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Resumo

A presente dissertacdo aborda o tratamento da doenca de Parkinson através da Terapia
Génica.

A doenca de Parkinson é uma doenca neurodegenerativa progressiva que manifesta-se
principalmente na idade adulta.

Actualmente o tratamento convencional é farmacologico e sintomatico ou por estimulacéo
cerebral, no caso de perda de eficacia dos farmacos.

Os farmacos utilizados ndo curam, tem alguns efeitos adversos e accdo terapéutica
limitada. Como tal, é necessario investir em outras terapéuticas que evitem a progressdo da
doenca ou mesmo possibilitem a cura.

A Terapia Génica foi considerada uma possivel alternativa ao tratamento convencional,
tendo sido estudada em modelos animais e muito recentemente foram realizados ensaios
clinicos em seres humanos.

No entanto, nenhuma das estratégias e avangos desenvolvidos foram efectivos para o
tratamento em seres humanos, pois apresentam varias limitagdes havendo a necessidade de
estudos mais aprofundados.

A aplicacdo da Terapia Génica no tratamento da doenca de Parkinson ainda ndo é possivel
mas pensa-se Ser uma questdo de tempo até os conhecimentos e métodos actuais
evoluirem, para esta promissora terapia tornar-se uma realidade.

O Farmacéutico podera ter de esclarecer ddvidas relativas a este tipo de abordagem num

futuro proximo.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, Terapia Génica, Farmacologia, Ensaios clinicos,

Farmacos, Novas terapéuticas
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Abstract

This dissertation addresses the treatment of Parkinson's disease through gene therapy.
Parkinson’s disease is a progressive neurodegenerative disease that manifests itself mainly
in adulthood.

Currently the standard treatment is symptomatic and pharmacological or through brain
stimulation, in case of loss of drug efficacy.

The drugs normally used, do not cure, having some adverse effects and limited therapeutic
action. As such, it is necessary to invest in other therapies that prevent disease progression
or even cure the disease.

Gene therapy has been considered a possible alternative to conventional treatment, has
been studied in animal models and recently trials have been performed on patients.
However, none of the strategies developed and advances were effective for the treatment in
humans, since they have several limitations, with the need for further study.

Application of Gene Therapy in the treatment of Parkinson's disease is not yet possible but
it is thought to be a matter of time before the current knowledge and methods, allow this
promising therapy to become a reality.

The pharmacist may have to answer patients’questions related to this kind of approach in

the near future.

Key Words: Parkinson’s disease, Gene Therapy, Pharmacology, Clinical trials, Drugs,

New therapeutic
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1. Introducéo

No ambito da tese do mestrado, inserida no 5° ano curricular do curso Mestrado Integrado
em Ciéncias Farmacéuticas, leccionado na Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, da
Universidade do Algarve, desenvolveu-se o seguinte tema: Terapia Génica no tratamento
da doenca de Parkinson.

A Terapia Génica (TG) € um tipo de tratamento inovador e actualmente sob investigacéo
para a DP. Com este tema pretendeu-se abordar de modo geral e sumario, a utilizacdo da
TG no tratamento da doenca de Parkinson (DP), caracterizando os seus mecanismos de
accao, factores envolvidos, bem como a sua potencialidade futura.

O tema proposto é relevante na medida em que o0 nimero de pessoas com DP é elevado. A
TG tem reunido varios esforcos para prevenir ou mesmo encontrar a cura da doenca.>>
Os farmacos actualmente utilizados, para além de ndo curar a DP, tem varios efeitos
adversos e uma accao terapéutica limitada. Deste modo, torna-se essencial investir noutras
terapéuticas que possibilitem, ndo so6, reduzir tais efeitos como melhorar a accéo
terapéutica e principalmente, que possam evitar a progressao da doenca ou mesmo cura-
la.t*

A TG oferece perspectivas bastante promissoras quanto a sua aplicabilidade no tratamento
da DP, embora com algumas dificuldades a superar, de modo a que possam ser
implementadas de um modo seguro e eficaz. Existem varias questdes legais, éticas e
sociais associadas a esta terapia, sendo que para cada nova aplicacdo ha que ponderar os
beneficios e os riscos da mesma.’

O presente trabalho encontra-se organizado em sub-capitulos introdutérios de forma a
caracterizar a DP e a TG. Apresenta posteriormente um capitulo de desenvolvimento, onde
se aborda de forma especifica a aplicacdo recente e as perspectivas da TG no tratamento da

DP.

2. A historia da doenca de Parkinson

A DP foi descrita pela primeira vez em 1817 por James Parkinson, num estudo cujo nome
se designou de “An Essay on the Shaking Palsy”, onde foram identificados os sintomas
clinicos da doenca. Quatro decadas apds este estudo ter sido publicado, Jean-Martin
Charcot referiu que a lista de sintomas descrita foi uma excelente caracterizacdo da doenca

e assim designou o sindrome com o nome de doenca de Parkinson. No entanto, Charcot
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reconheceu formas ndo trémulas de DP e como tal, os termos movimentos fracos ou
fraqueza muscular, descritos por James Parkinson, foram substituidos por movimentos
lentos. +°7

Em 1919, verificou-se que nos individuos com DP manifestava-se uma perda celular ao
nivel da area do cérebro designada de substancia nigra (SN). Mais tarde em 1957, foi
descoberta a dopamina e a sua potencialidade como neurotransmissor, por Carlsson. Em
1960, Ehringer e Hornykiewicz, descobrem que a concentracdo de dopamina na regido
designada de striatum (&rea do cérebro que controla 0 movimento), se encontra diminuida
nos individuos com DP.’

No ano 2000, Carlsson recebe o Prémio Nobel da Medicina, devido ao desenvolvimento do

primeiro estudo acerca da potencialidade da levodopa em pessoas com de DP.’

2.1. Epidemiologia
A epidemiologia, associada aos pardmetros de incidéncia'e prevaléncia’, tem
desempenhado um importante papel tanto no planeamento dos cuidados de salde como no
estudo da etiologia das doencas.®
A maioria dos estudos epidemioldgicos da DP expressa a sua ocorréncia em termos de
prevaléncia. Contudo, os valores de incidéncia sdo mais Uteis para o estudo da etiologia da
doenca, uma vez que os dados de prevaléncia estdo mais susceptiveis a enviezamentos na
sua determinag&o por serem influenciados pela duragéo da propria doenca.®
A incidéncia da DP por 100.000 habitantes é de 17.4 em idades compreendidas entre 50 e
59 anos. Por outro lado, entre os 70 e 79 anos de idade, a incidéncia sobe para 93.1 por
100.000 habitantes, com um risco de desenvolvimento de 1.5%.°
Mundialmente foi estimado que a prevaléncia da populacdo com DP é de 6.3 milhGes de
habitantes, afectando todas as racas e culturas. Os dados disponiveis revelaram que 1.2
milhGes de habitantes possuem DP na Europa, sendo que aproximadamente 260.000 na
Alemanha, 200.000 em Italia, 150.000 em Espanha, 120.000 no Reino Unido e 117.000 em
Franca. Na Europa ocidental a prevaléncia da doenca estimou-se ser de 160 por 100.000
habitantes, correspondendo aproximadamente a 4% da populacdo acima dos 80 anos de

idade. >1°

" Incidéncia: nimero de novos casos de uma doenca diagnosticados num determinado intervalo de tempo e
numa populacéo de risco pré-definida.

T Prevaléncia: nimero de casos de doenca diagnosticados num determinado momento e numa populagéo
pré-definida.
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A DP afecta aproximadamente 1% da populagdo mundial com idade superior a 65 anos,
incluindo-se assim claramente no grupo de doencas associadas a idade. Dados de um outro
estudo indicam que a prevaléncia aumenta 1% ap0s 0s 65 anos e 4-5% apos os 85 anos de
idade. Assim, o envelhecimento da populacdo foi reconhecido como um factor de risco
paraa DP.'®

Né&o existe evidéncia cientifica significativa que demonstre que a doenca esteja relacionada
com a diferenca de géneros (embora haja uma maior tendéncia no sexo masculino), raca ou
etnia. No entanto, existe um consenso em que os valores de prevaléncia nas populagdes
Caucasianas da Europa, América do Norte, Austréalia e Africa sdo relativamente proximos
e superiores aos verificados em populacdes negras africanas e populacdes asiaticas,

sugerindo-se assim, que a populacio Caucasiana corre um risco maior de sofrer DP.%*

2.2. Definicéo

A DP pertence ao grupo de condicBes neurologicas designado por desordens do sistema
motor. Trata-se de uma doenca neuroldgica progressiva e degenerativa que afecta o
Sistema nervoso central (S.N.C.) e causa perda do controlo dos movimentos.™***2

A doenca é a forma mais comum de parkinsonismo, sendo este Gltimo termo definido
como grupo de doencas que apresentam em comum 0s sintomas, caracteristicos da doenca,
em combinagBes varidveis, associadas ou ndo a outras manifestagdes neuroldgicas. O
parkinsonismo pode ser causado por outras doengas ou por factores externos como alguns
farmacos (ex. neurolépticos e antipsicoticos). A DP € também conhecida como
parkinsonismo primario ou doenca de Parkinson idiopatica.***?

A DP pode-se dividir em trés grupos, nomeadamente: a DP em adultos, considerada a
forma mais comum, a partir dos 60 anos de idade; a DP em adultos jovens, atingindo as

idades dos 21 aos 40 anos; e a DP juvenil, que é rara e surge antes dos 21 anos.

2.3. Estruturas anatémicas e aspectos funcionais
Os distarbios de movimento, como o parkinsonismo, sdo englobados nos “sindromes
extrapiramidais”. 12
As principais estruturas anatomicas relacionadas ao sistema extrapiramidal sdo os ganglios

da base, nomeadamente: nucleo lentiforme (putamen e globo palido), nicleo caudado, SN
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Figura 1: Corte transversal do cérebro, com a identificacdo das zonas do
striatum. O globo sistema extrapiramidal. Fonte: (14).
palido divide-se em dois segmentos: interno e externo. O conjunto destas estruturas forma
um sistema que actua em simultdneo com o cortex cerebral, principalmente com as areas
motoras corticais.***®
A principal via de entrada do sistema extrapiramidal é o striatum, onde se projectam as
aferéncias provenientes do neocortex (sobretudo o cdrtex motor e areas associativas). As
aferéncias corticais tém accdo excitatéria sobre o striatum e utilizam como
neurotransmissor o glutamato.*?*3
No striatum existe uma diferenciacdo acerca das conexdes recebidas do nicleo caudado e
do putamen, nomeadamente o primeiro recebe informacdo do cértex pré-frontal e areas
parietais e o segundo recebe maior informacdo do cortex sensorio-motor. Assim, o ndcleo
caudado estd envolvido em fungdes cognitivas enquanto que o putamen esta envolvido
exclusivamente com funcdes motoras.*?*3
O striatum recebe também aferéncias da SN pars compacta, tendo como neurotransmissor
a dopamina. Estas aferéncias tém efeitos diversos em diferentes subpopulacbes de
neurodnios estriatais. Desta forma, ao actuarem sobre os receptores dopaminérgicos D2 tém
um efeito inibitorio, pelo contréario se actuarem sobre os receptores dopaminérgicos D1
tém um efeito excitatorio.***?
Nas conex0es intra-estriatais a acetilcolina € o neurotransmissor com papel relevante. A
diminuicdo da producdo de dopamina provoca um desequilibrio entre esta e outros

neurotransmissores, como a acetilcolina. Deste modo, na presenca de baixas quantidades
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de dopamina, existe um estimulo de producdo de acetilcolina e vice-versa. No entanto, o
neurotransmissor acido-y-aminobutirico (GABA), que possui um efeito inibitério, tem um
papel relevante nas aferéncias estriatais. Estas aferéncias destinam-se, na sua maior parte,
ao globo palido e em menor proporcdo a SN pars reticulata. Os neurdnios estriatais
gabaminérgicos que se projectam para o globo pélido externo utilizam também um
neuropéptido, a encefalina, que actua como neuromodulador na transmissdo sinaptica. Por
outro lado, os neurdnios estriatais gabaminérgicos que se projectam para o globo palido
interno e a prépria SN pars reticulata tm como neuromodulador a substancia P.*2*3

Se o striatum é o ponto-chave como via de entrada no circuito dos ganglios da base, o
segmento interno do globo palido, juntamente com a SN pars reticulata, constituem a via
de saida do mesmo circuito. Entre a via de entrada e a via de saida existem duas vias de
comunicagdo: a via directa e a via indirecta. Na via directa ndo existem conexdes
intermédias, no entanto, na via indirecta existem conexfes ao nivel do globo pélido
externo e no nicleo subtalamico de Luys, antes de atingir a via da saida.*>*3

Na via indirecta as eferéncias inibitérias do segmento externo do globo pélido sdo
mediadas pelo GABA e destinam-se ao nucleo subtalamico de Luys, o qual envia

mensagens excitatdrias glutaminérgicas para o segmento interno do globo palido e SN pars

reticulata.***
A maior parte da
informagdo proveniente Cortex
A
da via de saida destina- AG (acidci glutamico)
> 808 nucleos T g T Striatum.........., —> ﬂ

talamicos ventral lateral :
GABA + Encefalina

e ventral anterior, dos Dopaniina GABA+ G
Globo Palido externo : S“bsfanc'a P i

quais as fibras partem

Substancia Nigra

com destino ao cortex GABA | Pars compacta :

A 4 Téalamo
pré-motor, area motora Ncleo subtalamico de Luys i
suplementar e cortex o Via directa

Via indirecta A : GABA

motor  primario.  As l v
projecgﬁes gue partem Globo palido interno/Substancia Nigra pars reticulata
do gIObO palldo Interno Sinapse inibitoria D _— Sinapse excitatdria

ou da SN pars . - L .
p Flgura 2: Estruturas anatémicas e aspectos funcionais do sistema

extrapiramidal. Fonte: adaptado de (12).
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reticulata, que se destinam ao talamo, séo inibitdrias e mediadas pelo GABA. Por outro
lado, a via tdlamo-cortical é excitatdria, tendo como neurotransmissor o glutamato ou &cido

glutamico (Fig. 2).*?

2.4. Etiologia e fisiopatologia

A DP ocorre quando 0s neurdnios na area do cérebro designada de mesenceéfalo, mais
precisamente na SN pars compacta, tornam-se deficientes ou morrem. Estes neurénios séo
responsaveis pela produgdo de uma substancia quimica designada de dopamina, isto €, um
neurotransmissor que envia sinais para as areas do cérebro que controlam o movimento e a
coordenacao (tdlamo, ganglios da base e cortex cerebral), como ja referido anteriormente.
1,10,11,13,15,16,17,18

Pensa-se que a progressdo patofisioldgica

comeca no nucleo dorsal do nervo vago e na Meurénio r—4
- A . normal /
regido reticular da medula, atingindo no

estadio mais avancado o S.N.C., na zona ( .'

frontal, SN, mesocértex e neocortex. 1%1° "'"’a“"“a

Movimento
normal

Meuronio receptores

A deficiéncia em dopamina leva a que a M ads ki

transmissdo de mensagens no cerebro, que Parkinson 48 .
Desordens do
indicam quando e como 0 corpo se b8 movimento

movimenta, seja mais lenta, o que tem como

Figura 3: Esquema do processo de transmissao
sinaptica de um neurénio normal versus um
neurénio de um individuo com doenca de
Parkinson. Fonte: adaptado de (20).

consequéncia a perda da fungdo muscular e
a capacidade de controlar os movimentos,
como se pode ver na Fig.3.2318

A perda dos neurénios é acompanhada pelo aparecimento de depoésitos de proteina no
citoplasma dos neurénios (corpos Lewy — corpos de inclusdo, com caracter eosinofilico).
Assim, os principais marcadores da doenca sdo: a perda de dopamina ao nivel da SN pars
compacta e a presenca destes corpos de inclusdo citoplasmaticos, contendo da a-sinucleina
e ubiquitina (Fig. 4), 11011131516

O sistema ubiquitina-proteasoma tem sido alvo de estudo devido ao seu papel na
degradacédo proteica intracelular e no desencadear da morte neuronal. Alteragcdes neste
sistema podem levar a agregacdo de proteinas com alteragdes conformacionais, podendo

potenciar a formac#o de corpos de Lewy (Fig. 5)."
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A Normal pDoenca de
Parkinson

caudado

e SN

nigroestriatal

sinucleina
- o~

Figura 4: Representagdo esquemdtica da via nigroestriatal
(A) normal; (B) na doenga de Parkinson; e (C) representacéo
imunohistoquimica das inclusdes citoplasmaticas (corpos de
Lewy) nos neurdnios dopaminérgicos da substancia nigra
pars compacta. Fonte: adaptado de (17).

dopamina
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Figura 5: Resumo esquematico dos mecanismos etiopatogénicos e interaccbes das células
dopaminérgicas na substincia nigra, durante a doenga de Parkinson. Abreviaturas: a-Sp22 — “22-
kilodalton glycosylated form of a-synuclein”; PAELR — “parkin-associated endothelin receptor-like
receptor”’; PINK-1 — “PTEN — induced putative kinase 1” UbCHT7 - “‘ubiquitin-conjugating enzyme 7",
UbCH8 — “ubiquitin-conjugating enzyme 8”; UCHLL — “ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1”.
Fonte: adaptado de (21).
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Apesar da intensa investigacdo ao longo das Ultimas décadas, os mecanismos que levam a
morte dos neurdénios dopaminérgicos na SN dos doentes, ndo estdo completamente
esclarecidos, nem a causa da DP esta perfeitamente esclarecida. »®*1°

Vérios factores ambientais e genéticos tém sido associados a um aumento do risco para o
desenvolvimento da doenca, embora alguns ainda de uma forma néo clara. 14*1°

A DP foi associada a exposi¢cdo a agentes ambientais, incluindo toxinas, pesticidas (ex.
rotenona), herbicidas (ex. paraquat) ou metais, ndo sendo, os resultados desses estudos
considerados significativos."#1°

Ao nivel celular, existem as hipo6teses de uma diminuicdo da fun¢do mitocondrial, aumento
do stress oxidativo, apoptose, excitotoxicidade e neuroinflamacgo. >8>

Alteracbes no complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial podem contribuir para a
degeneracdo celular neuronal, com o declinio na sintese de trifosfato de adenosina
(ATP).11'13’17

A toxina mais conhecida associada a DP ¢é a 1-metil-4fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP). A MPTP ¢ capaz de induzir todos os sintomas motores da DP, permitindo assim
criar o mais perfeito modelo experimental para a doenca, através da inibicdo do complexo
mitocondrial 1,281

A teoria do stress oxidativo, processo bioquimico nocivo para os componentes da célula,
surgiu devido ao facto do processo de sintese de dopamina conduzir a stress oxidativo nos
neurénios presentes na SN e, consequentemente, desencadear o processo degenerativo.™

A teoria da excitotoxicidade defende que o aumento da actividade de neurotransmissores
excitatorios, como o glutamato, devido a falta de dopamina, pode provocar um aumento da
quantidade de célcio dentro da célula o que pode desencadear processos bioquimicos que
levam & morte celular.™

Desta forma, ndo sé o fendtipo como a etiologia da DP é variavel entre os doentes. Varios
eventos celulares, como, a agregacdo de proteinas, a disfuncdo do sistema ubiquitina-
proteasoma, a alteracdo mitocondrial ou o stress oxidativo, podem estar envolvidos no

desenvolvimento da doenca.?

2.5. Biossintese da dopamina
A dopamina é uma catecolamina sintetizada a partir da tirosina, nos terminais dos
neuronios dopaminérgicos, sendo transportada activamente através da barreira

hematoencefalica. Nessa sintese a tirosina é convertida a L-dihidroxifenilalanina (L-Dopa)
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ou levodopa, pela tirosina-hidroxilase (TH). A L-Dopa é rapidamente convertida em
dopamina pela descarboxilase de L-amino4cidos aromaticos (DL-AA)."

A libertacdo de dopamina das terminagdes nervosas ocorre por exocitose das vesiculas pré-
sinapticas, um processo de despolariza¢do que leva a entrada de célcio. Uma vez na fenda
sinaptica as ac¢Bes da dopamina podem ser interrompidas pela sua recaptacdo através de
uma proteina de membrana transportadora. Alternativamente a dopamina pode ser
degradada pelas enzimas monoaminoxidase B (MAO-B) e catecol-O-metil-transferase
(COMT), resultando em dois produtos metabolicos: &cido 3,4-diidroxifenilacético
(DOPAC) e 4cido 3 metoxi-4hidroxifenilacético (HVA).*

2.6. Genética molecular da doenca
Os principais factores de risco para a DP sdo a idade e a existéncia de historia familiar. A
causa da variabilidade na idade de inicio da DP e da velocidade variavel de progresséo da
mesma, foi esclarecida de certa forma através da identificacdo de varios genes. Foram
identificados varios modos de transmissdo familiar, desde a forma autossémica dominante
ou recessiva, a transmiss&o por via materna.®
Varios locus genéticos foram inicialmente associados a DP, designados de PARK-1 a
PARK-10. Posteriormente, foram identificados os locus PARK-11, PARK-13, PARK-14 e
PARK-15. Outro gene foi identificado recentemente, designado por proteina Tau associada

aos microttbulos (“microtubule associated protein Tau” (MAPT)).312324

+ PARK-1

O locus PARK-1 foi o primeiro a ser identificado, localizado no cromossoma 4q21-23.
Esta regido juntamente com o locus PARK-4 contém o gene da a-sinucleina, sendo que
duas mutacBes neste gene estdo relacionadas com uma forma autossomica dominante da
DP. Esta forma da doenca apresenta uma média de inicio de idade relativamente precoce
(44 anos), apresentando uma progressdo mais rapida do que as formas esporadicas e uma
patologia caracteristica de corpos de Lewy ®1%%

A identificacdo das mutacGes neste gene que codifica para a a-sinucleina na DP familiar, e
o facto desta proteina ser um componente major dos corpos de Lewy, vieram chamar
atencdo para o papel da mesma. A a-sinucleina € uma proteina de 140 aminoacidos,
abundante no citoplasma dos neurdnios, que parece ter um papel estabilizador das

vesiculas sinapticas dopaminérgicas. Por outro lado, esta mesma proteina mutada tem uma
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velocidade de degradacao lenta através do sistema ubiquitina-proteosoma, o que favorece a
formacéo de agregados, levando a morte da célula, a alteracdo da libertacdo de dopamina e
da funcdo mitocondrial. Existem trés mutaces importantes desta proteina, nomeadamente,
a A53T, a A30P e a E46K 511242527

Descobriu-se que a DP pode ser causada por uma duplicagéo ou triplicacdo do gene normal

da a-sinucleina, t+20:242527

+ PARK-2

O PARK-2 foi o segundo locus a ser identificado e localiza-se no cromossoma 6q25-27.
Este mesmo locus esta associado ao gene da parkina, cujas mutacGes causam um
parkinsonismo juvenil autossomico recessivo. A idade média de inicio da doenga é de 32
anos e a progressao é lenta.2%%2°

A parkina € uma proteina de 465 aminoacidos, com funcdo de ligase E3 no sistema da
ubiquitina e, consequentemente, possui um papel importante na degradacdo de proteinas
no proteasoma. As mutacGes na mesma estdo associadas a perda da fungdo ligase no
proteasoma, o0 que leva a acumulacdo das proteinas que sdo substrato da enzima. Um
desses substratos é a a-sinucleina. A parkina parece ser entdo importante no

processamento metabdlico.®?

+ PARK-3
O locus dominante PARK-3 localiza-se no cromossoma 2pl3, estd associado a

carateristicas esporadicas da DP.%2

+ PARK-4
O locus PARK-4 localiza-se no cromossoma 4pl5 e possui uma mutacdo que foi
identificada numa Unica familia em que o fenotipo clinico e patoldgico é semelhante & DP
idiopatica.?
Este locus contém uma parte do gene da a-sinucleina. A triplicacdo do mesmo neste locus,

foi reportada numa familia Norte-Americana de lowa. #2222

+ PARK-5
O locus PARK-5 localiza-se no cromossoma 4pl4 e estd associado a uma mutacdo

missense, em que a isoleucina é substituida por uma metionina na posicdo 93 da sequéncia
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de aminodcidos da enzima “ubiquitin carboxy-terminal hydrolase-L/” (UCH-L1),

pertencente a familia hidrolase da ubiquitina, no proteasoma.®?*

Esta forma da DP é transmitida como autossémica dominante.®?*

+ PARK-6
O locus PARK-6 localiza-se no cromossoma 1p35-36, esta associado uma forma recessiva
de parkinsonismo, de inicio precoce, com resposta positiva & levodopa (pré-farmaco).®%*
O gene, “ PTEN-induced putative kinase 1" (PINK 1), existente neste locus é autossémico
recessivo e relaciona-se com a funcdo mitocondrial. Mutacdes no mesmo gene podem
levar a faléncia metabolica e a morte celular na SN. Este gene esta associado ao

parkinsonismo juvenil.***+*

+ PARK-7
O locus PARK-7 foi identificado no cromossoma 1p35-36, associado com a DP
autossémica recessiva de inicio precoce (32 aos 48 anos), com progressao lenta e resposta
positiva a levodopa.®%*
A mutacdo no gene DJ-1, presente neste locus, é autossomica recessiva. Este gene ajuda a
regular a actividade de outros genes e a proteger as células do stress oxidativo, estando

também relacionado com a funcdo mitocondrial .**#4%

+ PARK-8

O locus PARK-8 localiza-se no cromossoma 12, esta associado a DP familiar ou
esporédica e ao parkinsonismo de inicio tardio que responde & levodopa.®%42

O gene, “leucine rich repeat kinase 2” (LRRK2), presente neste locus esta envolvido no
metabolismo, tendo sido descobertas variantes do mesmo em familias com DP. Uma das
populacbes mais afectadas pela mutacdo deste gene é a Portuguesa, assim como a
Espanhola e Inglesa. O gene codifica uma proteina, dardarina, que possui dominio
GTPase ou cinase (dominio que pode ser inibido por inibidores classicos, como o

trastuzumab — anticorpo monoclonal), 1011:23.24:26.27

Em certos casos, detectou-se a presenca de corpos de Lewy. 10:1123:24:2627

+ PARK-9
No locus PARK-9 localiza-se 0 gene recessivo autossomico ATP13A2, caracteristico da

DP juvenil e que codifica uma enzima neuronal tipo ATPase lisossomal.?*#
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+ PARK-10

O locus PARK-10 localiza-se no cromossoma 1p32 e esta associado a DP idiopatica.®*

+ PARK-11
O locus PARK-11 localiza-se no cromossoma 2g, onde recentemente foi identicado o gene

GIGYF2, contudo, a ligagdo & DP néo esta completamente definida.?*

+ PARK-13
No locus PARK-13, as variantes do gene OMI/HTRA2 foram recentemente associadas ao
aumento de risco para a DP. Este gene codifica uma protease mitocondrial de serina com
actividade pré-apoptdtica, na regido N-terminal. A mutacdo deste gene foi associada em

alguns casos & presenca de corpos de Lewy.?>%*

+ PARK-14
No locus PARK-14 foi identificado o gene PLA2G6, autossomico recessivo caracteristico

da DP juvenil que codifica a enzima fosfolipase A2 grupo 6.

+ PARK-15
O gene autossdmico recessivo também caracteristico da DP juvenil, FBXO?7, localiza-se no
locus PARK-15, embora a sua relagdo com a doenca néo esteja completamente definida.

Tal como a parkina faz parte do sistema ubiquitina-proteoasoma.?**

+ MAPT
O gene MAPT esta associado a um grupo de doencas neurodegenerativas hereditérias que,
embora tenham aspectos clinicos e neuropatoldgicos distintos da DP, podem apresentar
sinais e sintomas de parkinsonismo. Esta relacionado com o cromossoma 17 e com
depdsitos patoldgicos de proteina Tau. Estudos recentes, indicaram também que pode

existir relacdo entre este gene e a DP idiopatica.®%*%®

O Quadro 1 resume a informacéo relativa aos genes associados a DP.
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Quadro 1: Resumo dos locus, genes, populacdo afectada, para as formas hereditarias da doenca de
Parkinson.

Locus | Gene Populacéo afectada Tipo de doencga Comentarios
1° gene identificado;

associado a corpos de

PARK-1 a- sinucleina Italina, Grega, Alemanha DP, DCL .
Lewy; Duplicagdes e
triplicacdes do gene
PARK-2 Parkina Global DP juvenil AR
PARK-3 SPR? Norte-europeus DP esporadica Gene incerto
. i . Duplicagdes e
PARK-4 a- sinucleina Norte-Americana (lowa) DP, DCL L
triplicacdes do gene
PARK-5 UCHL1 Alemanha DP Gene incerto
PARK-6 PINK1 Italiana, Espanhola DP juvenil AR
PARK-7 DJ-1 Holandesa DP Raro

Alemanha, Italiana, Inglesa,
PARK-8 LRRK2 Ibéricos, Americana, Norte- Parkinsonismo AD
africana, Japonesa

MutagBes causam

PARK-9 ATP13A2 Jordania DP juvenil »
fendtipos complexos
PARK-10 - Americana, Irlandesa DP idiopética
PARK-11 GIGYF2? - DP, DCL Gene incerto
Patogenicidade néo
PARK-13 OMI/HTRA2 - DP )
confirmada
PARK-14 PLA2G6 - DP juvenil Distrofia neuroaxonal
PARK-15 FBXO7 Persa, Italiana DP juvenil Plasticidade e deméncia
Outras doencas
MAPT - DP neurodegenerativas

Abreviaturas: DP — Doenga de Parkinson; DCL — Deméncia com corpos de Lewy; AR — Autossomico
recessivo; AD — Autossomico dominante. Fonte: adaptado de (8), (24) e (25).

2.7. Sintomas e sinais
A DP desenvolve-se de forma diferente para cada doente, o que significa que os doentes
ndo apresentam necessariamente 0 mesmo conjunto de sintomas, estes podem progredir de
forma diferente.®
Os sintomas manifestam-se quando os doentes perdem cerca de 50% a 60% das células que
produzem dopamina na SN do cérebro, iniciando-se de maneira subtil e aumentando
gradualmente. A doenca é cronica e progressiva, 0 que significa que a gravidade dos

sintomas aumentam com o tempo.*-163!
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Os principais sintomas motores que descrevem a DP, s&o:

+ Tremor: Tremor
Sintoma mais frequente que afecta os
membros e, por vezes, a cabeca, a cara, 0

pescoco e 0s maxilares. Manifesta-se de

Falia de
um modo ritmico (quatro a seis ciclos por ~ expressio
segundo), lento e ocorre quando os . Rigidez
; . . Bragos
musculos estdo relaxados, ou seja, quando  flexionados
nos cotovelos

0 corpo esta em repouso, diminuindo ou  epulsos

mesmo desaparecendo quando se inicia 0
Quadris e joelhos
ligeiramente
flexionados

movimento. Normalmente, durante 0 SON0  Tremor
0 tremor ndo se manifesta e aumenta com

a ansiedade. Os membros superiores séo

0s mais afectados, durante a marcha
(Fig.G).7'11'16'31

o Passos curtos
+ Rigidez:
0 , I inflexivei Figura 6: llustracdo de um individuo, com os
s musculos tornam-se Intlexiveis e principais sintomas da doenca de Parkinson. Fonte:

resistentes a0 movimento, permanecendo ~ 2daptado de (32).

sempre tensos e contraidos.” 1631

+ Bradicinésia e Acinésia:
A bradicinésia caracteriza-se por movimentos lentos e incompletos, com paragens durante
0s mesmos. O termo acinésia significa dificuldade em iniciar movimentos, ou de ter
reaccao rapida, o que leva a uma reducdo gradual do movimento espontaneo e automatico.
Existe também uma reduc&o da amplitude dos movimentos (hipocinésia).”***¢=!

+ Instabilidade postural:
Numa fase mais avancada da doenca, ocorre falta de equilibrio e de coordenacéo, o que
leva a frequentes quedas. Os reflexos posturais compensatorios sdo comuns, aquando da

mudanga do centro da gravidade.”**®*"
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Os sintomas ndo-motores secundarios, que também podem acompanhar a DP séo:

+ Distlrbios da fala, perda de expressdo facial, problemas de pele (muito oleosa ou
muito seca), tonturas, dificuldade em engolir, xerostomia*, dor por consequéncia da
rigidez e de posturas anormais, confusao, deméncia, depresséo (aparece numa fase
inicial da doenca e pode ser provocada pela falta de dopamina nas areas do cérebro
relacionadas com o prazer e com a disposicdo), mudancas emocionais (0s doentes
tornam-se inseguros), fadiga, apatia, distdrbios de sono, dificuldade de
concentracdo, disfuncdo sexual, hipotensdo ortostatica, distonia muscular,
problemas urinarios e obstipago.” 101631

Alguns sinais caracteristicos da doenca sdo a caligrafia tornar-se menos legivel e o
tamanho da letra reduzido (micrografia). Assim como, as actividades didrias que se
realizam de forma rapida e facil, passam a ser executadas com maior dificuldade,

demorando horas.

2.8. Factores de progndstico
A progressdo dos sintomas pode levar vinte ou mais anos, no entanto em alguns individuos
pode ser mais rapida. Embora seja dificil determinar a evolucdo da doenca numa pessoa
em particular, o sistema mais comum de descrever a progressdo dos sintomas na DP é a

escala de Hoehn e Yahr (Quadro 2).**

Quadro 2: Estados da doenca de Parkinson, segundo Hoehn e Yahr.

Estados ‘ Caracteristicas

Estado 1 Sintomas num Gnico lado do corpo

Estado 2 Sintomas em ambos os lados do corpo

Estado 3 Desequilibrio, dependéncia fisica
Estado 4 Incapacidade severa, mas ainda é possivel andar ou estar de pé sem ajuda
Estado 5 Forgado a estar numa cadeira de rodas ou numa cama, excepto se tiver ajuda

Fonte: adaptado de (11).

Outra escala utilizada € a “Unified Parkinson’s Disease Rating Scale” (UPDRS). No
entanto, esta Ultima escala é mais complicada, pois envolve um maior nimero de factores
(funcionamento mental, comportamento e emocéo; actividades diarias; caracteristicas

motoras; e complicacOes terapéuticas). Em 2008, esta escala foi adaptada como

 Xerostomia: Secura de boca ou boca seca.
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“Movement Disorder Society-sponsored-UPDRS” (MDS-UPDRS), completando-se com

detalhes de avaliagdo dos sintomas ndo motores. 3!

2.9. Avaliagdo clinica e critérios de diagndstico

A avaliacdo clinica inclui a anamnese®

e 0 exame objectivo, visando o diagnostico. A
colheita de dados engloba: a idade actual e a idade de inicio da doenca, a sintomatologia
inicial, a historia familiar de parkinsonismo ou DP e a propria histéria médica e
farmacolégica do doente.?®

O diagnostico clinico da DP € mais complexo do que foi considerado inicialmente por
varios medicos. O tremor essencial é a entidade mais erradamente diagnosticada por parte
dos médicos ndo especialistas. A DP pode ser também erradamente diagnosticada como
depressio.>®

A dificuldade de diagnostico deve-se sobretudo a existéncia de numerosas patologias
neurodegenerativas e outras doencas mais raras com caracteristicas semelhantes & DP.®
Uma outra area de erro de diagnostico sdo as formas de parkinsonismo secundarias,
causadas por consumo de farmacos neurolépticos e outros antidopaminérgicos, assim como
enfartes ou hemorragias no sistema nigro-striatum, ou ainda encefalopatias
arterioscleroticas. Portanto, terdo de ser utilizados critérios de exclusdo, de forma a
diagnosticar correctamente a DP (Quadro 3).2%°

O exame clinico é a base do diagnostico, sendo que a identificagdo do sindrome
parkinsénico é o primeiro passo. Assim, 0s mais importantes critérios de diagnostico sdo: o
inicio unilateral, o tipico tremor de repouso e a resposta & levodopa (Quadro 3).2°

O score do tremor na DP ndo estd associado a idade do doente, ou idade do inicio ou
duracdo da doenca, mas sim, ao tremor de repouso. O tremor de repouso é mais comum na
DP, do que no parkinsonismo associado as doencas neurodegenerativas.®

A rigidez ¢é causada por um aumento involuntario do tonus muscular e afecta todos os
musculos axiais, flexores e extensores, é também avaliada.®

Os testes de pronacdo das méos e de bater com os calcanhares no solo, permitem avaliar a
acinésia. A dificuldade de levantar-se de uma cadeira e até a reducdo do baloicar dos

bracos, sdo expressdes que permitem identificar a acinésia.

8 Anamnese: Historia clinica do doente.
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A bradicinésia, com a redu¢do dos movimentos, movimentos mais lentos, também é um

critério de diagndstico bastante importante, sendo o mais importante.®*°

Quadro 3: Critérios de diagnostico, de exclusdo e de suporte da doenga de Parkinson.

1% etapa Diagndstico Bradicinésia;
Com um dos seguintes: rigidez
muscular, tremor, instabilidade
postural.

2% etapa Critérios de exclusdo da DP Histéria de AVC repetido, com

progressdéo  gradual dos  sinais
parkinsonianos; Historia de
traumatismo craniano; Histéria da
encefalite; Crises oculares;
Tratamentos com neurolépticos ou
outros farmacos; Mais do que um
parente afectado; Remissdo
sustentada; Caracteristicas
estritamente unilaterais apds 3 anos;
Paralisia supranuclear do olhar;
Deméncia; Tumor cerebral; Resposta
negativa a doses elevadas de
levodopa; Exposi¢do ao MPTP.

32 etapa Critérios positivos de suporte Inicio unilateral; Tremor de repouso;
(necessarios pelo menos 3) Desordem progressiva; Presistente
assimetria; Resposta excelente a
levodopa; Resposta a levodopa
durante 5 anos ou mais; Percurso
clinico de 10 anos ou mais; Hiposmia
(diminuicdo do olfato); Alucinagdes

visuais.

Abreviaturas: DP — Doenca de Parkinson; AVC — Acidente vascular cerebral; MPTP— metil-4fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina. Fonte: adaptado de (9).

A instabilidade postural é avaliada pelo teste do “empurrdo” e na marcha. No teste do
“empurrdo”, o examinador coloca-se atras do doente e puxa-o pelos ombros para trés. Se
existir alteracdo dos reflexos posturais, o0 doente pode dar dois passos atras e segurar-se ou
mesmo cair, dependendo do grau de severidade da doenca. Com a perda dos reflexos
posturais, os doentes tendem a andar curvados e a surgirem quedas, especialmente na

inversdo do sentido de marcha. A marcha dos doentes parkinsonicos, também designada de
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marcha frontal, caracteriza-se por hesitagdo inicial, passos curtos, arrastando os pés, de
base néo alargada.?

A resposta a levodopa € um dado essencial para o diagnéstico da DP, devendo ser
assinalado que sdo raros os casos de doenca que ndo respondam a esta terapéutica. S&o
avaliados critérios como: as discinésias induzidas pela levodopa, a presenca de flutuacdes
motoras durante o dia, a existéncia de complicacdes psiquiatricas com o tratamento anti-
parkinsénico e presenca de periodos de sonoléncia apés as tomas.®

Conclui-se o exame clinico com a classificacdo do sindrome parkinsénico motor e a
quantificacdo da incapacidade motora global, através da escala de Hoehn e Yahr,

anteriormente referida.®

2.10. Exames complementares
De modo geral, ndo sdo necessarios exames laboratoriais especificos na avaliacdo de
doentes com DP idiopatica, mas a Tomografia computarizada (TC) e a Ressonancia
magnética (RM), e outros tantos exames podem ser necessarios para excluir diferentes
causas de parkinsonismo (tumor cerebral, exposi¢do a farmacos, doenca de Wilson ou
Huntington, entre outras).®
Na area de imagiologia, destacam-se assim a TC, RM estrutural, a espectroscopia de RM, a
Tomografia por emissdo de positroes (PET) e a Tomografia por emissdo de fotdo Unico
(SPECT), que utilizam biomarcadores especificos.?*!

2.11. Tratamento e suas limitagdes
As terapéuticas utilizadas na actualidade sdo: o tratamento farmacoldgico e a estimulagédo
cerebral.
Actualmente a DP ndo tem cura e desta forma, o tratamento disponivel € o sintomatico,
sendo assim cada vez mais importante, a descoberta de terapéuticas que possam, ndo so,
controlar os sintomas mas, também, inibir o processo de neurodegeneracao e substituir os
neurénios com danos. %333
Na fase inicial da terapia, o ideal seria administrar substancias que tivessem o papel de

diminuir, inibir ou reverter o processo de degeneracdo dos neuronios. Contudo, ndo existe

" Discinésias: movimentos involuntérios. As discinésias sdo divididas em dois grupos: as do periodo “ON”
(movimento do doente), caracterizadas por movimentos coreoatetoticos das extremidades e segmento cranial;
e as do periodo “OFF” (estado acinésico do doente), caracterizadas por movimentos disténicos das
extremidades e regido axial.
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nenhum farmaco que possa ser prescrito para esse efeito, embora algumas substancias
utilizadas apresentem um efeito de neuroproteccéo leve (ex: selegilina).>***!

Nos primeiros trés a cinco anos, a maioria dos doentes ndo apresenta uma incapacidade
significativa, contudo, passado este periodo, ocorre em quase todos os doentes uma perda
da eficicia da terapéutica. Ao fim de cinco a dez anos, comecam a aparecer flutuagdes
motoras e discinésias, 0 que obriga & alteracio da estratégia terapéutica.>®834

Os principais tipos de flutuagdes motoras com o farmaco padrdo, a levodopa séo: a
deterioracdo de final de dose (“wearing-off”’), com necessidade de novas doses e as
mudancas bruscas e imprevisiveis do estado de mobilidade do doente, enquanto este se

movimenta ou quando este esta parado (efeito “ON-OF F”).35

2.11.1. Tratamento farmacoldgico
E importante salientar que a grande diferenca entre a DP e outros parkinsonismos é a
possibilidade de na doencga, os sintomas poderem ser razoavelmente controlados com
farmacos e no caso dos outros parkinsonismos o0s sintomas serem total ou parcialmente
resistentes & terapéutica.**
O aparecimento de sintomas que levam ao desenvolvimento de uma incapacidade
funcional, marca o inicio do tratamento sintomatico. Este tem como objectivo o controlo e
a melhoria de tais sintomas. Os sintomas, a idade, a fase da doenca séo alguns factores que
se tém em consideracdo na escolha dos farmacos. A combinacdo de farmacos tem que ser
ajustada a medida que a doenca evolui. 34
A maioria da terapia sintomatica envolve ou tem por base a dopamina. Inclui farmacos
precursores da dopamina, como a levodopa, ou agonistas directos do receptor da
dopamina, como o pramipexol ou ropinirol. Outro tratamento sintomatico, que previne o
metabolismo da dopamina consiste na utilizacdo de inibidores da COMT, como o
etacapone ou inibidores da MAO-B, como a selegilina.*
Todas estas medidas farmacoldgicas sintomaticas apresentadas sdo as mais eficazes e ao
mesmo tempo insatisfatorias, devido aos efeitos adversos que possuem e aos problemas
farmacocinéticos e farmacodinamicos (ex. dificuldade em atravessar a barreira hemato-

encefalica). %3¢
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As actuais e futuras medidas farmacoldgicas sintomaticas estdo representadas no Quadro 4
eb.

Quadro 4: Terapéutica sintomatica oral e de libertagéo continua, para o tratamento da doenca de Parkinson.

Classes Terapéutica oral Terapéutica de libertacio
continua
Precursor da dopamina | levodopa (pré-farmaco)+ Inibidor da descarboxilase | Duodopa (levodopa+carbidopa gel
dos aminoécidos (carbidopa ou benzerazida) + intraduodenal)

Inibidor da COMT

Agonistas bromocriptina; mesilato de di-hidroergocriptina; apomorfina (SC ou IV); Lisuride*
dopaminérgicos pergolida; cabergolina; piribedil; ropinirol; (SC ou 1V); rotigotina (penso
pramipexol transdérmico)

Inibidores da MAO B | rasagiling; selegilina -

Inibidores da COMT | tolcapone; etacapone -

Anticolinérgicos biperideno; tri-hexifenidilo; prociclidina* -

Antiglutamatérgicos Amantadina -

Abreviaturas: COMT - catecol-O-metil-transferase; MAO B — monoaminoxidase B; SC — Subcutaneo; IV —

Intravenoso; *N&o comercializado em Portugal; + Associagdo; + Associa¢do ou ndo. Fonte: adaptado de (18), (32) e (36).

Quadro 5: Possivel terapéutica sintomatica futura, para o tratamento da doenca de Parkinson.

Agonistas parciais da dopamina (ex: pardoprunox)

Antagonistas da adenosina A2a (ex: istradefylline e SYN115)

Inibidor da MAO B, Antiglutamatérgico e Bloqueador dos canais de sodio (ex: safinamide)

Inibidor da MAO B e Bloqueador da libertacdo de glutamato (ex: zonisamide)

Antagonistas mGIuR5 (glutamato)

Antagonistas dos a-adrenoreceptores (ex: fipamexole)

Antagonistas do receptor do glutamato, AMPA (ex: perampanel e talampanel)

Agonistas parciais 5SHT2A — agente serotoninérgico (ex: pimavanserin)

Abreviaturas: AMPA - a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpro-prionato; MAO B - monoaminoxidase. Fonte:
adaptado de (1), (18) e (37).

2.11.2. Terapéutica cirdrgica
O tratamento cirargico da DP, quase abandonado no final da década de sessenta do século
XX, devido ao surgimento da levodopa, teve uma enorme expansdo nos Gltimos anos.®
Devido as complicacdes e limitagdes do tratamento farmacologico e aos progressos de
conhecimento sobre a fisiopatologia aliados as novas técnicas de neuroimagem (TC e RM),

houve um interesse renovado pelo tratamento cirtrgico na DP.3*?
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A cirurgia é um processo complexo, com risco ndo negligenciavel, que requer um grande
empenho dos familiares, doente e equipa médica. Estes factores tornam obrigatoria a
existéncia de critérios rigorosos que permitam seleccionar os doentes que obtenham maior
beneficio com a intervencéo.®

A seleccdo dos doentes para cirurgia cumpre os critérios de diagnostico para a DP. Os
doentes devem ter pelo menos cinco anos de doenga para permitir a exclusdo de outras
formas de parkinsonismo. Os critérios baseiam-se fundamentalmente na idade, na
incapacidade provocada pela doenca, na resposta a levodopa e na avaliacdo

neuropsicoldgica.®

+ Palidotomia e talamotomia
As medidas cirdrgicas para diminuir o tremor e a rigidez na DP ndo sdo recentes. A
observacdo de que as lesbes palidais (no globo palido) poderiam melhorar os sinais
parkinsonianos, fez com que a palidotomia fosse muito utilizada.
A talamotomia cujo alvo cirdrgico a destruir é o nucleo intermédio ventral do tdlamo, foi
considerada a cirurgia mais eficiente para a reducdo do tremor, mas com um indice de
morbilidade a considerar.®*"*?
Estas medidas cirurgicas foram descontinuadas devido as suas limitacdes e substituidas
pela Estimulacéo Cerebral Profunda (ECP).**

+ Estimulacéo Cerebral Profunda
Outro avan¢o no tratamento neurocirurgico foi a introducdo da técnica da ECP, aprovada
pela “Food and Drug Administration” (FDA). A ECP n&o impede a progressao da doenga,
mas reduz o tremor, a bradicinésia e a rigidez. E utilizada também para reduzir a
necessidade de levodopa e outros farmacos, aliviando os sintomas de discinésias e de
flutuagdes motoras.*-*?
A ECP normalmente é realizada em estados mais avancados da doenca, quando o efeito
terapéutico dos farmacos ja ndo é evidente, ou quando os efeitos adversos dos mesmos ja
ndo permitem o seu uso. Esta técnica consiste na implementacéo cirdrgica de um eléctrodo,
numa parte do cérebro, estando este ligado a um aparelho electronico, designado de
gerador de impulsos, que se encontra implantado no torax. Este gerador emite impulsos de

frequéncia de aproximadamente 13Hz, tendo de ser substituido a cada cinco anos.***#1°
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Na DP o eléctrodo pode ser colocado em trés regides do cérebro: no ndcleo subtalamico de
Luys, no gloébulo palido ou no talamo. A ECP nos dois primeiros, pode reduzir o tremor, a
bradicinésia e a rigidez, enquanto que a estimulacdo no tdlamo é usada, principalmente
para reduzir o tremor.**?

As desvantagens da ECP sdo o custo elevado, a necessidade de ajustes periodicos, as
hemorragias, os enfartes, o risco de infeccdo e a mortalidade associada.***®

Devido aos riscos deste procedimento, esta técnica so é utilizada em casos especificos.*

2.11.3. Terapéutica neuroprotectora
As terapéuticas que estdo actualmente em estudo tém, ndo sO, em vista o tratamento
sintomatico mas, principalmente, a cura da DP, impedindo a sua progressdo
neurodegenerativa e permitindo a substituicdo de neurénios com danos.
Cada potencial terapéutica neuroprotectora ou neurorregenerativa terd de demonstrar ter
um impacto, nas incapacidades a longo prazo dos doentes, para ser aceite a sua utilidade
clinica.®
Um grande numero de moléculas foram propostas como potenciais agentes
neuroprotectores para Dp.*®
Moléculas que reduzem a morte de células dopaminérgicas, incluem: os inibidores MAO-B
(ex. selegilina e rasagilina); agentes anti-apoptose (ex. minociclina - inibidor da caspase,
TCH346 e CEP-1347); antagonistas do glutamato (ex. riluzol — utilizado em doencas
degenerativas); antioxidantes (ex. selénio, vitamina C e E, coenzima Q10); bloqueadores
de canais de calcio (ex. “israpidine” ); nicotina (embora fumar ndo seja opgao); factores
de crescimento neurotréficos (ex. “glia cell line-derived neurotrophic factor’- GDNF);
entre outras, -41827:29.38
Dentro destas moléculas, os factores neurotréficos, tem sido bastante estudados quanto as
propriedades neuroprotectoras. Estes factores impedem a neurodegeneracdo da células e
promovem a neurorregeneracdo. Os factores neurotroficos sdo proteinas que actuam
directamente no desenvolvimento do sistema nervoso. Alguns factores actuam apenas
numa fase do crescimento e outros actuam durante toda a vida. Varias familias de factores
neurotroficos foram estudadas, incluindo a familia “brain derived neurotrophic factor”
(BDNF) e “#fransforming growth factor f” (TGF), uma superfamilia que inclui a familia
GDNF.*
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No entanto, a maioria das moléculas referidas ndo indicou definitivamente ter propriedades
neuroprotectoras, nos ensaios clinicos. Tal indica ou a inefectividade de tais propriedades
ou a presenca de limitagdes, nomeadamente ao nivel da dose ou da populacdo em
estUd0.1'4'18'27'29'38

Os agentes neuroprotectores que estao a ser estudados estéo representados no Quadro 6.

Quadro 6: Agentes neuroprotectores em estudo.

Farmacos e substancias com propriedades neuroproctetoras — ainda em estudo

pramipexol — agonista da dopamina

coenzima Q10 — antioxidante e estimulador da cadeia respiratéria

creatina — estimulador da sintese de ATP

polifenol (ch& verde) — antioxidante

inosina — produtor de uratos

“Israpidine” — bloqueador dos canais de célcio

“cogane” — estimulador da sintese/GDNF, BDNF

Abreviaturas: ATP — trifosfato de adenosina; GDNF — “glial cell line-derived neurotrophic factor” e BDNF — “brain-
derived neurotrophic factor” . Fonte: adaptado de (18).

2.11.4. Outras terapéuticas
Outras terapéuticas que estdo em estudo sdo: o transplante de células estaminais; a
neurotransplantacdo, através de tecido adrenomedular e de tecido fetal do mesencéfalo
(pouco eficaz); a inibicdo da agregacdo de a-sinucleina, o uso de imunoterapia; e inibicao
do processo inflamatorio, através da diminui¢do da neuroinflamacdo que acompanha a

neurodegeneragdo.’?®

3. A Terapia Génica

A possibilidade de empregar a TG foi pela primeira vez discutida em 1970, sendo que no
ano 2000 foi relatada a primeira cura por M. Cavazzana-Calvo, totalmente bem sucedida,
na correccdo da doenca “Severe Combined Immune Deficiency” (SCID-X1) em criancas.
No entanto, nos anos 2002 e 2003, duas criangas desenvolveram leucemia causada quando
0 virus utilizado activou um oncogene. Desde entdo, 0s ensaios clinicos de terapias
geneéticas tém sido encarados com algum receio e apreensdo, pois apesar dos resultados
promissores é necessario garantir a seguranca e eficicia da terapia. Por esta razdo a grande

maioria destas técnicas encontra-se disponivel apenas sob a forma de ensaios clinicos e
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experimentais, ndo existindo ainda provas concretas do seu sucesso para aplicagdo da TG
numa rotina clinica.>3%%
No entanto, a possibilidade desta forma de tratamento através da introducdo no corpo
humano de material genético artificial obtido com o auxilio da biotecnologia, tem
avancado & medida que aumenta o conhecimento no Projecto Genoma Humano, sobre 0s
genes responsaveis por caracteristicas normais e patolégicas.*%*3
3.1. Defini¢do e fundamentos da Terapia Génica
A TG consiste na introducéo, correc¢do ou inactivacdo de material genético, por forma a
obter beneficios para o organismo. O conceito de TG, pode ser aplicado a qualquer
procedimento terapéutico em que sequéncias nucleotidicas especificas sdo
intencionalmente introduzidas ou modificadas em células ou tecidos humanos, #4243
A transferéncia génica € um termo que inclui todos os procedimentos que visam a entrada
de material genético na forma de &cido desoxirribonucleico (DNA), acido ribonucleico
(RNA) ou oligonucleétidos, em células alvo. 3941424344
Na TG pode ocorrer:
+ correccdo, quando ocorre a insercdo de um gene funcional no local de um néo
funcional;
+ inactivacdo ou “knocking out” de um gene mutado, que funciona de forma
impropria;
+ adicdo, com a introducdo de um gene ausente no genoma, que ajuda o organismo a

combater a doenca.*?

Existem dois tipos de estratégias utilizadas na TG:

+ TG germinal (TGG), caracteriza-se pela correccdo da doenca pela manipulacéo
genética, em que é introduzido o material genético exdgeno (gene), em células
germinais, gametas ou Ovulos fertilizados (zigotos). O gene inserido sera assim
transmitido as geracGes futuras. Tal correccdo pode passar tanto para células
somaticas como para células germinais, das geragbes futuras, durante a
embriogénese. Contudo, a TGG néo é aplicada em doengas genéticas no Homem,
devido a questbes éticas, pois poderiam ocorrer erros genéticos na

descendéncia.>39424°
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+ TG somatica (TGS), caracteriza-se pela correc¢do da doenca na qual um gene é
inserido, corrigido ou inactivado, em qualquer célula somatica (ex. células
hematopoiéticas) que sofra ou ndo diviséo celular ao longo da vida do organismo.
Na TGS o gene inserido ndo é transmitido as geragdes futuras. Devido a questdes
legais e éticas, os protocolos sdo efectuados somente com este tipo de terapia e de

forma controlada,>3%4°46

As metodologias associadas a TG incluem métodos de isolamento de genes celulares

(clonagem), manipulagdo (engenharia genética) e transferéncia para células humanas.3¥4>4

A metodologia da TG resume-se aos passos referidos no Quadro 7.

Quadro 7: Metodologia geral da Terapia Génica.

Metodologia geral da Terapia Génica

1. Caracterizar etiofisiologicamente a doenga (conhecer o gene implicado na doenca ou cuja expressdo pode modificar a
doenca).

2. Isolar o(s) gene(s) em questao.

3. Escolher o sistema de vectores para a distribuigdo ou transferéncia génica.

4. Inserir o(s) gene(s) de interesse no sistema de vectores.

5. Administrar o sistema de vectores na célula hospedeira num sitio cromossémico adequado.

6. Medir a expresséo do(s) gene(s).

7. Vigiar.

8. Readministrar o(s) gene(s) se necessario.
Fonte: adaptado de (39), (47) e (48).

3.1.1. Terapia in vivo e ex vivo
O aporte do material genético pode ser feito de duas formas:

+ in vivo, ocorre transferéncia do gene e vector directamente para as células do
individuo por via sistémica ou via injec¢do in situ (directamente no tecido alvo),
sem extraccdo ou manipulacdo in vitro. Este método é mais sensivel mas tem
desvantagens, nomeadamente: tem um menor grau de controlo de transferéncia, é
menos eficiente a nivel global (uma vez que ndo pode amplificar as células ja com
o0 transgene) e é dificil alcangcar um elevado grau de especificidade tecidular. No
entanto, este método evita os problemas de reintroducdo do nimero adequado de

células, uma vez que é feito num local do organismo compativel e eficaz.>**’

-25 -



Terapia Génica no tratamento da doenca de Parkinson

+ ex vivo, indirectamente, pela remocéo de tecido do individuo seguida da introducdo
do transgene nas células em culturas in vitro e que depois de expressarem a
proteina ou fendtipo pretendido sdo administradas a fim de corrigir a desordem
genética. As células sdo reintroduzidas por injec¢do. As principais vantagens deste
meétodo sdo permitir seleccionar o tipo de células a tratar e a maior eficicia do

processo (Fig. 7).>44047

" , Seleccdo de celulas
Exiraccdo de células aptas an tra o
e/ ~®._ N o
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Figura 7: Terapia Génica in vivo e ex vivo. Fonte: adaptado de (49).

3.2. Vectores utilizados
O veiculo de transferéncia e de transporte usado para conduzir para dentro das células alvo
0 material genético, contido numa molécula de DNA ou de RNA juntamente com outros
elementos genéticos para a sua manutencdo e expressdo, € denominado de vector. O
objectivo do vector é conduzir o DNA terapéutico até ao nlcleo das células alvo, onde €
descodificado a fim de produzir a proteina terapéutica, ou a entrega de RNA directamente
no citoplasma das células. Contudo, o RNA é mais instavel que o DNA, o que é um factor
limitante ao seu uso. Recentemente, surgiu 0 uso de DNA mitocondrial (DNAmMt) em
vectores genéticos citoplasmaticos, cuja aplicacdo potencial é a reposi¢cdo do mesmo em

células com deficiéncia no metabolismo energético. #3424
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Um dos aspectos mais importantes na TG é a pesquisa de um vector que seja seguro e
confiavel. Apesar deste sistema ainda ndo existir, 0 objectivo é a aproximacdo a um vector
ideal. Assim, para que a terapia seja efectiva estes vectores devem possuir idealmente os

requisitos do Quadro 8.2

Quadro 8: Requisitos ideais dos vectores para a Terapia Génica.

Requisitos ideais dos vectores ‘

Permitir inserir no vector uma grande quantidade de transgene numa forma concentrada;

Serem de facil producdo, manipulacéo e a baixo custo;

Terem capacidade de se dirigir e actuar selectivamente nas células alvo;

Né&o permitem a replicacdo auténoma;

Permitir uma expressdo génica a longo prazo (com regulacéo correcta da transcri¢do e tradugao);

Na&o terem toxicidade e imunogenicidade.

Fonte: adaptado de (43).

Existem dois tipos fundamentais de vectores: vectores virais e vectores néo virais.***

3.2.1. Vectores virais

Actualmente, os virus continuam a ser a forma mais eficaz de transferéncia de genes
terapéuticos pela TG.*

Para que os vectores virais sejam Uteis é necessario que algumas fungbes virais sejam
alteradas por técnicas de engenharia genética, como por exemplo a replicacdo do virus ndo
deve acontecer, de modo a poder-se prevenir a proliferacdo incontrolada do transgene e a
formacdo de agentes patogénicos. Assim, estes vectores virais recombinantes e néo
competentes para a replicacdo viral, mantém ainda a capacidade de um ciclo de infeccéo e
de expressar no interior do hospedeiro, genes que lhes estdo associados (genes
terapéuticos). Exemplos destes vectores incluem: adenovirus, virus adeno-associados
(AAV) (ex. parvovirus), retrovirus, HIV (lentivirus- familia dos retrovirus), poxvirus e
virus vaccinia, virus Herpes-simplex, virus da Hepatite B e virus Influenza.**>*°

Existem duas categorias gerais, em que 0s vectores virais podem ser divididos,
nomeadamente, 0s que integram o seu material genético no genoma do hospedeiro e 0s que
ndo o fazem. Os retrovirus e lentivirus sdo os Unicos virus com capacidade de se integrar.
Os adenovirus ndo se integram no genoma do hospedeiro, o que diminui a possibilidade de

interferirem com genes vitais da célula hospedeira (Fig. 8).***

-27 -



Terapia Génica no tratamento da doenca de Parkinson

&t

Os adenovirus e lentivirus tém a capacidade de infectar diferentes tipos de células e sdo
capazes de transferir genes para células que ndo se encontrem em divisdo.**?
Actualmente, os virus sdo os vectores mais utilizados para a maioria das estratégias de

TGS. 3%

ona ™% omg
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Figura 8: Uso de adenovirus na Terapia Génica. Fonte: adaptado de (42).

3.2.2. Vectores ndo virais

Os métodos de transferéncia génica néo virais sdo divididos em duas categorias: métodos
fisicos ou mecanicos e métodos quimicos.*+*34

Nos métodos fisicos o gene de interesse, também chamado de transgene, é introduzido de
forma mecanica na célula. Existem varios métodos fisicos como a microinjeccéo directa, a
electroporacdo e 0 método biobalistico. A microinjeccéo directa, como o seu nome indica,
consiste na introducao directa de material genético. A electroporacdo consiste num sistema
que gera pulsos eléctricos alternados, que sdo aplicados nas células em solugdo com o
material genético. A corrente gerada abre temporariamente poros na superficie celular
permitindo a entrada de material genético. O método biobalistico baseia-se no uso de
microesferas de ouro ou tungsténio revestidas com DNA. Estas microesferas sao
acelaradas por um gas carregador que as projecta contra as células, com o objectivo de

atingir o ndcleo das mesmas,*!43444

-28 -



Terapia Génica no tratamento da doenca de Parkinson

Os métodos quimicos, como o seu nome indica, utilizam compostos quimicos para garantir
a entrada de material genético nas células. Estes compostos sdo normalmente compostos
catidnicos que interagem com as cargas negativas dos grupos fosfato do DNA, formando
complexos. Apos a formacdo destes complexos, estes entram nas células por endocitose.
Os compostos quimicos utilizados para este efeito sdo o dextrano-dietilamina (DEAE),
polietilenimina, poli-lisina, entre outros. Outros métodos quimicos que também sao
utilizados na TG sdo: a co-precipitacdo de material genético com fosfato de calcio e os
lipossomas. 434446

Actualmente, alguns destes sistemas séo aplicados em conjunto com vectores retrovirais e

adenovirais, com a finalidade de aumentar a eficacia de transferéncia destes vectores.

A Fig.9 representa os principais vectores utilizados na TG e as respectivas percentagens de

utilizacdo, no ano 2008.

Vectores usados em ensaios clinicos de Terapia W

Génica N
Adenovirus 24.9% (n=367)

@ Retrovirus 21.7% (n=320)

@ DNA na/plasmidial 18.3% (n=270)

@ virus vacinia 8.2% (n=120)

@ Lipofeccio 7.1% {(n=105)

@ Poxvirus 6.1% (n=90)

) Virus adeno-associados 4.1% {(n=60)

® virus herpes simplex 3.2% (n=47)
@ Transferéncia de RNA 1.4% (n=21)

) Outras categorias 4.1% (n=60)
@ desconhecidos 3.3% (n=4.1%)

The Journol of Gene Medicine 2008 John Wilsy and Sons Id www.wilsy.co.vk/genmaed/chnicol

Figura 9: Grafico dos vectores mais utilizados nos ensaios clinicos da Terapia Génica, no ano 2008.
Fonte: adaptado de (50).

3.3. Aplicacdo da Terapia Génica em varias doencgas
A TG é a esperanca de tratamento para um grande nimero de doencas até hoje
consideradas incuraveis por métodos convencionais, das hereditarias e neurodegenerativas
(DP e Alzeimer), as diversas formas de cancro e doencas infecciosas.>*#%#3

As percentagens das aplicacdes da TG, no ano 2010, podem-se observar na Fig.10.
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Ensaios clinicos de Terapia Génica desenvolvidos para varias w\\}\
doengas WiLEY

Cancro 64.5% (n=1060)
() Doencas cardiovasculares 8.7% (n=143)
@) Doencas monogénicas 8.2% (n=134)
S Doengas infecciosas 8% (n=131)

D Doencas neurologicas 1.8% (n=30)
@ Doencas oculares 1.1% (n=18)
outras doencas 2.4% (n=40)

) Gene marcador 3% (n=50)
@ voluntarios saudaveis 2.3% (n=38)

The Journal of Gene Medicine, © 2010 John Wiley and Sons Lid www.wiley.co.uk/genmed/clinical

Figura 10: Aplicagdes da Terapia Génica em ensaios clinicos, no ano 2010. Fonte:
adaptado de (50).

Algumas doencas em que foi testada a TG sdo: doencas monogenicas (ex. distrofia
muscular de Duchenne, Fibrose cistica e Hemofilia), cancro, SIDA, doencas
cardiovasculares (ex. ateroesclerose), doencas hepaticas, diabetes, disfuncdo eréctil e
dor 39,40,43,46,51

E de salientar que a percentagem relativa de ensaios clinicos com vista a aplicacdo da TG

as doencas neurodegenerativas, corresponde somente a 1.8%.>°

3.4. Implicacgbes sociais e éticas

O conhecimento actual da gendmica permite a possibilidade de modificar o genoma
humano, com implicages para o individuo e para a sua descendéncia.’

A utilizacdo deste tipo de procedimentos acarreta implicacdes sociais e éticas, ndo podendo
ser aplicado de uma forma irracional, uma vez que os danos podem ser irreversiveis para o
organismo.’

A manipulacdo genética pode por exemplo levar a objectivos terapéuticos com o fim de
intensificar a perfeicdo das caracteristicas do ser humano, levantando problemas éticos

relativos & eugenia, ndo tendo propriamente um fim curativo.’
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A manipulacdo genética de células germinais conduz a uma grande discusséo acerca destas
questdes. Os beneficios e o0s riscos devem ser ponderados antes de qualquer
procedimento.>3942°2

Vérias questBes se levantam quanto ao uso da TG, nomeadamente: O que é considerado
normal ou doenca? Quem decide? S&o doengas que necessitam de ser curadas ou
prevenidas? A busca da cura prejudica a vida dos doentes? Quem vai promover estas

terapias e quem iré financia-las?"2

3.5. Factores e 6rgaos reguladores da Terapia Génica
Embora os fundamentos da TG se encontrem maioritariamente em fase experimental,
pretende-se que estas técnicas sejam aplicadas de uma forma segura e eficaz. Para tal, o
papel do Farmacéutico sera importante, devendo este no futuro participar de forma activa
para 0 uso correcto da técnica e nos cuidados prestados aos utentes. E neste contexto
também, que a formacao de uma equipa multidisciplinar sera o0 modelo mais adequado para
garantir o futuro uso racional da TG.*
Como é uma terapia recente os riscos podem ser imprevisiveis, desta forma varios estudos
tem sido desenvolvidos de maneira a tornar a TG o mais segura possivel.>*?
Os ensaios clinicos da TG exigem um protocolo que assegure em primeira analise a
seguranca e a inocuidade do tratamento. Assim, antes da aplicagcdo em seres humanos, o
gene terapéutico e o sistema de transferéncia sdo testados em células de cultura e em
animais de experiéncia. Consoante os resultados destes primeiros ensaios, passa-se entdo
para 0s ensaios clinicos em individuos doentes ou em individuos saudaveis. Existem quatro
fases de ensaios clinicos, nomeadamente: a fase |, onde sdo testadas a toxicidade e
farmacologia clinica; a fase Il, em que sdo testados de forma preliminar a eficicia e
seguranca; a fase Il1, onde é feita a avaliacdo terapéutica a larga escala, onde séo testadas a
efectividade e a inocuidade em comparag¢do com outras drogas ou farmacos; e a fase 1V,
onde é feita a monitorizacdo apds a introducdo no mercado (como é 6bvio, esta fase ndo
existe actualmente).
Entre os factores a ter em conta num protocolo de TG destacam-se o tipo de heranca
genética das doencgas, o padrdo da heranca geneética (recessivo ou dominante), a natureza
da mutacdo que causa a doenga, o controlo da expressao, o tamanho do gene a inserir no
vector e o tipo de tecido onde se manifesta a doenca (se pode ser extraido, cultivado in

vitro, se é ou nao resistente a manipulacdo e reintroducéo). A resposta imunologica do
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organismo e a dificuldade que colocam as desordens multigénicas (que envolvam
multiplos genes), sdo outros dois importantes factores a ter em conta. >

O sucesso da TG depende da eficiéncia da transferéncia e dos niveis de regulacdo da
expressdo do gene terapéutico, bem como, da sobrevivéncia das células ou tecido alvo
geneticamente modificados no doente.*®

Todos os estudos e aplicacdes da TG tém de ser aprovados e regulados por Orgaos
especificos. A FDA e 0 “National Institutes of Health” (NIH), 6rgdos reguladores Norte-
Americanos. Na Europa, o Comité das Terapias Avancadas (CAT), no seio da agéncia

europeia de avaliacdo dos medicamentos, “European Medicines Agency” (EMA).*>

3.6. Aspectos actuais da Terapia Génica

Actualmente a TG oferece uma enorme potencialidade no tratamento de doencas atraves de
varios métodos e linhas de investigacdo que estdo disponiveis para uma abordagem mais
directa na prevencao e tratamento. A TG, hoje em dia, ndo se limita as possibilidades de
substituir ou corrigir genes defeituosos, ou de eliminar selectivamente células marcadas. A
medida que novos sistemas sdo desenvolvidos, um espectro terapéutico mais amplo surge,
nomeadamente, ao nivel da libertacdo de proteinas terapéuticas, tais como hormonas,
citocinas, anticorpos, antigénios e novas proteinas recombinantes.*?

A FDA e EMA ainda nédo aprovaram nenhum produto de TG para venda. Entretanto, as
pesquisas relacionadas com a TG continuam a crescer, sendo que o nimero de ensaios
clinicos (1989-2010) e as percentagens relativas as fases dos ensaios clinicos que

decorreram no ano 2010, podem ser visualizadas na Fig. 11.44°052

Fases dos ensaios clinicos de Terapia
Génica

fase | 60.5% (n=995)
Dfase /11 18.7% (n=308)
® fase |1 16.2% (n=267)
® fase l1/111 0.8% (n=13)
fase |1l 3.5% (n=57)
® fase IV0.1% (n=2)
individuo dnico 0.1% (n=2)

i3]

37

' Namero de ensaios clinicos - -
2 aprovados (1989-2010) Figura 11: Grificos do nimero de ensaios clinicos

desenvolvidos de 1989-2010 e das fases dos ensaios
clinicos de Terapia Génica no ano 2010. Fonte:
adaptado de (50).

-32 -



Terapia Génica no tratamento da doenca de Parkinson

Embora a TG actualmente seja desenvolvida essencialmente no campo da investigacao,
estdo a decorrer varios ensaios clinicos e prevé-se que nos proximos anos surjam produtos

de TG aprovados.*®
4. A Terapia Génica no tratamento da doenca de Parkinson

Na década passada a TG voltou a ganhar énfase como meio potencial de tratamento de
varias doencas, incluindo as doencas neurodegenerativas como a DP. A TG foi considerada
uma das melhores promessas de desenvolvimento de novos tratamentos para esta doenca.>
A localizacédo selectiva da doenca na substancia nigra (SN) do cérebro, a compreensdo da
biossintese de dopamina e dos circuitos dos ganglios basais, assim como o conhecimento
de factores neurotroficos dopaminérgicos e a disponibilidade de modelos animais,
contribuiram para o desenvolvimento de vérios estudos de TG.?*
As primeiras tentativas de TG para DP utilizaram uma variedade de células e tecidos
transplantados. No entanto, a possibilidade de utilizacdo de vectores virais revolucionou o
campo da TG, fornecendo um método eficiente para a entrega de material genético na
DP.55'57'58
Vérias plataformas virais tém sido desenvolvidas, com base em critérios de seguranca,
contudo, somente 0s AAV (2 e 5) e lentivirus estdo a ser usados nos ensaios clinicos para a
DP.57'58
Os AAV sdo da familia dos parvovirus e tém a vantagem serem aparentemente nao
patogénicos e de apresentarem uma baixa resposta imunolégica nos seres humanos.>
Os lentivirus sdo retrovirus de RNA, capazes de integracdo cromossomica e expressao
estavel a longo prazo. Ao contrario dos AAV, que tem restricbes no tamanho do transgene
inserido (~4.7 kb), os vectores de lentivirus podem acomodar um transgene de tamanho
superior (~8 kb).>">%

4.1. A actuacdo da Terapia Génica ao nivel do Sistema nervoso central
Desde a descoberta da dopamina como neurotransmissor ocorreram grandes avangos na
compreenséo das vias metabdlicas especificas dos ganglios da base.™
Dentre 0s genes candidatos a TG na DP destacam-se 0s genes responsaveis pela producéo
de enzimas da sintese da dopamina, como a tirosina hidroxilase (TH), a guanosina

trifosfato ciclohidrolase 1 (GTP-C1) e a descarboxilase de L-aminoacidos aromaticos
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(DL-AA), assim como, da descarboxilase do 4cido glutamico (GAD).?
A TG para doencas do S.N.C. apresenta um conjunto de restricdes, nomeadamente: a
natureza funcional especifica dos neuronios, a heterogenidade da populacdo celular, os

circuitos de interacco, a barreira hemato-encefalica e a presenca do préprio cranio.®*%

4.2. As razdes para a utilizacdo da Terapia Génica na doenca de Parkinson
Na DP existem varias razes para a utilizacdo da TG, nomeadamente: (i) a fisiopatologia
da doenga, mais precisamente devido ao facto de afectar uma area ao nivel do cérebro de
acesso limitado aos tratamentos convencionais; (ii) existir a possibilidade de aumentar os
niveis de dopamina quando os sintomas da doenca surgem, ou seja, quando mais de 50%
dos neurdnios estdo destruidos na SN, podendo-se fazer a injeccdo directa do vector nos
corpos celulares da mesma ou nos terminais localizados no striatum, sendo que uma Unica
aplicacdo do vector podera resultar numa expressao do transgene estavel e prolongada; (iii)
e por fim, haver possibilidade de cura ou regressao desta doenca debilitante. >>°"¢*

4.3. Estudos desenvolvidos em modelos animais e seres humanos

Os modelos animais da DP reflectem com precisdo este distarbio, imitando a perda de
neurénios dopaminérgicos e a resultante perda de funcdo dos ganglios basais.**
Vaérios estudos de TG com vista ao tratamento da DP, em modelos animais (roedores e
primatas ndo humanos) foram desenvolvidos nos Gltimos anos.>
Ha mais de 35 anos, verificou-se que a injeccdo de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) no
prosencéfalo de roedores induzia uma lesdo nigral aguda, associada ao aparecimento de
hipersensibilidade a agonistas dopaminérgicos como a apomorfina. Esta neurotoxina (6-
OHDA) ndo atravessa a barreira hematoencefélica, portanto deve ser administrada
localmente através de injeccdo estereotdxica, directamente na SN pars compacta ou no
feixe do prosencéfalo medial. Esta descoberta foi muito Util porque permitiu a inducéo de
parkinsonismo unilateral em roedores.!"
Langston e os seus colaboradores por volta de 1983 descobriram que uma heroina sintética
analoga a meperidina, a 1-metil-4fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), convertida no
cérebro no seu metabolito activo, desenvolvia parkinsonismo grave em seres humanos.
Este mesmo grupo de pesquisadores, demonstrou que a administracdo de MPTP em
macacos causava sintomas parkinsonianos, que notavelmente se assemelhavam a DP

idiopatica."®
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A MPTP ¢é uma molécula altamente lipofilica, que atravessa facilmente as membranas
lipidicas, como a barreira hematoencefalica em questdo de segundos apds a sua
administracdo sistémica. Uma vez no encefalo, é rapidamente convertida em 1-metil-4-
fenilpiridinium (MPP™), metabolito activo. A MPTP sofre a ac¢do da enzima MAO-B,
originando o 1-metil-2-fenil-2,3-dihidropiridinum (MPDP*) e MPP”, nas células da glia.
De seguida o MPP® liga-se ao transportador da dopamina e entra nos neuronios
dopaminérgicos. Uma vez dentro dos neurdénios, o MPP" rapidamente acumula-se na
matriz mitocondrial e expulsa a dopamina de dentro das vesiculas, acumulando-se

dopamina e radicais livres no citosol, provocando a morte neuronal (Fig. 12).%

barreira hematoencefalica
\ | 7
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| \
G ‘ complex —
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Figura 12: Mecanismo de acgdo do 1-metil-4fenil-1,2,3,6-
tetraidropiridina. Abreviaturas: DA - dopamina; MAO-B -
monoamina oxidase B; MPP* - 1-metil-4-fenilpiridinium; MPTP -1-
metil-4fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina. Fonte: adaptado de (17).

Nos seres humanos as abordagens de TG na DP, basearam-se nos seguintes critérios:
aumento dos niveis de dopamina por meio do aumento da produc¢do de neurotransmissores,
via reposi¢cdo enzimatica; modulacdo do fendtipo neuronal ou do circuito de sinalizacéo
dos ganglios basais; e neuroprotecgao.>*°">%0.64

Alguns dos estudos efectuados em modelos animais e em seres humanos, serdo analisados

neste trabalho.
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4.3.1. Terapia Génica de reposi¢do enzimética

Durante as duas ultimas décadas, grandes esforcos tém sido desenvolvidos no
mapeamento das vias enzimaticas e mecanismos de armazenamento-libertacdo-recaptacao
de catecolaminas.>’*%%4%

A abordagem de TG para a DP mais 6bvia seria a de reconstituir as enzimas no striatum,
essenciais a sintese de dopamina. A dopamina é obtida da tirosina, via L-Dopa, onde
participam as enzimas TH e DL-AA. A conversdo enzimatica da tirosina a L-Dopa é muito
ineficiente, caso a enzima TH n&o tenha acesso ao cofactor tetrahidrobiopterina (BH4).
Para ter acesso a este cofactor é necessario que a enzima GTP-C1 esteja em perfeito
funcionamento, pois esta € a enzima limitante da sua formacéo. A perda dopaminérgica no

striatum esté associada a uma reducdo na actividade da TH, DL-AA e GTP-C1, bem como,

uma diminuic&o na concentracéo de BH4 (Fig. 13).%"960:65.66
Sintese de dopamina e libertagdo -
Tirosina " Neuronio estriatal

A

Termiral
dopamingrgicog g

dopamina

Figura 13: a) Sintese e neurotransmissdo da dopamina num cérebro normal; b) Sintese de dopamina
mediada pela L-Dopa ou levodopa (pré-farmaco). Abreviaturas: TH — tirosina hidroxilase; AADC ou
DL-AA — descarboxilase de L-aminoacidos arométicos; DAT — Transportador de dopamina; L-DOPA -
levodopa. Fonte: adaptado de (60) e (64).

As estratégias de TG com base nestas vias metabolica estdo em fases | e 1l de ensaios

clinicos e serdo discutidas de seguida.
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<+ Descarboxilase de L-aminoacidos aromaticos / Virus adeno-associados 2
Estudos em primatas ndo humanos,
demonstraram que a entrega do gene
terapéutico da DL-AA utilizando AAV?2
recombinante, é capaz de restaurar a
capacidade de conversdo da L-Dopa em
dopamina no striatum (Fig.14).>"*%%

Estes resultados positivos levaram a que

o m /

-~

estudos clinicos de fase 1, fossem

patrocinados Inc.”
(Cambridge, MA, EUA), onde utilizaram

0 mesmo gene e vector para a transducgéo

pela  “Genzyme

no putamen.®’
Os critérios de entrada no estudo

incluiram: (i) o diagnostico da DP

idiopéatica, com pelo menos duas a quatro
Figura 14: llustracdo da Terapia Génica de

caracteristicas clinicas

principais
identificadas; (ii) na escala de Hoehn e

Yahr os doentes deviam estar entre o

reposi¢do da dopamina, utilizando o gene da enzima
descarboxilase de L-aminodcidos aromaticos.
Abreviaturas: AADC ou DL-AA — descarboxilase
de L-aminoécidos aromaticos. Fonte: adaptado de

60).
estadio 111 e 1V; (iii) possuirem flutuagdes 0
motoras refractarias ao tratamento farmacoldgico sintomatico; (iv) resposta a levodopa
positiva; (v) uso de levodopa superior ou igual a cinco anos; (vi) com uma idade inferior
ou igual a 75 anos; (vii) e com uma idade no diagnostico da doenca igual ou superior a 40
anos.>
Os critérios de exclusdo incluiram: (i) o parkinsonismo atipico, com discinésias violentas
nos Ultimos seis meses e prévia neurocirurgia estereotaxica; (ii) pontuacdo < 26 na escala
de um mini exame mental; (iii) alucinagdes ou delirios nos seis meses antes do exame de
rastreio; (iv) transtorno psiquiatrico grave ou depressivo; (v) historia de neoplasia nos
altimos cinco anos; (vi) e um titulo de anticorpos neutralizantes AAV-2 >1:1,200.%’
Os doentes inscritos no estudo, cinco homens e cinco mulheres com idade média de 64
anos, receberam uma infuso bilateral no putamen de dose baixa (9x10' vector-genoma
(vg)) [n=5] ou de dose alta de (3x10" vg) [n=5], em conjunto com administracdo oral de

levodopa, de forma a estabelecer-se a seguranca terapéutica. Caso efeitos adversos
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fossem observados a administragcdo oral seria parada e assim a enzima DL-AA ficaria
inactiva, pois esta necessita da presenca de levodopa para actuar. Desta forma, uma das
vantagens desta abordagem seria a possibilidade de controlo do efeito pelo ajuste da dose
de levodopa. °"*%%’

Os resultados da escala UPDRS podem ser visualizados na Fig. 15, observando-se que aos
seis meses todos os individuos apresentam uma melhoria na UPDRS total, tanto no estado
“OFF” (estado acinésico ou parado do doente) como no “ON” (estado de movimento do
doente). Também se verificou melhorias no estadio Il da escala UPDRS, com a excepg¢ao

de um individuo que ndo apresentou melhoras no estado “ON" (Fig. 15 sub1).®’
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UPDRS - Unified Parkinscn's Disease Rating Scale

Figura 15: Escala UPDRS total e no estadio motor 111 dos participantes do estudo na “baseline” e
seis meses depois do tratamento para os estados “ON” e “OFF”. Fonte: adaptado de (67).

A melhoria média na UPDRS total foi de 31% no estado “OFF” e 32% no estado “ON”
(Quadro 9).
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Quadro 9: Resultados do ensaio segundo a escala UPDRS total e motora no estadio Ill, para os estados
“OFF” e “ON”dos doentes.

Estado “OFF”

Baseline  6M % p* Baseline 6M

Total UPDRS

Dose baixa 69.6 49.6 28 0.04 32.6 21.8 -33 0.024
“cohort”

Di |

oseal® | go4 | 413 | 33| 0001 | 207 | 205 | 31| 008
“cohort”

Combinaca

ombinagao | . 455 | -31 | 00008 | 31.2 | 212 | -32 | 0.004
“cohorts”

111 UPDRS

——

eba@ | 405 | 266 | 33| 0004 | 158 | 114 | 22| Ns
Cohort

Di |

oedl® | 366 | 231 | -37 | 00014 | 151 | 109 | -28 NS
Cohort

Combinacdo | 286 | 246 | -36 | 00016 | 155 | 112 | -28 NS
cohorts

Abreviaturas: (-) — percentagem de redugdo na escala UPDRS do valor aos seis meses em
comparacdo a “baseline”; p — valor de p segundo o teste Bonferroni; M — meses; NS — sem
significado; UPDRS — “Unified Parkinson’s Disease Rating Scale”. Existem cinco pacientes em
cada “cohort”. Fonte: adaptado de (67).

A média da melhoria no estadio 11l da escala UPDRS foi de 36% no estado “OFF” e de
28% no estado “ON".%’

Os resultados obtidos neste estudo na combinagio dos “cohorts”’”, nos seis meses apds a
intervencdo, mostraram uma reducdo no valor da escala UPDRS total, o que demonstra
resultados positivos. ReducGes similares foram verificadas nos valores da escala UPDRS
motora no estadio 111’

No registo de actividade motora de cada participante observou-se uma reducdo do tempo
de estado “OFF” (de acinésia) com discinésias e um aumento do tempo de estado “ON”
(de movimento) sem discinésias, num periodo de seis meses. O estado “ON” ndo foi
associado ao aumento de discinésias incomodas ou ndo incomodas, verificando-se uma

reducdo do tempo das mesmas ao longo de seis meses (Fig. 16).%

™ cohorts: estudos que envolvem o seguimento de grupos de individuos num periodo de tempo.
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Figura 16: Tempo dispendido nos diferentes estados “ON” ou “OFF” no terceiro e sexto més apos a
intervencdo, em comparagdo com a “baseline”. Fonte: adaptado de (67).

Nenhum participante necessitou de aumentar a dose de levodopa, como terapéutica
adjuvante.®’

O sucesso da transferéncia do gene foi monitorizado utilizando o marcador [*®F]fluoro-L-
m-tirosina (FMT), por imagem PET. A Fig. 17 mostra o aumento médio dos valores de
consumo (Ki®) de FMT no putamen (média do hemisfério direito e esquerdo) um més e
seis meses apds a transferéncia do gene de acordo com a dose recebida. O aumento médio
de consumo foi maior para o “cohort” da dose mais alta, 75% versus 30% do “cohort” da
dose mais baixa, 0 que foi consistente com os niveis mais elevados de expressdo de DL-
AA. A imagem de PET seis meses apds a intervencdo permitiu verificar o aumento de
consumo de FMT em relacdo & “baseline”.>"®"%®

Todos os dez participantes tiveram melhorias que foram descritas segundo a escala
UPDRS, ou seja os valores na escala diminuiram. Outro aspecto a realcar neste estudo foi
que oito dos dez doentes conseguiram reduzir a dose de levodopa, demonstrando-se assim
a actividade desta TG. Curiosamente, estes mesmos doentes apresentaram melhorias com

ou sem a medicagéo auxiliar com levodopa, no estado “ON” ou “OFF” do doente.””®
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Figura 17: Gréfico de consumo de FMT no putamen, ap6s um més e seis meses da intervencao e
imagem PET apds seis meses em comparagdo com a “baseline”.
Dose baixa: (1° més, p=0,02; 6° més p= 0,009); Dose alta: (1° més, p=0,007; 6° més p= 0,004);
Abreviatura: FMT -[*®F]fluoro-L-m-tirosina; Ki° — Valores de consumo de FMT. Fonte: adaptado de
(67) e (68).
Embora, estes resultados tenham sido animadores, 0s autores sugerem a necessidade de um
estudo de fase Il, versus placebo para determinacdo da eficacia destes resultados. Para
além disso, varios efeitos adversos foram relatados, como cefaleias transitorias,
hemorragias intracranianas e em quatro doentes foi registado um aumento transitorio das

discinésias,>*°"°%%7

4+ “ProSavin”
A Oxford BioMedica (Oxford, Reino Unido) em associagdo com o sistema de saude
francés, patrocinou um teste clinico que utiliza um vector multicistronico de lentivirus,
nomeadamente, um virus equino baseado na anemia infecciosa (EAIV). Este vector
permitiu transferir trés tipos de genes relacionados com a sintese de dopamina a partir da
tirosina, para o striatum, mais precisamente: o gene da TH, o gene da GTP-C1 e DL-AA
(Fig. 18). O gene da TH ¢é transformado (TH truncada) de forma a evitar a inibicdo por
“feedback negativo desta enzima pela dopamina. A escolha destes trés genes deve-se ao
facto da restauracdo da actividade da DL-AA requerer administracdo continua de levodopa.
Neste caso, a producdo da levodopa enddgena pode ser conseguida através da transduccéao

das enzimas envolvidas na sua biossintese, a TH e a GTP-C1,%75860.64.65
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A terapia com 0 “ProSavin” demonstrou-se
bem sucedida em modelos animais de
roedores induzidos com 6-OHDA e primatas
ndo humanos com MPTP, °7:°86064
Jarraya e seus colaboradores, utilizaram
modelos animais de primatas ndo humanos
para a entrega dos trés genes através do
vector lentiviral tricistronico. Para
investigar a capacidade de transferéncia dos
genes TH, DL-AA e GPT-C1, 18 macacos
foram distribuidos por trés grupos de seis.
Para simular a DP avangada foi administrada
a neurotoxina MPTP. Os macacos do primeiro
grupo receberam injeccdes bilaterais (cinco)
do vector lentivirus com os trés genes em
estudo, ao nivel do putamen motor. Os do
segundo grupo receberam injeccdes bilaterais
(cinco) do vector lentivirus com o gene
“reporter”**, lacZ, no putamen motor, sendo

considerado o grupo controlo. Os do terceiro

Figura 18: llustracdo da Terapia Génica de
reposi¢do de dopamina, utilizando um vector
lentivirus com os trés genes das enzimas
envolvidas na sintese de  dopamina.
Abreviatura: AADC ou DL-AA -
descarboxilase de L-aminoacidos aromaticos;
BH4 — tetrahidrobiopterina; GCH1 ou GTP-C1
— guanosina trifosfato ciclohidrolase 1; e TH —
tirosina hidroxilase. Fonte: adaptado de (60).

grupo nao receberam qualquer intervencao cirurgica mas foram incluidos como um grupo

controlo adicional, para avaliar a estabilidade do MPTP a longo prazo. Todos os animais

foram mantidos durante o tempo de estudo sem levodopa ou qualquer outro farmaco

dopaminérgico.®

Ao fazerem a anélise extracelular de dopamina no putamen através de microandlise,

realizada dez meses apds a cessacdo de MPTP, verificaram que a concentracdo de

dopamina diminuiu para 27% das concentragdes normais ( Teste de Friedman p<0,001).%

Antes da administragdo com a neurotoxina todos os primatas tém o valor zero na escala de

severidade, “Clinical rating scale” (CRS). Ap0s o tratamento mas antes da injeccdo

lentiviral, os macacos apresentaram um aumento significativo da severidade da DP na

* Gene “reporter”. o gene de interesse ¢ substituido pelo “reporter”, permitindo visualizar o produto da sua
expressao (fluorescente ou corado) e indicando que a zona estudada é importante para a expressdo do gene

em estudo consoante a intensidade da cor transmitida.
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A severidade da deficiéncia Figura 19: Resultados da injeccéo do lentivirus (TH-DL-AA-
GTPC1) em macacos tratados com MPTP, de forma a provocar
motora, ou seja a diminui¢do efeitos parkinsonianos. A) Avaliagio da severidade da doenca
. pela escala CRS; B) Avaliagdo do movimento, através da
dos movimentos, causada pelo gistancia percorrida com auxilio de video. Azul : Administragio
. . . do lentivirus com os genes de interesse; Vermelho:
MPTP foi avaliada através de Administracdo do lentivirus controlo; Cinza: Sem injeccéo viral;
uma analise quantitativa de P[et_o: .Leséo com MPTP; W — semanas apos a trans_ferénciz?
génica; M — més apo6s a transferéncia de genes. Abreviaturas:
movimento a partir de video. AADC ou DL-AA- descarboxilase de L-aminoacidos aromaticos;
CH1 ou GTP-C1 — guanosina trifosfato ciclohidrolase 1; MPTP -
Desta forma, concluiram que 1-metil-4fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina; e TH — tirosina
hidroxilase. Fonte: adaptado de (65).
0S macacos tratados com

MPTP apresentaram uma marcada acinésia (deslocavam-se 8% da distancia percorrida
por animais normais) [n=18]. A

disfungéo postural foi avaliada pela frequéncia de movimentos de criacdo ou de iniciativa
(7% em comparagdo com o estado normal [n = 18]).%

Duas semanas ap0s a injeccao lentiviral, os animais que receberam os trés genes (azul na
Fig. 19B) demonstraram uma melhoria significativa da acinésia em comparacdo com 0s
animais que receberam os controlos, com o gene “reporter” (lacZ; vermelho) ou os que
néo receberam injeccgéo viral (cinza), ambos com um valor de p<0,05, segundo o Teste de
Mann-Whitney.®®
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Os animais tratados com os genes em estudo, continuaram a recuperar da acinésia e do
comprometimento postural, tendo atingido 77% da distancia total percorrida por um animal
normal e 85% da postura normal. Os animais controlo ficaram gravemente doentes em
todos 0s momentos, néo recuperando.®

A anélise neuropatoldgica, post-mortem, realizada 12 semanas apds a cessa¢do do MPTP,
demonstrou uma perda pronunciada de células e uma diminuicdo da funcdo metabdlica na
SN pars compacta e uma diminui¢cdo dramatica das células onde sdo produzidas as
enzimas TH, DL-AA e GTP-C1 e consequentemente de fibras imunorreactivas no striatum
(Fig. 20 B, F, J). A desnervacdo no striatum, avaliada pela perda de TH, resultou num
padrdo heterogéneo de degeneracdo semelhante a observada em doentes com DP. Assim, o
putamen foi mais afectado do que o ndcleo caudado e a parte dorsal do putamen (Fig.
20B seta incompleta branca) mais afectada com que a ventral (Fig. 20B seta incompleta
preta). Os animais tratados por TG com os trés genes tiveram resultados positivos nos

Normal MPTP-Lenti-lacZ MPTP-Lenti-TH-AADC-CH1

i {2
-

<4
TH |

AADC

CH1

Figura 20: Andlise post-mortem dos trangenes num cérebro normal [A, E e I], num cérebro
contolo [B, F e J] e num cérebro com o vector lentiviral com os trés genes (TH — [C]; DL-AA —
[G]; e GTP-C1 — [K]). Numa ampliacdo maior observa-se as fibras imunorreactivas ao longo do
putamen e 0s neurdnios positivos para a TH [D], DL-AA [H] e GPT-C1 [L].

Setas completas — sectores da agulha de injeccdo; Seta incompleta branca — putamen dorsal; Seta
incompleta preta - putamen ventral; Linha tracejada — delineamento do corpo do striatum.
Abreviaturas: AADC ou DL —AA — descarboxilase de L-aminoécidos aromaticos; Cd — ndcleo
caudado; CH1 ou GTP-C1- guanosina trifosfato ciclohidrolase; lacZ — controlo; Lenti —
lentivirus; MPTP - 1-metil-4fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina; P — putamen; TH - tirosina
hidroxilase. Fonte: (65).

-44 -



Terapia Génica no tratamento da doenca de Parkinson

neurdnios, sendo mais evidente estes resultados nos arredores do local da injec¢do do
vector viral, representando quase 15% do volume do putamen (Fig. 20C, G e K).%

Neste mesmo estudo foram mais tarde avaliadas as discinésias induzidas pela levodopa em
comparagdo com o tratamento de TG com os trés genes. Para avaliar se o tratamento
induziu discinésias foram utilizadas imagens de video. A administracdo oral de levodopa
produziu discinésias graves, ao passo que a TG ndo induziu nenhuma discinésia

significativa, durante o periodo de observacao (Fig. 21).%

600 1 [} MPTP + Lenti-TH-AADC-CH1
I MPTP + oral L-dopa
500 1 " »

Escala de
discinésias

400 1

300 1

200 4

100

eventos/120min

Wo w2 w4 wé w8

semanas apos o inicio do tratamento

Figura 21: Comparacdo das discinésias induzidas pelo tratamento com
levodopa e com a Terapia Génica dos genes TH, DL-AA e GTP-C1, com o
lentivirus. Abreviaturas: AADC ou DL-AA - descarboxilase de L-
aminoacidos aromaticos; CH1 ou GTP-C1 - guanosina trifosfato
ciclohidrolase; TH — tirosina hidroxilase. Fonte: adaptado de (65).

Iniciaram-se depois 0s ensaios clinicos, em seres humanos com “ProSavin”. Nestes
estudos duas doses diferentes foram utilizadas, sendo que no ano 2009 a “Oxford
BioMedica” anunciou que ambas foram bem toleradas pelos doentes, melhorando a funcéo
motora e qualidade de vida dos mesmos, sem evidéncia de imunotoxicidade ou efeitos
adversos. Na fase | ao fim de 6 meses, 0 grupo que recebeu a dose mais elevada possuiu
uma melhoria motora de 34% em relacéo & “baseline”.>"®

Numa segunda etapa, foi elaborado um estudo de determinacéo da eficacia da dose ideal
(2010). Neste estudo de fase Il onde participaram 12 individuos, os critérios de seleccdo

foram: (i) idade entre 0s 50 e 65 anos; (ii) com diagnostico de DP idiopatica bilateral
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superior a cinco anos; (iii) com estadios Il e IV na escala de Hoehn e Yahr; (iv) presenca
de flutuacBes motoras; (v) e resposta positiva a terapia dopaminérgica.””®®
Os resultados obtidos nesta fase levaram a concluir que esta terapia era segura e bem
tolerada ao fim de dois anos apds o tratamento. Dois de cada trés participantes do grupo
que recebeu a dose inicial mais baixa apresentaram melhorias da fungdo motora de 30% ao
fim de dois anos, na escala motora UPDRS estadio Il durante o estado “OFF” (acinésico).
Concluiu-se também que ndo houve problemas de seguranca e o0s participantes
permaneceram bem sem evidéncia de toxicidade. A melhoria maxima da fungdo motora
ap6s um ano de tratamento foi de 56% no grupo que recebeu a dose mais elevada.®®
Embora se tenha verificado melhorias significativas na qualidade de vida dos participantes
deste estudo, uma adverténcia foi feita ao facto dos neurénios ndo dopaminérgicos também
serem atingidos, por este tipo de terapia.””®

4.3.2. Terapia Génica na modulagéo do circuito dos ganglios basais
As neurocirurgias como a palidotomia e talamotomia, foram intervengdes muito utilizadas
para a reducdo dos problemas motores da DP. No entanto, as lesdes no cerebro sdo
irreversiveis e os seus efeitos dificeis de prever. Desta forma, novos métodos de inibicao
dos ganglios basais (segmento interno do globo palido e nucleo subtalamico de Luys)
foram utilizados, assim como a Estimulacdo Cerebral Profunda (ECP). Os beneficios da
ECP no nucleo subtalamico de Luys, em individuos com DP, incluiram melhorias na
rigidez, acinésia e tremor, ao ponto da farmacoterapia poder ser reduzida. A ECP é
utilizada em doentes com DP avancada, de forma a bloquear o ndcleo subtalamico de Luys
e consequentemente reduzir a excitagdo neuronal, devido ao aumento do neurotransmissor
inibitdrio, 4cido-y-aminobutirico (GABA). %4
A perda de dopamina nigroestriatal ndo provoca alteragdes neurofisioldgicas isoladamente,
pelo contrario, conduz a alteracdes complexas ao longo do circuito dos ganglios basais.
Claramente, a perda da inervacdo dopaminérgica do striatum traduz-se numa hiper-
actividade no nucleo subtaldmico de Luys, que resulta num aumento de actividade nos
nucleos de saida, ou seja, no segmento interno do globo palido e SN pars reticulata, que
por sua vez inibem os centros motores do talamo.>*®
Tanto a ablacdo deste ncleo como a utilizagdo da ECP tem sido utilizados e tem sugerido
que a modulacdo fenotipica do nicleo subtalamico de Luys, pode ser benéfica a um

subgrupo de doentes.>”®
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Assim, a identificacdo dos mecanismos subsjacentes a actividade eléctrica anormal do
circuito dos ganglios cortico-basais, pode permitir outras abordagens de TG. Uma
abordagem alternativa para obter o silenciamento deste nucleo é a conversdo dos neurénios
excitatorios num fenétipo inibitério, a partir do GABA.>" %

As vias da sintese excitatdria pelo glutamato e inibitoria pelo GABA estdo relacionadas.
Na verdade, 0 GABA é sintetizado directamente do glutamato pela enzima descarboxilase
do &cido glutamico (GAD), que possui duas isoformas (GAD65 e GAD67). Assim, a
sobreexpressdo de GAD, num neurdnio glutaminérgico, leva a formagdo de GABA em
detrimento do glutamato. No entanto, o armazenamento e libertacdo do GABA fica
comprometido, uma vez que, o transportador vesicular de glutamato é altamente especifico
para este e assim é mantida a actividade inibitéria do GABA.4%

Com base na hipdtese de que o GABA pode inibir a actividade excitatoria do nucleo
subtalamico de Luys e reverter os sintomas motores da DP, foi desenvolvida uma
abordagem de TG para entregar o gene da GAD no nucleo subtaldmico com vectores de
virus adeno-associados (AAV).”0™

Estudos iniciais, utilizaram modelos animais de roedores, aos quais foi induzida a DP com
6-OHDA. Estes animais receberam no nucleo subtalamico de Luys injeccbes de AAV2
recombinante com os genes GAD65, GAD67 e um gene marcador de proteina verde
fluorescente (GFP), o controlo.®*®®

Nestes animais a produgdo de GABA foi medida verificando-se a sobreexpressdo do
AAV2 recombinante do GADG65, levando a um aumento de producdo de GABA.
Observou-se também, nos mesmos animais, uma diminuicdo da rotacdo®® induzida por
anfetaminas ou apomorfina, com o GADG65. Tal significa que houve uma reducdo da area
lesada e os animais passaram a rodar menos no sentido da lesdo, ou seja, ambas areas
lesadas ou ndo do cérebro passaram a ser estimuladas pelas drogas.®*®

Relativamente ao GADG67 pareceu ser menos eficiente na protec¢do dos neurénios da SN
pars compacta e na diminuico da rotacdo induzida pela apomorfina.®*

Este estudo foi posteriormente replicado em macacos rhesus induzidos com MPTP, que

receberam uma injeccéo unilateral de AAV recombinante com GAD (65 ou 67) ou GFP.

%8 Teste de rotacdo induzida por drogas: teste bem estabelecido para avaliar o défice de dopamina apds a
lesdo. Os animais rodam para a direita ou esquerda apés lesdo e a administracdo de doses elevadas de drogas.
Tais movimentos sdo registados por um aparelho medidor das rotacdes. As rotacdes sdo normalmente feitas
no sentido da lesdo. Drogas como a apomorfina, estimulam mais os receptores no lado do cérebro intacto,
induzindo o animal a rodar para o lado oposto da &rea do cérebro com mais receptores activos.
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As andlises de PET mostraram um aumento do metabolismo do cortex motor ipsilateral (do
lado da lesdo) dos animais em estudo em comparacdo com grupos controlo. A infusdo dos
vectores com as duas isoformas resultou ndo sé numa melhoria do comportamento mas
também em comportamentos espontaneos.®*®®

Todos estes dados levaram ao desenvolvimento de ensaios clinicos de fase | e I, onde foi
avaliada a seguranca e tolerabilidade, num estudo duplamente cego patrocinado pela
“Neurologix Inc.” (Fort Lee, Nova Jersey, EUA). Os critérios de inclusdo no estudo
foram: (i) DP idiopética a pelo menos cinco anos; (ii) pontuacdo de trés na escala de
UPDRS >25 no estado “OFF”; (iii) e demonstrar complicacdes na resposta a levodopa,
pelo menos, de 12 meses.>">9%4

Na fase | do ensaio clinico 12 participantes (11 homens e uma mulher), receberam uma
injeccdo unilateralmente no nacleo subtaldamico de Luys, de uma de trés doses de AAV2-
GAD 65 e 67 (baixa, média ou alta). Neste ensaio de seguranca nenhum efeito adverso
grave foi registado e apds um ano registou-se uma melhoria de 29% em relacdo a escala
UPDRS total. O efeito foi observado pela primeira vez trés meses ap6s a cirugia e persistiu
até 12 meses.”®

Com base neste dados, iniciaram-se 0s ensaios clinicos de fase Il para testar a seguranca e
eficacia. Nestes Kaplitt e seus colaboradores utilizaram o mesmo ndmero de participantes
(12) com idade média de 58.2 anos + 5.2 anos, com DP idiopatica.®* "

Os critérios de inclusdo no estudo foram: (i) idade dos participantes compreendidas entre
0s 25 e 70 anos; (ii) duracdo da DP de pelo menos cinco anos; (iii) estadio 111 ou superior
na escala de Hoehn e Yahr; (iv) pontuacdo de 30 ou mais na escala motora UPDRS Ill, no
estado “OFF”; (v) complicagdes motoras com o tratamento com a levodopa; (vi) e uma
esquema terapéutico estavel com farmacos antiparkinsonianos a pelo menos trés meses.
Os critérios de exclusao foram: (i) a presenca de disfuncao cognitiva considerada por testes

neuropsiquiatricos; (ii) e contra-indicacdo para cirtrgia.”
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O tratamento total ou unilateral no ndcleo subtalamico de Luys com GAD-AAV conduziu
a melhorias na escala motora UDPRS, tanto no estado “ON” (de movimento do doente)
como no estado “OFF” (acinésico) (Fig. 22 — graficos roxos). Apds um més da intervencéo
ndo se registaram melhorias estatisticamente significativas. Contudo, apds trés meses,
ambos os estados “ON” e¢ “OFF” demonstraram melhorias significativas em relacdo a
“baseline” (19% com p= 0.0244; e 25% com p= 0.0182), bem como, ao fim de seis meses
(28% com p=0.0006; e 26% com p= 0.0126) e 12 meses (24% com p= 0.0038; e 27% com
p=0.0098).”
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Figura 22: Graficos das melhorias motoras segundo a escala UPDRS para o estado “OFF” e “ON”, com
tratamento total ou unilateral do nucleo subtalamico de Luys. Para o estado “OFF” as medidas foram
feitas 12 horas apds cessar a medicacdo oral. Para o estado “ON” as medidas foram feitas 1 hora ap6s a
administracdo matinal da medicacdo oral. Roxo — regido do ndcleo subtaldmico de Luys com tratamento
total ou unilateral com GAD-AAV. Azul — regio do nucleo subtaldmico de Luys contralateral, sem
tratamento. Fontes: adaptado de (70). * (p<0.05); T(p<0.01); I (p<0.005).

Uma melhoria significativa na escala UPDRS foi registada no lado do corpo oposto ao
hemisfério tratado (contralateral), com tratamento unilateral, no estado “OFF”, p= 0.0035
e no estado “ON”, p= 0.0007; RMANOVA (Fig.22 - azul).”

No lado do ndcleo tratado de forma unilateral, a escala UPDRS no estado “OFF”,
melhorou 33% (p= 0.0012) e 29% (p= 0.0057) em seis e 12 meses, respectivamente
(Fig.22 — roxo em baixo)."”

Dez dos 12 participantes apresentaram melhoria na UPDRS no estado “OFF”, em 12
meses. Quatro participantes apresentaram melhorias entre os 0%-20% e dois melhoraram

entre 0s 20%-40%. Outros quatro melhoram mais de 40% em todo o corpo na escala
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UPDRS no estado “OFF”. O Quadro 10 permite visualizar os valores segundo a escala
UPDRS para todos os participantes em qualquer instante, em comparacéo & “baseline”.”
As reaccOes adversas observadas nos participantes foram consideradas leves ou sem
relagdo com esta TG.”

Relativamente a quantidade de farmacos antiparkinsonianos consumidos por dia pelos
doentes neste estudo, esta ndo se alterou significativamente ao longo do estudo,

curiosamente até diminufu (Fig. 23).”

Quadro 10: Valores do UPDRS no estado “OFF” e “ON”.

Estado OFF  Dose “baseline” ‘ Més 1* Més 3* Més 6* Més 12* ‘
Doente 1 Baixa 35 26(-26%) 18(-49%) 25(-29%) 15(-57%)
Doente 2 Baixa 48 52(8%) 45(-6%) 48(0%) 52(8%)
Doente 3 Baixa 31 25(-19%) 39(26%) 22(-29%) 27(-13%)
Doente 4 Baixa 46 49(7%) 44(-4%) 52(13%) 42(-9%)
Doente 5 Média 37 35(-5%) 30(-19%) 28(-24%) 36(-3%)
Doente 6 Média 30 33(10%) 30(0%) 15(-50%) 18(-40%)
Doente 7 Média 33 22(-33%) 18(-45%) 34(3%) 22(-33%)
Doente 8 Média 38 19(-50%) 17(-55%) 18(-45%) 16(-58%)
Doente 9 Alta 36 43(19%) 43(19%) 33(-8%) 49(36%)
Doente 10 Alta 56 51(-9%) 48(-14%) 30(-46%) 46(-18%)
Doente 11 Alta 45 29(-36%) 22(-51%) 18(-60%) 16(-64%)
Doente 12 Alta 35 23(-34%) 25(-29%) 16(-54%) 19(-46%)
Média 39.2 339 316 28.3 29.8
Mudanga no grupo em relacio a “baseline” -13.4% -19.4% -27.9% -23.8%
Doente 1 Baixa 19 17(-11%) 13(-32%) 17(-11%) 12(-37%)
Doente 2 Baixa 29 25(-14%) 22(-24%) 29(0%) 22(-24%)
Doente 3 Baixa 9 14(56%) 16(78%) 15(67%) 16(78%)
Doente 4 Baixa 27 22(-19%) 16(-41%) 20(-26%) 20(-26%)
Doente 5 Meédia 27 24(-11%) 22(-19%) 24(-11%) 28(4%)
Doente 6 Média 19 18(-5%) 16(-16%) 7(-63%) 9(-53%)
Doente 7 Média 24 17(-29%) 12(-50%) 20(-17%) 10(-58%)
Doente 8 Média 12 14(17%) 13(8%) 10(-17%) 8(-33%)
Doente 9 Alta 15 16(7%) 20(33%) 16(7%) 26(73%)
Doente 10 Alta 35 35(0%) 33(-6%) 24(-31%) 32(-9%)
Doente 11 Alta 33 15(-55%) 9(-73%) 8(-76%) 5(-85%)
Doente 12 Alta 16 9(-44%) 6(-63%) 5(-69%) 5(-69%)
Média 221 18.8 16.5 16.3 16.1
Mudanga no grupo em relagio a “baseline” -14.7% -25.3% -26.4% -27.2%

Abreviaturas: * - Percentagem de mudanga em comparagdo a “baseline
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Figura 23: Mudangas na dose diéria de farmacos dopaminérgicos. Fonte: adaptado de (70).

Numa anélise de PET, ap6s 12 meses e em comparagdo a “baseline”’, demonstrou uma
reducdo significativa no metabolismo da glicose no talamo no hemisfério tratado com
GAD-AAV (p< 0.001, segundo o teste t), como se pode ver na Fig. 24. Esta reducdo é
coerente com 0s principios desta TG, uma vez que 0 aumento da concentracdo de GABA
no cérebro inibe a actividade do talamo, comprovando-se assim o efeito deste
procedimento.”

N&o houve correlaccdes significativas entre a TG e a actividade metabdlica no hemisfério

nio tratado.”
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Figura 24: Redugdo da actividade metabdlica do tdlamo ap6s a Terapia Génica no ndcleo
subtalamico de Luys. A) Representacdo axial e sagital 12 meses apds a terapia génica. B)
Actividade metabolica nos hemisférios operados e ndo operados na “baseline” e ap0s 12
meses. * p<0.02 Fonte: adaptado de (70).
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Os resultados demonstraram que a transferéncia de genes mediada por AAV pode ser
segura, sem evidéncia de substancias toxicas ou efeitos adversos e sem mortes.

Este tipo de TG foi descrita como potencialmente poderosa em comparacdo a ECP,
contudo, com a ressalva de que as consequéncias a longo prazo ainda séo

desconhecidas.>”®

4.3.3. Terapia Génica neuroprotectora
Como a DP é uma doenca, neurodegenerativa e progressiva, tem havido um esforgo para
encontrar estratégias para desacelarar ou reverter o processo degenerativo.®
Uma vez que os sintomas motores da DP s surgem apds a perda substancial de neuronios
dopaminérgicos na SN pars compacta, a proteccdo destas células € uma meta terapéutica
6bvia.”’
Varios estudos foram desenvolvidos em modelos animais (>50 estudos pré-clinicos) e em
seres humanos (aproxidamente 9 ensaios clinicos), baseados em genes e utilizando os
factores de neuroproteccdo, nomeadamente os factores neurotréficos. Actualmente,
continuam a ser desenvolvidos estudos deste tipo, uma vez que a utilizacdo destes factores
de proteccdo tém mostrado ser uma mais valia para a doenca.”?
Os factores neurotroficos tém uma historia enorme de investigacdo bioldgica e clinica.
Desde a descoberta do factor de crescimento neural, por Rita Levi-Montalcini em 1954,
esta area de investigacdo tem avancado consideravelmente, nomeadamente ao nivel da
novas funcOes destes factores e da identificacdo de subpopulacGes. Contudo, a
identificacdo do factor adequado é apenas parte do desafio, a identificacdo de meios para
entrega dos mesmos também o 6.%%"
Os objectivos desta abordagem s&o: (i) melhorar sintomas, restaurando a fungdo dos
neurdnios dopaminérgicos que sofreram degeneragdo nigroestriatal, aumentando assim a
biossintese de dopamina; (ii) permitir a proteccdo dos neutdnios impedindo a
neurodegeneracao; (iii) e ainda retardar ou travar a progresséo da doenca.”
A vantagem deste tipo de abordagem ¢é facilitar a producdo de dopamina endégena sem
interrupgdo do circuito dos ganglios basais. ™
A maioria dos estudos feitos em modelos animais, onde se simulou a morte dos neurénios
dopaminérgicos, verificou-se a existéncia de neuroproteccao utilizando como tratamento o

factor neurotréfico protétipo, o “glia cell line-derived neurotrophic factor” (GDNF). Este
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factor derivado da glia foi descoberto em 1993 e pertence a familia de factores de
crescimento 3, sendo a molécula mais bem estudada em termos de neuroproteccdo. O
GDNF ¢ expresso em niveis elevados durante o desenvolvimento embrionario e é mantido
em niveis baixos na vida adulta,>"**>%%

Os primeiros estudos da acgdo neuroprotectora do GDNF foram realizados por injec¢ao
directa ou por infusdo da proteina recombinante, no espaco intracerebroventricular ou no
parénquima cerebral.>*®*

O primeiro ensaio clinico foi iniciado em 1996, onde se utilizou uma infusdo continua de
proteina recombinante do GDNF, intracerebroventricular, utilizando bombas mecanicas.
Foram seleccionados 50 participantes com DP moderada ou avancada, que receberam uma
injeccdo bdlus de 25-4000ug GDNF no ventriculo lateral, durante cada més e no total de
28 meses. O estudo foi realizado de forma duplamente cega. Contudo, os resultados foram
decepcionantes uma vez que nao se registou qualquer melhoria, pelo contrario, foram
registados varios efeitos adversos, como nauseas, vomitos, perda de peso, depressao e
parestesias. Tais efeitos adversos foram atribuidos a estimulacdo pelo GDNF de regides do
cérebro extra-striatum e a penetracdo limitada do liquido cefalorraquidiano para o
parénquima cerebral.>%% 73

Devido ao fracasso do primeiro ensaio clinico, verificou-se a necessidade de mudanca do
local de accdo, nomeadamente para o putamen. Assim, foi elaborado outro estudo em
doentes com DP idiopatica, que receberam a terapia bilateralmente através de um catécter
intraparenquimatoso, no putamen postero-dorsal. Os resultados foram mais animadores
sem evidéncias de efeitos adversos e os doentes apresentaram melhorias da funcdo motora
de 40% na escala de UPDRS.%

Baseado nestes dados estudos de eficacia, duplamente cegos e controlados por placebo,
para entrega intra-putamen da proteina GDNF, foram desenvolvidos, mas ndo foram bem
sucedidos. Consequentemente, 0s ensaios clinicos foram interrompidos, uma vez que a
neurotrofina ndo alcangou niveis adequados no cérebro dos seres humanos. Os doentes
tratados a longo prazo com este factor neurotréfico desenvolveram também anticorpos
anti-GDNF, o que constituiu mais um factor para o insucesso deste tipo de tratamento. Para
além destes aspectos, observou-se num estudo posterior em primatas ndo humanos, a
degeneracédo das células de Purkinje ao nivel do cerebelo, o que sugeriu um vazamento do

péptideo GDNF para fora do local de acgao.*®*%%
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No entanto, vérias outras estratégias para aumentar a expressdo de GDNF ao nivel do
striatum foram bem sucedidas na reducdo e ou prevencdo da morte dopaminérgica
nigroestriatal e na reducdo dos sintomas parkinsonianos comportamentais, utilizando
modelos animais (ex. macaco-rhesus e roedores), induzidos com MPTP ou 6-OHDA. >89
Em ambos os modelos DP em roedores e primatas a transferéncia do gene GDNF foi
alcancada utilizando adenovirus (Barkats et al., 1998), herpes virus (Simonato et al., 2000;
Fink et al., 2003), AAV (Mandel et al., 2006), ou lentivirus (Jakobsson e Lundberg, 2006),
demonstrando-se a neuroprotecco.>®>%

Num estudo pioneiro desenvolvido por Marta Bohn e seus colaboradores, descobriram que
a administracdo supranigral de GDNF utilizando como vector um adenovirus, sete dias
antes da provocacdo da lesdo no striatum com 6-OHDA, em roedores, resultava numa
proteccdo de 75% dos neurénios dopaminérgicos.>*®"

Choi Lundberg, repetiu o estudo pioneiro utilizando o vector de adenovirus injectando o
mesmo intra-striatum, contudo, alterou a forma da lesdo para uma lesdo parcial com 6-
OHDA. Os resultados obtidos foram satisfatérios, uma vez que a assimetria
comportamental dos roedores foi reduzida e as células nigrais foram protegidas, no
entanto, ndo houve melhoria na densidade das fibras do striatum. Outro aspecto a realcar
foi o facto do adenovirus ter produzido uma forte resposta inflamatoria no local da
injeccdo, destacando-se a necessidade de utilizar vectores virais menos imunogénicos (ex.
AAV ou lentivirus),>%48673

Num estudo mais recente (2008), desenvolvido por Yun Zhang e William Pardridge, foram
utilizados outro tipo de vectores ndo virais, mais precisamente o “Trojan horse”
lipossomas (THLs), também designados por imunolipossomas peguilados. Neste estudo, o
transgene GDNF foi colocado sob a influéncia do promotor da TH, por forma a restringir a
expressdo do factor nas células catecolaminérgicas no cérebro. Assim, o GDNF é apenas
expresso na substdncia nigra do cérebro, garantindo a neuroproteccdo. O plasmideo
recombinante obtido (pTHpro-GDNF) foi encapsulado no interior dos lipossomas e a
superficie dos mesmos conjugada com polietilenoglicol.”

No mesmo estudo, a evolucdo da lesdo com 6-OHDA em roedores foi monitorizada por
ensaios de neurocomportamento, utilizando apomorfina e anfetamina para indugdo da

rotacdo.”
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Nos animais tratados com solucdo salina, a rotagdo induzida pelas drogas aumentou
durante seis semanas ap0s a injeccdo da toxina (6-OHDA). Nos animais tratados com
THLs (com pTHproGDNF) e em que a administracao foi realizada na primeira, segunda e
terceira semana apos a administracdo da toxina, a rotacdo induzida pelas drogas manteve-
se em niveis mais baixos, o que significa uma reduco da 4rea lesada (Fig.25)."
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Figura 25: MedigBes da rotacdo com apomorfina (A) ou amfetamina (B), em roedores com doenga
de Parkinson tratados com solucdo salina ou com lipossomas (THLs); O tratamento foi administrado
na primeira, segunda e terceira semana depois da administragdo da toxina, como esté representado
pelas setas em (A); *p<0.05; *p< 0.005; 'p<0.0005; Abreviaturas: RPM — rotacdes por minuto.
Fonte: adaptado de (75).

Como a expressdo do transgene GDNF esta sob a influéncia do promotor da TH a sua
expressao no cerebro fica confinada a regides vizinhas da regido onde o gene TH é
expresso, estando assim este relacionado com a actividade da enzima TH."

A actividade da enzima TH no striatum foi medida seis semanas apds a administracdo da
toxina, em ambos os lados do cérebro (lesado e ndo lesado), nos roedores tratados com
solucdo salina e THLs (Fig. 26). Verificou-se uma reducdo de 99% de actividade da
enzima TH no striatum do lado lesado, para a solucdo salina. Contudo, a reducdo da
mesma enzima foi de apenas 23% para 0s animais tratados com THLs, na primeira,
segunda e terceira semana ap0s a administracdo da toxina. Por outro lado, quando tratados
com uma Unica injeccdo de THLs na segunda semana ap0s a administracdo da toxina,
observou-se uma reducédo de 91% da enzima TH, o que significa que as injeccOes repetidas
s30 mais eficazes.”

Os resultados deste estudo fornecem evidéncias de uma recuperacdo quase completa dos
efeitos toxicos da 6-OHDA, quando tratados os animais com THLs (pTHproGDNF)

durante vérias semanas.”
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Figura 26: Actividade da enzima tirosina hidroxilase (TH) no lado do cérebro lesado em
comparacdo com o nao lesado, nos roedores tratados com solugéo salina ou lipossomas (THLs); O
tratamento com THLs foi efectuado na primeira, segunda e terceira semana ou com uma dose Unica
duas semanas ap6s a administracdo da 6-OHDA. A actividade da enzima no striatum foi medida
seis semanas apos a administracéo da toxina. Fonte: adaptado de (75).

Foram também efectuados estudos em roedores (Gasmi et al., 2007) e primatas nao
humanos (Kordower et al., 2006; e Herzog et al., 2007), com um outro membro da familia
destes factores, a neurturina (NTN), expressa nos ganglios da base, demonstrando-se neste
caso protecc¢do eficaz dos neurdnios dopaminérgicos, sem o desenvolvimento de anticorpos
neutralizantes ou degeneragdo cerebelar.®>"58:64.66.73

A NTN foi descoberta em 1996 nos laboratérios de Jeffrey Milbrandt, como o segundo
membro dos factores neurotréficos e obteve resultados benéficos ao nivel da
neuroprotec¢o e neurorestruturacdo de dopamina, >’ 8.6466.73

Num estudo desenvolvido por Herzog C. e seus colaboradores, primatas ndo humanos
receberam injeccdes bilaterais de CERE-120 ou NTN, segundo uma escala de doses (de
6x10™ até 6x10™ vg) ou solugdo controlo. Foi utilizado como vector viral um AA2V."®
Nos animais tratados com CERE-120 verificou-se uma forte imunomarcacdo da proteina
no striatum (Fig. 27 b, c e d).”®

A andlise estatistica de Kruskal-Wallis revelou um efeito significativo em relagdo a dose

de CERE-120 [H (1,3) = 18.53; p<0.001].”
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no volume de NTN na dose média e
alta, em comparagdo com a dose
mais baixa (Fig. 27 €).”

Na SN pars compacta, foi
observada a NTN (Fig. 28 b-d). Na

andlise  “post hoc” de Tukey, '

revelou uma diferenca significativa

na quantidade de NTN entre 0s o 3:“.‘. P <0.050
grupos do estudo [F (3,8) = 4.36; |z ™7 Faa
p=0.042; Fig. 28e], bem como, que ; 2001 ] 1
a intensidade de NTN aumentou de é 150
forma dose-dependente [F (3,8) = E 100
9.53; p<0.005; Fig. 28 f]."® Z w0l I
O tratamento com CERE-120 E ol 1 :
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aumentou a TH ao nivel do ot Moo gl M LT

striatum, uma vez que houve um  Figura 27: Relagdo dose — expressdo de neurturina no
] striatum. Fotomicrografias da imunorreactividade de
aumento evidente da Sua  neurturina no caudado e no putamen, em animais
. . . injectados com: (a) solucdo controlo; (b) dose baixa, (c)
intensidade  nas  imagens, €M 4, media, (d) dose alta, de CERE-120. () Histograma
5 ilustrando um aumento dose-dependente no volume médio
comparacao  com 05 grupos de neurturina no striatum. Abreviaturas: Cd — Caudado;
controlo. A imunorreactividade IC — Cépsula Interna; LV — Ventriculo Lateral; NTN —
Neurturina; Pt — putamen. Fonte: adaptado de (76).
mais intensa da TH coincide com as

areas delimitadas pela NTN, nas doses média e alta (Fig. 29 b-d). A quantificacdo da TH
por densiometria Optica mostrou uma tendéncia para o aumento de intensidade da TH no
caudado de animais injectados com CERE-120 com o aumento da dose [F (3,8) =3.07; p =
0.091); Fig. 29e]. Um aumento estatisticamente significativo nas doses média e alta
(aumentos de 60 e 65%), em comparagdo com os controlos no putamen, também foi
verificado (Fig. 29 f)."”

Um aumento qualitativo da TH foi observada na SN, com o aumento da dose Fig. 30 b-d.”

“post hoc”: Andlise de dados apds término da experiéncia.
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Figura 28: Imunorreactividade da neurturina na substancia nigra.

Fotomicrografias da neurturina na substancia nigra, dos animais que
receberam () solugéo controlo, (b) dose baixa, (c) dose média, (d) dose alta,
de CERE-120. Histogramas da quantidade de neurturina (e) e intensidade de
neurturina (f). Abreviaturas: NTN — neurturina. Fonte: adaptado de (76).

ano 2005 e 2007). Na fase I, onde participaram 12 individuos com DP utilizou-se uma dose

baixa (1.3x10*vg) [n = 6] e uma dose alta (quatro vezes maior) [n = 6].
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Os resultados deste
estudo foram favoraveis
em termos de seguranca e
tolerabilidade, observando-
se algumas melhorias nos
sintomas caracteristicos da
DP. 57,58,59,64

Houve uma  melhoria
significativa de 36% na DP
segundo a escala de
UPDRS, ndo se registando
diferengas entre as duas

doses utilizadas. Devido a
estes resultados positivos,
foi elaborado um ensaio

clinico de fase I,

intensidade da TH
-]

multicéntrico e duplamente
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esperados, nédo

. Figura 29: Imunorreactividade da enzima tirosina hidroxilase no
demonstrando  diferenca  gyriatum. Fotomicrografias da imunorreactividade: (a) com
T T solugdo controlo; (b) dose baixa; (c) dose média; (d) dose alta, de
significativa  segundo o CERE-120. (e) Histograma ilustrando melhorias de intensidade
protocolo da escala de de tirosina hidroxilase, no caudado e no putamen. Abreviaturas:
TH — tirosina hidroxilase. Fonte: adaptado de (76).
UPDRS entre os individuos

tratados e 0s sujeitos a placebo. Além disso, efeitos adversos graves foram detectados nos

participantes do estudo.>” %47
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Contudo, mais tarde, 30 doentes foram novamente acompanhados clinicamente num estudo
adicional duplamente cego, durante 18 meses, onde foram relatados efeitos modestos mas
estatisticamente significativos segundo a escala UPDRS, com melhoria da fungdo motora,

sem efeitos adversos tao significativos.>” %47/

a b

Figura 30: Imunorreactividade da enzima tirosina hidroxilase
na substancia nigra. Fotomicrografias da imunorreactividade:
(a) com solugdo controlo; (b) dose baixa; (c) dose média; (d)
dose alta, de CERE-120. Fonte: adaptado de (76).

Na Fig. 31 estdo representados de maneira geral as intervengdes da TG no tratamento da
DP, referidas até este ponto do trabalho.

AAV2 - NTN
reurturirg

Nid:leo subtaldmico de Luys

Putamen Giobo palido substdncia nigra

Externa!intema

GABAergico
Glutamatergico
e DOpaminergico
Partes anatomicas

Figura 31: llustracdo dos locais de accao, vectores e transgenes dos ensaios clinicos da Terapia
Génica no tratamento da doenca de Parkinson. Abreviaturas: AADC - descarboxilase de L-
aminoacidos aromaticos; AAV2 — virus adeno-associado 2 ; GABA - acido-y-aminobutirico; GAD
- descarboxilase do acido glutdmico; GCH1 - guanosina trifosfato ciclohidrolase 1; LV — lentivirus;
NTN — neurturina; TH — tirosina hidroxilase. Fonte: adaptado de (58).
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4.3.4. Terapia Génica como estratégia de libertacdo continua de L-Dopa
Uma abordagem funcionalmente diferente das estratégias referidas anteriormente é a
libertacdo continua de L-Dopa.*®
Esta estratégia utiliza a transferéncia de genes para a libertagdo continua de L-Dopa ao
contrario da sintese ectopica da mesma que esta dependente da actividade enddgena da
DL-AA e transportador vesicular de monoamina 2 (TVMAZ2), para a conversao e
libertacdo da dopamina nas células do striatum. >*®*
A presenca das enzimas da sintese da dopamina no striatum, ndo s6 nos axénios
dopaminérgicos como também nos terminais serotoninérgicos permite a abordagem deste
tipo de TG para a DP.
A desnervacdo serotoninérgica no striatum € menos significativa que a dopaminérgica em
individuos com DP e portanto, pode funcionar como um meio alternativo de
terapéutica.>®*
Ao separar-se a sintese da L-Dopa (neurdnios do striatum) da sintese de dopamina (fibras
serotoninérgicas), uma serie de complicacdes podem ser evitadas como a necessidade de
TH truncada ou risco de acumulacéo de dopamina intracelular no citosol, como ocorre nos
estudos “Genzyme Inc.” e “Oxford BioMedica”, mencionados anteriormente.>*®%4
Estes problemas podem T ‘ termiral
VAL - S rotoninergico
ser evitados com a tirosina
utilizacdo de duas Unicas :
enzimas, nomeadamente, a
GTP-C1 e TH nas células

do striatum, por forma a

| . Frid
citoplasma

produzir L-Dopa. Ao
passo que a enzima DL- | &
AA teré apenas uma accao
enddégena no terminal
serotoninérgico, onde
participa na conversdo da ,' W célulaalvo

L-Dopa em dopamina | .o .;;ér'ece;'att')r?_s..‘c'ia» <
; 59,60,64 oS
(Fig. 32).>"

Figura 32: Terapia Génica de libertagdo continua de L-Dopa.
Abreviaturas: AADC ou DL-AA - descarboxilase de L-
aminoacidos aromaticos; GCH1 ou GTP-C1 — guanosina trifosfato
ciclohidrolase; TH — tirosina hidroxilase. Fonte: adaptado de (60).

-61 -



Terapia Génica no tratamento da doenca de Parkinson

Kirik e seus colaboradores, utilizaram uma geracdo de vectores AAV com 0s genes TH e
GTP-C1 e imporam um limite terapéutico no striatum de roedores com desnervacéo parcial
de dopamina (1,5pmol/mg de concentracdo de L-Dopa), por forma que esta concentracao
de L-Dopa estimula-se a producdo de dopamina nas células serotoninérgicas. A estes
niveis de sintese de L-Dopa continua, os animais ndo sé recuperam nos testes de rotacéo
induzida por drogas, como também apresentam melhorias motoras. No entanto, tais
melhorias foram mais proeminentes em animais com alguma inervacdo no striatum (10-
20% normal) do que em animais com lesdes completas (<5% de inervacdo residual).>*®*
Carlsson e colaboradores, demonstraram em estudos efectuados em roedores induzidos
com 6-OHDA, que a administracdo continua de L-Dopa utilizando vectores AAV5
recombinantes, conseguia reverter as discinésias induzidas pela levodopa. Apds a injeccao
no striatum dos vectores AAV5 contendo TH e GTP-C1, os movimentos discinésicos
diminuiram gradualmente até serem reduzidos até 85%, sendo que a gravidade desses
movimentos foi reduzida até cerca de 15%, 12 semanas apds a injec¢do. Em quatro dos
nove animais utilizados verificou-se a abolicdo completa das discinésias, tendo 0 sucesso
deste tipo de TG sido comprovado por anélises de PET.>*%

A entrega de L-Dopa continua € uma estratégia atractiva que necessita de ser aprofundada,

com o objectivo de ser testada a eficacia através de ensaios clinicos em seres humanos.®*

A estratégia de escolha da TG mais adequada para a DP e 0s respectivos prés e contras,

podem ser observadas no diagrama abaixo (Fig. 33).
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Figura 33: Diagrama da escolha da estratégia de Terapia Génica mais indicada para o tratamento da doenca
de Parkinson. Abreviaturas: L-AAD — descarboxilase de L-aminoacidos aromaticos; DA — dopamina; ECP
— Estimulagdo Cerebral Profunda; GAD — descarboxilase do &cido glutdmico; GCH1 ou GTP-C1 -
guanosina trifosfato ciclohidrolase; L-DOPA — levodopa; SN — substancia nigra; TH — tirosina hidroxilase;
rAAV ou AAV - virus adeno-associado; EIAV — virus equino baseado na anemia infecciosa. + -equivale a
benéfico e — equivale a factor limitante. Fonte: adaptado de (64).

4.3.5. Outras estratégias

+ Gene “Parkina”
Embora a DP familiar represente menos de 5% dos casos de doenca, os individuos que tém
uma mutacdo autossomica recessiva, no gene da PINK-1 e Parkina, poderiam
hipotéticamente ser candidatos ideiais a TG.*®
Estudos indicam que os sintomas da DP podem ser melhorados utilizando modelos

transgénicos, através da reparacdo ou expressao de genes ausentes. Modelos de Drosophila

-63 -



Terapia Génica no tratamento da doenca de Parkinson

demonstraram que os parametros funcionais da Parkina e PINK-1 se sobrepbem, na
medida que a super-expressdo da primeira pode compensar a perda da segunda, resgatando
a disfuncdo mitocondrial e a neurodegeneracdo dopaminérgica causada pela mutacéo da
PINK-1.%%8
Observagoes clinicas, genéticas e neuropatoldgicas indicam que a a-sinucleina em excesso
¢ toxica para 0s neuronios dopaminérgicos. Foram utilizados vectores virais de lentivirus e
AAYV, em roedores e primatas ndo humanos, para a entrega do gene normal ou “wild type”
da Parkina na SN, protegendo-se assim 0 organismo contra a neurodegeneracdo e
disfungdo motora provocada pela a-sinucleina. Contudo, os resultados obtidos ndo foram
o0s esperados, verificando-se baixos niveis de transporte para a SN, ndo demonstrando a
eficacia necesséria.”®
No entanto, continuam a ser desenvolvidos estudos em primatas (ex. Macaca mulatta ou
Macaco-rhesus) deste tipo de estratégia, sendo que estas investigacbes podem levar ao
desenvolvimento de ensaios clinicos promissores ao tratamento da DP familiar e
esporédica.>®°""®

+ Complexo | mitocondrial
Através das informacGes recolhidas das pesquisas sobre 0s genes susceptiveis, bem como o
mecanismo de accdo das neurotoxinas utilizadas para modelar a DP, recolheram-se dados
de suporte para a participacdo da disfuncdo mitocondrial e stress oxidativo na doenca em
causa.”®
Foi proposto que os neurdnios dopaminérgicos da SN sdo particularmente susceptiveis ao
stress oxidativo devido a acumulacdo substancial de espécies oxidativas durante a sintese
de dopamina.®’*®
Foi iniciado um estudo para identificar um agente de TG reparador de um gene
mitocondrial, nomeadamente, uma variante genética do complexo | mitocondrial isolado
de S. cerevisiae. O gene correspondente a uma oxirredutase NADH-quinona rotenona
insensivel. A utilidade deste agente necessita de uma maior avaliacdo em modelos animais,
mas teoricamente intervem nos processos de neurodegeneracao.’®
Verificou-se também que a actividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase
(GPX1) tem accgéo neuroprotectora, em roedores cuja DP foi induzida com 6-OHDA. Tais
resultados sugeriram um efeito benéfico da TG através da entrega de moléculas

antioxidantes.*
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+ Terapia génica anti-apoptética

Existe uma evidéncia crescente que a morte celular programada (apoptose) é um
mecanismo celular chave, da morte dos neurénios na DP. Dados ndo clinicos obtidos em
modelos animais sugerem que a apoptose poderia ser suprimida pela expressdo de genes in
vivo de factores anti-apoptose, como inibidores de proteinas de apoptose.®®

O citocromo C libertado da mitocdndria promove a activagdo da Caspase-9 atraves do
factor de activacdo de protease apoptotica 1 (Apafl). Estudos recentes demonstraram que a
actividade anti-apoptética utilizada na TG da DP era capaz de impedir a toxicidade
provocada pelo MPTP, atraveés de um vector AAV onde foi incorporado um inibidor do
Apaf1,>6:%

Noutro estudo a transferéncia com adenovirus de genes de um inibidor da proteina caspase,
inibidor do cromossoma X ligado a um inibidor da apoptose, também impediu 0 MPTP de
induzir a morte celular dos neurénios dopaminérgicos da SN, em roedores.*®

Uma questdo que se pde neste tipo de terapia é a possibilidade de oncogénese.®®

+ Doxiciclina e o sistema promotor regulavel
Nas préximas décadas, as abordagens de TG para o tratamento da DP, irdo utilizar vectores
regulaveis. No entanto, até ao ano 2007, nenhum sistema regulavel foi considerado seguro
ou eficaz. O promotor regulavel que mais amplamente tem sido estudado é o sistema de
Tetraciclina. Este sistema insere um elemento reguldvel, dependente de tetraciclina, no
vector de construccdo, de modo que a administracdo de tetraciclina, doxiciclina, ou
analogos, pode ligar (“tet-on ) ou desligar ( “et-off”) a expressdo do transgene.®*"
Utilizando um sistema “fet-on”, seria necessario a administracdo de antibiotico por via
oral, para manter a expressdo do transgene. Caso ocorram efeitos secundarios,
teoricamente, poderia-se parar a administracéo de antibiético e impedir a expressao.’
Por outro lado, utilizando o sistema “fet-off”, 0s doentes s6 tomariam antibi6tico caso se
verificassem efeitos secundarios e assim teoricamente ocorreria 0 bloqueio da expressao do
transgene.”
Neste tipo de abordagem a questdo que se coloca sdo efeitos adversos destes antibidticos
quando tomados a longo prazo.”
Latta-Mahieu e Fabre, verificaram que a aplicagéo destas abordagens em primatas poderia

ser toxica, activando a resposta imune e inflamatdria. Na verdade, todos os estudos
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desenvolvidos de sistemas de transferéncia de genes reguldveis exigem a expressdo de uma

“proteina reguladora”, que ironicamente, expressa uma forma nao regulada.74

4.4.  LimitacOes e aprovagao pela “Food and Drug Administration” ou pela
“European Medicines Agency”

Existem varias limitacbes ao uso deste tipo de terapia. Desta forma, o medo do
desconhecido a cada nova abordagem de TG que surge, ndo é de todo, uma preocupacdo
insignificante.®
Uma das principais limitagdes da TG na DP sdo os riscos dos vectores virais para 0
cérebro, nomeadamente, os efeitos toxicos sobre as células, a resposta imune que pode
levar a inflamac#o, o dano neuronal e a possibilidade de activagio de oncogenes.”*"
Uma segunda causa de preocupacao € o possibilidade do transgene induzir neurotoxicidade
grave.”
Outra limitacdo que se coloca neste tipo de terapia, é o facto dos neuronios transfectados
com o gene terapéutico continuarem a expressar a proteina de forma continua. Tal facto,
pode ser uma solucdo boa, na medida que se obtem uma terapia a longo prazo, ou um
problema devido ao risco de desenvolvimento de efeitos adversos graves.®
A seguranca e a eficacia da TG precisam de ser devidamente comprovadas, sendo que 0s
custos relativos a estas terapias é outra limitacio que se coloca.”®
Nos ensaios de TG em curso 0s participantes tém plena consciéncia a priori dos riscos que
correm. Como em qualquer estudo, os participantes devem assinar um consentimento
informado.”
Devido a estas limitagdes, as questdes de seguranca sdo cuidadosamente exploradas e
avaliadas pela FDA nos EUA e EMA na Europa. Nenhuma TG para a DP foi aprovada até
a actualidade para utilizacéo clinica pela FDA ou EMA 2%

4.5. Perspectivas futuras da Terapia Génica na doenca de Parkinson
Apesar dos avancos na compreensdo da DP e o desenvolvimento de novas estratégias de
tratamento, esta doenca continua a ser um dos mais incapacitantes distdrbios na populacédo

idosa. O diagndstico precoce, a seleccdo do tratamento adequado, a correcta dose, o
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acompanhamento, o controle dos efeitos adversos, o uso oportuno do tratamento cirdrgico,
e educacéo do paciente, sdo factores que influenciam a qualidade de vida dos doentes.

A TG é um novo paradigma para o tratamento da DP e que mantém a promessa de cumprir
tal papel. Este tipo de terapia abre portas a objectivos mais precisos, de longa duragéo e de
intervencdes alternativas, oferecendo esperanca aos doentes e profissionais de satide.?

A questdo da regulacdo da TG na DP, surge como uma grande discussdo e levou ao inicio
do desenvolvimento de estudos nesse sentido. Assim, o surgimento de novas ferramentas
moleculares, como pequenas moléculas de RNA interferéncia (em formato de “hairpin”),
RNA silencing e outras ferramentas associadas oferecem a possibilidade de regulacdo da
expressao dos genes alvo. Contudo, serdo necessarios varios anos até que qualquer sistema
regulavel esteja pronto para uso clinico.?® %3

Como consequéncia dos avancos tecnoldgicos e conceituais, nos proximos anos prevé-se
uma explosdo de publicacbes nesta area. As abordagens neuroprotectoras e
neurorestruturativas, provavelmente comecaram a utilizar doentes nos estadios iniciais da
DP, uma vez que na fase final o efeito é limitado.®®

A TG ira permitir a entrega de moléculas complexas ou enzimas para regides especificas
do cérebro, a taxas constantes. A distribuicdo de proteinas de interesse, pode ser
optimizada especificamente para cada doente, controlando o volume de injeccdo e a
concentracéo do vector.®*

No futuro, os farmacéuticos e outros clinicos, terdo uma infinidade de informacdes a

analisar e a avaliar, segundo este tipo de abordagem.?®
5. Conclusao

De acordo com os objectivos propostos depreende-se com este trabalho que a DP é uma
doenca neurodegenerativa com complicacdes graves, que afecta milhdes de pessoas no
mundo. Desta forma, requer uma nova terapia para o0 seu tratamento uma vez que 0S
actuais tratamentos apenas controlam os sintomas da doenca. As terapias farmacoldgicas
sdo incapazes de impedir ou reverter a progressao da perda de neurénios dopaminérgicos.
Embora eficaz nos estagios iniciais da DP, a terapia sintomatica perde a eficacia ao longo
do tempo devido ao desenvolvimento de efeitos adversos e a problemas farmacocinéticos

e farmacodinamicos.
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Actualmente muitas pesquisas de TG tém sido desenvolvidas com o intuito de curar a DP,
no entanto, nenhuma é completamente satisfatoria.

Embora muitos dos resultados obtidos tenham demonstrado ser efectivos em modelos
animais, nem sempre 0 sucesso € alcangcado nos seres humanos, principalmente devido as
diferengas bioldgicas entre as espécies. Contudo, alguns ensaios clinicos foram
desenvolvidos em seres humanos, onde se obtiveram resultados bastante positivos.
Depreende-se que ainda existem muitas limitagdes quanto a utilizacdo da TG tanto ao nivel
das técnicas usadas e como ao nivel ético.

Apesar do objectivo maximo de obter um tratamento definitivo e permanente para a DP ser
o0 ideal, a aplicacdo da TG ainda reside num futuro mais ou menos distante. Os métodos
usados sdo muito promissores mas ainda é necessario pesquisa adicional. A terapia génica

tem potencial para ser uma opcao terapéutica segura e eficaz num futuro préximo.
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