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Resumo

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca de progressao lenta, caracterizada
pela presenga de sintomas motores e ndao motores, tendo vindo a apresentar uma
elevada prevaléncia entre as diferentes doencas neurodegenerativas. Trata-se de uma
doencga de fisiopatologia multifatorial, sendo a neurodegeneragdo dopaminérgica e
consequente diminuicao dos niveis cerebrais de dopamina, a teoria mais aceite. Muitos
estudos apontam o stress oxidativo (SO) como um dos fatores centrais na patogénese
deste tipo de doencas, tipicamente caracterizadas por niveis elevados de espécies
reativas assim como insuficiente capacidade de resposta dos sistemas antioxidantes. O
SO parece estar interligado com diversos fatores implicitos na progressao da patologia
tais como, a presenca de disfungdes mitocondriais, alteracdes no metabolismo da
dopamina, excitotoxicidade e acumulacao de ferro, fatores estes que contribuem para
o desenvolvimento da DP.

A glutationa é um potente antioxidante, de elevada abundancia no nosso
organismo, estando envolvida em processos neuroprotetores como o controlo do SO e
consequente equilibrio redox, atuando ainda em processos de regulacdo da morte
celular. Muitos tém sido os estudos realizados com o intuito de avaliar os efeitos
benéficos da suplementacao deste antioxidante na DP na melhoria da sintomatologia e
progressao da doenca. Substancias como a N-acetilcisteina, a piridoxina, a serina e a
vitamina E tém sido estudadas pela sua capacidade, direta ou indiretamente, de
aumentar os niveis de glutationa.

As terapias atuais utilizadas na DP ndo contribuem para a inibicdo da progressao
da doenca, pelo que o estudo de novas estratégias terapéuticas é de extrema relevancia.
Deste modo, a presente dissertacdo centra-se na revisao da informacdo existente sobre
a contribuicdo do processo de SO na patogénese da DP, e na afericdo do potencial do
uso da glutationa como estratégia terapéutica tendo como alvo a diminuicdo da

degeneracdao dopaminérgica inerente a patologia.

Palavras-chave: Antioxidantes, Doenga de Parkinson, Dopamina, Estratégia Terapéutica,

Glutationa, Stress Oxidativo.
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Abstract

Parkinson’s disease (PD) is a disease of slow progression, characterized by the
presence of motor and non-motor symptoms, and has been presenting a high
prevalence among the different neurodegenerative diseases. It is a disease with a
multifactorial pathophysiology, with dopaminergic neurodegeneration and the
consequent decrease in brain levels of dopamine being the most widely accepted
theory. Many studies point out the oxidative stress (OS) as one of the central factors in
the pathogenesis of this type of diseases, typically characterized by high levels of
reactive species as well as insufficient responsiveness of antioxidant systems. OS seems
to be interconnected with several factors implicit in the progression of the disease such
as the presence of mitochondrial dysfunctions, changes in dopamine metabolism,
excitotoxicity and iron accumulation, all of which contribute to the development of PD.

Glutathione is a powerful antioxidant, of high abundance in our body, being
involved in neuroprotective processes such as the control of OS and the consequent
redox balance, as well as acting in the regulation of cell death. Many studies have been
carried out with the aim of evaluating the beneficial effects of this antioxidant
supplementation in PD for the improvement of symptoms and disease progression.
Substances such as N-acetylcysteine, pyridoxine, serine and vitamin E have been studied
for their ability, directly or indirectly, to increase glutathione levels.

The current therapies used in PD do not contribute to inhibiting the progression
of the disease, therefore, the study of new therapeutic strategies is extremely relevant.
Thus, this dissertation focuses on reviewing existing information on the contribution of
the OS process to the pathogenesis of PD, and on assessing the potential use of
glutathione as a therapeutic strategy aimed at reducing the dopaminergic degeneration

inherent to the pathology.

Keywords: Antioxidants, Parkinson’s disease, Dopamine, Therapeutic Strategy,

Glutathione, Oxidative Stress.
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1. Seccao Introdutdria

1.1 Introducao

A DP é uma doenga neurodegenerativa crdnica, caracterizada geralmente por
disturbios motores e ndo motores, sendo considerada como a segunda mais frequente. Esta
¢ uma patologia de progressao lenta, tipicamente potenciada pela perda de neurdnios
dopaminérgicos na substantia nigra (SN), localizada no mesencéfalo. A diminuicdo dos niveis
cerebrais de dopamina (DA) estdo associados as complicagdes motoras da DP uma vez que, a

DA é o neurotransmissor cerebral associado a fungdao motora (1-3).

Estima-se que, aproximadamente, 1% da populagao mundial acima de 60 anos sofra de
DP, o que corresponde a cerca de 10 milhdes de pessoas em todo o mundo (4). De acordo com
o The Global Burden of Diseases Study, a incidéncia desta doenca apresenta uma tendéncia
crescente face ao aumento da esperanca média de vida, calculando-se que em 2040, o
numero total de individuos com DP seja de 13 milhdes (5). Embora seja uma patologia mais
frequente em individuos com mais de 60 anos, esta pode atingir qualquer idade, sendo o sexo

masculino o mais afetado (4).

Clinicamente, a doenca é caracterizada pela presenca de parkinsonismo, ou seja, por
um conjunto de sintomas motores, que incluem: bradicinesia, instabilidade postural, rigidez
e/ou tremores de repouso, tipicamente unilaterais. Para além dos sintomas referidos, a DP
pode ser acompanhada de sintomas ndo motores, nomeadamente alteragdes sensoriais ou
do sono, comprometimento cognitivo, alteragdes do humor, entre outros. Estes sintomas

foram descritos pela primeira vez, em 1967, por Hoehn e Yahr (5,6).

Atualmente, ainda ndo se dispde de um exame especifico ou biomarcador que nos
permita realizar um diagndstico precoce da doenca, sendo que o diagndstico atual é baseado
na existéncia ou ndo de parkinsonismo e a presenca de bradicinesia é uma caracteristica
fundamental. Este diagndstico deve ser, posteriormente, suportado pela resposta favoravel a

terapéutica dopaminérgica (7).



Sendo a DP uma doenca idiopdtica, a sua etiologia ndo é, até a data, totalmente
conhecida, no entanto, diversos fatores genéticos e ambientais tém sido identificados como
potenciadores na génese desta patologia. O SO tem sido proposto como um dos mecanismos
responsaveis pela patogénese da doencga, visto que se trata de uma condi¢do na qual é
instalado um desequilibrio entre a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio e
insuficiente destoxificacdo, conduzindo a um aumento da deterioracao celular e contribuindo

para processos neurodegenerativos (7,8).

A Glutationa é o antioxidante endégeno com maior abundancia no organismo humano,
estando envolvida em diversos processos neuroprotetores e tendo um papel importante no
controlo e destoxificacdo de espécies reativas. Assim sendo, sugere-se que uma elevada
concentracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) acompanhada de uma baixa sintese de
glutationa, contribuam para o desenvolvimento de disfuncdes celulares que intensificam o
processo de génese da DP. Tém sido muitos os estudos que afirmam o beneficio da
suplementacdo antioxidante nesta patologia, existindo evidéncias de substancias que
promovem o aumento da sintese de glutationa, o que, teoricamente, resultaria num aumento

da neuroprotecdo e, consequentemente, a uma diminuicdo da perda dopaminérgica (9).

Posto isto, a DP é uma doenga que acarreta um impacto clinico significativo na vida
dos doentes e dos seus familiares, sendo de extrema importancia o estudo continuo de novas
estratégias terapéuticas que visam o retardamento desta patologia e a melhoria da qualidade

de vida.



1.2 Metodologia

No ambito desta dissertacdo, foi realizada uma pesquisa e revisao bibliografica de
varias fontes de informagao de cariz cientifico. A recolha de informagao sobre o tema
apresentado, foi realizada através de bases de dados online como PubMed, Scopus,
ScienceDirect e Scholar Google, tendo por base a utilizacdo de varias palavras-chave,
nomeadamente “parkinson’s disease”, “oxidative stress”,“glutathione”, entre outras. Apenas
foram incluidos na revisdo documentos de lingua portuguesa e inglesa. Para além das bases
de dados referidas, foram também consultadas outras fontes de informacgdo, tais como a

Organizacdo Mundial De Saude (OMS), a Associacdo Europeia de Doentes de Parkinson e

Associacdo Portuguesa de Doentes de Parkinson.



2. Doenga de Parkinson

2.1 Nota Historica

Foi em 1817, que James Parkinson, um médico britanico, publicou o artigo “An Essay
on the Shaking Palsy”, sendo este o primeiro documento médico a debatera DP (11,15). James
Parkinson analisou clinicamente seis individuos que, aparentemente, possuiam uma doenga
angustiante que ndo tinha sido estudada e para a qual ndo havia denominagdao. Anos mais
tarde, foi intitulada de “Doenca de Parkinson” pelo Dr. Jean-MartinCharcot, que descreveu a
rigidez e a bradicinesia como caracteristicas centrais da doenca (11,12,15). Em meados de
1855, praticamente 40 anos apds esta ser descrita pela primeira vez, cerca de 22 individuos

em Inglaterra e no Pais de Gales vieram a falecer da doenca (13).

Em 1893, Blocq e Marinesco, apds andlise neuroldgica de um doente que sofria de
tremor unilateral verificaram a presenca de um tumor na regido da SN, o que fez com que
sugerissem a hipotese de existir uma ligacdo entre a etiologia da DP e esta regido cerebral
(14,15). Do mesmo modo, em 1919, Tretiakoff, um neuropatologista, relatou pela primeira
vez a presenca de Corpos de Lewy nesta mesma regido dos seus doentes (14,15). No entanto,
foi apenas no final da década de 1950, que Carlsson descobriu que o precursor da DA
provocava um alivio significativo nos doentes, propondo a DA como um neurotransmissor
associado ao controlo motor (14). Mais tarde, Rosengren e Bertler, em Oxford, confirmaram a
presenca de niveis baixos de DA em seis individuos portadores deste disturbio, evidenciando
o contributo deste neurotransmissor na patogénese da DP (15). Desde que a DP foi descrita
pela primeira vez, a causa que inicia o processo neurodegenerativo ainda permanece
desconhecida, colocando-se a hipdtese de resultar de um conjunto de fatores que

desencadeiam a sua génese (14).

Assim sendo, apesar de durante grande parte da sua histdria, a DP ter sido considerada
uma doenca rara, passado pouco mais de dois séculos, esta estd cada vez mais presente na

populacdo a nivel global.



2.2 Epidemiologia

A DP, como referido anteriormente, é uma patologia que tem vindo a tornar-se cada
vez mais frequente na populacdo face ao aumento da esperanca média de vida. Globalmente,
esta afeta cerca de 1% da populagao com idade superior a 60 anos, sendo considerada rara na
populacdo com idade inferior a 50 anos. Segundo a OMS (Organizacdo mundial da Saude), em
2019, as estimativas globais realizadas revelaram que mais de 8,5 milhdes de individuos sao
afetados pela DP, o que corresponde a cerca de 1 a 2 doentes em cada 1000 individuos. Na
Europa, as estimativas apontam entre 257 a 1400 casos por cada 100 mil habitantes, sendo

que em Portugal, cerca de 18 a 20 mil individuos sdao afetados pela doenga (8, 16-20).

Aincidéncia da DP varia consoante a regido geografica e de acordo com a metodologia
utilizada nos estudos epidemiolégicos, assim sendo, a incidéncia anual situa-se entre os 10 e
20 casos por cada 100 mil habitantes (18). Como referido, a tendéncia crescente de incidentes
desta patologia pode ser resultado do elevado crescimento populacional e do
envelhecimento, bem como da melhoria dos métodos de diagndstico. Mundialmente, o sexo
masculino é o mais afetado, especialmente na faixa etdria dos 50-59 anos, contando com uma
incidéncia, e por consequéncia uma prevaléncia superior ao sexo feminino. Em um estudo
realizado em 2014, que teve como objetivo avaliar a prevaléncia da doenca em diferentes
faixas etarias, revelou que no sexo masculino, no intervalo de idades referido, a patologia
estava presente em 134 em cada 100 mil individuos, em compara¢dao com a estimativa de 41
casos em cada 100 mil individuos no sexo feminino (21,22). Em um outro estudo realizado em
individuos acima de 40 anos, verificou-se uma incidéncia de 37,6 casos em cada 100 mil

mulheres, enquanto os homens possuiam uma incidéncia de 61,2 (23).

Um aspeto importante no progndstico da DP é a mortalidade, esta foi analisada num
estudo que utilizou dados a nivel mundial de modo a examinar as suas tendéncias no periodo
de 1994 e 2019 (18). Nos resultados obtidos, foram totalizadas mais de 1 milhdo de mortes
em todo o mundo e como expectdvel, ocorreu um maior nimero de mortes no sexo masculino
em relacdo ao sexo feminino, uma vez que este também possui uma incidéncia superior. A
taxa de mortalidade (por cada 100 mil habitantes) que em 1994 era de 1,76, atingiu em 2019

ovalorde 5,67, o que corrobora com o aumento da esperanca média de vida que se tem vindo



a verificar ao longo dos anos (18,23).

Relativamente ao impacto econdmico, a despesa anual que compreende os gastos
diretos e indiretos, determinados em 2017, ascenderam os 51,9 mil milhées de ddlares nos
Estados Unidos (25,28). Ja na Europa, segundo um estudo realizado em 2010, os gastos anuais
ascenderam os 13,9 mil milhdes de Euros, estimando-se que, em 2050, a despesa total atinja
o valor de 357 mil milhGes, o que vai ao encontro do aumento previsto da incidéncia da

patologia (24,26,27).

Posto isto, devido ao impacto clinico significativo que interfere com o normal
funcionamento e desenvolvimento de atividades quotidianas dos individuos afetados, e aos
efeitos a nivel pessoal e econdmico que esta patologia acarreta, é evidente a necessidade de
intervir e dar continuidade a investigacdo e descoberta de novos farmacos que visam a

diminuicdo da sua progressao.

2.3 Tipos de Doenca de Parkinson

Como muitas outras patologias neurodegenerativas, a DP pode ser clinicamente
subdividida em diferentes tipos devido a sua extensa heterogeneidade. Os critérios de divisdo
entre os diferentes grupos podem ser baseados na sintomatologia motora, caracteristicas
cognitivas, idade de inicio da doenca ou taxa de progressdo desta. Estas discrepancias entre
subtipos devem ser encaradas como oportunidades para um estudo etioldgico cada vez mais
profundo, assim como o desenvolvimento de terapéuticas mais eficazes. Posto isto, de
seguida serdo descritos os principais subtipos desta patologia: DP juvenil, DP familiar e DP

esporadica/idiopatica (29).

De acordo com a idade de inicio da patologia, a DP de inicio precoce é definida como
a manifestacdo dos sintomas motores em individuos com idade inferior a 60 anos, sendo que
este grupo pode ser subdividido em DP juvenil (DPJ), definida como o aparecimento da doenca
em doentes com idades até aos 21 anos. A sindrome de Kufor-Rekab, principal tipo de DPJ,
tem como patogénese a mutacdo genética na enzima ATP13A2, comprometendo o normal
funcionamento de diferentes mecanismos bioldgicos. Esta mutacdo pode ser herdada de

forma autossdmica recessiva, sendo importante o despiste genético a nivel familiar (30).



Em relagdo a DP familiar e DP esporadica/idiopatica, estas sdo muitas vezes
confundidas devido a contribuicdo de fatores genéticos em ambos os casos. A DP familiar
manifesta-se em individuos que possuam histdria familiar da doenca, sendo usualmente
reconhecida pela presenca de variantes raras e patogénicas. No caso da DP
esporadica/idiopatica, que corresponde a grande maioria dos casos, sugere-se a hipotese de
possuir uma etiologia multifatorial baseada na interacdo entre fatores genéticos e fatores
ambientais, que serdo enunciados mais a frente nesta dissertagao (31). Por fim, em relagdo a
sintomatologia, ndo existe uma padronizacdo dos sintomas que se manifestam em cada tipo

de DP, o que contribui para a heterogeneidade caracteristica desta patologia.

2.4 Fisiopatologia e Patogénese

Os mecanismos fisiopatoldgicos associados a DP permanecem, até a atualidade, um
assunto gerador de controvérsia. A degeneracdo ndo se restringe aos neurdnios
dopaminérgicos na SN, colocando-se a hipdtese de se estender para diversas areas cerebrais
e envolvendo diferentes neurotransmissores. Deste modo, a DP caracteriza-se como um
distdrbio multifatorial, sendo que as alteracdes que ocorrem a nivel celular sdo de elevada
complexidade, verificando-se o surgimento continuo de novas propostas de mecanismos

celulares que poderdo estar envolvidos e que potenciam o desencadeamento desta patologia.

2.4.1 Circuito dos Ganglios Basais

O circuito dos ganglios basais ou nucleos da base, anatomicamente, corresponde a um
conjunto de estruturas e ligacdes que atuam como uma unidade funcional, nomeadamente o
corpo estriado (constituido pelo nucleo caudado e o putamen), a SN que se encontra dividida
em substantia nigra parte compacta (SNc) e substantia nigra parte reticulada (SNr), o nucleo
subtalamico (STN) e a sua ligacdo ao tdlamo (TH) que por sua vez estd interligado ao cortex
motor, e o globo palido composto pelo segmento interno (GPi) e externo (GPe) (34). A
principal alteracdo morfolégica verificada no cérebro de individuos com DP é a perda de area
pigmentada localizada na SNc e cerebelo, encontrando-se este fendmeno diretamente
correlacionado com a sucessiva morte celular de neurénios dopaminérgicos, o que leva a uma

consequente deplecdo de dopamina na via nigroestriatal (32,33). Esta via estende-se desde a



SN até ao corpo estriado, onde se localizam os diferentes recetores da DA (36). Existem,
atualmente descritos, cinco tipos de recetores dopaminérgicos, os recetores D1 a D5, sendo
que os recetores D1 e D2 sdo os principais estimuladores e inibidores de dopamina no Sistema
Nervoso Central (SNC), possuindo uma maior abundancia no corpo estriado, e por
conseguinte, tém uma maior relevancia na fisiopatologia da doenca (36). O circuito dos
ganglios basais pode ser dividido em duas vias: a via direta e a via indireta, envolvendo ndo sé
a DA como também outros neurotransmissores, como sdao exemplo o dacido gama-
aminobutirico (GABA) que exerce uma resposta inibitdria, e o glutamato (Glu) que exerce uma
resposta excitatdria (34,35). Dependendo da via envolvida, a DA exerce uma influéncia
distinta: enquanto na via direta atua como um neurotransmissor excitatdrio sobre o recetor

D1 no estriado, na via indireta atua como neurotransmissor inibitério sobre o recetor D2 (34).

Na via direta, via que promove o movimento voluntario, o estriado é estimulado pelo
cortex através de neurdnios glutamatérgicos, enviando a informacgado do tipo GABAérgica para
o GPi e SNr, inibindo a sua atividade e promovendo a estimulacdo talamica e cortical. Na via
indireta, apds estimulacdo do estriado, os neurénios GABAérgicos inibem o GPe, cessando a
atividade inibitéria que este tinha sobre STN e sobre GPi. Enquanto este Ultimo é responsavel
pela inibicdo do movimento (através da inibicdo taldmica), o STN é responsdavel pela
estimulacdo do GPi através de neurdnios glutamatérgicos, o que acaba por intensificar a
atividade inibitéria deste. Assim sendo, enquanto a via direta é considerada como excitatodria
pela promo¢do do movimento, a via indireta é encarada como um mecanismo de inibi¢ao do

mesmo (35,37).

Relativamente ao que se verifica na DP, representado na Figura 2.1, na via direta
ocorre uma menor resposta excitatéria do recetor D1, mediada pela DA, o que se traduz em
uma menor libertagdo do neurotransmissor GABA no GPi/SNr, estimulando a sua atividade.
Dado que o GPi/SNr fica em estado hiperativo, ocorre uma maior libertacdo do
neurotransmissor inibitério sobre o TH, que por sua vez exerce um menor efeito excitatério
sobre o cértex motor, contribuindo para a dificuldade de iniciar e executar movimentos. Em
paralelo, na via indireta, a reducdo da DA conduz a uma diminuicdo do efeito inibitério sobre
o recetor D2, o que se traduz numa maior libertacdo do neurotransmissor inibitério sobre o
GPe, e posteriormente uma reducdo da libertacdo de GABA sobre GPi/SNr, que fica em estado
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hiperativo, o que leva ao aumento da sua libertagao no talamo, que ao ser inibido, exerce uma

maior resposta inibitéria no cértex motor (34,35,37).

Posto isto, o resultado da perda da influéncia da DA estriatal que ocorre na DP, é o
aumento da ag¢do gabaérgica inibitéria, e deste modo ha uma maior inibicdo da atividade
motora iniciada pelo cértex, o que leva ao aparecimento dos sintomas motores caracteristicos

desta patologia.

Cortex =i Cortex —a—
' #Gla)
Estriado Estriado ‘
D2 ~iy D1 D2 ‘; D1
4Gl
oA -
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cPe 1T | TH GPe TH
4 “aana
iz [GABA
STN J SNc STN ' SNc
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\ J v
Sistema cerebral Sistema cerebral y v
Medula Espinhal Pi/SNI Medula Espinhal GPi/SNr

Figura 2.1 - Comparagdo do circuito dos ganglios basais em uma situagdo normal e na Doenga de Parkinson.
Encontra-se representada a relagdo entre o cdrtex cerebral, os nicleos da base e o tdlamo. A via direta, estimulada
pela dopamina através dos recetores D1, atua na inibigdo do GPi e na consequente estimulagdo do tdlamo, o que
resulta na promogdo do movimento voluntdrio. A via indireta, inibida pela dopamina através dos recetores D2, inibe
o GPe, responsavel pela inibicdao do GPi, aumentando deste modo a sua atividade e inibindo o talamo, o que resulta
na inibicdo do movimento voluntdario. Na DP, com a deple¢do de dopamina na via nigroestriatal, a redugdo da sua
acao excitatdria na via direta e inibitdria sobre a via indireta, resulta em ambos os casos na inibigdo da atividade do
tdlamo, o que exerce uma menor resposta excitatéria sobre o cértex, comprometendo os movimentos voluntarios.
Legenda: dopamina (DA), acido gama-aminobutirico (GABA), glutamato (Glu), recetores de dopamina (D1 e D2),
substantia nigra parte compacta (SNc), substantia nigra parte reticulada (SNr), globo palido interno (GPi), globo
palido externo (GPe), nucleo subtalamico (STN), talamo (TH). As setas a vermelho representam a transmissao de
sinais inibitdérios e as setas verdes a transmissdo de sinais excitatdrios. A espessura das setas esta diretamente
relacionada com a intensidade da transmissdo de sinal. Adaptado de (30).



A progressiva degeneragdao dopaminérgica na via nigroestriatal estd associada ao
desenvolvimento de corpos de Lewy (LB), compostos por membranas e proteinas,
nomeadamente a proteina a- sinucleina. Esta Ultima possui um importante papel ao nivel dos

processos celulares envolvidos na patogénese da DP (38).

2.4.2 A Proteina alfa-sinucleina

A proteina a-sinucleina (aS), € uma pequena proteina neuronal pré-sinaptica com
elevada expressdao no SNC, que tem sido extensamente estudada devido ao seu papel na
fisiopatologia da DP. Embora a sua funcao fisioldgica ndo seja totalmente conhecida, existem
evidéncias da sua intera¢do, ao nivel dos terminais pré-sindpticos, com iniUmeras proteinas
reguladoras da homeostase da DA (39,41). Sugere-se, ainda, que esta proteina seja reguladora
da atividade catalitica da enzima tirosina hidroxilase, principal enzima responsavel pela

sintese de DA (40).

A formacao de agregados proteicos é um fendmeno comum no desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas, sendo que os corpos de Lewy, um biomarcador histopatoldgico
caracteristico que integra o diagndstico de DP, tém na sua principal composicdo, agregados
de a-sinucleina. O processo de agregacdo da proteina envolve a formacdo de estruturas
intermediarias denominadas de oligdmeros que se convertem em agregados constituidos por
um conjunto de fibras insolliveis com uma conformacdo em folhas-beta, que se depositam
nos neuronios interferindo nas sinapses. Como resultado, assiste-se ao comprometimento da
fungdo neuronal, conduzindo a ativacao de diferentes vias apoptéticas, com a consequente

morte celular (39,42).

No SNC, a proteina aS alterada é reparada e removida através de vias intracelulares,
tais como o Sistema Ubiquitina Proteossoma (SUP), o sistema de autofagia mediada por
chaperones e o sistema de autofagia lisossomal (SAL). A ndo atuacdo destes sistemas,
responsaveis pela degradacdo proteica, a ocorréncia de determinadas mutacdes genéticas
gue provocam alteragGes funcionais no SUP e no SAL, mais especificamente em genes como
Parkin, DJ-1 e Pinkl, e em genes como LRRK2, GBA, ATP13A2 e VPS35, respetivamente, e a
posterior acumulacdo da aS ao longo do tempo, corrobora com a maior prevaléncia desta

patologia na populagdo mais envelhecida. As muta¢des que ocorrem nestes genes em
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especifico estdo associadas a um tipo de DP, a DP familiar (43-45).

Em suma, a identificacdo de mutagdes, duplicagdes e polimorfismos no gene da aS
(SNCA), assim como nos genes das suas vias de eliminacdo e a tendéncia da a-sinucleina para
se agregar interferindo na homeostasia dos organelos celulares, constituem fatores que

evidenciam a relagao causal entre esta proteina e a fisiopatologia da DP (46).

»

Figura 2.2 - Aspeto histoldgico da agregacdo proteica da a-sinucleina, formando os corpos de Lewy.
As setas brancas apontam para estas estruturas presentes na substantia nigra, num cérebro com
Doenga de Parkinson. Adaptado de 47.

2.5 O Stress Oxidativo

O oxigénio é um componente quimico crucial para a sobrevivéncia e producao de
energia pelas células aerébias, que se encontra presente em grande abundancia na atmosfera.
E na respiracdo aerdbia, que o oxigénio atua como aceitador de eletrdes, e que num processo
secundario hd a geracdo de metabolitos como o radical livre superdéxido que é,
posteriormente, convertido noutras espécies reativas de oxigénio (ROS). Existem, ainda, outro
tipo de espécies reativas, que podem resultar do metabolismo celular, nomeadamente as
espécies reativas de azoto (RNS). O SO é entdo definido como um fendmeno que resulta de
um desequilibrio entre a produgdo e acumulacdao de ROS e RNS nos tecidos celulares e a
capacidade dos sistemas antioxidantes de manterem os niveis de ROS dentro dos limites de
seguranca para as células. E em resultado deste desequilibrio que ocorre a deterioracdo
celular devido a toxicidade induzida pelo excesso destas espécies. O SO, é um processo natural
gue ocorre em todas as células em condicdes fisioldgicas, no entanto é perante o aumento
excessivo da concentracdo deste tipo de espécies reativas que sdo gerados danos celulares

como consequéncia. As ROS em excesso podem promover a peroxidacao lipidica, a oxidacao
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do ADN/ARN que pode levar a mutagdes genéticas, inflamagdo e modificagdo da conformagao
de proteinas promovendo a agregacdo das mesmas, o que conduz a sua disfuncao e
consequente morte celular. Fatores exdgenos, como a exposicdao a metais pesados que
promovem a produgdo de ROS, interferindo na sinalizagdao dos ganglios basais, a exposicdo a
radiacOes ou a poluentes atmosféricos podem, igualmente, contribuir para danos oxidativos.
Assim sendo, e como referido, apesar de se tratar de um processo fisioldgico, o SO pode

tornar-se patoldgico na presenca de diferentes condi¢Ges (48-50).

2.5.1 Agentes Oxidantes

Os principais agentes oxidantes sdo as ROS e as RNS. Estas espécies reativas possuem,
em condicdes fisioldgicas, funcdes de regulacdo da homeostasia celular, através da sinalizacdo

redox e da defesa contra agentes patogénicos.

Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

No processo de producao de energia, a molécula de oxigénio é reduzida, na membrana
mitocondrial interna (complexo | a V), no final da cadeia de transporte de eletrdes (CTE) com
a finalidade de producdo de agua. Nesta reacdo quimica (Figura 2.3), paralelamente a
formacgao de 4gua, ha adicdo de um Unico eletrdao a molécula de oxigénio dando origem ao
anido superoxido, um radical livre, ou seja, uma molécula ou fragmento molecular que é
constituido por eletrdes de valéncia desemparelhados. As moléculas reativas, pertencentes a
este grupo e, mais estudadas sdo: o radical superdxido (02*), o radical hidroxilo (OH®), e o

perdxido de hidrogénio (H20;) (51).

0, + 4e +4H* ———— 2H,0

0,+e —— O,

Figura 2.3 — Representagao da reagdo quimica de gera¢do do anido superéxido.

E principalmente na mitocéndria que ocorre a producdo destas espécies, uma vez que
este é o organelo onde ocorre a respiracdo celular aerdbia. O radical superdxido é a ROS
produzida com maior abundancia, sendo considerado o precursor da maioria das restantes
ROS. Este radical e o perdxido de hidrogénio sdo produzidos maioritariamente pela

dinucledtido de nicotinamida e adenina (NADH)-ubiquinona oxirredutase (Complexo ) e pela
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ubiquinol-citocromo c oxirredutase (Complexo lll), enzimas que fazem parte da CTE. O radical
hidroxilo é conhecido como um dos agentes oxidantes mais potentes da CTE, podendo ser
formado através de diferentes reacdes: durante a reacao de Haber-Weiss, pela decomposicao
do peroxinitrito, que se trata de um composto oxidante que promove a nitragao, ou pela

reacao de Fenton (Figura 2.4) (52-54).

Na reacdo de Haber-Weiss, ocorre a formacgao do radical hidroxilo através da interagao
do perdxido de hidrogénio com o radical superdxido. A reagdao de Fenton consiste numa
reacdo redox, onde o Ferro (Il) sofre oxidacdo, sendo convertido em Ferro (lll) através da sua
interacao com o perdéxido de hidrogénio, o qual é seguidamente reduzido, formando o radical
hidroxilo. Por fim, a reacdo de decomposicao do peroxinitrito integra a interacdo entre o
radical superdxido e 6xido nitrico, dando origem ao agente oxidante, peroxinitrito. Este
composto sofre, entdo uma reacdo de decomposicdo, o que leva a formacdo do radical

hidroxilo (53).

0, + 1¢ —= Oz~ ol 4+ o

la

—= 0; + 0O,

g 2H" "
Oz4+ 1 +1e —"'022 — H0, ——» 2

Peréxido Perdxido de Hidrogénio Radical Hidroxilo

02-/0?\ +H0-

0, Fe?* "
._X } o Radical Hidroxile
0, Fe**

HO-OH —» m +HO Radical Hidroxilo

N —— . H* =~ .
H,0, + O, » 0, +HO +HG 0-0' + NO — OONO —3 HO—ONO — m + ONO

(B) (€)

Figura 2.4 — Geragdo de ROS e RNS pela reagdo de Haber-Weiss (A), pela reacdo de Fenton (B) ou pela
decomposicdo do peroxinitrito (C). Adaptado de (53).

Posto isto, apesar de serem espécies que regulam o normal funcionamento da célula,

produzidas em excesso tém a capacidade de aumentar o SO, tornando-se patoldgicas.
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Espécies Reativas de azoto (RNS)

Neste grupo de espécies reativas estdo incluidos o éxido nitrico (NO®), o anido
peroxinitrito (ONOO"), o anido nitroxilo (NO") e o catido nitrosénio (NO*). No organismo, estas
espécies tém como precursor, principalmente, o NO®. O 6xido nitrico é uma pequena
molécula, com acdo vasodilatadora, cuja origem ocorre por intermédio de uma enzima, a
Oxido nitrico sintetase, que converte a arginina e a citrulina em dxido nitrico na presenca de
cofatores como o O, e NADPH ou entdo, pode ser formado através da reduc¢do do nitrito pela

acdo de diversas proteinas (Figura 2.5) (51).

L-arginina + 20, + 1,5 NADPH ———— L-citrulina + NO* + 1,5 NADP* + 2H,0

Figura 2.5 — Representacdo da reagdo quimica de geragdo do dxido nitrico.

O oxido nitrico possui grande afinidade para reagir com o radical superéxido o que
promove a formacdo de peroxinitrito (ONOO") e este pode, ainda, interagir com o oxigénio
levando a formacdo de didxido de azoto (NO2*). Em relacdo ao peroxinitrito e ao didxido de
azoto, enquanto o primeiro tem a capacidade de promover a oxidacdo de aminodacidos,
causando lesdes celulares, o segundo possui um grande potencial para iniciar o processo de

peroxidacao lipidica em acidos gordos saturados como o acido linoleico (51,53).

Desta forma e como referido, a producdo excessiva deste tipo de espécies em adicao
a sua baixa eliminagdo contribui para o aumento do SO, o que causa efeitos nocivos para as
estruturas celulares, como danos no ADN/ARN, peroxidacao lipidica e oxidagdo de proteinas.
Estes efeitos constituem danos irreversiveis nos componentes celulares, o que os impede de
exercer as suas fungdes originais (53). No Quadro 2.1, apresentado de seguida, estdo

sintetizadas as principais ROS e RNS, enunciadas anteriormente.
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Quadro 2.1 - Sintese das principais espécies reativas de oxigénio e de azoto.

Radical anidao superoxido — 0,* Radical éxido nitrico - NO*®
Perdxido de hidrogénio — H,0: Radical diéxido de azoto — NO,*
Radical hidroxilo — OH*® Catiado nitrilo — NO;*

Aniao nitroxilo — NO"

Aniao peroxinitrito — ONOO"

2.5.2 Agentes Antioxidantes

Com a finalidade de contrabalancar a excessiva producdo de ROS e RNS, as células
possuem mecanismos antioxidantes de defesa, podendo estes ser mecanismos enzimaticos
ou nao enzimaticos. O grupo dos antioxidantes enzimaticos inclui: a glutationa peroxidase, a
catalase, a GSH redutase e a superéxido dismutase (SOD). Ja no grupo dos antioxidantes ndo
enzimaticos estdo incluidas moléculas como o acido ascorbico, mais conhecido como vitamina

C, vitamina E, melatonina, a GSH tioredoxina e proteinas como por exemplo a albumina (55).

A glutationa reduzida é um antioxidante ndo enzimatico que atua em sistemas de
destoxificacdo de radicais livres. Esta atua também, como cofator de diferentes enzimas
antioxidantes particularmente a GSH peroxidase, a glutationa-S-transferase e as glioxalases
(56). Todos os processos onde a glutationa esta inserida serdo elucidados detalhadamente

mais a frente.

Como mencionado, o SO resulta, entdo, de um desequilibrio entre os agentes
oxidantes e os agentes antioxidantes que foram enunciados, deste modo é possivel quantifica-
los, estando nesta patologia os primeiros aumentados enquanto os segundos se encontram

diminuidos.
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2.6 O Papel do Stress Oxidativo na Doenca de Parkinson

0 SO, como tem sido evidenciado ao longo desta dissertacao, tem sido proposto
como um dos mecanismos potenciadores da patogénese de doencas neurodegenerativas
como a DP. O SO é um mecanismo que ocorre em todas as células, no entanto o cérebro é um
drgdo especialmente suscetivel aos efeitos nocivos que este provoca. Esta caracteristica do
cérebro parece ser consequéncia do grande consumo de oxigénio por este érgdo, da grande
abundancia de mitocondrias, (que sdo o organelo onde ha maior produgdo de ROS/RNS) e da
acao insuficiente das enzimas antioxidantes, fatores que contribuem direta ou indiretamente

para a morte neuronal (9).

O SO pode ser induzido através de diversos mecanismos, os mais comuns s3o a
inducdo por metais ou por ativacao da microglia. No caso do SO induzido por metais, este
ocorre, geralmente, através da reacdo do radical superdxido, que como referido
anteriormente, trata-se de uma das maiores fontes de ROS uma vez que a partir deste podem
ser produzidas inumeras outras espécies, com o ferro livre. O ferro livre, em condicGes de SO,
pode atuar como catalisador na producao do radical hidroxilo (OH®), pelas rea¢Ges de Fenton

e Haber-Weiss, ja demonstradas anteriormente (57).

As células da glia dizem respeito a um conjunto de células onde estdo incluidos os
astrécitos, a microglia e os oligodendrdcitos. As células da microglia caracterizam-se por
serem mais pequenas que as restantes, estando envolvidas na homeostasia celular e em
mecanismos de defesa, possuindo caracteristicas de macrdfagos e sendo responsdveis pela
remocao de células danificadas. Estas células microgliais encontram-se usualmente inativas e
tém a sua reatividade induzida por estimulos como ROS/RNS, envelhecimento, libertacdo de
agentes inflamatdrios e no caso de ocorrer lesdo neuronal. A reatividade destas células resulta
na producdao de citocinas pré-inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa,
interleucinas, na promoc¢dao de mecanismos de fagocitose e no aumento da formacdo de
superdxido como mecanismo de defesa. O radical, como ja evidenciado, pode dar origem a
diferentes agentes promotores de lesdes neuronais. Este processo resulta num ciclo
destrutivo de feedback positivo que termina apenas quando uma etapa do processo sofre

inibicdo ou quando o tecido morre. Desta forma, a ativacdo da microglia pode ser encarada
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como uma causa ou consequéncia do SO no cérebro (51,58,59).

Posto isto, diversos fatores implicitos na progressdao da morte celular que
contribuem para o desenvolvimento da DP parecem todos estar interligados com o SO. Este
pode ser causa ou consequéncia de diferentes processos, que por sua vez culminam em DP.
De seguida, descrevem-se algumas dessas disfuncdes como a prépria disfuncdo mitocondrial
e as toxinas ambientais que promovem essa alteragdao, o metabolismo da dopamina, a

excitotoxicidade, e a acumulagdo de ferro.

2.6.1 Disfuncao Mitocondrial

A mitocondria é um organelo intracelular fundamental para a producdo de energia
sob a forma de adenosina trifosfato (ATP) através de processos de fosforilacdo oxidativa.
Neste processo a glicose é a principal fonte de energia cerebral, esta é transportada para os
neurdnios e astrdcitos onde &, posteriormente, convertida em piruvato. O piruvato, resultado
da glicdlise, é entdo transportado para as membranas mitocondriais onde sofre
descarboxilacido de modo a formar a acetil-coenzima A, que entra no ciclo do acido
tricarboxilico para produzir NADH e o dinucledtido de flavina e adenosina (FADH), coenzimas
necessarias para a sintese de ATP pela respiracao celular. A mitocondria nao se limita a atuar
na bioenergética celular, esta possui um importante papel no controlo dos niveis de ROS, na

homeostase do calcio e na biossintese de macromoléculas (60,61).

As primeiras evidéncias de disfuncdo mitocondrial surgiram na sequéncia de um
estudo de observacdao que envolveu a exposicdao a uma toxina ambiental, a 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP). A MPTP apds sofrer duas oxidacdes é transformada na
neurotoxina ativa, o 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+). Esta molécula é internalizada pelos
neurdnios dopaminérgicos nigroestriatais, inibindo o transporte de eletrées ao interferir
seletivamente com o funcionamento do complexo mitocondrial I. Este processo conduz a
consequéncias prejudiciais para a célula nomeadamente: aumento da producdo de ROS e
consequente SO, comprometimento da homeostasia do cdlcio e excitotoxicidade, entre
outros. A rotenona, anteriormente utilizada como pesticida é um potente inibidor do
complexo |, que tem sido, igualmente, estudada por estar envolvida na morte celular

dopaminérgica. A toxicidade da rotenona envolve dano oxidativo mediado pela excessiva
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producdo de radicais livres e pelo aumento da formacao de inclusdes de aS na SN, que levam

ao desenvolvimento de sintomas motores semelhantes aos da DP (62,63).

Como referido, as mitocondrias sdo a principal fonte de energia celular, no entanto
sao também uma fonte de produgao de ROS, como o radical superdxido. De modo a controlar
os niveis intracelulares deste radical, a enzima SOD converte o radical superdxido em peréxido
de hidrogénio, sendo posteriormente, degradado sob a¢ao da enzima catalase. Outro fator
que se encontra envolvido na degradacgao e consequente disfun¢ao mitocondrial é a presenca
de mutacdes em genes como o PINK1 que ao ativar a proteina parkina favorece a degradacao
proteossomal através da ubiquitinagdo de proteinas da membrana mitocondrial. Enquanto as
proteinas referidas anteriormente, estdo envolvidas na depuracdo de mitocondrias
danificadas, por autofagia, neurdnios que possuam muta¢des na proteina LRRK2 estdo

associados a uma maior vulnerabilidade a toxinas mitocondriais (64-66).

Deste modo, e tendo em consideragao o que foi referido ao longo deste tdpico,
sugere-se que a disfuncdo da cadeia respiratéria mitocondrial atua como um forte
potenciador do SO devido ao aumento da producao de ROS, e que este pode ser originado por
esta disfuncdo ou ser causador da mesma culminando este processo na progressdo da morte

celular e contribuindo, direta ou indiretamente para a fisiopatologia da DP esporadica.

2.6.2 Excitotoxicidade

O glutamato é o neurotransmissor excitatério mais abundante no SNC, no entanto
este exerce um efeito prejudicial sobre os neurdnios dopaminérgicos da SN. A
excitotoxicidade é um processo patoldgico induzido por uma exposicdo excessiva ao
glutamato. O aumento dos niveis de concentracao de glutamato, deve-se ao aumento da
reatividade das projecoes glutamatérgicas sobre o STN, o que conduz a uma sobreativacdo
dos seus recetores, nomeadamente os do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA). A hiperativacao
destes recetores tem como resultado um abundante influxo de calcio para o interior da célula,
0 que provoca uma despolarizacdo mitocondrial e ativacdo de diversas enzimas dependentes
do mesmo. Estas enzimas através da degradacdo de proteinas e de outros componentes
celulares, promovem a formacgdo de novas ROS/RNS. Por consequéncia, a ativacdo destas vias

pode culminar na morte neuronal por disfuncdes mitocondriais e consequentes processos de
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apoptose (67,68).

Desta forma, alteragdes energéticas resultantes de disfungdes mitocondriais na DP,

podem provocar excitotoxicidade e vice-versa.

2.6.3 Metabolismo da Dopamina

A DA é um neurotransmissor produzido maioritariamente na SN, onde atua sobre o
controlo da funcdo motora. Sendo assim, e apesar do seu metabolismo estar bem estudado e
ser de grande complexidade, é relevante abordar alguns conceitos relacionados com o seu
processo de degradacdo e oxidacdo, que irdo ajudar a compreender a sua relacdo com o0 SO e

consequente contributo na patogénese da DP.

A sintese da DA estd dividida em duas etapas e tem como precursor o aminodacido
tirosina. Numa primeira etapa a tirosina, na presenca de oxigénio, sofre hidroxilacdo dando
origem a L-3,4-dihidroxifenilalanina, também denominada de levodopa (L-DOPA), através da
acao da tirosina hidroxilase. Na segunda etapa, a L-DOPA é entdo convertida na DA pela acao
da descarboxilase de L-aminodcidos aromaticos (69). Apds a sua sintese, esta é armazenada
em vesiculas sinapticas e aquando da captacdo de um estimulo esta é libertada na fenda
sindptica. A DA extracelular, com o término do processo de sinalizacdo, pode seguir dois
caminhos distintos: sofrer recaptacdo ou ser metabolizada nas células gliais pelas enzimas
monoamina oxidase (MAQO) ou pela catecol O-metiltransferase (COMT) (69,70). Através da
Figura 2.6, podemos observar que no processo de metabolizacdo através da enzima MADO, a
DA é primeiramente transformada em 3,4-dihidroxifenilacetaldeido (DOPAL), este produto
intermédio é entdo convertido em acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) por acdo da enzima
aldeido desidrogenase. Por outro lado, na via de metabolizagdo através da COMT, a DA é
transformada em 3-metoxitiramina (3MT). Tanto o DOPAC como o 3MT, apds sucessivas

reacOes, sao convertidos no produto final, o acido homovanilico (69,70).
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Figura 2.6 - Representacdo simplificada do metabolismo da dopamina. MAO — monoamina oxidase;
COMT - catecol-O-metiltransferase; 3MT — 3-metoxitiramina; DOPAC — acido 3,4-dihidroxifenilacético;
HVA — acido homovanilico.

A DA, em ambiente basico ou seja, na presenca de pH elevado, sofre oxidagdo do
anel catecol, produzindo ROS como o peréxido de hidrogénio e o radical superéxido que, como
ja referido, podem reagir com ides metalicos. A DA pode ainda sofrer oxidagdo pelas enzimas
ciclogenase e tirosinase, dando origem a ortoquinonas como a dopamina-quinona e a L-DOPA-
quinona (69). Estes produtos sdo, posteriormente, convertidos em neuromelanina (NM), um
pigmento presente nos neurdénios dopaminérgicos e que se encontra diminuido em doentes
com DP (71). Sugere-se que a NM possa desempenhar um papel neuroprotetor, ao sequestrar
espécies metdlicas reativas, no entanto ao ter afinidade para reagir com o H,0;, esta pode ser
um ponto de partida para a formacdo de mais espécies reativas, desempenhando,

paralelamente, um papel neurotdxico (71).

Em condicdes de SO, a DA tem potencial para a formacdo de ROS que contribuem
para danos oxidativos, o que ird comprometer o normal funcionamento das estruturas
celulares, e acelerar a morte neuronal dopaminérgica. O dano oxidativo resultante deste
processo, compromete ainda, a degradacao proteica realizada pelo SUP, induzindo uma maior
agregacdo proteica e consequente disfuncdo lisossomal, caracteristicas presentes na DP
(69,70).

Os niveis diminuidos de DA, presentes em doentes com DP, sdo cruciais para o
desenvolvimento dos sintomas motores caracteristicos da doenca, facto comprovado pela

resposta favoravel a terapéutica com L-DOPA, dado que este é um precursor da DA.
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2.6.4 Acumulacao de Ferro

O Ferro é um elemento essencial para o normal funcionamento das diversas fungdes
metabdlicas do organismo, este participa no transporte de oxigénio para os tecidos, na sintese

e reparac¢do de ADN e na respiragao mitocondrial (72).

Como mencionado anteriormente, o Ferro possui um contributo relevante no
processo de SO e consequentemente constitui um dos demais fatores que condicionam o
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas como a DP. Os niveis de Ferro encontram-
se distribuidos de forma heterogénea nas diferentes regidoes cerebrais, no entanto, elevados
niveis de Ferro, que resultam da desregulacdo da sua homeostasia, aumento da taxa de
metabolismo oxidativo ou devido a presenca de mutacdes em genes envolvidos no
metabolismo e homeostase do Ferro, tém sido verificados em cérebros de doentes com
Parkinson, verificando-se o maior aumento na regido da SN (72,73). Sendo assim, a
acumulagdo de ides metdlicos como o Ferro, nesta regido, interfere na homeostasia celular, o
que acaba por induzir reagdes redox com consequente producdo de ROS/RNS. O perdxido de
hidrogénio, produzido pelas mitocondrias, numa tentativa de sequestrar o radial superdxido,
pode este proprio ser convertido em mais ROS, na presenca de Ferro, através de reacoes de

Fenton e Haber-Weiss, explicadas anteriormente (72,73).

Em suma, a combinacdo do Ferro com estas espécies reativas gera um ciclo redox
que culmina em neuroinflamagao, disfungdes mitocondriais, aumento da producao
desregulada de espécies reativas e danos celulares irreparaveis, o que resulta na progressao

da morte neuronal que se verifica nesta patologia.

2.7 Fatores de risco

Como tem vindo a ser evidenciado ao longo desta dissertacdo, a fisiopatologia da DP é
de grande complexidade. A idade tem sido proposta como o principal fator de risco para o seu
desenvolvimento, dado que a producdo de DA nos neurdnios diminui ao longo da vida,
contribuindo para o aparecimento dos sintomas caracteristicos da patologia. De seguida irdo
ser descritos os principais fatores de risco genéticos e ambientais que potenciam a génese da

doenca (69).
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2.7.1 Genéticos

A DP pode ser classificada como esporadica/idiopatica, hereditaria ou juvenil, como
referido. A DP esporadica hipoteticamente resulta de interacdes entre fatores genéticos e
ambientais, ao passo que a DP hereditaria resulta de mutagGes genéticas, sendo estimado o
seu envolvimento em pelo menos 10% dos casos (74). Existem inumeros genes estudados,
que de alguma forma se encontram associados a processos relacionados com a génese da DP,
e muitos outros ainda estardo por estudar. No Quadro 2.2 encontram-se sistematizados os
principais genes, cujas mutacdes se encontram envolvidas na patogénese da DP: SNCA, VPS35,
PINK1, ATP12A2, CHCHD2, DJ-1 e LRRK2. Estdo também referidos alguns aspetos relacionados

com a sua hereditariedade e fungao que desempenham (74-76).

Quadro 2.2 - Principais genes relacionados com o desenvolvimento da Doenca de Parkinson, a sua
hereditariedade e principal funcao.

GENE

HEREDITARIEDADE

FUNGAO

SNCA — ALFA SINUCLEINA
VP35 — VACUOLAR PROTEIN
SORTING-ASSOCIATED
PROTEIN 35

PINK1 - PTEN INDUCED
PUTATIVE KINASE 1

Autossdmico dominante

Autossdmico dominante

Autossdmico recessivo

Codificacdo a-sinucleina

Regulagdo mitocondrial

Regulagdo mitocondrial

ATP12A2 - ATPASE 13A2 Autossémico recessivo Lisossomal
CHCHD2 — COILED-COIL-

HELIX-COILED-COIL-HELIX Autossémico dominante Indefinida
DOMAIN CONTAINING 2

DJ-1 = PARKINSONISM Autossémico recessivo Regulagdo mitocondrial
ASSOCIATED DELYCASE

LRRK2 — LEUCINE RICH - . ~ . .
REPEAT KINASE 2 Autossdmico dominante Regulag¢do mitocondrial

As variantes mutantes do gene SNCA aceleram o processo de agregacao da aS, que
como revisto anteriormente, constitui o principal componente dos LB, contribuindo para o
aumento do SO devido a sua excessiva acumulacdo (74,75). O gene VP35 mutante dd origem
a perturbacbes no transporte de endossomas para os neurdnios, o que conduz a uma
acumulacdo anormal de ROS e consequentemente de SO, promovendo o desenvolvimento da
patologia. Em relacdo aos genes PINK1 e DJ-1, estes sdo considerados em conjunto uma vez
que possuem fungdes semelhantes (75,76). Diversas evidéncias afirmam a interacdo destes

genes no sistema de degradacdo proteossomal bem como o seu papel na manutencdo da
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estrutura mitocondrial, deste modo, variantes mutantes destes genes contribuem para o
desenvolvimento de disfungdes mitocondriais, o que leva ao aumento do SO, constituindo um
ciclo que promove a degradacdo celular e consequente contributo para a patologia (76).
Mutagdes no gene ATP13A2 relacionam-se com o comprometimento da func¢do lisossomal,
potenciando a acumulagdo de aS e ROS, estando associados a casos de parkinsonismo juvenil
com aparecimento de sintomas considerados atipicos como alucinagdes e ocorréncia precoce
de deméncia (77). Por fim, a expressao excessiva de variantes mutantes do gene LRRK2 esta
associada a uma maior vulnerabilidade mitocondrial que compromete o seu normal

funcionamento, promovendo a produg¢do de ROS (76).

Desta forma, o avanco cientifico na drea da genética, tem vindo a permitir uma maior
compreensdao dos diferentes fatores genéticos que influenciam o desenvolvimento desta
patologia, possuindo grande impacto na diferenciacdo dos tratamentos e cuidados clinicos

utilizados.

2.7.2 Ambientais

No que diz respeito a fatores ambientais, estudos cientificos tém vindo a analisar os
efeitos prejudiciais da exposicao continua a pesticidas e metais pesados. Como referido
anteriormente neste trabalho, pesticidas como a rotenona e o MPTP, desencadeiam reacdes
intracelulares dando origem a caracteristicas fisicas semelhantes ao parkinsonismo. A
exposicdo prolongada a metais téxicos, como o ferro, aluminio, mercurio, chumbo, manganés,
arsénico, cadmio e selénio, devido a sua capacidade de atravessarem a barreira
hematoencefdlica (BHE), desempenha um papel importante no contributo da degeneracdo
dopaminérgica. Desta forma, concentracdes excessivas destes componentes podem
aumentar o risco de desencadear processos neurodegenerativos, pela sua acumulagao em

regidoes como a SN, estimulando mecanismos de SO (50).

Apesar de existirem fatores ambientais que aumentam o risco de desenvolver DP,
existem igualmente fatores que conferem efeitos protetores nesta doenca. Em relacdo a
habitos de estilo de vida, uma ingestdo moderada de alcool, devido a sua influéncia nos
mecanismos de regeneracdo dopaminérgica e no aumento dos niveis de acido Urico no

organismo, parece estar relacionado com efeitos neuroprotetores, no entanto existem ainda
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estudos contraditorios neste sentido (24,78). Relativamente ao tabaco, diversos estudos tém
demonstrado uma reducgao do risco de desenvolver DP associado ao seu consumo, uma vez
que a nicotina é uma molécula com efeito antioxidante e estimulante da libertagao de DA no
organismo (79). Estd, atualmente, evidenciado que o consumo de café e a pratica regular de
exercicio fisico diminuem o risco de desenvolver esta patologia, entre os mecanismos
propostos destacam-se o aumento da libertacdo de DA, contributo na reducdo de SO e
aumento dos niveis de acido urico, um antioxidante potente que atua na reducdo de ROS/RNS,
contribuindo para a diminuicdo da morte celular (80). Em relacdo ao padrdo alimentar diario,
uma ingestdo rica em frutas, vegetais, cereais e pobre em alimentos lacteos, tem sido
associada a um risco de desenvolvimento de DP reduzido (24). Posto isto, é provavel que um
aumento do aporte de antioxidantes como vitaminas E, C, luteina e licopeno, estejam
associados a efeitos protetores devido a sua funcdo de sequestrar radicais livres, o que
contribui para o controlo dos niveis de SO, processo central no desenvolvimento desta

patologia (81).

Assim sendo, apesar da fisiopatologia da DP permanecer desconhecida, a hipétese
de que esta resulta de uma combinacdo entre diversos fatores genéticos e ambientais tem

vindo a ser confirmada e sustentada pelos inumeros estudos realizados.

2.8 Sintomatologia

Como tem vindo a ser salientado ao longo deste capitulo, a DP caracteriza-se
clinicamente pela presenca de parkinsonismo: bradicinesia, tremor de repouso e rigidez,
desenvolvendo ainda instabilidade postural com a progressdo da doenca. O inicio da
manifestacdao dos sintomas motores ocorre quando se verifica uma perda dopaminérgica de
aproximadamente 40 a 60% do total de neurdnios nigroestriatais, no entanto a manifestacdo
de sinais/sintomas ndo motores pode ocorrer anos ou até décadas antes do diagndstico da
patologia (82). Posto isto, é de extrema relevancia o estudo de novas terapéuticas que atuem
na modificacdo da doenca em fases mais iniciais. De seguida serdo descritos os principais

sinais/sintomas motores e ndo motores da DP.
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2.8.1 Sintomas motores

Bradicinesia: Corresponde ao principal sintoma motor que se verifica nesta doenga,
sendo caracterizada pela diminui¢do progressiva da velocidade de reagdao, da
amplitude dos movimentos (ex: abrir e fechar a mao, bater o pé no chéao
repetidamente), dificuldade na execugdo de tarefas simultaneas, dificuldade na
motricidade fina, podendo ser acompanhada de dificuldade na degluticao. A
hipotomia, ou seja, alteracdes na expressdo facial, que permanece imdvel ou sem
expressao e com diminuicdao do pestanejo, e a hipofonia (diminuicdo do volume da

voz) sdo também, manifestacdes de bradicinesia (82,83).

Rigidez: Segundo sintoma mais comum da DP, descrito como a instabilidade e
resisténcia na movimentacdo dos membros. A limitacdo do movimento, que se
verifica, deve-se a reducdo da sua amplitude, acompanhada da incapacidade de
relaxamento muscular. E testado através da avaliacdo de exercicios fisicos como a
flexdo e extensdo cervical, articulacdo do joelho e no punho. Tratando-se de uma
caracteristica transversal a outras patologias, é habitualmente confundido e

diagnosticado como artrite (8,82).

Tremor de repouso: Sintoma presente em aproximadamente 75% dos casos de DP e

usualmente um dos primeiros sintomas a manifestar-se. Consiste num movimento
ritmico e involuntdrio principalmente nas extremidades, podendo estender-se a
regides como lingua e mandibula. Trata-se de uma caracteristica heterogénea,
podendo manifestar-se de forma moderada ou severa, sendo extremamente
influenciada pelos niveis de stress do individuo. E avaliado através da observacio,
numa superficie plana, dos musculos relaxados, sendo a friccao repetida do polegar e
indicador, o movimento mais comum nesta patologia. Na DP verifica-se, ainda, a
presenca de tremor postural. O tremor postural é um tipo de tremor que consiste na
presenca de movimentos involuntarios em posicdao horizontal e contra a gravidade,
evidenciando-se mais proeminente que o tremor de repouso e é considerado como
um dos primeiros sinais da manifestacdo da doenca. Tanto o tremor postural como o

de repouso respondem de forma favoravel a terapéutica dopaminérgica (8,82,84).
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Instabilidade postural: Principal sintoma da perda da capacidade de manter o

equilibrio em condicdes de repouso e preparacdo de movimentos. Diz respeito, ainda,
a perda de reflexos, marcha lenta, desequilibrio postural, redu¢ao do normal balanceio
dos membros superiores aquando da marcha e é considerada a principal causa da
maioria das quedas e consequentes fraturas que ocorrem na DP. A perda da
coordenagdao motora que se verifica encontra-se relacionada com a desregulagao dos
circuitos sensoriais, visuais, motores e cognitivos, sendo consequente da doenca.
Trata-se de um sintoma que se manifesta nas fases mais tardias da doenca e é avaliado
introduzindo uma forca para trds dos ombros do doente e observando a forma como

este reage ao desequilibrio aplicado (8,82,85).

2.8.2 Sintomas nao motores

Movimentos oculares rapidos e perturbacées no sono: A RBD (perturbacdo

comportamental do sono REM (rapid eye movement)), sindrome das pernas inquietas
e apneia do sono constituem disturbios do sono, os principais sintomas ndo motores
da DP. O RBD corresponde a uma parassOnia que se caracteriza pela encenacao
repetitiva de sonhos acompanhada de movimentos oculares rapidos, geralmente
confundido com sonambulismo. Este disturbio tem sido associado a acumulagao de LB
gue se verifica em individuos com esta patologia. A apneia do sono é caracterizada por
uma perturbacdo respiratéria que consiste na interrup¢ao do fluxo respiratdrio
durante o sono. Estes disturbios contribuem para a diminuicdo da qualidade de vida
dos doentes, sendo importante haver uma maior sensibilizacdo da parte de todos para
este tipo de sintomas, de modo a conduzir a um diagndstico mais precoce e a um

tratamento mas especializado (8,82,86).

Obstipacdo: Este sintoma resulta da diminui¢do dos movimentos intestinais, sendo
considerada como uma das primeiras manifestacdes da doenca na sua fase mais inicial.
Esta pode ter como causas, o comprometimento do sistema nervoso auténomo, a
fraqueza fisica e diminuida ingestdo de liquidos, a excessiva deposicdo de aS e pode,

ainda, resultar de um efeito adverso a medicacdo (8,82).
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Disfuncdo olfativa: A disfuncdo olfativa foi descrita, em individuos com DP, pela

primeira vez em 1975, desde entdo tem sido observado que mais de 80% dos doentes
apresentam este sintoma nos estadios mais iniciais da doenca (82). Este pode ser
considerado como um potencial marcador de neurodegeneragdo uma vez que sugere-
se que a perda olfativa esteja associada ao processo de acumulacdo de agregados
protéicos no bolbo olfativo. Estas disfungdes podem ainda estar relacionadas com
alteragdes no processo de sinalizagao de neurotransmissores, o que compromete a
normal transmissdo de sinais elétricos entre os neurdnios. Contudo, ndo é um sintoma
especifico da DP, podendo manifestar-se em diferentes doengas neurodegenerativas
ndao sendo possivel estabelecer um diagndstico baseado neste sintoma isolado

(8,82,87).

Depressdo e perturbacdes cognitivas: A depressdo é uma perturbacdo emocional

estando associada a niveis diminuidos de neurotransmissores como a serotonina e a
dopamina. Este é um dos principais sintomas ndo motores presente em mais de 50%
de doentes com DP (82). Em relagcdo as perturbag¢des cognitivas, estas resultam da
progressao da deterioracdo neuronal e caracterizam-se por disfuncdes de memoria,
de atencdo, de execucdo de tarefas simples e eventualmente da linguagem (8,82). A
presenca deste sintoma pode estar associado com a predisposi¢ao genética de alguns
individuos, manifestando-se com maior severidade em doentes com mutacdes nos

genes PARKIN e PINK1 em compara¢dao com doentes com DP idiopatica (87).
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2.9 Diagnostico

O processo de diagndstico nas fases mais iniciais da DP, continua até aos dias de hoje
a ser um desafio. Um dos principais desafios no diagndstico é a grande heterogeneidade de
sintomas, gravidade e progressdo da doenca entre os diferentes doentes e o facto dos
sintomas cardinais poderem se sobrepor a caracteristicas comuns a outras doencas
neurodegenerativas. Historicamente, o diagndstico de DP baseava-se na presenca de
determinados sintomas, como tremor, rigidez muscular e bradicinesia. Foi apenas, em meados
de 1988, que o United Kingdom Parkinson’s Disease Society Brain Bank (UKPDSB), estabeleceu
os primeiros critérios para o diagndstico clinico desta patologia, considerando a presenca de
bradicinesia, seguida de resposta positiva a terapéutica dopaminérgica caracteristicas
principais (82). Anos mais tarde, Gelb definiu como sintomas cardinais, ndo s6 a presenca de
bradicinesia, como também a assimetria no comprometimento motor e o tremor de repouso
(82). Em 2015, a International Parkinson and Movement Disorder Society, tendo como base os
critérios de UKPDSB e Gelb, prop6s a inclusdo de sintomas ndo motores nos critérios de
diagndstico e a divisdo da DP em estadios: DP pré-clinica, no inicio do processo de
neurodegeneracao e auséncia de sintomas ou sinais clinicos; DP prodromica, que se manifesta
por sinais e sintomas ndao motores insuficientes para um diagndstico conclusivo; DP clinica, na
presenca de sinais e sintomas motores e ndo motores, suficientes para um diagndstico
conclusivo de DP (88). Desta forma, é de destacar a importancia do estudo aprofundado dos
sintomas nao motores na DP, para que seja possivel um diagndstico precoce nas fases iniciais
da doenca. Em adicdo ao exame fisico, testes genéticos tém se mostrado Uteis para identificar
individuos que possuam risco aumentado de desenvolver a doenga. Exames imagioldgicos,
gue raramente sdo utilizados, sdo igualmente Uteis na identificacdo da degenerescéncia

dopaminérgica no estriado (82,88).

Atualmente, ndo existe ainda nenhum biomarcador que permita afirmar o diagndstico
da doenca, no entanto muitos tém sido os estudos realizados nesta area. A presenca de SO no
organismo leva, entdo, a geracdo de diversas moléculas, sendo possivel identifica-las nas
distintas patologias associadas a este desequilibrio. De seguida sdo apresentados os

biomarcadores que tém demonstrado maior relevancia (9).
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Peroxidacao Lipidica

O acido linoleico e o acido araquiddnico sdo acidos gordos polinsaturados que fazem
parte da constituicdo das membranas neuronais e sao considerados os maiores alvos de
oxidacdo. No caso de comprometimento das capacidades antioxidantes da célula, é
desencadeado um ciclo de reagdes redox, o que da origem ao aumento de mais espécies
oxidantes, consequente aumento do SO e danos prejudiciais a célula o que pode culminar em
morte celular. O processo de peroxidacao lipidica, pode ser definido como uma cascata de
reagoes bioquimicas, que conduzem a gerac¢do de ROS, pela oxidagdo de espécies lipidicas.
Este mecanismo possui assim a capacidade de alterar a estrutura membranar das células, pela
danificacdo de moléculas como os fosfolipidos, o que compromete a sua fungao de barreira
protetora. Em relacdo aos produtos da peroxidacdo lipidica que sdo passiveis de serem
quantificados, sendo exemplos de bons indicadores de SO, sdo: a acroleina, o malonaldeido e

0 4-hidroxi-2-nonenal (51).

Estes produtos, podem contribuir para o desencadeamento de doengas do SNC,
através da capacidade de induzir uma descompensacdo redox nas células. A sua acumulagao
contribui para fendmenos prejudiciais ao normal funcionamento celular como alteragdes nos
mecanismos de defesa antioxidante, degradacdo proteica, disfun¢des mitocondriais ou

ativacao glial (51).

8-Hidroxiguanosina

A 8-Hidroxiguanosina (8-OHG) é uma molécula que resulta da oxida¢do da guanosina
no radical hidroxilo, tendo sido avaliada em diferentes estudos e proposta como um bom
marcador de dano oxidativo. Em resultado dos estudos realizados, verificou-se que a 8-OHG
se encontrava aumentada na regido da SN em doentes com DP, o que corrobora com o

aumento do SO que se verifica nesta patologia (89,90).

29



3. Abordagem Terapéutica da Doenc¢a de Parkinson

A terapéutica utilizada na DP pode ser dividida em: terapéutica farmacoldgica,
terapéutica ndo farmacoldgica e estimulacao cerebral profunda. A terapéutica farmacoldgica,
que sera apresentada de seguida, tem como principal objetivo a melhoria da sintomatologia
associada a patologia, uma vez que ndo existe, atualmente, terapéutica modificadora da
doenga ou neuro-restauradora. Desta forma, ndo existe uma estratégia terapéutica
padronizada, sendo que os regimes de tratamento sdo individualizados tendo em
consideragao os sintomas que o doente apresenta, assim como o seu grau de gravidade

(8,90,91).
3.1 Levodopa

O tratamento farmacolégico atual, tem como base a terapéutica de substituicdo
dopaminérgica, que atua na melhoria de sintomas como a bradicinesia, o tremor e a rigidez
muscular. A DA é uma molécula sem capacidade para transpor a BHE, deste modo é
administrado a levodopa (L-DOPA), um proé-fdrmaco que atravessa esta barreira e sofre
metabolizacdo pelas DOPA descarboxilases, sendo convertida em DA na regido cerebral (90).
Ambas as estruturas destes componentes encontram-se representadas na Figura 3.1. De
forma a maximizar a quantidade de farmaco que atinge o alvo (cérebro) e minimizar os efeitos
da sua conversdo a nivel periférico, é aconselhada a administracdo da levodopa em
combinacdo com inibidores da DOPA descarboxilase, como a carbidopa ou a benserazida (90-
92). Apesar deste ser o tratamento mais comum e eficaz até a atualidade, a L-DOPA tem sido
alvo de diversas investigacdes que evidenciam o contributo do uso prolongado deste farmaco
no desenvolvimento de complicagGes motoras posteriores como discinesias e flutuacdes (91).
As discinesias sdo movimentos musculares involuntarios, que ocorrem usualmente quando o
farmaco se encontra no seu pico de concentrac¢ado, assim sendo a utilizacdo da dose minima
eficaz é o mais indicado para a prevencao de complicacdes motoras significativas (90).
Ocorrem, ainda, flutua¢des na mobilidade que se caracterizam por um estado on onde as
capacidades motoras estdao controladas e um estado off, aquando da diminuicdo do efeito do
farmaco. Estas flutuagcGes tém como causas as oscilacdes, que se verificam nos niveis de DA
na via nigroestriatal e a diferente captacdo de L-DOPA nos varios tecidos (90,91).
Adicionalmente, este fdarmaco pode provocar alteragGes gastrointestinais, alteracdes
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neuropsiquiatricas e hipotensao ortostatica, sintomas bastante comuns em doentes com esta

patologia (91).
@)
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Figura 3.1 - Representacdo das estruturas quimicas do neurotransmissor dopamina e da L-DOPA, um
pro-farmaco que apéds biotransformacdo enddgena dd origem a dopamina.

3.2 Agonistas da Dopamina

Os agonistas da dopamina sdo farmacos que atuam na estimulacdo do sistema
dopaminérgico através da sua ligacdo direta com os recetores da DA. Estes agonistas, podem
ser subdivididos em dois grupos: os agonistas derivados da ergotamina, que incluem a
bromocriptina, pergolida, cabergolina e mesilato de di-hidroergocriptina, e os agonistas nao
derivados da ergotamina, como o piribedil, o pramipexol, o ropinirol, a apomorfina e a

rotigotina (Figura 3.2) (93).

Contrariamente a L-DOPA, estes farmacos ndao necessitam de sofrer bioativa¢ao
metabdlica, sendo frequentemente prescritos como terapéutica farmacoldgica inicial em
casos de DP em pacientes mais jovens, sendo que o seu principal objetivo corresponde a
prevencao de possiveis complicacGes motoras apds o tratamento prolongado com L-DOPA
(90,93). Apesar deste grupo farmacolégico ter como vantagem o atraso no aparecimento de
discinesias e flutuacdes, a L-DOPA continua, até a atualidade, a ser o fdrmaco de eleicdo em
termos de efetividade na terapéutica, desta forma, a estratégia mais aconselhada é o uso de
agonistas da dopamina como terapéutica adjuvante (90,91). No entanto, parte destes
agonistas podem ser indicados em monoterapia em casos de intolerancia ou presenca de
complicacdes associadas a toma da L-DOPA. De um modo geral, este grupo de farmacos possui
uma maior incidéncia de efeitos adversos em comparacdo com a L-DOPA, nomeadamente,
hipotensao ortostatica, edema dos membros inferiores e desenvolvimento de sonoléncia e
alucinagdes, principalmente em doentes que ja possuem alguma deficiéncia cognitiva. O

principal efeito secundario que tem vindo a ser associado a terapéutica com esta classe é o
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desenvolvimento de problemas comportamentais como perturba¢cdes no controlo de
impulsos e consequente desenvolvimento de sintomas psiquiatricos como depressao,

psicoses e trastorno obsessivo-compulsivo (90-93).

Posto isto, a utilizacdo de agonistas da DA é atualmente indicada no tratamento
inicial da DP ou em doentes que ja apresentam complicacdes motoras, de modo a maximizar
a resposta terapéutica da L-DOPA. A escolha de um agonista em detrimento de outro depende

apenas do seu tempo de ac¢do e tolerabilidade do individuo ao farmaco (92).
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Figura 3.2 - Representac¢do das estruturas quimicas de alguns agonistas da dopamina.
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3.3 Anticolinérgicos

Os anticolinérgicos sao farmacos que atuam na DP através de mecanismos nao
dopaminérgicos. Pensa-se que uma das causas para o desenvolvimento dos sintomas motores
desta doenca seja o desequilibrio que se verifica entre os neurotransmissores acetilcolina e
DA. Com a finalidade de restaurar o seu equilibrio surgiram, entdo, os antagonistas nao
seletivos dos recetores muscarinicos da acetilcolina (anticolinérgicos), que inibem a acgao
deste neurtransmissor. Dentro desta classe farmacolégica podemos destacar a benzatropina,

biperideno e tri-hexifenidilo (Figura 3.3) (90,92).
/

o S

Benzatropina Biperideno Tri-hexifenidilo
Figura 3.3 - Representacdo da estrutura quimica de anticolinérgicos.

Este grupo de farmacos é geralmente indicado em combinacdo com a L-DOPA no
tratamento de doentes com DP recente, sendo eficazes na melhoria da rigidez muscular e
tremores de repouso, ndo tendo qualquer efeito sobre a bradicinesia. Dado que se tratam de
farmacos nao seletivos para apenas um tipo de recetor muscarinico, o seu uso é limitado e
acarreta efeitos secundarios, tais como visao turva, xerostomia, retencao urindria, obstipacao,
dificuldades de degluticio e desenvolvimento de problemas a nivel cognitivo e
neuropsiquiatrico. Posto isto, sdo farmacos que devem ser evitados em doentes com idade

mais avancgada ou que ja apresentem comprometimento cognitivo (90,94).
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3.4 Inibidores seletivos da monoaminoxidase B

Existem, distribuidas pelo sistema nervoso, duas isoformas das enzimas mitocondriais
MAO, a MAO-A e a MAO-B. Enquanto a MAO-A metaboliza neurotransmissores como a
noradrenalina, serotonina e DA, a MAO-B é a enzima que estd envolvida na metabolizagao
seletiva da DA. Os principais inibidores da MAO-B (IMAO-B) comercializados sdo a selegilina,

a rasagilina e mais recentemente a safinamida (95).

|
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Selegilina Rasagilina Safinamida
Figura 3.4 - Representacgdo das estruturas quimicas de inibidores seletivos da MAO-B.

Este grupo de farmacos, atuam na inibicdo da enzima MAO-B, interferindo na
metabolizacdo da DA, com a finalidade de prolongar a atividade dopaminérgica. Sao
usualmente indicados em monoterapia nos primeiros estadios da doen¢a ou em conjunto com
outros farmacos antiparkinsdnicos. A selegilina, um inibidor irreversivel seletivo da MAO-B,
atua na diminuicdo da degradacdo da DA ao inibir a atividade da enzima, no entanto, ndo
possui beneficios significativos quando utilizada em monoterapia (91). Deste modo, é
geralmente indicada como farmaco adjuvante em situacdes de resposta decrescente a L-
DOPA ou na presenca de flutuacdes motoras, os denominados fendmenos on/off. E
importante referir que este farmaco apresenta alguns efeitos adversos, sendo o principal o
desenvolvimento de insénia, uma vez que a sua metabolizacdo dd origem a anfetamina e
metanfetamina. Pode ainda causar confusdao mental, alucinacdes e agravamento de

discinesias provocadas pela toma da L-DOPA (90-92,95).

A rasagilina, para além de ser um inibidor reversivel, a sua poténcia e tolerabilidade é
superior em relacdo a selegilina, podendo ser utilizada em monoterapia ou como terapéutica
adjuvante em doentes que apresentem flutuacdes de fim de dose. A sua eficacia no
tratamento da DP é modesta e apesar de ter demonstrado propriedades neuroprotetoras em
modelos animais, os estudos para investigar a sua capacidade de modificar a progressao da

patologia tém produzido resultados incertos, pelo que a hipotese continua em aberto,
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tornando a decisdo de usa-la com esta finalidade, do médico. (91,95,96). Em relacdo a efeitos
adversos, este farmaco deve ser utilizado com precau¢ao em doentes com comprometimento
hepatico grave, podendo, ainda, provocar efeitos como alucinagcbes, confusdo mental e

disturbios do controlo de impulsos (96).

A safinamida é um fdrmaco mais recente, que entrou para o mercado em 2015,
enquadra-se no grupo dos IMAOB, no entanto é um derivado da a-aminoamida, por esta razao
o seu modo de acdo pode ser dopaminérgico, através da inibicdo da MAO-B ou nao
dopaminérgico, através do bloqueio dos canais de sédio dependentes de voltagem, bloqueio
dos canais de calcio e reduc¢do da libertagdo de glutamato. Efeitos neuroprotetores tém sido
alvo de discussdo, uma vez que as suas acdoes ndao dopaminérgicas contribuem para a
diminuicdo da formagdo de ROS/RNS, o que conduz a uma reducdo do SO e consequente

melhoria da sintomatologia da doenca (90,91,95).

3.5 Inibidores da catecol-o-metiltransferase (COMT)

Como evidenciado anteriormente, a enzima Catecol-O-Metil-Transferase é uma
enzima que também estd envolvida no metabolismo da DA, desta forma os inibidores da
COMT (ICOMT) sdo farmacos que diminuem a degradacao de DA, prolongando a sua acgdo.
Atualmente, os principais ICOMT comercializados sdo a tolcapona, a entacapona e a

opicapona, sendo que a tolcapona nao se encontra comercializada em Portugal. (Figura 3.5)

(90-92,97).
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Figura 3.5 - Representac¢do das estruturas quimicas de inibidores da COMT.
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Estes fadrmacos possuem um efeito limitado sobre os sintomas da DP, sendo assim sdao
indicados como terapéutica adjuvante da L-DOPA em doentes que possuam flutuagdes
motoras como resultado da ineficacia de terapéuticas baseadas na sua combinacdo com
inibidores da DOPA descarboxilase. Estes farmacos atuam na redu¢ao da metilagao da L-DOPA
a nivel periférico, o que contribui para o aumento do seu tempo de semi-vida e
prolongamento dos seus efeitos terapéuticos (90-92). Em relacdo aos ICOMT referidos,
enquanto a entacapona e a opicapona estao envolvidas apenas na inibigcdao periférica desta
enzima, ndo possuindo a capacidade de transpor a BHE, a tolcapona inibe a COMT tanto a
nivel central como periférico (97). Em termos de efeitos secundarios, estes estdo associados
a um aumento da estimulacdo dopaminérgica devido ao prolongamento da exposicao a L-
DOPA, podendo destacar-se a elevada incidéncia de diarreia, agravamento de discinesias,
nauseas, confusdao mental e coloracdo alaranjada da urina (91,92). A tolcapona possui algumas
restricdes a sua utilizacao, devido ao seu efeito hepatotdxico, sendo apenas aconselhada em
casos de ineficacia de outros farmacos (97). Em um estudo realizado em 2022, com o objetivo
de avaliar a farmacocinética da opicapona em compara¢ao com a entacapona em terapéutica
adjuvante com a L-DOPA/Carbidopa, revelou a superioridade da opicapona em relagdo a
entacapona, uma vez que esta proporciona uma maior disponibilidade plasmatica de
levodopa por um maior periodo de tempo, contribuindo para a diminuicao das flutuagdes

motoras derivadas da variacdo da sua concentracdo no organismo do doente (98).
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3.6 Amantadina

A amantadina (Figura 3.6) é um farmaco antiviral, inicialmente desenvolvido como
tratamento na infecdo pelo virus influenza. Mais tarde, foi descoberto o seu potencial, apesar
de limitado, na terapéutica da DP, uma vez que para além de ser um farmaco antiviral, a
amantadina é antagonista dos recetores de glutamato NMDA (90,98). O mecanismo de acdo
deste farmaco nao esta completamente esclarecido, no entanto verifica-se que o bloqueio da
atividade glutaminérgica confere efeito terapéutico ao interferir na excessiva
neurotransmissao de glutamato e sugere-se que esteja envolvida, ainda, na estimulagdao de
libertacdo de DA, diminuicdo da sua recaptacdo na fenda sinaptica e possiveis propriedades
anticolinérgicas (99). Através da sua acdo terapéutica, a amantadina pode melhorar sintomas
como os tremores de repouso, a bradicinesia, rigidez muscular, assim como reduzir discinesias
associadas a exposicao prolongada de L-DOPA. Apesar de ser menos eficaz que esta, é Gtil na
melhoria da sintomatologia a curto prazo em individuos com doenga leve, sendo
habitualmente indicada como seu adjuvante, permitindo a reducdo da sua dose. Em relacdo a
efeitos secundarios desta terapéutica, estes incluem: comprometimento cognitivo, edema
dos membros inferiores, perda de apetite, nduseas, vomitos, insdnia, confusdo/agitacdo,

cefaleias e alucina¢des (90-92,99).

NH-

Amantadina

Figura 3.6 - Representacdo da estrutura quimica da amantadina.
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4. Uso de Glutationa na Abordagem Terapéutica

4.1 Estrutura da glutationa

A relevancia da GSH tem sido investigada desde que foi descrita pela primeira vez, em
1888, por Rey-Pailhade, tendo sido denominada de “philothion” apds ser demonstrada a sua
capacidade de reduzir o enxofre a sulfureto de hidrogénio em extratos de leveduras (100).
Desde esse tempo, muitos investigadores tém-se dedicado a extracdo e sintese da GSH. Foi
apenas em 1929, apds algumas controvérsias acerca da estrutura deste elemento, que o
investigador Hopkins determinou que a GSH consistia num tripéptido linear constituido por

aminodcidos ndo essenciais: a cisteina, a glicina e o glutamato (100).

Este antioxidante encontra-se distribuido de forma ubiqua em todas as células,
podendo apresentar-se em duas formas: reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) (Figura 4.1), sendo
gue aproximadamente 98% da GSH total no organismo se encontra na forma reduzida. A
glutationa é considerada como o antioxidante enddégeno com maior abundancia no
organismo, desempenhando um papel neuroprotetor através de processos como: controlo de
ROS/RNS e consequente equilibrio redox, regulacdo do ciclo celular sinalizagdo celular, defesa
imunoldgica, expressao de genes e diferenciagao celular, encontrando-se também envolvida
no metabolismo de xenobidticos e de alguns compostos enddgenos como leucotrienos e

prostaglandinas (100-102).
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Figura 4.1- Representacdo das estruturas quimicas da glutationa na sua forma reduzida (GSH) e
oxidada (GSSG).
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4.2 Sintese e metabolismo da glutationa

A sintese de GSH, que ocorre no citoplasma das células, pode ser dividida em duas
etapas consecutivas dependentes de ATP (102). Na primeira reac¢do, através da y-
glutamilcisteina sintetase (GCS) é estabelecida a ligacdo peptidica entre o grupo amina do
aminodcido cisteina e o grupo carboxilo do glutamato, dando origem a y-glutamilcisteina, a
qual é combinada com a glicina numa reacgao catalisada pela enzima glutationa sintetase (GS)
para a geracao do produto final, a GSH (102). Esta estd envolvida no processo de regulacdo da
enzima GCS através de um mecanismo de feedback negativo, prevenindo a acumulagdo de
GSH ou do seu intermediario, a y-glutamilcisteina (100). A cisteina é considerada o fator
limitante na sintese deste antioxidante uma vez que dos trés aminodcidos, este é o mais
escasso, podendo esta ser obtida através da degradacdo da GSH extracelular ou pela
transulfuracdo do aminodcido metionina no figado (102). Este 6rgdo é assim considerado
como o mais importante na homeostase da GSH, pelo seu envolvimento na sintese deste fator

(102,103).

O fornecimento de cisteina para a sintese de GSH é realizado pelo sistema de
transporte da cistina, um aminoacido natural formado por duas moléculas de cisteina,
verificando-se uma elevada expressdo deste sistema nos astrécitos (102). Nestas células gliais,
a cistina é captada através do transportador de troca cistina-glutamato, onde é
posteriormente reduzida a cisteina para a sintese de GSH, sendo esta uUltima posteriormente
transportada para o espaco extracelular através dos transportadores resistentes a multiplos
farmacos (100,102). Apds a sua libertacdo, a GSH produzida pelos astrocitos tem a capacidade
de reduzir a cistina extracelular a cisteina, podendo esta ser imediatamente transportada,
através dos transportadores de aminoacidos excitatérios (EAAT) tipo 3, para os neurdnios para
nova sintese de GSH (103). Até a atualidade, foram descritos 5 tipos de EAAT: no cérebro, mais
precisamente nos astrdcitos encontram-se distribuidos os EAAT1 e EAAT2, enquanto o

transportador EAAC1 é exclusivamente expresso nos neurdnios (100,103).

Os niveis de GSH que se encontram a nivel neuronal sdo inferiores aos niveis presentes
nos astrécitos, desta forma foram realizados diversos estudos in vitro que demonstraram que

a co-incubacdo de células neuronais e astrécitos promove o aumento de GSH nos neurdnios,
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uma vez que estas células da glia tém a capacidade de fornecer os precursores necessarios

para a sintese de GSH, nomeadamente a cisteina, como descrito anteriormente (100,101).

O metabolismo da GSH, ocorre maioritariamente na superficie externa das membranas
plasmaticas, por agdo inicial das enzimas y-glutamiltranspeptidases que se encontram na
superficie celular. A GSH sofre hidrdlise por acdo destas enzimas, e é convertida no dipéptido
glicina-cisteina e em glutamato, sendo a ligacdo peptidica entre a glicina e a cisteina
posteriormente clivada através das dipeptidases ligadas a membrana celular. Estes produtos,
obtidos da degradacdo da GSH, sdo reabsorvidos, tornando-se precursores de nova sintese de

GSH, o que contribui para a regeneragao enddgena continua deste antioxidante (100-102).

4.3 Mecanismos de ac¢ao da glutationa

Como revisto anteriormente, o SO resulta de uma producao excessiva de radicais
livres, o que conduz a danificacdo do sistema celular e consequente dano oxidativo. A GSH
pode atuar como antioxidante de forma direta ou indireta, uma vez que que tem a capacidade
de reagir diretamente com radicais livres, particularmente o radical superdxido, éxido nitrico
e o radical hidroxilo, e de forma indireta, através da agdo da glutationa peroxidase (GP) (104).
A GP é uma enzima envolvida no processo de destoxificacdo de perdxidos organicos,
nomeadamente o perdxido de hidrogénio, contribuindo assim para a acdo antioxidante da
GSH (100,102). Neste processo de destoxificacdo, inicialmente a enzima SOD provoca uma
dismutacdo do radical superdxido em oxigénio e perdxido de hidrogénio. De seguida o H,0; é
neutralizado, por acdo da GP, e convertido em oxigénio e dgua, pela oxidagdo do grupo tiol da
cisteina da GSH reduzida, sendo esta ultima transformada na sua forma oxidada (102,105). No
controlo de RNS, estas espécies sao neutralizadas pela sua conjugacdao com a GSH, dando
origem ao produto S-nitrosoglutationa, reduzindo assim o stress nitrosativo e evitando

possiveis danos celulares (105).

A GSH possui outras fungdes importantes para o normal funcionamento celular, como
o seu envolvimento no transporte e armazenamento de moléculas de cisteina, dado que esta
pode sofrer auto-oxidacdo sendo convertida na cistina, aminoacido que produz radicais
téxicos para o organismo (104). Sugere-se, ainda, que esta esteja igualmente envolvida em

mecanismos de desintoxicacdo de xenobidticos, quer por ser utilizada como substrato de
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reagdes de conjugagdao quer por conjugacao direta desta, sendo que todo o controlo de
transcricdo de genes necessarios a formagao das enzimas envolvidas neste processo de
desintoxicacdo é realizado pelo fator nuclear eritoide 2 (Nrf2), que atua, assim, como um
importante regulador da resposta antioxidante (101-103). A GSH desempenha, ainda, diversas
outras funcdes, nomeadamente na manutencdo da homeostase de metais, visto que esta
envolvida no seu transporte e entrega a moléculas-alvo, evitando o aumento da geracdo de

ROS e diminuindo a toxicidade oxidativa que estes podem provocar (103,104).

Para que a glutationa exerca a sua funcao protetora e antioxidante, é essencial que o
seu processo de regenerac¢do seja mantido. Na sua regeneragdao encontram-se envolvidas trés
enzimas: a GP, a glutationa oxidase (GO) e a glutationa redutase (GR), enquanto as duas
primeiras catalisam a rea¢do de oxidacdo da GSH em GSSG, a ultima, na presenca do co-fator
NADPH, é responsdavel pela regeneracdao de GSH, a partir da reducdo da GSSG. A razdo
GSH/GSSG podera ser um bom indicador de SO, dado que nessas condicGes, a GSH é entdo
oxidada em GSSG, o que conduz a uma baixa relagdo GSH/GSSG e consequentes disfuncbes

celulares pela diminuicdo da a¢do antioxidante da GSH (101,102,105).

4.4 Potencial do uso da glutationa na Doenca de Parkinson

Ao longo dos anos, diversos estudos tém relevado a existéncia de uma diminuicdo de
aproximadamente 30-50% dos niveis de GSH na SN, assim como um rdacio GSH/GSSG
diminuido em vdrios tecidos cerebrais, em doentes com DP (106). Estes doentes apresentam,
ainda, uma deficiente atividade das enzimas: complexo mitocondrial 1, glutationa-S-
transferase, GR, GP e GCS, o que provoca uma diminuicdo da sintese e regeneracdo de GSH e
consequente diminuicdo da atividade antioxidante exercida por esta, tornando o cérebro mais

suscetivel a substancias toxicas (106,107).

Como referido anteriormente, em condicdes de SO, a DA sofre facilmente oxidacao
sendo convertida nas DA-quinonas, estas quinonas tém tendéncia para reagir com residuos
de sulfidrilo em proteinas funcionais, o que conduz a formacdo de quinoproteinas, que
induzem a sua disfuncdo e consequente morte celular (103). A GSH é assim, considerada como
um neuroprotetor de elevada relevancia principalmente nos neurdnios dopaminérgicos, nao

so pela sua acdo no controlo de ROS mas também no controlo da formacao de DA-quinonas,
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dado que o grupo sulfidrilo da cisteina que constitui a GSH compete com as DA-quinonas, o

que evita a formacgao de quinoproteinas, diminuindo a sua degeneragao celular (103,106).

Tendo em conta a funcdo exercida pela GSH no controlo e diminui¢cdo do SO, na
reducdao da neurodegeneracdo dopaminérgica induzida por este e devido aos restantes
mecanismos de acdo deste antioxidante, muitos tém sido os estudos realizados para avaliar o
potencial da suplementag¢dao de GSH na melhoria da sintomatologia motora associada a DP

(107).

Num estudo realizado em 1996, foram administrados, por um periodo de 30 dias,
600 mg de GSH por via intravenosa (IV) a 9 participantes diagnosticados com DP idiopatica e
sem tratamento prévio (108). Apesar de existir discordia em alguns estudos devido a
impossibilidade da GSH atravessar a BHE, apds a sua administracdao, o estudo apresentado
relatou uma melhoria na sintomatologia motora de todos os doentes e uma reducdo de 42%
na sua incapacidade (108,109). Apds o término do tratamento com este antioxidante, o seu
efeito perdurou nos 2 a 4 meses seguintes, evidenciando a possibilidade da GSH possuir um
efeito protetor contra a progressao desta patologia, ndo sendo relatados efeitos adversos

significativos a sua utilizagao (108).

Em 2009, foi realizado um ensaio clinico randomizado duplamente cego, com o
objetivo de avaliar a seguranca, tolerabilidade e eficacia da administracdo de GSH IV na DP
(110). Deste modo, 21 participantes, cuja sintomatologia sdo se encontrava controlada com a
medicagao convencional prescrita, foram aleatoriamente selecionados para receber 1400 mg
de GSH IV ou placebo, administrados 3 vezes por semana durante um més. Apds anadlise, a
GSH foi bem tolerada e a sua utilizacdo considerada como segura. Os resultados obtidos
revelaram uma ligeira melhoria na sintomatologia dos doentes, sendo que nos meses

seguintes a sua administracdo verificou-se uma regressao na fun¢cdo motora (110).

Ambos os estudos, afirmam a necessidade da realizacdo de ensaios clinicos com
amostras maiores e sugerem a existéncia de uma heterogeneidade na melhoria dos sintomas

de cada individuo com DP (108,110).
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Em 2017, foi publicada uma analise individual a um doente de 61 anos, com
terapéutica habitual de L-DOPA/carbidopa, e que apresentava rigidez muscular e disartria,
assim como complicacdes cognitivas (111). Apds otimizacdo da frequéncia de administracao
da GSH, foram administrados 1400 mg de GSH IV trés vezes por semana, bem como
suplementacao oral de N-acetilcisteina e alteracdes na dieta do doente, por um periodo de 1
ano. Apds 3 semanas de tratamento alternativo com a GSH, foi demonstrada uma melhoria
em sintomas motores como a rigidez muscular, sendo relatada uma melhoria na expressao
facial do individuo, assim como uma melhoria na fungdo cognitiva do mesmo (111). Uma vez
que tanto as alteragdes na dieta como a suplementagdao com N-acetilcisteina foram iniciadas
ao mesmo tempo, ndo é claro a extensdo do efeito da GSH por si s6, no entanto, apds tentativa
de adiamento ou aumento do espagcamento entre as inje¢des deste antioxidante, verificou-se
uma regressdao na funcdo motora sugerindo que a GSH tenha sido a principal causa da

melhoria apresentada (111).

Numa meta-andlise sistematica que incluiu sete ensaios clinicos randomizados
publicados entre 2003 e 2019 e que envolveu um total de 450 participantes distribuidos em
trés grupos: o grupo controlo, o grupo que recebeu 300 mg de GSH IV, e o grupo que recebeu
600 mg de GSH 1V, relatou diferencas estatisticamente significativas entre estes (107). Os
resultados desta analise sugeriram que a dose de 300 mg seria mais eficaz que a de 600 mg,
nao sendo possivel considera-la como dose 6tima uma vez que nao foram estudadas outras
hipdteses. O estudo apresenta diversas limitacdes que podem ter interferido nos resultados
obtidos nomeadamente, a amostra reduzida de estudos incluidos, a sua qualidade variavel
uma vez que estes demonstraram diferentes niveis de risco de viés, o que pode interferir na
confianca dos resultados obtidos, e a elevada heterogeneidade dos participantes em termos
da etnia, sexo, idade e nivel de severidade da doenga, que nao foi tomada em conta. Posto
isto, e apesar destas limitacOes, esta analise concluiu que a GSH é segura e pode melhorar
ligeiramente a sintomatologia motora dos doentes ndo tendo qualquer influéncia na melhoria
de sintomas ndao motores, sugerindo também que a definicdo da posologia afeta a extensdo
da eficacia do tratamento, e afirmando a necessidade de uma investigacdo mais profunda no

futuro (107).
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Para além destes estudos, até a atualidade, muitos outros tém avaliado o uso da GSH
em diferentes abordagens terapéuticas, nomeadamente através da administracdo de GSH
intranasal, do uso de andlogos de GSH e seus derivados lipofilicos e pela administracdo de
conjugados de GSH e L-DOPA (109,112,113). Este ultimo método de conjugacao, sugere a
existéncia, de uma maior passagem destes conjugados através da BHE evitando a facil
degradacgao da GSH pelas protéases periféricas, proporcionando uma maior restauragao dos

niveis de GSH e DA no estriado (103,112).

Em suma, apesar dos resultados destes estudos afirmarem, na generalidade, o
potencial da GSH na sintomatologia motora desta patologia e tendo em consideragao todas
as limitacOes apresentadas, todos eles sugerem a necessidade de investigacdes futuras de

grande escala, de modo a avaliar a extensdo da sua eficacia no tratamento da DP.
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5. Substancias que interferem com os niveis de glutationa

5.1 N-acetilcisteina

A N-acetilcisteina (NAC) (Figura 5.1) é um precursor do aminoacido L-cisteina e
consequentemente um precursor da sintese de GSH, sendo amplamente utilizada como
mucolitico ou como antidoto na intoxicacdo por paracetamol (114,115). A NAC através da sua
acdao na degradacdo das ligagdes dissulfureto das glicoproteinas que constituem o muco,
promove a diminuicdo da sua viscosidade, exercendo a acdo mucolitica. Desempenha a sua
funcdo de antidoto ao proporcionar de forma indireta a sintese de GSH, o que leva ao
restabelecimento das suas reservas hepdticas, que se encontram invariavelmente diminuidas
devido a administracdo excessiva de paracetamol (114). A GSH tem, entdo, a capacidade de
se ligar a ROS/RNS promovendo a sua destoxificagdo, bem como de se conjugar com o
metabolito tdxico N-acetil-p-benzoquinona imina produzido pelo metabolismo do
paracetamol via citocromo P450, convertendo-o em metabolitos ndo téxicos e facilmente

eliminados por via renal (114,115).

Figura 5.1: Representacdo da estrutura quimica da N-acetilcisteina (NAC).

A administracdo de GSH, como revisto anteriormente, apresenta algumas limitacdes,
deste modo diferentes alternativas que visam aumentar ou restaurar os seus niveis na SN tém
sido avaliadas. Posto isto, a administracdo oral de cisteina tem sido, igualmente, investigada,
com o intuito de avaliar a sua capacidade de promover o aumento dos niveis de GSH a nivel
cerebral (115). No entanto, os estudos realizados revelaram uma insuficiente restauracao
destes niveis uma vez que a cisteina sofre, facilmente oxida¢do o que leva a geracdo de ROS
(115,116). Por outro lado, a administracdo de NAC tem sido sugerida como uma solugdo a esta
limitacdo, sendo esta mais estavel do que a cisteina, mais eficiente no fornecimento de
moléculas de sulfidrilo e com maior facilidade de penetrar a BHE, promovendo, assim, uma

maior acdo antioxidante (114,115). A NAC depois de entrar nas células é rapidamente
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hidrolisada, libertando a cisteina que fica livre para, através da a¢do das enzimas GCS e GS,
contribuir para a formagdo de GSH e estimulagao de enzimas envolvidas na sua regeneragao

(114,116).

Para além de atuar como antioxidante, a NAC tem sido, também, considerada como
um modulador glutamatérgico dado que se encontra envolvida em mecanismos de
homeostasia deste neurotransmissor, regulando a sua troca neuronal através da sua ligacdo
ao antiporter cistina-glutamato (114,117). Este sistema capta a cistina que é posteriormente
transformada em cisteina, podendo esta ser utilizada na sintese de GSH, contribuindo assim,

para a reducdo dos niveis de SO nas células e consequente diminui¢cdo da sua apoptose (117).

Uma outra aplicacdo deste antioxidante tem sido estudada. Apds analise, verificou-se
que este composto tem a capacidade de contribuir na elimina¢gdo de ROS/RNS e DA-quinonas
induzidas pelo SO, através da sua contribuicdo na promocdo da sintese de GSH, que atua na
formacao de conjugados como anteriormente referido (115,116). Em um estudo publicado
em 2010, realizado em ratos transgénicos que possuiam uma acumulacdo excessiva de
agregados de aS, foi demonstrada que a suplementacdao com NAC promoveu o aumento dos
niveis de GSH na SN dos seus cérebros e que a degradacdo dopaminérgica associada a
toxicidade proporcionada pelos agregados de aS foi significativamente atenuada, o que
destaca a relevancia dos diferentes mecanismos de acao da NAC como possiveis adjuvantes

no tratamento desta patologia (118).

Diversos estudos clinicos e pré-clinicos, através da anadlise da atividade do complexo
mitocondrial | nos terminais pré-sindpticos em modelos de ratos, tém demostrado que apds
a administracao IV de NAC ha um aumento significativo dos niveis de GSH na SN e uma
estimulacdo da atividade deste complexo, que geralmente se encontra diminuida nesta
patologia o que promove a falta de GSH e consequente degeneracdo dopaminérgica
(116,119). Para além disto, outros estudos tém revelado que a NAC possui propriedades anti-
inflamatdrias, principalmente nos estados iniciais da resposta imunitdria, pela sua capacidade
de reduzir os niveis de citocinas pro-inflamatérias como o fator de necrose tumoral alfa, a
interleucina 6 e a interleucina 1beta, evitando possiveis disfun¢des estruturais e funcionais

das mitocondrias (114,115,120). Através desta inibicdo, a NAC tem a capacidade de prevenir
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a despolarizacdo das membranas celulares das mitocondrias, contribuindo, assim, para a
inibicdo dos mecanismos de morte celular e prevenindo os danos oxidativos a que estas se

encontram sujeitas nas condic¢des de SO que se verificam ao longo da progressdo da DP (115).

Num estudo aberto e prospetivo publicado em 2018, durante um periodo de 4
semanas foram administrados, diariamente, 6000 mg de NAC por via oral a 5 individuos
diagnosticados com DP e 3 controlos saudaveis. Este estudo teve como principais objetivos a
avaliagdo da farmacocinética da NAC e do seu efeito nos niveis sistémicos e cerebrais de GSH,
a avaliagao da sua tolerabilidade, o seu efeito nos niveis de SO e a avaliagdao da sua possivel
acdo na sintomatologia dos doentes (121). As amostras de sangue foram recolhidas antes e
depois da administracdo da dose de modo a avaliar os niveis de NAC, cisteina, GSH, racio
GSH/GSSG e avaliar os niveis de SO através do malondialdeido e do 4-hidroxinonenal,
produtos do processo de peroxidacdo lipidica. Apds analise, verificou-se um aumento
significativo do racio GSH/GSSG periférico, no entanto este estudo ndo revelou alteragdes
significativas nos niveis de SO e GSH no cérebro, o que pode estar relacionado com a baixa
disponibilidade oral da NAC, sendo necessarias doses mais elevadas para esta ser capaz de
exercer um efeito mais proeminente (121). No entanto, doses elevadas de NAC estdo
associadas a efeitos adversos como dores de cabeca e problemas gastrointestinais, pelo que

a producdo excessiva de GSH também tem demonstrado efeitos téxicos nos neurdnios (122).

Em suma, serdo necessarias investigacdes futuras de modo a ser possivel otimizar a
dose de NAC pelas diferentes vias de administracao e caracterizar de forma mais concreta o

seu possivel papel na prevengdo e/ou retardamento da progressdo desta patologia.
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5.2 Piridoxina

A piridoxina (vitamina B6), ndo é sintetizada endogenamente, encontrando-se
presente no organismo humano sob a forma de seis metabolitos hidrossollveis: piridoxal,
piridoxina, piridoxamina e sob as suas formas 5’fosforiladas: piridoxal 5’-fosfato (PLP),
piridoxina 5’-fosfato e piridoxamina 5’-fosfato. Esta vitamina hidrossoluvel pode, entdo, ser

catabolizada em acido 4-piriddxico, que é posteriormente excretado na urina (123,124).

As formas nao fosforiladas, ao contrario do que ocorre com os analogos fosforilados,
sao facilmente absorvidas por difusao passiva e quando se encontram nos enterécitos sofrem
refosforilagdo e posterior oxidagao dando origem ao metabolito ativo PLP (Figura 5.2), que
apos sofrer desfosforilagdo na superficie intestinal, é libertado na circulagdo portal (123). Estes
compostos atuam, geralmente, como coenzimas em processos metabdlicos de aminodcidos
tais como a transaminacdo, descarboxilacdo, racemizacdo e em reagdes de eliminacdo, assim
como desempenham fungao de cofatores na sintese de acidos nucleicos, hidratos de carbono

e de neurotransmissores como a dopamina, a serotonina e o GABA (123,124).

oy ~°H S HO_ OH
< o oA oS0
Piridoxina Piridoxal 5’-fosfato

Figura 5.2: Representagdo das estruturas da piridoxina e do seu metabolito ativo, o piridoxal 5’- fosfato
(PLP), respetivamente.

A piridoxina tem vindo a ser atribuido um papel neuroprotetor, ndo sé pela sua a¢do
na regulacdo do sistema glutamatérgico e, consequentemente, nos niveis de glutamato e
GABA, o que contribui para a atenuacdo dos efeitos provocados pela sua excitotoxicidade,
como pela sua intervencdo na biossintese de GSH (125). Através, do seu metabolito ativo, o
PLP, esta vitamina atua como coenzima na reacdo de conversdo da homocisteina em cisteina,
promovendo a sintese de GSH que ird, entdo, exercer a sua acdao antioxidante através de
diversos mecanismos de eliminacdo de ROS/RNS anteriormente descritos (123,125). Para

além da sua acdo na sintese de GSH, o PLP pode também ser considerado como um
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antioxidante que regula, indiretamente, a homeostase da GSH, dado que ao possuir a
capacidade de sequestrar radicais livres, poupa e promove o aumento dos niveis deste
potente antioxidante (126). Os possiveis efeitos benéficos da suplementacdo da piridoxina
tém sido amplamente estudados, deste modo, numa andlise de varios estudos publicada em
2015, foi demonstrado que esta vitamina, devido a sua contribuicdo na reducdo do SO, podera

estar associada a um efeito protetor no desenvolvimento da DP (127).

Num estudo publicado em 2020, foi avaliada a importancia do recetor de dopamina
D2 nos astrocitos, demonstrando a sua relevancia na regulacdo da sintese de GSH através da
ativacdo do fator de transcricdo Nrf2 mediada pela enzima piruvato quinase M2 (PKM2),
importantes na regulacdo da resposta antioxidante (128). Foi também demonstrado neste
estudo in vitro que a piridoxina possui a capacidade de aumentar a produgdao de PKM2, assim
como de fortalecer a sua ligacdo ao fator Nrf2, promovendo a sintese de GSH e consequente
efeito de neuroprotecdo (128). Em compara¢cdo com a vindolina, um composto que
demonstrou igualmente capacidade de promover a producdo de PKM2, a piridoxina
demonstrou um aumento superior na promoc¢ao da sintese de GSH, exercendo uma baixa
citotoxicidade nos astrécitos (128). Simultaneamente, foi realizado um ensaio in vivo através
de modelos animais, os quais foram suplementados com piridoxina antes da administracdo de
MPTP de modo a avaliar os efeitos da biossintese de GSH induzida por esta no SO induzido
pelo MPTP. Os resultados obtidos demonstraram que o aumento de GSH induzido por esta
vitamina proporcionou, nao sé, uma diminuicdo da perda dopaminérgica como uma melhoria

na locomoc¢do dos animais testados (128).

A piridoxina possui uma interagdo com a levodopa, farmaco de primeira linha no
tratamento da DP, uma vez que estd envolvida no seu metabolismo, atuando como coenzima
na conversao da L-DOPA em dopamina por a¢do das dopa-descarboxilases (128,129). Deste
modo, a suplementacdo com piridoxina suscitou a hipdtese de promover um aumento do
metabolismo periférico da L-DOPA, o que conduziria a uma diminuicdo da biodisponibilidade
de dopamina no cérebro. No entanto, apds vdrias investigacdes verificou-se que uma
suplementacdo maxima de 50 mg/dia de piridoxina ndo tem qualquer reducdo na eficicia da

levodopa, sendo inclusivamente essencial para o seu metabolismo (128,129).
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Posto isto, e tendo em consideragao os diversos mecanismos de agao da piridoxina,
estando esta envolvida em multiplos processos enzimaticos e metabdlicos, ndo podemos
excluir a hipotese de esta poder conferir neuroprotecdo através de processos ainda nao

estudados.

5.3 Serina

A serina é um aminoacido ndo essencial que estd envolvida na biossintese de varias
moléculas sendo considerada como precursora dos aminodcidos glicina e cisteina (130).
Através da reacdo com tetrahidrofolato e por acdo da enzima serina hidroximetiltransferase
é convertida em glicina, esta que possui diversas fungdes metabdlicas como a sintese de
purinas, evidenciando a sua relevancia na proliferacao e diferenciacdo celular e que, através
da ativacdo dos canais de cloreto e consequente redugdo dos niveis de calcio celular
necessarios para a producdo de citocinas, contribui para potenciais efeitos anti-inflamatodrios
(130,131). Para além disto, a glicina desempenha, ainda, um papel essencial na regula¢do dos
niveis de SO, dado que ao ser combinada com a y-glutamilcisteina pela acdo da GS, contribui

para a sintese do antioxidante GSH (131).

Por outro lado, a serina pode, ao ser condensada com a homocisteina pela a¢do da
enzima cistationina beta-sintetase em conjunto com a vitamina B6, ser convertida em cisteina,
0 aminodcido limitante na sintese de GSH, podendo assim promover o aumento da sua
producdo enddgena (126). Atualmente, a investigacdo sobre o potencial da suplementacdo e
influéncia deste aminoacido na homeostasia da GSH é bastante limitada, restringindo-se ao
uso de modelos animais com elevados niveis de SO (126). Um estudo realizado em ratos
alimentados com uma dieta rica em gorduras e suplementados com serina revelou, em
comparacdo com o grupo controlo, o aumento das concentracdes hepaticas de GSH, do racio
GSH/GSSG e da expressado de diversas enzimas envolvidas na sintese e metabolismo da GSH,

assim como uma reducao significativa dos niveis de SO (132).

Posto isto, e tendo em consideracdo os estudos que tém vindo a ser realizados em
modelos animais, a serina parece ter um efeito atenuante nos danos oxidativos provocados
pela presenca de ROS, possivelmente através da sua contribuicdo na manutencdo dos niveis

do antioxidante GSH, sendo necessarios dados adicionais de forma a definir melhor os
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diferentes mecanismos pela qual esta atua e para avaliar o seu potencial em diferentes
patologias nas quais a suplementacdo antioxidante parece ter um papel central, tal como a

DP.

5.4 Vitamina E

As vitaminas lipossoluveis, que possuem atividade antioxidante, também tém sido alvo
de investigacdo, devido ao seu potencial envolvimento na homeostase da GSH (134). A
vitamina E, presente maioritariamente nas plantas, diz respeito a um conjunto de moléculas
que exibem atividade antioxidante sob a forma de alfa-tocoferol. Esta vitamina exerce
diferentes fung¢des, sendo que diversos estudos, sugerem que esta possa possuir um papel na
eliminacdo de ROS, na inibicdo da peroxidacdo lipidica e atuar como antioxidante através de

reacoes que envolvem antioxidantes como a GSH (133,134).

No processo de regeneracao do alfa-tocoferol é produzido o radical L-ascorbato, que
é posteriormente oxidado pela GSH, formando o produto GSSG que por acdo da GR é
novamente transformada em GSH (134). Alguns estudos sugerem que a suplementagdo com
vitamina E podera atuar na prevencao desta oxidacdo da GSH e deste modo aumentar os seus
niveis e disponibilidade nos tecidos. Um estudo revelou que a suplementa¢ao de um grupo de
ratos com vitamina E resultou no aumento dos niveis de GSH no cdrtex cerebral, sendo que

nao houve qualquer alteragdo no grupo controlo submetido a uma dieta normal (135).

A extensdo do beneficio da vitamina E na homeostasia da GSH tem vindo, também, a
ser investigada em estudos clinicos. Em um estudo realizado em criangas diabéticas tipo 1 que
apresentavam concentracdes baixas de GSH nas hemdcias, quando suplementadas com 100
unidades de vitamina E, verificou-se um aumento dos niveis de GSH, assim como uma
diminuicdo do processo de peroxidacdo lipidica e dos valores de hemoglobina glicada. Para
além disto, em voluntdrios saudaveis suplementados com esta vitamina também se verificou

um aumento dos niveis de GSH nas hemacias (136).

Posto isto, e com base nos estudos pré-clinicos e clinicos realizados, a vitamina E,
quando tomada em quantidades seguras, possui um potencial para aumentar as
concentracdes do antioxidante GSH tanto a nivel sanguineo como a nivel cerebral.
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6. Conclusao

Atualmente, a doencga de Parkinson tem vindo a apresentar uma elevada prevaléncia
entre as doencgas neurodegenerativas e simultaneamente a sua incidéncia a nivel mundial tem
vindo a aumentar de forma acentuada, o que corrobora com o envelhecimento da populagao.
Trata-se de uma patologia de etiologia multifatorial que engloba tanto uma componente
genética, que representa cerca de 10% dos casos, como uma componente nado
genética/ambiental, na sua grande maioria de causa idiopatica. Uma das hipdteses mais
aceites referentes a fisiopatologia da doenca corresponde a neurodegenerag¢do dos neurdnios
dopaminérgicos e consequente diminuicdo dos niveis cerebrais de dopamina, o que
compromete a funcdo motora dos doentes dando origem, numa fase mais avancada, ao
aparecimento de sintomas motores como a bradicinesia, instabilidade postural, rigidez e

tremores de repouso, sintomas estes caracteristicos da patologia.

O SO tem sido proposto como um dos mecanismos centrais que potenciam a
patogénese de doencas neurodegenerativas como a DP. Este diz respeito a um fendmeno
natural que resulta de um desequilibrio entre a produc¢do e acumulagdo excessiva de ROS/RNS
nos tecidos e a capacidade de resposta dos sistemas antioxidantes. Como resultado deste
desequilibrio, ocorrem danos oxidativos que promovem a deterioracao celular, sendo o
cérebro o 6rgdo mais suscetivel a esta toxicidade. Para além disto, diversos fatores implicitos
na progressao da neurodegeneracdo parecem estar interligados ao aumento do SO, podendo
este ser causa ou consequéncia de diferentes processos que culminam no aumento da
degeneracdo dopaminérgica, potenciando o desenvolvimento da doenca de Parkinson.
Exemplos destes fatores sdo: as disfungdes mitocondriais, que atuam como fortes
potenciadores do SO; a consequente excitotoxicidade provocada por estas disfuncdes que
contribuem para a formacdo de novas ROS/RNS; a elevada oxidacdo da dopamina que
contribui para o aumento dos danos oxidativos e a excessiva acumulacdo de metais como o
Ferro que, ao se conjugar com espécies reativas, culmina em um ciclo redox, provocando a

producdo desregulada de mais ROS.
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Em relagdao a terapéutica convencional disponivel ndo existem, de forma geral,
farmacos que retardem a progressao da doenga, sendo que o tratamento oral de levodopa
atua apenas na melhoria da locomocao, nao tendo qualquer efeito na diminui¢do do curso da
patologia. O uso prolongado desta, assim como a inevitavel diminuicdo do seu efeito
terapéutico que exige a utilizacdo de doses mais elevadas do fdrmaco dd origem ao aumento
da toxicidade associada ao seu uso assim como ao aumento dos seus efeitos adversos. Deste
modo, é necessdrio a constante procura de novas abordagens terapéuticas seguras e eficazes
tanto na melhoria da sintomatologia como na protecdo ou prevencdo da neurodegeneracao

gue potencia o desenvolvimento da doenga.

7

A glutationa é considerada como o antioxidante enddgeno presente em maior
abundancia no organismo humano, destacando-se o seu papel neuroprotetor através de
mecanismos como o controlo do SO e consequente acdo no equilibrio redox, através da sua
capacidade de conjugacdo com ROS/RNS convertendo-as em metabolitos ndo toxicos. Esta
estd, ainda, envolvida em processos de diferenciacdo celular, expressdo de genes e no
metabolismo de compostos enddgenos como os xenobidticos, ndo excluindo a hipdtese de
poder atuar como neuroprotetor através de diferentes mecanismos ainda ndo estudados.
Posto isto, e tendo em conta a funcdo exercida por este antioxidante no controlo e diminuicdao
do SO que se verifica nesta doenca, o seu potencial como alvo terapéutico tem vindo a ser
evidenciado ao longo dos anos, tendo sido demonstrada a sua capacidade na melhoria da
sintomatologia motora devido a sua a¢ao na prevengao da oxidacao da dopamina induzida

pelo aumento do SO.

Em suma, de acordo com a evidéncia cientifica disponivel e apesar de ser um assunto
ainda controverso pelas diversas limitacGes implicitas ao longo dos estudos apresentados, a
glutationa, na sua generalidade, demonstrou ndao s6 um elevado potencial na abordagem
terapéutica da doencga assim como efeitos benéficos na melhoria da sintomatologia motora.
No entanto, é transversal a todos os ensaios realizados, a necessidade de constante
investigacdo cientifica nesta area, tendo em vista tanto a continua busca pela diminuicdo da

progressao da DP, como da melhoria da qualidade de vida de pessoas com esta patologia.
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