuos de proteina tau, diferentemente dos
agregados pareados em hélice vistos na Doenca de
Alzheimer (DA), a mais frequente das tauopatias!.

Ha também um grande percentual de individuos com
PSP onde existe além da agregacao tau achados
neuropatoldgicos concorrentes e representativos de outras
doencas degenerativas do SNC como os corpos argirofilicos
da degeneracao cortico basal, emaranhados e placas

amiloides da DA e corpos de Lewy da DP ou Deméncia de
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Lewy?*. E desconhecido se estes achados sdo responsaveis

pelas diferentes formas clinicas de PSP’

Tratamento da PSP com drogas atuantes na proteina
Tau

Agregados de proteina tau sao encontrados em torno
de 15 a 20 doencas degenerativas, algumas por mutacao do
gene tau em sit8. Uma das prioridades nas pesquisas de
tratamento das tauopatias esta no desenvolvimento de
compostos visando inibicao da formacao de agregados de
proteina taul®. E sabido ser o desenvolvimento clinico de
novos medicamentos de custo estimado no minimo duas
ordens de grandeza maior, quando em comparagao as suas
pesquisas de laboratério?°.

Analisando-se as tauopatias, a neurodegeneracao pode
ocorrer pelo fato dos agregados tau serem téxicos para as
células. Sendo assim os tratamentos visando a inibicdo da
agregacao da proteina tau, reducao da fosforilagdo ou niveis
totais de tau, assim como estabilizacao de sua ligacao aos
microtubulos poderiam ser benéficos?!. Nos mamiferos, ja
foram identificadas mais de 20 proteinas responsaveis pela
fosforilacdo da proteina tau. Dentre as fosfoquinases as 3
principais correspondem a CDK5, GSK3B e MARK??,

A GSK3B (Glicogénio Sintase Kinase 3-beta) foi até
agora a mais utilizada como alvo terapéutico. Tentou-se a
utilizacdo de litio ou acido valproico como inibidores da
GSK3B em individuos com PSP contudo os pacientes ndo

toleraram a medicagdo®?!. Outro inibidor de GSK3pB
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conhecido como tideglusib é indcuo e pode ser tentado em
fases iniciais da doenca e ha estudos evidenciando menor
atrofia em anadlise volumeétrica, através de ressonancia
magnética?l.

Houve também falha na tentativa de utilizacdo de um
estabilizador de microtibulos, o davunetide®. Este é um
composto formado por 8 aminoacidos representando
epitopos da proteina neuroprotetora atividade dependente
produzido pelas células gliais. Sua atividade seria através da
manutencao do citoesqueleto neuronal por atuacao nos

microtubulos?3.

O Azul De Metileno

O azul de metileno (AzM) é uma droga anterior a
fundacao da FDA (Food and Drug Association) e aprovada
em algumas condigoes clinicas como a
metahemoglobinemia?*. E usado na metahemoglobinemia,
nas formas congénitas, ocupacionais e medicamentosas da
doenca. Atua transferindo elétrons para a metahemoglobina
de forma nao enzimatica, restaurando a funcdo da
hemoglobina®.

O AzM é também usado no tratamento da encefalopatia
induzida por quimioterapicos como ifosfamida?. A ifosfamida
é um agente alquilante utilizado no tratamento de tumores
solidos, como sarcomas e em neoplasias hematoldgicas. Em
5 a 30% dos casos acarreta uma encefalopatia, cujo
tratamento pode ser feito com AzM, de forma aguda ou

profilatica®.
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No choque séptico o AzM é usado na inibicao das
enzimas 6xido nitrico sintase e da forma sollvel da guanilato
ciclase responsaveis pelo processo de vasodilatacao durante
quadros de sepse!?. O AzM pode ser utilizado no alivio do
desconforto do trato urinario e em cirurgias como marcador
de fistulas urinarias e gastrointestinais?>. Também pode ser
utilizado no tratamento do envenenamento por cianeto, um
inibidor da cadeia respiratdéria mitocondrial?4.

O AzM apresenta boa penetrabilidade através da
barreira hematoencefalica com a da dose oral alcancando o
cérebro rapidamente. Como pertence a classe das
fenotiazinas, foi utilizada, por muito tempo, como molde
para a descoberta de novas drogas desta classe?®. Ele é
adquirido como solucdo a 1% (10g/l) e geralmente é
administrado por via oral ou intravenosa, entretanto menos
comumente pode ser administrado através de via intra-
0ssea. Quando administrado por via oral, atinge a corrente
sanguinea dentro de 1 a 2 horas®?’. A dose oral
recomendada é de 50 a 300mg com dose terapéutica na
faixa de 1 a 2mg/Kg/dia e sua meia vida gira em torno de
10h. A Doenca de Alzheimer é a tauopatia com maior numero
de pesquisas utilizando o medicamento, em doses habituais
de 60mg 3x/dia. Niveis toxicos sao esperados apenas em
doses acima de 7,5mg/kg/dia, com formacao de Corpos de
Heinz nos eritrocitost?2°.

Os Corpos de Heinz representam agregados de
hemoglobina desnaturada proximo a membrana celular dos

globulos vermelhos. Modificam o formato das hemacias
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favorecendo sua hemdlise assim como eliminacao pela
circulacdo esplénica?®. Ha contraindicacdo ao AzM na
deficiéncia de glicose-6 fosfato desidrogenase (G6PDH)?°. A
deficiéncia de G6PDH representa a mais frequente
enfermidade por defeito enzimatico do homem. Esta
deficiéncia diminui a formacao de glutationa reduzida, com
dano oxidativo nas hemacias e episddios agudos de anemia
hemolitica, sendo o AzM um farmaco capaz de acarretar uma
crise hemolitica em portadores de G6PDH3°,

Ademais, por atuar como um inibidor da monoamino
oxidase A (MAO-A), o AzM é contraindicado para pacientes
sob uso de antidepressivos inibidores seletivos da recaptacao
de serotonina (ISRS)3.

Por ultimo, mesmo nas doses clinicas habituais existe a
possibilidade de alteracao da coloracao da urina. Isto
também dificulta a sua utilizacdo em pesquisas com placebo.
Apesar destes problemas, é considerada droga segura, com
relatos de criancas com niveis da droga superiores a 16
vezes a dose habitual. Nestes casos nao houve paraefeitos
relevantes, exceto coloracao azulada da epiderme com
reversao apods a sua suspensaol’,

Muitas questdes relacionadas a auséncia de pesquisas
sobre o farmaco, especialmente em doencas parasitarias
como a maldria, devido ao seu baixo custo e pequeno

interesse industrial farmacéutico!?.
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Acoes do Azul de Metileno na agregacao da proteina
Tau

Devido as vantagens da utilizacao de drogas ja
disponiveis no mercado quando em comparagao ao
desenvolvimento de novas drogas, o AzM se apresenta como
uma droga promissora pela sua seguranca, baixo custo e
capacidade de inibir a agregacao da proteina tau®.

O AzM pode atuar como inibidor da fosforilagcao da
proteica pela inibicao da atividade da fosfoquinase MARK,
diminuindo o desequilibrio entre as formas fosforilada e ndo
fosforilada da proteina tau??. Outro mecanismo de atuacao
do AzM nas tauopatias, seria diminuindo as formas solluveis
de tau, mas nao as formas agregadas da proteina?*. Existe a
possibilidade de as formas sollUveis e oligoméricas de tau
serem mais neurotdxicas quando comparadas a forma tau
hiperfosforilada3!.

O AzM pode afetar a fibrilacao das formas 4R da
proteina tau de forma mais eficaz quando comparado as
formas 3R32. Pacientes com DA apresentam concentragoes
similares das formas 4R e 3R tau, enquanto pacientes com
Paralisia Supranuclear Progressiva (PSP) predominio das
formas 4R sobre 3R tau®!®, Também a Degeneragao
Corticobasal (DCB) pode apresentar predominio da forma 4R
tauss.

Assim sendo, existe a possibilidade do AzM acarretar
um efeito na agregacao tau superior na PSP e na DCB quando
comparado ao ja mencionado e mais estudado efeito na DA.

Diferentemente dos filamentos helicoidais pareados dos ENF
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da DA, os ENF de tau no PSP e DCB, formam agregados
geralmente contendo filamentos retos ou continuos34.

Por outro lado, na Deméncia Frontotemporal (DFT), ha
casos de predominio tanto das formas 3R tau, como na
variante de Pick e outros de predominio 4R tau. Nestes os
agregados tau levam a formacao de emaranhados com
flamentos em mola ou espiralados3*. Embora esperado uma
pior resposta das tauopatias com predominio das formas 3R
tau ao tratamento com AzM, existem relatos de individuos
com DFT e melhora do quadro clinico apds administracao de
doses orais de AzM equivalentes as utilizadas nas pesquisas
em DA3>,

Um mecanismo alternativo da acao do AzM nas
tauopatias seria a oxidacdo de residuos de cisteina da
proteina tau, causando sua manutencdo na forma
monomérica. Tal fato impediria a toxicidade neuronal pela
formacao de fibrilas e outros precursores toxicos3®.

A inibicdo da agregacdo poderia também ser decorrente
do aumento da degradacao lisossomal e autofagia dos
componentes tau3?. O cérebro durante a senescéncia diminui
a atividade proteossomal neuronal, com depdsito de
agregados proteicos e outras proteinas mal enoveladas,
dentre estas a proteina tau?°. Este mecanismo justificaria os
quadros de DA precoce ou familiar. Neste caso mutacdes de
genes como da proteina precursora amiloide (PPA) ou da
presenilina existentes na DA familiar ou precoce acarretam
sobrecarga do sistema lisossomal. Esta sobrecarga pelo

agregado de outras proteinas mal enoveladas além da
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proteina tau provocaria morte neuronal em idades mais
jovens quando em comparagao aos quadros tipicos de DAY,
Além disso, precursores da proteina tau como seus
oligdmeros e fibrilas podem ser transmitidos dos neurdnios
através de exocitose para uma célula vizinha, propagando
seus efeitos toxicos e assim ajudando na progressao da
doenca?®.

O AzM poderia de forma alternativa estimular a
autofagia da tau, através de outros mecanismos como a
supressao de uma proteina celular chamada de mTOR
(mammalian target of rapamicyn)38. Esta proteina
corresponde a uma proteina kinase participante da
homeostase de material proteico celular, facilitando a
translacao e inibindo a autofagia. Sua ativacao ocasionaria
aumento nos niveis de tau hiperfosforilada. Niveis de mTOR
encontram-se aumentados no cérebro de individuos com DA,
sendo esta via uma das implicadas no controle do
envelhecimento celular3?,

Outro mecanismo possivel de acao do AzM seria através
de proteinas chaperonas (proteinas participantes da
montagem e construcdo de outras proteinas) responsaveis
pela regulacdo e conformacdo da proteina tau. Neste caso o
AzM atuaria inibindo a acdo de proteinas de choque térmico
chaperonas como a Hsp70ATPase, com consequente
diminuicdo dos niveis de tau?®. As chaperonas da familia
HSP70 estdo entre as mais conservadas nas espécies

animais e podem representar mais de 3% do total da massa
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proteica intracelular produzida de forma constitutiva mesmo
fora de periodos de estresse térmico?!.

Em contrapartida, ndo podemos descartar a hipotese do
AzM atuar em doencas neurodegenerativas por mecanismos
distintos de sua atuacao na agregacao tau. Considerando o
fato do cérebro ser particularmente sensivel a disfungao
mitocondrial por estresse oxidativo ocasionado por sua alta
taxa metabdlica, o AzM é o primeiro composto quimico capaz
de induzir o complexo da cadeia respiratoria mitocondrial. O
AzM pode diminuir a producao de espécies reativas de
oxigénio por atuacao através de ativacao do Complexo IV da
cadeia respiratoria (citocromo C oxidase)?°.

Ha a possibilidade de ser o efeito inibidor do AzM na
agregacao do B-amiloide, a sua verdadeira acao benéfica na
DA, diferentemente das demais tauopatias®*. Uma das
possiveis explicacdes seria o fato de ser o B-amiloide um
deflagrador da atividade neurotdoxica da proteina tau nos
ENF. Sendo assim o controle dos niveis de B-amiloide pelo
AzM e nao sua acao direta na agregacao tau corresponderia
ao seu verdadeiro beneficio na DA. Tal efeito benéfico
poderia nao ocorrer em tauopatias sem a presenca
concomitante de material B-amiloide*?43,

Por Ultimo, ndao se encontrou na literatura, trabalhos
utilizando o AzM na PSP apesar das evidéncias do uso do MB
tauopatias. A maioria dos trabalhos tem como foco a Doenca
de Alzheimer pela sua frequéncia e impacto financeiro.

Associado a isto, ha raridade da PSP quando em comparacao
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a DA, seu retardo diagndstico e a inexisténcia de exame

padrao ouro para diagndstico.

CONCLUSAO

Devido aos custos de producao de novos medicamentos
é importante a utilizacdo de substancias ja existentes no
mercado em enfermidades distintas da inicial. Diversas
doencas neurodegenerativas estao associadas a formagao de
agregados de proteinas. O Azul de Metileno apresenta baixo
custo, boa tolerabilidade e uso ja aprovado em outras
condicoes clinicas. O efeito do Azul de Metileno na inibigao
de agregados de proteina tau ja observado na Doenca de
Alzheimer e a Deméncia Frontotemporal, pode servir de
modelo para sua utilizacao nas tautopatias, como a Paralisia

Supranuclear Progressiva.
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