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1. Introdução 

 

1.1. Estrutura e função de proteínas em biologia e patologia 

A biologia moderna está assente na compreensão dos mecanismos moleculares que 

governam a vida, e tem evoluído exponencialmente com o advento das técnicas de 

“ómica” e com desenvolvimentos em técnicas de imagem que nos permitem observar 

a biologia em várias escalas: desde o arranjo dos átomos numa proteína até à 

comunicação entre células e mesmo entre órgãos num organismo. 

 

A revolução genómica tem permitido identificar um número crescente de genes, 

incluindo genes codificantes e genes não-codificantes de proteínas. Com a 

informação sobre os primeiros, torna-se trivial converter a informação genética em 

informação funcional, isto é, em sequências de proteínas. No entanto, e apesar de 

avanços muito recentes ao nível da inteligência artificial (IA) que permitem prever com 

bastante sucesso a estrutura tridimensional de uma proteína, ainda precisamos de 

evoluir ao nível da compreensão da relação entre estrutura e função destas moléculas 

essenciais à vida (Outeiro e Vieira, 2023). O que sabemos, desde há já algum tempo, 

é que a estrutura de uma proteína está intimamente relacionada com a sua função, e 

que se alterarmos a estrutura, poderemos afectar essa função e comprometer o 

normal funcionamento do sistema biológico em que essa proteína existe. Numa 

situação extrema, a alteração da estrutura pode levar ao desenovelamento e até à 

agregação da proteína, despoletando uma série de respostas e consequências que 

podem alterar a fisiologia celular, com vantagens adaptativas ou comprometendo a 

sua viabilidade. 

 

Ao longo dos anos, a minha investigação tem-se focado no estudo dos mecanismos 

moleculares envolvidos no desenovelamento e na agregação de proteínas, em 

particular no contexto de patologias caracterizadas pela acumulação de agregados 

proteicos, como as doenças neurodegenerativas, diabetes, ou alguns tipos de cancro.  

Recentemente, vários estudos em diversos sistemas biológicos revelaram que o 

processo de agregação é mais complexo do que imaginávamos e que, 

interessantemente, pelo menos alguns tipos de agregação parecem ter evoluído para 

aumentar a flexibilidade adaptativa das células, fazendo assim parte da biologia 

“normal” dos sistemas biológicos. 
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A revolucao genOmica tern permitido identificar um numero crescente de genes,
incluindo genes codificantes e  genes nao-codificantes d e  protelnas. Corn a
informacao sobre os primeiros, torna-se trivial converter a informacao genetica em
informacao funcional, isto 6, em sequOncias de protelnas. No entanto, e apesar de
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bastante sucesso a estrutura tridimensional de uma protelna, ainda precisamos de
evoluir ao n lye' da compreensao da relacao entre estrutura e funcao destas moleculas
essenciais a vida (Outeiro e Vieira, 2023). 0 clue sabemos, desde ha ja algum tempo,
6 clue a estrutura de uma protelna esta intimamente relacionada corn a sua funcao, e
clue se alterarmos a estrutura, poderemos afectar essa funcao e comprometer o
normal funcionamento do sistema biolOgico em clue essa protelna existe. Numa
situagao extrema, a alteracao da estrutura pode levar ao desenovelamento e ate a
agregagao da protelna, despoletando uma serie de respostas e consequOncias clue
podem alterar a fisiologia celular, corn vantagens adaptativas ou comprometendo a
sua viabilidade.

Ao longo dos anos, a minha investigagao tern-se focado no estudo dos mecanismos
moleculares envolvidos no desenovelamento e  na agregagao de protelnas, em
particular no contexto de patologias caracterizadas pela acumulacao de agregados
proteicos, como as doencas neurodegenerativas, diabetes, ou alguns tipos de cancro.
Recentemente, varios estudos em diversos sistemas biolOgicos revelaram clue o
processo d e  agregagao é  mais complexo d o  clue imaginavamos e  clue,
interessantemente, pelo menos alguns tipos de agregagao parecem ter evoluldo para
aumentar a flexibilidade adaptativa das celulas, fazendo assim parte da biologia
"normal" dos sistemas biolOgicos.
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1.2. Priões: um genoma, ‘dois’ fenótipos 

O meu interesse na área do desenovelamento e agregação de proteínas remonta aos 

anos 90, quando na Europa vivemos o receio de uma pandemia causada pela doença 

das vacas loucas. Nessa altura, fiquei fascinado pelos trabalhos de Stanley Prusiner, 

Susan Lindquist, John Collinge, e de vários outros investigadores da área dos priões 

(Prusiner 1982; Patino et al., 1996; Collinge et al., 1989). A ideia de que uma proteína 

podia existir em duas conformações meta-estáveis, conferindo diferentes fenótipos e 

que, no caso das doenças priónicas, uma infecção podia ser causada apenas por 

uma proteína, era ‘revolucionária’.  

Na levedura S. cerevisiae, Susan Lindquist e outros colegas demonstravam que a 

proteína Sup35 podia existir num estado solúvel na célula, ou num estado agregado, 

e que este fenótipo molecular se traduzia em diferentes fenótipos celulares, 

conferindo vantagens adaptativas em ambientes diferentes (True and Lindquist, 2000; 

True et al., 2004).  

Actualmente, o processo de agregação é compreendido de forma ainda mais 

profunda, e considera-se que consiste, num dado momento, num processo de 

separação de fase líquida, em que as proteínas se “desmisturam” do ambiente líquido 

em que se encontram, podendo numa fase mais avançada do processo formar uma 

fase sólida, agregada, e praticamente irreversível (Patel et al., 2015; Alberti and 

Hyman, 2021). Estas alterações no enovelamento/desenovelamento das proteínas 

levam a uma perda de função e também a um possível ganho de função tóxica, no 

caso de algumas proteínas, sendo que ambas contribuem para patologias como 

cancro, diabetes, infecções, e doenças neurodegenerativas. 

 

1.3. Proteostasia: enovelamento e desenovelamento de proteínas no denso 

ambiente celular 

In vitro, o processo de agregação tem sido muito estudado ao longo dos anos, e 

sabemos que o processo de ‘montagem’ dos agregados segue uma curva 

exponencial, depois de uma fase ‘lag’, atingindo depois um ‘plateau’ quando os 

monómeros são todos consumidos (Serio et al., 2000; Conway et al., 2000). Mas 

como se processa o enovelamento/desenovelamento no denso ambiente celular, 

onde a concentração de proteínas e outras biomoléculas é extremamente elevada? 

As células precisam de controlar, com grande precisão, todos estes processos, e 

manter a homeostasia das proteínas (proteostasia) (Balch et al., 2008). Em particular, 
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precisam de assistir no enovelamento em diferentes ambientes sub-celulares, e 

precisam detectar e atuar perante situações em que as proteínas sofrem 

desenovelamento. Para isto, vários sistemas e vias celulares convergem no que se 

designou como a rede de proteostasia, incluindo as chaperonas moleculares e vias 

de degradação como o sistema da ubiquitina-proteasoma, e autofagia (Gidalevitz et 

al., 2010). No entanto, a rede de proteostasia é bastante mais complexa, incluindo 

vias de sinalização que permitem à célula responder em situações ambientais que 

alteram a proteostasia por forma a evitar danos/toxicidade celular. 

 

1.4. Agregação de proteínas: uma característica comum a várias doenças 

neurodegenerativas 

Em situações diversas, como na presença de factores de stress, na presença de 

mutações, de modificações pós-tradução, ou apenas como consequência do 

envelhecimento, a rede de proteostasia pode falhar, e as proteínas podem sofrer 

desenovelamento e adoptar conformações alteradas, despoletando processos de 

agregação, podendo algumas das espécies formadas causar citotoxicidade (Figura 

1). 
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Off-pathway 
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(toxic?)
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pathway
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Oligomers
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Figura 1. Esquema ilustrativo do processo de agregação e toxicidade de 

proteínas. As proteínas, num estado monomérico, podem seguir vias distintas, sendo 

que, numa delas, podem formar oligómeros que continuam o processo de montagem, 

originando protofibrilhas e depois fibras de amilóide, que são a forma mais estável. 

Estas fibras podem sofrer fragmentação, funcionando como ‘sementes’ que aceleram 

o processo de agregação. Neste processo, algumas espécies podem ser citotóxicas. 

 

Pensa-se que este processo de agregação seja, no geral, comum a várias doenças 

neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer, a doença de Parkinson, ou outras 

doenças menos comuns como as doenças priónicas, mas com consequências 

devastadoras para o cérebro (Figura 2).  

 

 
Figura 2. As principais doenças neurodegenerativas e as patologias 

associadas. Adaptado de (Bertram and Tanzi, 2005). 

 

Na verdade, uma característica comum às várias doenças neurodegenerativas é, para 

além da morte celular em regiões específicas, a acumulação de agregados proteicos 

no cérebro e, pelo menos em algumas destas doenças, até noutros órgãos. 

 

1.5. Etiologia de doenças complexas e inexistência de terapias eficazes 

Apesar de algumas doenças neurodegenerativas terem sido descritas há mais de 100 

anos (há mais de 200 anos no caso da doença de Parkinson), a verdade é que ainda 
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Figura 1. Esquema ilustrativo do processo de agregagao e  toxicidade de
protelnas. As protelnas, num estado monomerico, podem seguir vias distintas, sendo
clue, numa delas, podem formar oligOmeros clue continuam o processo de montagem,
originando protofibrilhas e depois fibras de amilOide, clue sac) a forma mais estavel.
Estas fibras podem sofrer fragmentacao, funcionando como 'sementes' clue aceleram
o processo de agregagao. Neste processo, algumas especies podem ser citotOxicas.

Pensa-se clue este processo de agregagao seja, no geral, comum a varias doencas
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, a doenca de Parkinson, ou outras
doencas menos comuns como as doencas priOnicas, mas corn consequOncias
devastadoras para o cerebro (Figura 2).

Prion disease
Location: diffuse cortical
Macro: cerebral atrophy
Micro: spongiosis, PrP deposits

FTD A D
Location: frontotempora
Macro: cerebral atrophy
Micro: tau deposits. Pick bodies

LBD
Location- trontotemporal
Macro: cerebral atrophy
Micro: Lewy bodies

HD
Location: basal ganglia
Macro: neostriatal atrophy
Micro: neuronal loss and astrocytosis

Location: temporoparietal
Macro: cerebral atrophy
Micro: AP plaques, tangles

PD
Location: midbrain
Macro: pallor of substantia nigra
Micro: Lewy bodies

ALS
IF— Location: motor cortex, brainstem, spinal cord

- Macro: atrophy of motor neurons and muscles
Micro: inclusions (Bunina bodies, Lewy body—like)

Figura 2 .  A s  principais doencas neurodegenerativas e  a s  patologias
associadas. Adaptado de (Bertram and Tanzi, 2005).

Na verdade, uma caracterlstica comum as varias doencas neurodegenerativas é, para
alem da morte celular em regiOes especlficas, a acumulacao de agregados proteicos
no cerebro e, pelo menos em algumas destas doencas, ate noutros Orgaos.

1.5. Etiologia de doencas complexas e inexistencia de terapias eficazes
Apesar de algumas doencas neurodegenerativas terem sido descritas ha mais de 100
anos (ha mais de 200 anos no caso da doenca de Parkinson), a verdade e clue ainda
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não compreendemos em detalhe os mecanismos moleculares que despoletam estas 

doenças. Isto faz com que ainda não tenhamos terapias capazes de evitar ou interferir 

com a progressão destas doenças, apesar de já terem sido conduzidos milhares de 

ensaios clínicos. Só muito recentemente foram obtidos alguns sinais de sucesso que, 

apesar de serem ainda ténues, nos sugerem que temos de continuar a procurar 

compreender os mecanismos moleculares envolvidos nas várias doenças.  

Por um lado, sabemos que factores genéticos explicam apenas uma fracção (~10%) 

dos casos de doença de Parkinson ou doença de Alzheimer.  

Algumas doenças neurodegenerativas, como a de Huntington, são puramente 

genéticas, e seguem as leis de Mendel. Por outro lado, nas doenças complexas, o 

que temos é uma conjugação de alterações genéticas que, por si só, não causam 

doença, mas que, juntamente com factores ambientais, podem aumentar o risco para 

desenvolvermos doença. Entre estas doenças complexas incluem-se várias doenças 

neurodegenerativas.  

Sabemos que os processos moleculares que levam ao envelhecimento são o maior 

factor de risco para o aparecimento das doenças neurodegenerativas, e que factores 

ambientais podem despoletar alterações epigenéticas que contribuem para o 

aparecimento destas doenças.  

 

1.6. De James Parkinson à definição biológica da doença de Parkinson 

A minha investigação tem utilizado, essencialmente, a doença de Parkinson como um 

modelo de estudo dos mecanismos moleculares envolvidos em processos 

neurodegenerativos. James Parkinson descreveu a doença em 1817, sendo que o 

nome da doença foi apenas definido alguns anos depois, por Jean-Martin Charcot, 

considerado ‘o pai da Neurologia’, que reconheceu o trabalho fundamental de James 

Parkinson na descrição da doença (Parkinson, 1817). Na verdade, Charcot refinou a 

definição e reconheceu a bradicinesia como uma característica importante da doença 

(Charcot, 1872). 

Actualmente, a doença de Parkinson é conhecida como uma doença bastante 

complexa em que a fase motora é que leva ao diagnóstico, mas onde uma fase pré-

motora evidencia já sinais como hipósmia, alterações no sono REM, ou alterações 

gastro-intestinais. Estes sinais sugerem o envolvimento de várias áreas cerebrais, e 

mesmo de órgãos para além do cérebro, como o intestino, mesmo antes do 

envolvimento da substância ‘nigra’, conhecida por ser a região do cérebro onde ocorre 
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modelo d e  estudo dos  mecanismos moleculares envolvidos e m  processos
neurodegenerativos. James Parkinson descreveu a doenca em 1817, sendo clue o
nome da doenca foi apenas definido alguns anos depois, por Jean-Martin Charcot,
considerado 'o pai da Neurologia', clue reconheceu o trabalho fundamental de James
Parkinson na descricao da doenca (Parkinson, 1817). Na verdade, Charcot refinou a
definicao e reconheceu a bradicinesia como uma caracterlstica importante da doenca
(Charcot, 1872).
Actualmente, a  doenca de Parkinson é  conhecida como uma doenca bastante
complexa em clue a fase motora a clue leva ao diagnOstico, mas onde uma fase pre-
motora evidencia já sinais como hipOsmia, alteragOes no sono REM, ou alteragOes
gastro-intestinais. Estes sinais sugerem o envolvimento de varias areas cerebrais, e
mesmo de Orgaos para alem do cerebro, como o  intestino, mesmo antes do
envolvimento da substancia 'nigra', conhecida por ser a regiao do cerebro onde ocorre
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mais morte neuronal na doença de Parkinson. Este processo degenerativo é, na 

verdade, o responsável pelas alterações no movimento que são características da 

doença.  

Os avanços na genética, na neuroimagem, neuropatologia, e na biologia molecular, 

sugerem que devemos pensar na doença de Parkinson como uma síndroma, e não 

como uma única doença (Figura 3). Assim, estamos num momento em que é 

necessário utilizar uma série ampla de critérios para definirmos a doença de 

Parkinson com base na biologia, e não apenas com base em critérios clínicos 

descritivos e, em muitos casos, subjectivos.  

 

 
Figura 3. O que é a doença de Parkinson? Actualmente, técnicas de neuroimagem, 

biomarcadores, genética, e critérios clínicos, permitem-nos perceber que existem 

diferentes tipos de doença de Parkinson (Outeiro et al., 2023). 

 

Nos últimos anos, tenho trabalhado com vários líderes internacionais neste tema, 

sendo que identificámos a necessidade e propusemos um novo sistema de 

classificação da doença de Parkinson que pode ser utilizado na investigação, pelo 
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mais morte neuronal na doenca de Parkinson. Este processo degenerativo é, na
verdade, o responsavel pelas alteragOes no movimento clue sac) caracterlsticas da
doenca.
Os avancos na genetica, na neuroimagem, neuropatologia, e na biologia molecular,
sugerem clue devemos pensar na doenca de Parkinson como uma slndroma, e nao
como uma Unica doenca (Figura 3). Assim, estamos num momento em clue e
necessario utilizar uma serie ampla de criterios para definirmos a  doenca de
Parkinson corn base na biologia, e  nao apenas corn base em criterios cllnicos
descritivos e, em muitos casos, subjectivos.

DAT SPECT/PET +
Parkinsonism

Slow progression
Response to dopaminergic

treatment
No atypical signs and

symptoms

Genetic risk
factors +

environment

Juvenile-
onset PD

Volumetric
alterations (MRI+)

Loss of substantia
nigra neurons

Levy body
pathology

PD-causing a S y n - b a s e d  markers
mutations O t h e r  molecular and

biochemical markers
Early-

onset PD

Figura 3. 0 clue é a doenca de Parkinson? Actualmente, tecnicas de neuroimagem,
biomarcadores, genetica, e criterios cllnicos, permitem-nos perceber clue existem
diferentes tipos de doenca de Parkinson (Outeiro et al., 2023).

Nos Oltimos anos, tenho trabalhado corn varios Ilderes internacionais neste tema,
sendo clue identificamos a  necessidade e  propusemos um novo sistema de
classificacao da doenca de Parkinson clue pode ser utilizado na investigagao, pelo
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menos numa fase inicial, mas que servirá também de base para o diagnóstico e 

diferenciação entre diferentes tipos de doença de Parkinson (Hoeglinger et al., 2023). 

 

 

2. Sinucleinopatias e o seu estudo 

 

2.1. A agregação de alfa-sinucleína e o seu estudo em modelos celulares 

Vários mecanismos moleculares têm sido implicados na etiologia da doença de 

Parkinson. Entre eles encontramos a disfunção mitocondrial, stress oxidativo, 

neuroinflamação, e alterações na função de vias envolvidas na proteostasia. A 

agregação da alfa-sinucleína em corpos de Lewy, os agregados proteicos 

característicos na doença de Parkinson e na demência com corpos de Lewy, são 

também considerados um importante mecanismo na doença de Parkinson. Mais 

recentemente, foi proposta uma hipótese que considera que a progressão dos 

sintomas clínicos da doença está relacionada com um espalhamento progressivo da 

acumulação da patologia de Lewy no cérebro (Braak, 2003). Esta hipótese tem sido 

bastante utilizada, mas sofre também de algumas limitações, pois uma percentagem 

significativa de casos de doença de Parkinson não seguem o padrão de 

espalhamento da patologia proposto por Braak. Por outro lado, não podemos ainda 

afirmar de forma cabal que a patologia de Lewy é a responsável pela 

neurodegeneração na doença de Parkinson e noutras sinucleinopatias. 

No entanto, com base na evidência genética, em que mutações pontuais ou 

multiplicações do gene que codifica para a alfa-sinucleína, parece incontornável 

assumir que a proteína tem um papel central nas sinucleinopatias. Neste sentido, 

desde a associação da proteína à doença de Parkinson em 1997 (Polymeropoulus et 

al., 1997; Spillantini et al., 1997), têm sido desenvolvidos vários modelos laboratoriais 

para estudar a biologia da alfa-sinucleína e os mecanismos moleculares que a 

associam às várias patologias.   

 

2.2. Microscopia de super-resolução para estudar a arquitectura dos agregados 

de alfa-sinucleína 

Em 1912, muito antes da identificação da alfa-sinucleína como um dos principais 

componentes dos agregados proteicos que se acumulam nos cérebros dos doentes 

de Parkinson, Friedrich Lewy observou e descreveu estes agregados (Lewy, 1912). 
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menos numa fase inicial, mas que servira tambem de base para o diagnOstico e
diferenciacao entre diferentes tipos de doenca de Parkinson (Hoeglinger et al., 2023).

2. Sinucleinopatias e o seu estudo

2.1. A agregagao de alfa-sinuclelna e o seu estudo em modelos celulares
Varios mecanismos moleculares tem sido implicados na etiologia da doenca de
Parkinson. Entre eles encontramos a  disfuncao mitocondrial, stress oxidativo,
neuroinflamacao, e  alteragOes na funcao de vias envolvidas na proteostasia. A
agregagao d a  alfa-sinuclelna e m  corpos d e  Lewy, o s  agregados proteicos
caracterlsticos na doenca de Parkinson e na demOncia corn corpos de Lewy, sac)
tambem considerados um importante mecanismo na doenca de Parkinson. Mais
recentemente, foi proposta uma hipOtese que considera que a  progressao dos
sintomas cllnicos da doenca esta relacionada corn um espalhamento progressivo da
acumulacao da patologia de Lewy no cerebro (Braak, 2003). Esta hipOtese tem sido
bastante utilizada, mas sofre tambem de algumas limitagOes, pois uma percentagem
significativa d e  casos d e  doenca d e  Parkinson nao seguem o  padrao d e
espalhamento da patologia proposto por Braak. Por outro lado, nao podemos ainda
afirmar d e  forma cabal que  a  patologia d e  Lewy é  a  responsavel pela
neurodegeneracao na doenca de Parkinson e noutras sinucleinopatias.
No entanto, corn base na evidOncia genetica, em que mutagOes pontuais ou
multiplicagOes do gene que codifica para a alfa-sinuclelna, parece incontornavel
assumir que a protelna tem um papel central nas sinucleinopatias. Neste sentido,
desde a associacao da protelna a doenca de Parkinson em 1997 (Polymeropoulus et
al., 1997; Spillantini et al., 1997), tOm sido desenvolvidos varios modelos laboratoriais
para estudar a biologia da alfa-sinuclelna e  os mecanismos moleculares que a
associam as varias patologias.

2.2. Microscopia de super-resolucao para estudar a arquitectura dos agregados
de alfa-sinuclelna
Em 1912, muito antes da identificacao da alfa-sinuclelna como um dos principais
componentes dos agregados proteicos que se acumulam nos cerebros dos doentes
de Parkinson, Friedrich Lewy observou e descreveu estes agregados (Lewy, 1912).
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Depois, com a identificação da alfa-sinucleína nos corpos de Lewy, vários modelos 

laboratoriais foram desenvolvidos para tentar mimetizar a agregação da proteína e 

permitir o seu estudo.  

Ao longo dos anos, o meu trabalho resultou no desenvolvimento de vários modelos 

celulares simples que permitem estudar a formação de agregados de alfa-sinucleína, 

quer de forma directa, através de fusões com proteínas fluorescentes, quer de forma 

indirecta, utilizando técnicas de imunocitoquímica (Outeiro and Lindquist, 2003; 

Outeiro et al., 2008; Lázaro et al., 2014). Com estes modelos, tem sido possível 

estudar o efeito de mutações, de modificações pós-tradução, ou de factores 

ambientais, na agregação da alfa-sinucleína. No entanto, tem-se tornado evidente 

que, provavelmente, os agregados de maiores dimensões podem não ser os mais 

citotóxicos. Assim, torna-se essencial recorrer a técnicas de microscopia mais 

sofisticadas, chamadas de super-resolução, para identificar e estudar agregados de 

menores dimensões, estudar a sua arquitectura molecular, e identificar factores 

capazes de interferir com a sua formação. Neste sentido, temos utilizado técnicas 

como microscopia de STED e, mais recentemente, microscopia de expansão, com 

resultados inovadores (Lázaro et al., 2014; Weish et al., 2021).  

 

2.3. Modificações pós-tradução: glicação e doença de Parkinson 

Um outro tema de investigação em que o meu grupo se tem focado é no estudo do 

efeito de modificações pós-tradução como moduladores conformacionais que podem 

potenciar a via de agregação de diversas proteínas. Este tema é particularmente 

relevante no contexto da alfa-sinucleína, uma vez que várias modificações pós-

tradução foram já identificadas, incluindo a fosforilação da serina na posição 129 

(pS129), que é considerada um marcador da patologia em modelos laboratoriais. 

Entre outras, temos estudado um tipo de modificações que considero importante no 

contexto da doença de Parkinson, por estabelecer uma possível ligação com a 

diabetes, uma doença que está associada com um risco aumentado para o 

desenvolvimento de doença de Parkinson (Culliname et al., 2023). Esta modificação 

pós-tradução é a glicação, e consiste na reação não-enzimática entre açucares e 

certos aminoácidos (Vicente-Miranda and Outeiro, 2010). O metabolismo de glucose 

gera, por defeito, metilglioxal, um aldeído altamente reactivo que modifica resíduos 

de lisina ou arginina. A alfa-sinucleína não possui nenhuma arginina na sua sequência 

primária, mas possui 15 lisinas. Através de estudos em diversos modelos, incluindo 
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Depois, corn a identificacao da alfa-sinuclelna nos corpos de Lewy, varios modelos
laboratoriais foram desenvolvidos para tentar mimetizar a agregagao da protelna e
permitir o seu estudo.
Ao longo dos anos, o meu trabalho resultou no desenvolvimento de varios modelos
celulares simples que permitem estudar a formacao de agregados de alfa-sinuclelna,
quer de forma directa, atraves de fusOes corn protelnas fluorescentes, quer de forma
indirecta, utilizando tecnicas de imunocitoqulmica (Outeiro and Lindquist, 2003;
Outeiro et al., 2008; Lazaro et al., 2014). Corn estes modelos, tern sido posslvel
estudar o  efeito de mutagOes, de  modificagOes pOs-traducao, ou  de  factores
ambientais, na agregagao da alfa-sinuclelna. No entanto, tern-se tornado evidente
que, provavelmente, os agregados de maiores dimensOes podem nao ser os mais
citotOxicos. Assim, torna-se essencial recorrer a  tecnicas de microscopia mais
sofisticadas, chamadas de super-resolucao, para identificar e estudar agregados de
menores dimensOes, estudar a sua arquitectura molecular, e  identificar factores
capazes de interferir corn a sua formacao. Neste sentido, temos utilizado tecnicas
como microscopia de STED e, mais recentemente, microscopia de expansao, corn
resultados inovadores (Lazaro et al., 2014; Weish et al., 2021).

2.3. Modificagoes pos-tradugao: glicacao e doenca de Parkinson
Um outro tema de investigagao em que o meu grupo se tern focado é no estudo do
efeito de modificagOes pOs-traducao como moduladores conformacionais que podem
potenciar a via de agregagao de diversas protelnas. Este tema é particularmente
relevante no contexto da alfa-sinuclelna, uma vez que varias modificagOes Os-
traducao foram já identificadas, incluindo a fosforilacao da serina na posicao 129
(pS129), que e considerada um marcador da patologia em modelos laboratoriais.
Entre outras, temos estudado um tipo de modificagOes que considero importante no
contexto da doenca de Parkinson, por estabelecer uma posslvel ligagao corn a
diabetes, uma doenca que esta associada corn um risco aumentado para o
desenvolvimento de doenca de Parkinson (Culliname et al., 2023). Esta modificacao
pOs-traducao é a glicacao, e consiste na reacao nao-enzimatica entre acucares e
certos aminoacidos (Vicente-Miranda and Outeiro, 2010). 0  metabolismo de glucose
gera, por defeito, metilglioxal, um aldeldo altamente reactivo que modifica reslduos
de lisina ou arginina. A alfa-sinuclelna nao possui nenhuma arginina na sua sequOncia
primaria, mas possui 15 lisinas. Atraves de estudos em diversos modelos, incluindo
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leveduras, linhas celulares humanas, linhas celulares iPS, em drosófila, ou em 

ratinho, demonstrámos que a glicação por metiglioxal potencia a formação de 

oligómeros de alfa-sinucleína, e que aumenta a toxicidade da proteína (Vicente-

Miranda et al., 2017; Farzadfard et al., 2022). Estes estudos são inovadores e 

importantes, pois sugerem novos possíveis alvos terapêuticos. 

 

2.4. A glicação como alvo terapêutico em sinucleinopatias 

Os nossos resultados sugerem que a glicação pode ocorrer em consequência de 

alterações em factores ambientais (como na diabetes, ou em consequência de outras 

alterações metabólicas), causando um desequilíbrio na proteostasia, levando à 

oligomerização de alfa-sinucleína e à sua toxicidade. Assim, o nosso objectivo 

seguinte foi procurar reduzir a glicação para repor a proteostasia. Para isso, 

procurámos moléculas capazes de interferirem com a quantidade de metiglioxal 

disponível, reduzindo a glicação. Nestes estudos, utilizámos novamente a drosófila 

como modelo, e demonstrámos que as moléculas testadas melhoram o fenótipo motor 

característico das moscas transgénicas para alfa-sinucleína. Em conjunto com 

estudos em modelos celulares, verifcámos uma redução na glicação da proteína. 

Estes resultados sugerem que a glicação pode de facto ter potencial terapêutico no 

contexto das sinucleinopatias (Vicente-Miranda et al., 2017). 

 

2.5. Conclusões 

Estes estudos aqui descritos representam uma pequena fracção do nosso trabalho 

de investigação ao longo dos anos, mas ilustram o progresso que temos feito no 

sentido de estudar os processos de agregação de proteínas e de perceber as 

respostas celulares à agregação.  

Se, por um lado, os modelos laboratoriais que utilizámos são essenciais para nos 

permitirem testar mecanismos moleculares básicos, tem-se tornado também evidente 

que necessitamos de utilizar e desenvolver modelos mais complexos que procuram 

recapitular o contexto genético e celular das células no ambiente complexo do cérebro 

humano. Estes modelos e os estudos feitos com técnicas cada vez mais sensíveis, 

vão permitir-nos tratar não apenas os sintomas mas, como todos esperamos, as 

causas destas e de outras doenças neurodegenerativas.  
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leveduras, linhas celulares humanas, linhas celulares iPS, em drosOfila, ou em
ratinho, demonstramos que a  glicacao por metiglioxal potencia a  formacao de
oligOmeros de alfa-sinuclelna, e  que aumenta a toxicidade da protelna (Vicente-
Miranda et al., 2017; Farzadfard et al., 2022). Estes estudos sac) inovadores e
importantes, pois sugerem novos posslveis alvos terapOuticos.

2.4. A glicacao como alvo terapeutico em sinucleinopatias
Os nossos resultados sugerem que a glicacao pode ocorrer em consequOncia de
alteragOes em factores ambientais (como na diabetes, ou em consequOncia de outras
alteragOes metabOlicas), causando um desequillbrio na proteostasia, levando a
oligomerizacao de alfa-sinuclelna e  a  sua toxicidade. Assim, o  nosso objectivo
seguinte foi procurar reduzir a  glicacao para repor a  proteostasia. Para isso,
procuramos moleculas capazes de interferirem corn a  quantidade de metiglioxal
disponlvel, reduzindo a glicacao. Nestes estudos, utilizamos novamente a drosOfila
como modelo, e demonstramos que as moleculas testadas melhoram o fenOtipo motor
caracterlstico das moscas transgenicas para alfa-sinuclelna. Em conjunto corn
estudos em modelos celulares, verifcamos uma reducao na glicacao da protelna.
Estes resultados sugerem que a glicacao pode de facto ter potencial terapOutico no
contexto das sinucleinopatias (Vicente-Miranda et al., 2017).

2.5. Conclusoes
Estes estudos aqui descritos representam uma pequena fraccao do nosso trabalho
de investigagao ao longo dos anos, mas ilustram o progresso que temos feito no
sentido de estudar os processos de agregagao de protelnas e de perceber as
respostas celulares a agregagao.
Se, por um lado, os modelos laboratoriais que utilizamos sac) essenciais para nos
permitirem testar mecanismos moleculares basicos, tem-se tornado tambem evidente
que necessitamos de utilizar e desenvolver modelos mais complexos que procuram
recapitular o contexto genetico e celular das celulas no ambiente complexo do cerebro
humano. Estes modelos e os estudos feitos corn tecnicas cada vez mais senslveis,
vac) permitir-nos tratar nao apenas os sintomas mas, como todos esperamos, as
causas destas e de outras doencas neurodegenerativas.
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3. Perspetivas futuras de investigação 

Quais são então os nossos objectivos de investigação no futuro? 

Considero que a experiência que adquiri ao longo dos últimos quase 25 anos me 

deixa numa situação privilegiada para continuar a assumir um papel relevante nesta 

área a nível internacional. 

Por um lado, pretendo continuar a apostar em estudos de translação, apostando cada 

vez mais em estudos com amostras humanas. Neste contexto, uma oportunidade 

imediata que se coloca é a da implementação da técnica de RT-QuIC (real-time 

quacking-induced conversion) para o apoio ao diagnóstico da doença de Parkinson. 

Os contactos que tenho a nível internacional, e a experiência que temos na produção 

e utilização de alfa-sinucleína neste tipo de ensaios, irão permitir-nos oferecer este 

teste como diagnóstico e como ferramenta de investigação. 

Por outro lado, pretendo implementar técnicas de miscroscopia de super-resolução, 

como a microscopia de expansão, para continuar a estudar a arquitectura molecular 

de vários tipos de agregados proteicos.  

Finalmente, uma área que pretendo continuar a explorar, por poder abrir diversas 

perspectivas para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas, é o estudo dos 

efeitos das modificações pós-tradução na agregação de proteínas. A glicação, em 

particular, é uma modificação de grande interesse dada a relação próxima entre a 

diabetes e neurodegeneração. Um prolongamento desta temática irá permitir-me 

investigar, de forma mais aprofundada, a relação entre alguns tipos de cancro (como 

melanoma) e a doença de Parkinson.  
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3. Perspetivas futuras de investigagao
Quais sac) entao os nossos objectivos de investigagao no futuro?
Considero que a experiOncia que adquiri ao longo dos Oltimos quase 25 anos me
deixa numa situagao privilegiada para continuar a assumir um papel relevante nesta
area a nlvel internacional.
Por um lado, pretendo continuar a apostar em estudos de translacao, apostando cada
vez mais em estudos corn amostras humanas. Neste contexto, uma oportunidade
imediata que se coloca é a da implementacao da tecnica de RT-QuIC (real-time
quacking-induced conversion) para o apoio ao diagnOstico da doenca de Parkinson.
Os contactos que tenho a nlvel internacional, e a experiOncia que temos na producao
e utilizacao de alfa-sinuclelna neste tipo de ensaios, irao permitir-nos oferecer este
teste como diagnOstico e como ferramenta de investigagao.
Por outro lado, pretendo implementar tecnicas de miscroscopia de super-resolucao,
como a microscopia de expansao, para continuar a estudar a arquitectura molecular
de varios tipos de agregados proteicos.
Finalmente, uma area que pretendo continuar a explorar, por poder abrir diversas
perspectivas para o desenvolvimento de estrategias terapOuticas, é o estudo dos
efeitos das modificagOes pOs-traducao na agregagao de protelnas. A glicacao, em
particular, a uma modificacao de grande interesse dada a relacao prOxima entre a
diabetes e neurodegeneracao. Um prolongamento desta tematica ira permitir-me
investigar, de forma mais aprofundada, a relacao entre alguns tipos de cancro (como
melanoma) e a doenca de Parkinson.
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