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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) apresenta uma elevada prevaléncia entre as doengas
neurodegenerativas, acarretando um impacto clinico muito significativo nos pacientes,
familiares e cuidadores, especialmente através dos seus efeitos degenerativos
progressivos na mobilidade do doente. As evidéncias cientificas apontam para a
centralidade da alfa sinucleina, uma proteina intrinsecamente desordenada no citosol
gue é tida como fundamental no desenvolvimento da doenca. A etiologia da DP é
variada e, consoante o fator desencadeante da patologia, podem ocorrer vérias
alteragOes nas vias fisiolégicas e na alfa-sinucleina monomérica. Alteragdes na proteina
podem levar a danos nas vias celulares, bem como danos nestas vias podem provocar
alteragdes na proteina. Em ultima instancia ocorre morte neuronal, e em neurdnios
resilientes sdo encontrados corpos de Lewy compostos maioritariamente por alfa-
sinucleina. Estes corpos sdo formados porque numa fase inicial ocorrem alteracGes na
homeostase celular que induzem perturbacdes nos equilibrios entre as diferentes
formas de alfa sinucleina, originando a formacao de oligémeros e fibrilas téxicas. Além
dos danos que causam sobre as vias celulares, estas espécies tém a capacidade de se
disseminarem de forma semelhante a um prido, interferindo com a homeostase de

células vizinhas.

As terapias atualmente utilizadas em quadros clinicos de DP apenas controlam
sintomas e ndo inibem a progressao da doenca, pelo que o estudo de novas estratégias
e farmacos que impegam essa progressdao sdo de extrema relevancia. A presente
dissertacdo centra-se na analise das formas tdxicas da alfa-sinucleina e dos seus
mecanismos de toxicidade, abordando estudos conducentes a novas estratégias que
atuem sobre esta proteina. De entre as estratégias descritas na literatura, as mais
promissoras envolvem a diminuicdao da produc¢do da alfa-sinucleina, a inibicdo da sua
agregacdo, a potenciacao da autofagia, a reducdo de formas extracelulares toxicas bem

como inibicdo da captacdo das mesmas por células vizinhas.

Palavras-chave: alfa-sinucleina, oligdmeros alfa-sinucleina, fibrilas alfa-sinucleina e

estratégias baseadas em alfa-sinucleina.



ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) presents a high prevalence among the
neurodegenerative diseases, resulting on a significant clinical impact on patients, their
family and care takers, especially through its progressive degenerative effects on
patient’s mobility. Scientific evidence points to the centrality of alpha-synuclein, an
intrinsically disordered protein in the cytosol known to be crucial for the development

of the disease.

The etiology of the PD varies, largely depending on the triggering factor of the
pathology. Several changes to the physiological pathways and in the monomeric alpha-
synuclein may occur. Changes to the protein can lead to damage on the cellular
pathways as well as damages in the physiological pathways may alter the protein. At
last, neuronal death occurs and Lewy bodies composed mainly of alpha-synuclein are
found in resilient neurons. These bodies are formed because in an initial phase changes
in cell homeostasis occur, causing disturbances in the balance between the different
forms of alpha synuclein which lead to formation of toxic oligomers and fibrils. Aside
from the damages caused on cellular pathways, these species have de capacity to spread
like a prion, interfering with the homeostasis of neighboring cells. The therapies
currently available for PD only control symptoms, not slowing the progression of the
disease. The study of new strategies that prevent this progression are thus extremely

important.

This dissertation focuses on the analysis of toxic forms of alpha-synuclein and
their mechanisms of toxicity, together with recent studies described in the literature
aiming at the development of new strategies targeting this protein. The most promising
approaches are related to reducing alpha-synuclein production, inhibiting its
aggregation, potentiating autophagy, reducing toxic extracellular forms as well as

inhibiting their uptake by neighboring cells.

Keywords: “alpha synuclein”, “alpha synuclein oligomers”, “alpha synuclein fibrils”,

“alpha synuclein-based strategies” e “alpha synuclein novels”.
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1. INTRODUCAO

1.1. A doenga de Parkinson

A doenca de Parkinson é uma patologia neurodegenerativa progressiva crdnica
essencialmente associada a desordem do movimento, considerando-se atualmente que
as manifestacOes desta patologia extravasam as altera¢gdes motoras. Ao nivel motor, as
principais caracteristicas da DP sdo o tremor, a bradicinesia, a rigidez e a instabilidade
postural, embora esta seja menos relevante para o diagndstico por surgir em estdgios
mais tardios da doenca. A sintomatologia ndo motora inclui alteracdes cognitivas e do
humor, depressao, disturbios do sono e constipacao intestinal. Devido a dificuldade na
detecdo de sinais na fase inicial da DP, a obten¢do de um diagnéstico precoce depende
da capacidade do profissional de saude para reconhecer os sinais caracteristicos e

sintomas associados a patologia.

A DP foi descrita pela primeira vez por James Parkinson em 1817, ha mais de 200
anos, na monografia “An Essay on the Shaking Palsy”. Posteriormente, Jean-Martin
Charcot juntou um contributo bastante importante ao separar a DP de outros disturbios
caracterizados por tremor, como por exemplo a esclerose multipla. Em 1913 Fritz Lewy
identificou pela primeira vez corpos de inclusdo eosindfilos em neurénios de certos
nucleos cerebrais. Mais tarde, os investigadores que se dedicaram ao estudo desta
doenca degenerativa passaram a designar essas estruturas presentes na DP por corpos

de Lewy.

Fisiologicamente, o aparecimento dos sintomas motores associados a DP é
atribuido a perda de neurdnios dopaminérgicos do estriado, sendo a dopamina (DA) o
neurotransmissor cerebral associado ao controlo do movimento. A perda neuronal em
areas ndo dopaminérgicas conduz ao aparecimento de outros sintomas relacionados
com a DP. A etiologia da doenca de Parkinson nao é totalmente conhecida, embora seja
sugerido que possa ter origem na combinacdo de fatores ambientais e genéticos.
Independentemente da origem, a nivel celular a DP estd associada ao desenvolvimento
de agregados proteicos em varias partes do cérebro, conhecidos como corpos de Lewy

(CL) e neutrites de Lewy (NL). A a-sinucleina (aS) é uma proteina maioritariamente



sindptica que esta presente em grandes quantidades no cérebro, sendo o composto
principal destes agregados. Alguns estudos conduziram a resultados que apontam para
um efeito prejudicial da aS na DP, posicionando a aS como um alvo terapéutico
preferencial em estudos conducentes ao desenvolvimento de terapéuticas que

impecam a progressao desta patologia. (1-14)
1.2. Epidemiologia

A DP apresenta uma elevada prevaléncia entre as doencas neurodegenerativas,
acarretando um impacto clinico muito significativo nos pacientes, familiares e
cuidadores, especialmente através dos seus efeitos degenerativos progressivos na
mobilidade do doente. Deste modo, o estudo de novas terapias que impegcam a

progressdo da DP sdo de extrema importancia.

A DP é uma patologia que afeta 1% da populagdo mundial com idade superior a
60 anos. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima mais de 6,1 milhdes de
individuos afetadas por esta patologia no mundo, correspondendo a cerca de 1 em cada
1000 pessoas. Na Europa, as estimativas apontam para 1,2 milhdes de pessoas afetadas,
das quais cerca de 18 mil em Portugal. Mundialmente, a incidéncia da doenca é
ligeiramente maior nos homens (3,2 milhdes) do que nas mulheres (2,9 milhdes). Os
sintomas da DP surgem frequentemente depois dos 55 anos, sendo pouco frequente o
diagndstico de DP em individuos com idades inferiores. A incidéncia da DP em individuos
com idade inferior a 40 anos corresponde a cerca de 5% dos casos. Sendo que o impacto
desta doenca aumenta com a idade, e a populacdo mundial estd cada vez mais
envelhecida, as previsdes da OMS apontam para um aumento consideravel no nimero
de afetados, principalmente nos paises mais desenvolvidos. As estimativas apontam
para uma duplicacdo do numero de afetados com DP até 2040, podendo atingir 12,9
milhdes de pessoas. Relativamente ao impacto econémico da DP, os gastos anuais na
Europa ascendem a 13,9 € bilides de euros, e nos Estados Unidos da América USS 14,4
bilides de ddlares, correspondendo as previsdes de aumento da incidéncia da doenca
um elevado incremento no seu impacto econémico. Deste modo, pelos seus efeitos ao
nivel pessoal e familiar, como ao nivel econémico, a DP surge como uma doenga crénica

de intervencdo prioritaria, apresentando um impacto clinico significativo nos pacientes,



devido as consequéncias da perda neuronal, e afetando as vidas dos familiares e
cuidadores. De modo a combater esta patologia, cujo desenvolvimento impede os
doentes e as familias de viverem as suas vidas de forma normal e desejada, a
investigacdao dos mecanismos de a¢do e descoberta de novos farmacos que alterem a

progressdo da doenca é de extrema importancia. (15-22)

1.3. Terapéuticas

Os tratamentos farmacolégicos da DP foram inicialmente baseados em
observacdes empiricas, recorrendo sobretudo aos farmacos anticolinérgicos usados na
época. A descoberta cientifica de que a DP estd associada a insuficiéncias
dopaminérgicas e o desenvolvimento da producdo sintética da dopamina conduziram
aos primeiros testes em humanos utilizando levodopa e, em 1961, ocorreu a primeira
administracdo de levodopa em pacientes com DP, por via intravenosa. Posteriormente
surgiram novas moléculas relevantes para o tratamento da DP: em 1969 surgiu a
amantadina, em 1970 a apomorfina, um agonista dopaminérgico; em 1988 foi
introduzida a combinacdo de carbidopa com levodopa; em 1989 surgiu a selegilina, um
inibidor da monoaminoxidase do tipo B (MAOB); em 1993 surgiu a tolcapona, um
inibidor da enzima catecol-o-metil-transferase (COMT). Em 1983 foi publicado um
estudo que incidiu num grupo de jovens consumidores de estupefacientes que
desenvolveram parkinsonismo devido a exposicdo a 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), uma molécula associada a sintese de drogas ilicitas. Esta
observacao foi muito relevante do ponto de vista etioldgico, pois comprovou que a DP
pode ser induzida por toxinas ambientais. Em 1997 foi observada a primeira mutacao
associada a DP no gene SNCA que origina a aS e em 1998 foi estabelecido que esta
proteina representa o principal componente dos CL e NL. Em 2003 observaram-se
multiplicagdes do gene SNCA como causa de DP. Nos ultimos anos foram identificadas
varias mutacdes em outros genes causadores desta doenca. Mais recentemente, em
2008, foi proposto que a aS malconformada pode ser transmitida célula a célula, como
um prido. A luz destes novos conhecimentos iniciaram-se varias investigacdes com o
objetivo de desenvolver terapias moleculares e bioldgicas que impe¢am a progressao da
DP, tendo como alvo terapéutico a aS. Alguns destes projetos atingiram as fases de

investigacdo clinica. (1,2,5,23—-35)



1.4. Fisiopatologia da doenga de Parkinson

Através de modelos simples de funcionamento dos ganglios basais e das suas
altera¢des na DP foi possivel obter informagao importante para compreender a ligagao
das disfungdes fisioldgicas com os sintomas motores que surgem nesta patologia. No
entanto, sabe-se que a fisiopatologia na DP extravasa estes modelos simples. As
alteragdes associadas a DP que ocorrem a nivel celular sao muito complexas e surgem
frequentemente novas propostas de mecanismos celulares desencadeadores da
doenca, sendo necessarias constantes revisdes dos mesmos. Seguidamente sdo

apresentados os mecanismos mais estudados.

1.4.1. Circuito dos Ganglios da Base ou Sistema Extrapiramidal

A caracteristica principal associada ao desenvolvimento da DP é a morte dos
neurdnios dopaminérgicos da substancia negra, parte compacta (SNc), o que leva a uma
deplecdao de DA na via nigroestriatal. Esta via envolve os neurdnios dopaminérgicos
originados na SNc com fim no corpo estriado, onde se encontram os recetores de DA,
nos quais este neurotransmissor exerce o seu efeito na transmissdo de sinais. Existem
cinco categorias de recetores dopaminérgicos descritos, os recetores D1 a D5, sendo
gue 0os mais importantes na DP s3o os D1 e D2, que se encontram presentes, com
elevada concentracdo, no corpo estriado. Ao circuito global, no qual estd integrada a via
nigroestriatal, da-se o nome de circuito dos ganglios da base, ou sistema extrapiramidal,
representado na Figura 1. Este circuito envolve a substancia negra (SN) dividida em
parte compacta (SNc) e parte reticulada (SNr), o estriado, o globo palido interno (GPi) e
externo (GPe), o nucleo subtalamico (STN) e a sua ligacdo ao talamo (TH), com uma
posterior ligacdo ao cértex motor, sistema cerebral e medula espinhal. As modificagdes
neste circuito permitem explicar de forma simples as alteracGes basicas que levam ao
surgimento de alguns sintomas da DP, como a lentificacdo dos movimentos. Este circuito
envolve varios neurotransmissores, nomeadamente a DA, presente na via nigroestriatal,
tendo esta uma fun¢do como neurotransmissor inibitério na via indireta e excitatorio na
via direta. Fora do sistema nigroestriatal surgem dois neurotransmissores também
relevantes, o acido gama-aminobutirico (GABA) com func¢do de resposta inibitéria e o

glutamato (Glu) com funcdo de resposta excitatdria. (36—39)



Recorrendo a Figura 1.1, vemos que na DP a via indireta, mediada por D2, se
encontra hiperativada, enquanto que a via direta, mediada por D1, se encontra
subativada. Estas alteracdes resultam da reducdo dos neurdnios produtores de
dopamina na DP, com a consequente reduc¢dao de dopamina na via nigroestriatal e a sua
libertacdo no estriado. Relativamente a via indireta, a reducdo da dopamina leva a um
menor efeito inibitdério sobre o recetor D2 do estriado, o que causa uma maior libertacao
de GABA sobre GPe, que posteriormente conduz a uma redugdo na libertacdo de GABA
sobre GPi/SNr, que fica hiperativado, conduzindo a libertacdo de uma maior quantidade
de GABA sobre o tdlamo que, sendo inibido, exerce uma resposta excitatéria menor
sobre o cértex motor, levando ao aparecimento dos sintomas motores caracteristicos
da doenca, como a bradicinesia. Relativamente a via direta, ocorre uma menor excitacao
do recetor D1 mediada pela dopamina, o que conduz a uma menor libertacdo de GABA
inibitério sobre GPi e SNr e, consequentemente, a uma maior libertacdo de GABA sobre
o talamo, resultando igualmente num menor efeito excitatério sobre o cértex motor.
Assim, a morte dos neurénios dopaminérgicos conduz a uma maior inibicdo do talamo
em ambas as vias, 0 que compromete a resposta excitatdria promotora do movimento.

(39,40)
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Figura 1.1 — Representagdo do circuito dos gdnglios da base ou sistema extrapiramidal. A esquerda encontra-se
representado o circuito dos gdnglios de base sem alteracdes, em que a via nigroestriatal é normal. A direita estd
representado o circuito apds perda de neurdnios dopaminérgicos na via nigroestriatal, com consequente redugdo da
libertagdo de dopamina sobre os recetores D1 e D2 do estriado, ocorrendo alteragbes nos sinais promotores do
movimento. Legenda: dcido 4-aminobutandico (GABA), dopamina (DA), globo pdlido externo (GPe), globo pdlido
interno (GPi), glutamato (Glu), nucleo subtaldmico (STN), recetor de dopamina 1 e 2 (D1 e D2), substdncia negra parte
compacta (SNc), substdncia negra parte reticulada (SNr), tdlamo (TH). Setas a laranja e simbolo (-) representam a
transmissdo de sinais inibitérios. Setas a verde e simbolo (+) representam a transmissdo de sinais excitatdrios. Maior
espessura das setas representa maior intensidade de sinal. Menor espessura das setas representa menor intensidade
de sinal. Adaptado de, (39,40).

A perda de neurdnios dopaminérgicos na via nigroestriatal estd fortemente
relacionada com a formacado de corpos de Lewy (CL), compostos maioritariamente pela
proteina aS. Consequentemente, para se entender melhor a DP, com o objetivo de
desenvolver terapéuticas especificas para a doenca, tornou-se necessario aprofundar
esta tematica em busca de mais informacdo, principalmente ao nivel dos processos

celulares.

1.5. Processos celulares associados a DP

A DP caracteriza-se como um disturbio multifatorial causado por altera¢des em
varios mecanismos celulares. Os mecanismos exatos da neurodegeneracao na DP ainda
ndo sdo totalmente compreendidos, mas muitos destes mecanismos interferem, direta
e indiretamente, com a proteina aS, que é central da DP. Considera-se que a morte dos
neurénios dopaminérgicos esta associada a uma série de ocorréncias, tais como:
perturbacdo dos sistemas de reparacdo e degradacdo de aS; neuroinflamacao;
disfuncdo mitocondrial; stress oxidativo; e formacdo de oligdmeros de aS, podendo

também estar associada a fatores genéticos. Evidéncias cientificas sugerem uma
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propagacao célula a célula da aS, em que as vias estdo inter-relacionadas e, deste modo,
sdo gerados ciclos de feedback prejudiciais que conduzem a neurodegeneracdo e ao

aparecimento da DP. (40,41)

1.5.1. Disfung¢Ges nos sistemas de reparagdo e degradagdo de aS

A proteina aS é reparada e removida no interior da célula, principalmente
através do sistema ubiquitina-proteassoma (SUP), do sistema de autofagia lisossomal
(SAL) e da autofagia mediada por chaperonas (AMC). A inibigdo ou diminui¢do da funcao
destes sistemas pode levar ao emparelhamento incorreto da proteina e a sua agregacao,
promovendo um desequilibrio nas vias celulares e conduzindo a morte celular. Varias
evidéncias interligam estes sistemas e a aS. Por exemplo, o aumento da idade estd
associado a uma diminuicdo da funcdo do SAL e do SUP, o que é consistente com o
aumento de aS em neurdnios dopaminérgicos da substancia negra. A estimulacdo
farmacoldgica da macrofagia conduz a uma diminuicdo de aS intracelular. Existe a
ocorréncia de um “circulo vicioso”, pois os oligdmeros de aS conseguem inibir o SUP,
promovendo a sua acumulacdo, o que resulta numa inibicdo do SAL, pela inibicdo da

macrofagia. Diferentes formas de aS diminuem a funcdo de AMC. (42-48)

Mutacbes em determinados genes provocam alteracées no SUP e no SAL.
Especificamente, mutacdes nos genes Parkin, Pinkl e DJ-1 provocam altera¢cdes no SUP
e mutag¢des nos genes LRRK2, GBA, VPS35 e ATP13A2 conduzem a alteragdes no SAL,
promovendo a agregacdo de aS. Em relacdo as proteinas Parkin, Pinkl e DJ-1, estas
ligam-se para formar um complexo que promove a degradagdo de proteinas de ma
conformacao pela via SUP. Mutac¢des individuais nestes trés genes estdo associadas a
uma forma recessiva autossomica de DP. Altera¢cdes em ATP13A2 causam disfunc¢do na
LAS, potenciando a acumulacdo de aS in vitro. Verificou-se que esta mutacdo estd

associada a formas de parkinsonismo juvenil. (49-53)

A descoberta da libertacdo de aS no espaco extracelular suscitou a necessidade
de compreender os processos que conduzem a sua remog¢ao nesse meio. Ndo sendo os
mecanismos e os intervenientes na remogao da aS extracelular claros, os estudos ja
realizados apontam para um conjunto de evidéncias que sugerem mecanismos de

endocitose e fagocitose, bem como protedlise por protéases extracelulares. Algumas



enzimas proteoliticas extracelulares foram implicadas na degradagcdo da aS,
nomeadamente a KLK6 (neurosina), metaloproteases de matriz (MMP1, 2,9, e 14) e a
plasmina. Em relacdo aos processos de endocitose e fagocitose, foi sugerido que as
células adjacentes, incluindo neurdnios e astrdcitos, sistema imunitario inato, como
microglia, e sistema imunitario adaptativo, linfécitos e autoanticorpos, estejam

envolvidos na clearance de aS. (14,54,55)

As alteracGes nos mecanismos complexos de clearance de aS, tanto ao nivel
intracelular como extracelular, podem conduzir a um desequilibrio da homeostase
proteica, o que pode desencadear a agregacao e propagacado de aS. Se promovermos a
inibicdo da acdo, especificamente das aS prejudiciais, com recurso a novas moléculas,
podemos conseguir uma melhoria de SUP e SAL, retardando a morte de neurdnios
dopaminérgicos através da promocdo da homeostase proteica e reduzindo assim a

progressao da DP.

1.5.2. Disfun¢ao mitocondrial

Existem evidéncias sdlidas de disfun¢gdo mitocondrial na DP e foram sugeridos
varios processos que podem desencadear esta disfun¢ao, tais como a exposi¢ao a certas
moléculas, biogénese deficiente, alteragdes nos niveis de Ca?*, altera¢do nas dindmicas
mitocondriais, reducdo da atividade da cadeia transportadora de eletrdes, altera¢des no
transporte das mitocondrias, mitofagia deficiente e stress oxidativo. Estes processos
estdo também associados a alteracdes em varios genes, tais como SNCA, LRRK2, Parkin,

PINK1, CHCHD2 e VPS35. (56,57)

A primeira associacdo entre a mitocondria e a DP surgiu na sequéncia de estudos
que envolveram a exposi¢ao a 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina denominada
por MPTP, que é oxidada formando o catido 1-metil-4-fenilpiridinium (MPP+). Esta
molécula é captada pelos terminais dopaminérgicos, inibindo seletivamente a atividade
do complexo | da cadeia transportadora de eletrdes e alterando a homeostasia do calcio.
Outra molécula que estd ligada a DP e que inibe igualmente a atividade do complexo | é
a rotenona, um pesticida. O complexo | encontra-se reduzido em muitos tecidos isolados
de doentes com DP. Deficiéncias no complexo | conduzem a stresse oxidativo, com

producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) que podem interferir com a



proteostase da aS. Como os processos intracelulares estdo interligados, estabelece-se
um “circulo vicioso” entre aS e mitocondrias que conduz a danos celulares. A existéncia
de baixos niveis de aS na mitocondria é um fendmeno aparentemente normal, mas aS
em excesso pode causar deficiéncia no complexo I. Niveis elevados de aS WT e mutantes
induzem fragmentacdo mitocondrial e ERO, in vitro e in vivo. Oligémeros de aS reduzem
os niveis celulares de peroxisome proliferator-activated recetor gamma coactivator 1-a
(PGC1), o que aparentemente lhes confere a capacidade de influenciar a biogénese da
mitocondria por regulagdo PGCl, o que levarda a uma diminuicdo da biogénese
mitocondrial. A proteina aS foi também localizada em membranas associadas as
mitocondrias (MAM), numa estrutura especializada que forma uma interface entre o
reticulo endoplasmatico (RE) e a mitocondria, que é importante para regular o Ca®* e a
apoptose. Em quadros clinicos de DP as aS ligam-se menos as MAM, aumentando a
fragmentagao mitocondrial, considerando-se que a aS tem como fungdo conferir
morfologia as mitocondrias. A proteina CHCHD2 (coiled-coil-helix-coiled-coil-helix
domain containing 2) estd associada ao espaco intermembranar mitocondrial e foi
implicada no desenvolvimento da DP, estando envolvida nos processos de respiracao
mitocondrial. A proteina CHCHD2 existe na mitocondria, ligada principalmente ao
complexo IV, e tem sido consistentemente demonstrado que a redugdao da sua
expressao desencadeia uma reducdo da atividade do complexo IV que provoca um
aumento na producdo de ERO e fragmentacdo mitocondrial. Aparentemente a proteina
CHCHD2 consegue translocar para o nucleo, atuando como fator de transcri¢dao sob
condicbes de stress e regulando a expressdo da isoforma subunidade 4 do complexo
mitocondrial IV (COX412). A parkina é uma ubiquitina ligase E3 citosdlica que ubiquitina
as proteinas alvo para sinalizacdao ou degradacdo proteassomal. Tem diversas fungdes
na manutencdo da homeostase mitocondrial, regulando a sua biogénese e degradacdo
através de um processo de mitofagia. Nos estdgios iniciais da degradacdo mitocondrial
a parkina é envolvida pelas mitocondrias danificadas ou disfuncionais e ai ativada pela
proteina quinase 1 induzida por PTEN (PINK1), outra proteina relacionada com o
desenvolvimento da DP, levando a ubiquitinacdo de proteinas da membrana
mitocondrial externa e subsequente degradacdo proteasomal. Estudos recentes
demonstraram mitofagia enddgena mediada pela parkina nos axdnios distais de

neurdnios de roedores. A parkina e a PINK1 cooperam na depura¢do de mitocondrias
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danificadas, por autofagia. A principal fungdo da proteina VPS35 (vacuolar protein
sorting-associated protein 35) nas mitocondrias parece ser a regulacdo da dindmica
mitocondrial, através da interacdo com as proteinas de fissdo e fusdao mitocondrial.
Aparentemente, VPS35 mutante pode desencadear a fragmenta¢dao mitocondrial, o que
leva a neurodegeneracdo. Varios modelos que sobre expressam LRRK2 WT ou uma
variante mutante associada a DP demonstraram maior vulnerabilidade a toxinas
mitocondriais, além de defeitos na dindmica mitocondrial e aumento da producgdo de

ERO. (56-65)

1.5.3. Stress oxidativo

O stress oxidativo associado a DP ocorre pela producdo descontrolada de ERO e
ERN através do metabolismo da DA, de disfuncdes mitocondriais e de neuroinflamacao,
sendo um fator que contribui para o desenvolvimento e agravamento da DP,
potenciando a neurodegeneracgdo. As espécies reativas ERO e ERN podem interagir com
proteinas alterando as suas conformacdes, interferir com os processos de protedlise,
como SAL, e prejudicar a funcdo de SUP, que degrada proteinas mal dobradas ou
danificadas, aumentando a probabilidade de gerar disturbios sobre a aS, modificando-a
e acelerando a sua agregacdao. Os neurdnios dopaminérgicos sdao constantemente
expostos a metabolitos com deficiéncia de eletroes gerados pelo metabolismo da DA,
via enzimdtica por MAO-B ou por auto-oxidacdo. Além disso, estes processos
metabdlicos aumentam com a idade. Seguindo a via da auto-oxida¢do da DA origina-se
neuromelanina, conhecida por estar acumulada no SNc do cérebro humano. A
degeneracdo de neurdnios liberta neuromelanina, o que conduz a uma inflamacao
crénica, com ativagdo da microglia e formacao de radicais livres. Foi demonstrado que
o stress oxidativo resultante da disfuncdo mitocondrial assume maior expressao no
tecido cerebral de pacientes com DP. Fatores externos, como a exposi¢do a toxinas
ambientais inibidoras do complexo |, aumentam a geracdo de radicais livres. O stress
oxidativo induz alteragdes nos poros de transicdao da permeabilidade nas mitocondrias
cerebrais. Mutacbes em DJ1, gene que codifica um antioxidante, causam uma DP
autossémica recessiva de inicio precoce, estando associadas a um aumento do stress
oxidativo celular. Foi demonstrado a remocgdo do gene DJ1 de murganhos aumenta a

oxidagdo proteica em neurdnios dopaminérgicos da substancia negra sujeitos a stress.
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Acresce que os radicais livres, por meio da interacdo com os lipidos da membrana,
causam peroxidacdo lipidica téxica que, como foi demonstrado, assume maior

expressao na substancia negra de cérebros com DP. (66—71)

1.5.4. Mecanismos imunoldgicos e inflamatérios

A neuroinflamacdo crénica esta associada a perda de neurdnios na DP, sendo
uma importante caracteristica da doenga. A microglia tem um papel importante no
controlo da neuroinflamacdo e a sua ativacdo excessiva leva a morte dos neurdnios
dopaminérgicos. Existem alguns fatores desencadeadoras da neuroinflamacao,
nomeadamente o aumento da concentracdo de neuromelanina e alteracdes em certos
genes e proteinas associados a DP, tais como, LRRK2 e as, que foram mencionados como

ativadoras da microglia. (72—75)

A neuromelanina, um metabolito derivado da metabolizacdo da dopamina, é
libertada pelos neurdnios dopaminérgicos em degeneracdo, o que conduz a ativacdo da
microglia e ao aumento da sensibilidade destes neurdnios a morte celular mediada pelo
stress oxidativo. Ao nivel genético, o gene LRRK2, associado ao risco de desenvolver DP,
parece estar envolvido na autofagia mediada pelas células imunitarias. Por usa vez, a
proteina aS intracelular é libertada pelos neurdnios para o espaco extracelular, atuando
como agonista do recetor TLR2 (Toll-like 2) que ativa a resposta inflamatéria da
microglia. Foi demonstrado que a adi¢ao de aS humana a uma cultura de neurénios do
mesencéfalo causa neurodegeneracao dos neurdnios dopaminérgicos por ativacdo da
microglia, o que ndo ocorre na auséncia da mesma. A aS estimula também os astrécitos
a produzir moduladores inflamatérios que promovem a ativacdo da microglia. Foi
detetada uma sobreativacdao da microglia bem como do fator de necrose tumoral a
(TNF-a) no estriado na SNc, em murganhos com sobrexpressao de aS WT. Assim, os
estudos ja realizados apontam para interacbes entre genes, proteinas e a
neuroinflamacgao, promovendo altera¢gdes no enrolamento da aS e conduzindo a um

“circulo vicioso” que resulta na degeneracdo dos neurénios dopaminérgicos. (76—82)
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1.6. Tratamento Farmacolégico da DP

1.6.1. Anticolinérgicos

Os farmacos anticolinérgicos foram os primeiros a apresentar resultados
significativos no controlo dos sintomas da DP. Em Portugal sdo comercializadas duas
moléculas que antagonizam recetores muscarinicos M1, o biperideno e o tri-hexifenidilo

(Figura 1.2), com eficacia semelhante.

N
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Biperideno Tri-hexifenidilo

Figura 1.2 — Representagdo da estrutura quimica do biperideno e do tri-hexifenidilo, antagonistas dos
recetores muscarinicos utilizados clinicamente em DP.

O mecanismo de acdo desta classe farmacolégica traduz-se na reposicdao do
equilibrio entre os efeitos dos neurotransmissores DA e acetilcolina (Ach) nos ganglios
da base, através de feedback negativo. A diminuicdo dos niveis de DA provoca um
aumento de Ach. Na DP, a reducdo de DA resultante da degradacdao dos neurdnios
dopaminérgicos nigroestriatais provoca igualmente um aumento da atividade
colinérgica entre os neurdnios do estriado. A Ach atua nos recetores muscarinicos dos
terminais nervosos dopaminérgicos exercendo efeito inibitdrio. Deste modo, farmacos
anticolinérgicos reduzem o efeito da Ach e compensam a falta de DA. Um dos problemas
dos anticolinérgicos sao os efeitos adversos, sendo os jovens mais capazes de os tolerar,
mas devendo ser evitados em doentes com idade avancada. Estas moléculas melhoram
essencialmente o tremor, com alguma ac¢do na rigidez e pouco efeito na bradicinesia,
nao sendo mais eficazes que os agentes dopaminérgicos. Podem ser utilizados em
monoterapia, no tratamento de doentes com elevado tremor, mas sem bradicinesia ou
disturbios na marcha de forma significativa, e em doentes que apresentem tremor
persistente, apesar do tratamento com levodopa ou agonistas da dopamina, ou em
doentes que recebem farmacos antipsicdticos que sdo antagonistas da dopamina e,

assim, contrariam o efeito da levodopa. (7,83—86)
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1.6.2. Dopaminérgicos

1.6.2.1. Precursores da Dopamina
A associacdo entre levodopa e um inibidor da L-aminodcido aromatico
descarboxilase (IAADC), nomeadamente, a carbidopa ou a benserazida (Figura 1.3),
representam o tratamento de primeira linha para a DP, sendo um tratamento

sintomatico eficaz, particularmente ao nivel do controlo da bradicinesia.

HO
OH

NH
HO 2

Levodopa Carbidopa Benserazida

Figura 1.3 — Representagdo das estruturas quimicas da levodopa, um precursor da dopamina, e representagéo
das estruturas da carbidopa e da benserazida, inibidores da IAADC.

Outros sintomas como o tremor e a rigidez também podem responder
positivamente a terapéutica com levodopa, todavia esta apresenta um efeito menor
sobre a instabilidade postural. Tanto a levodopa como os agonistas da DA podem ser
utilizados inicialmente em doentes que necessitem de terapéutica sintomatica para DP.
E razoavel iniciar a terapéutica com agonistas da DA em pacientes com menos de 65
anos e com levodopa em pacientes com mais de 65 anos. No entanto a escolha deve ser
individualizada, de acordo com as caracteristicas do doente. Uma completa abstinéncia
de resposta a levodopa em dose elevada sugere que o diagndstico original de DP pode
estar incorreto e que o doente pode sofrer de outro parkinsonismo. Com o tempo, a
efetividade da levodopa diminui gradualmente. A DA ndo atravessa a barreira
hematoencefalica, no entanto a levodopa, o precursor metabdlico imediato da DA, entra
no cérebro por via de um transportador de L-aminodcido (LAT), onde é descarboxilada.
A descarboxilacdao ocorre rapidamente no interior do cérebro, porque os IAADC nao
penetram a barreira hematoencefdlica, portanto impedem apenas a conversdao da
levodopa em DA na circulacdo sistémica e no figado, o que permite uma reducdo efetiva
da dose de levodopa e de complicagdes como nduseas, vomitos e hipotensao
ortostatica. No sistema nervoso central, a levodopa é convertida em DA pela enzima L-

aminoacido aromatico descarboxilase (AADC) e inativada pelas enzimas
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monoaminoxidase tipo A e B (MAO-A, MAO-B) e catecol-o-metil-transferase (COMT).
Para além de discinesias e efeitos psiquiatricos, um problema grave resultante do
tratamento de longo prazo com levodopa é o aparecimento de flutuacdes na
mobilidade, sendo as duas formas predominantes a deteriora¢dao da agao no final da
dose e o fendmeno on-off. Estima-se que tais complicacdes motoras ocorram em pelo

menos 50% dos pacientes, apds 5 a 10 anos de tratamento. (7,83-87)

1.6.3. Agonistas da Dopamina

Os agonistas da DA sdo farmacos que atuam diretamente nos recetores
dopaminérgicos. Atualmente ha varias moléculas desta classe farmacoldgica com
autorizagdao para comercializagdo em Portugal e que podem ser divididas em dois
subtipos farmacolégicos: (i) agonistas derivados da ergotamina, que incluem a
bromocriptina, o mesilato de di-hidroergocriptina e a cabergolina (Figura 1.4); (ii) os
agonistas ndo ergondémicos, que incluem o piribedil, a apomorfina, o pramipexol, o

ropinirol e a rotigotina (Figura 1.4).
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Figura 1.4 - Representagdo das estruturas quimicas de agonistas dos recetores de dopamina. Estes dividem-
se em dois subtipos, os agonistas derivados da ergotamina, que incluem a bromocriptina, o mesilato de di-

hidroergocriptina e a cabergolina, e os agonistas nGo ergonomicos, que incluem o piribedil, a apomorfina, o
pramipexol, o ropinirol e a rotigotina.

Ao contrario da levodopa, estes farmacos, por serem agonistas diretos, ndo
necessitam de bioativacdo (conversdao) metabdlica, ndo competem com aminoacidos
para o seu transporte através dos intestinos ou para o cérebro e ndo dependem da
recaptacdo e libertacdo neuronal. A sua eficacia no controlo dos sintomas da doenca de
Parkinson e na melhoria das flutuacdes motoras associadas a levodopa estd bem
demonstrada. Alguns dos agonistas da dopamina acima referidos estdo indicados em
monoterapia e todos eles estdo indicados como terapéutica adjuvante da levodopa.

(83-87)

Atualmente, estdo bem descritos cinco recetores diferentes da dopamina. A
afinidade dos diferentes agonistas para os varios recetores ndo é idéntica, o que resulta
em diferentes perfis de acdo terapéutica e de seguranca. Alguns pacientes podem
revelar intolerancia relativamente a um agonista da DA mas serem tolerantes
relativamente a outros. Os agonistas dopaminérgicos derivados da ergotamina
raramente sdo utilizados, pois os seus efeitos colaterais sdo mais preocupantes do que

os apresentados pelos novos farmacos. (83,86,87)

Os agonistas da DA s3o usados no tratamento de pacientes mais jovens, por estes
apresentarem risco acrescido de complicacdes motoras apds tratamento com levodopa
e também com o objetivo de adiar a terapia com levodopa. Para doentes com idade
mais avangada, os agonistas da DA podem ser reservados para uso adjuvante quando a
levodopa ndo perde eficacia em regime de monoterapia ou quando se verificam
situacOes de intolerancia. Por vezes os agonistas da DA sdo Uteis na reducdo dos
periodos de off com levodopa e na melhoria das flutuacdes da mobilidade, nos estadios
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mais tardios da doenca. Geralmente, a resposta a um agonista da DA é dececionante em

pacientes que nunca responderam a levodopa. (84-87)

1.6.3.1. Apomorfina

A apomorfina (Figura 1.4) é um alcaloide derivado da morfina que nao possui
propriedades narcéticas. Sendo um potente agonista da dopamina, a apomorfina é
usada principalmente como farmaco de resgate para doentes com flutuacGes de
resposta a levodopa incapacitantes, apesar da terapéutica otimizada. Devido a baixa
biodisponibilidade oral, por ser sujeita a um extenso metabolismo hepatico de primeira
passagem, a apomorfina é administrada por via subcutanea, em conjunto com um
antiemético, como pré-tratamento, devido a sua potente acdo emética. Embora este
efeito colateral restrinja o seu uso, a apomorfina tem um papel importante na
estabilizacdo de pacientes que sofrem de efeitos imprevisiveis. Pode apresentar outros
efeitos adversos graves, sendo s utilizada quando todos os outros farmacos falham.

(7,84-87)

1.6.4. Inibidores Seletivos da Monoaminoxidase Tipo B

Foram diferenciadas no sistema nervoso duas variantes de enzimas monoamina
oxidase: a MAO-A, que metaboliza norepinefrina, serotonina e dopamina; a MAO-B que
metaboliza seletivamente a dopamina. Existem trés inibidores da MAO-B (IMAO-B) com
autorizacdo de comercializagdo em Portugal, a selegilina, a rasagilina e a safinamida

(Figura 1.5).

Selegilina Rasagilina Safinamida

Figura 1.5 — Representagdo das estruturas quimicas da selegilina, rasagilina e safinamida, inibidores seletivos
da MAO-B.

Em doses terapéuticas, estes fadrmacos inibem preferencialmente a MAO-B em
relacio a MAO-A, interferindo na metabolizacdo da dopamina com obtengdo de

atividade dopaminérgica prolongada. Os IMAO-B podem ser utilizados em monoterapia
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ou em conjunto com outros farmacos, nomeadamente no controlo das flutua¢des
motoras com preservacdo da dose de levodopa. Esta classe farmacoldgica exibe
propriedades antiapoptéticas e a sua inibicdo desvia a degradacdo de DA para a via
COMT, que ndo gera radicais livres. No entanto, as evidéncias cientificas de que esta
classe farmacoldgica possa exercer efeitos sobre a modificacdo da progressao da doenca

sdo inconclusivas. (83—86)

A selegilina ndao produz beneficios funcionais significativos na maioria dos
individuos quando administrada em monoterapia, mas aumenta o efeito da levodopa,
protelando o seu metabolismo oxidativo. Desta forma, é util como farmaco adjuvante
em situacdes de resposta decrescente ou flutuante a levodopa. Os seus efeitos
secunddrios limitam o seu uso em pacientes com doenca de inicio tardio. Estudos em
animais sugerem que a selegilina pode inibir a progressao da doenga, mas ensaios para
testar o efeito da selegilina sobre a progressdao do parkinsonismo em humanos

produziram resultados ambiguos. (7,83,85,86)

A rasagilina pode ser utilizada em regime de monoterapia ou como opg¢ao de
primeira linha como terapéutica adjuvante com levodopa, quando é necessario
controlar as flutuagdes motoras. A eficacia da rasagilina no tratamento dos sintomas de
DP é modesta, mas é bem tolerada e os seus metabolitos sdo desprovidos de
propriedades semelhantes as anfetaminas, o que ocorre no caso dos metabolitos
originadas pela metabolizacdo da selegilina. Este farmaco demonstrou ter propriedades
neuroprotetoras em modelos animais, o que suscitou a hipdtese de a rasagilina poder
modificar o curso da doenga, mas os estudos realizados para esclarecer esta questao
produziram resultados incertos, sendo que a decisdo de usar a rasagilina para fins

neuroprotetoras, permanece individual. (84,86,87)

A safinamida é um farmaco que foi aprovado para comercializagdo no mercado
Europeu, em 2015, e nos Estados Unidos da América em 2017. Apresenta um bom perfil
de seguranca, mas novos efeitos adversos poderdo surgir com a sua utilizacdo na
populacdo e, ademais, o seu custo é superior ao dos restantes IMAO-B. Esta molécula
foi avaliada como benéfica no tratamento adjuvante, em pacientes com DP submetidos

a tratamento com levodopa em ensaios clinicos randomizados. Em comparagdao com o
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placebo, nestes ensaios a safinamida revelou eficacia para aumentar o tempo de on

diario médio sem discinesia significativa, e com melhoria da fung¢dao motora. (87)

1.6.5. Inibidores da Catecol-O-Metil-Transferase

Atualmente encontram-se autorizados para comercializacdo em Portugal trés
inibidores da catecol-o-metil-transferase (ICOMT), a tolcapona, a entacapona e a
opicapona (Figura 1.6). Estes farmacos reduzem seletivamente a metilagdo da levodopa
a nivel periférico pela enzima COMT, o que conduz a um aumento da semivida
plasmadtica da levodopa, garantindo maior estabilidade na sua concentracdo plasmatica
e assegurando o prolongamento dos seus efeitos terapéuticos. Nem o tempo para
atingir o pico de concentracdo nem a concentragdao mdaxima de levodopa sdo alterados.
Os ICOMT foram desenvolvidos para prolongar os efeitos da levodopa e, na auséncia
desta, ndo tém efeito ativo sobre os sintomas da DP. Sdo, contudo, muito importantes,
pois conduzem a uma resposta mais suave e possibilitam a op¢ao de redugao da dose

diaria total de levodopa.
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Figura 1.6 - Representagdo das estruturas quimicas da entacapona, tolcapona e opicapona, inibidores da
COMT.

Esta classe esta indicada como terapia adjuvante, em doentes que apresentam
flutuacbes motoras na auséncia de resposta eficaz a terapéuticas baseadas em
combinagdes de levodopa com IAADC. Ademais, a utilizagao de IAADC esta associada a
ativacdo compensatdria de outras vias do metabolismo da levodopa, especialmente a
COMT. No mercado portugués esta disponivel a associacao de levodopa com um IAADC
e um ICOMT. Os ICOMT também prolongam a acdo da levodopa, ao diminuirem o seu
metabolismo periférico. A tolcapona inibe a COMT tanto a nivel central como periférico,
enguanto a entacapona e a opicapona apresentam apenas efeito de inibicao periférica.

(83-88)
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Os efeitos secunddarios desta classe estdo associados a um aumento da
estimulacdo dopaminérgica. A tolcapona esteve suspensa no mercado europeu devido
a risco de hepatotoxicidade, grave e fatal. Foi, entretanto, reintroduzida, mas a sua
utilizacdo estd sujeita a restricdes, sendo apenas utilizada quando outra terapéutica
adjuvante é ineficaz ou contraindicada, sendo a monitorizacdo rigorosa da funcao
hepatica necessaria. Ao contrario da tolcapona, a entacapona e a opicapona nao estdo
associados a efeitos de hepatotoxicidade grave, apesar de todos os farmacos deverem
ser utilizados com especial atencdo em doentes com insuficiéncia hepatica. A
entacapona é considerada uma das opcdes de primeira linha como terapéutica
adjuvante, para gerir flutuacbes motoras. De acordo com a avaliacdo
farmacoterapéutica da opicapona, em relagdo a entacapona, existe sugestao de valor
terapéutico acrescentado da opicapona em relacdo ao outcome “variacao absoluta do

tempo em on”. (83-89)

1.6.6. Amantadina

A amantadina (Figura 1.7) foi inicialmente comercializada como farmaco
antiviral, com indicacdo para tratamento de infe¢des pelo virus influenza. S6
posteriormente se descobriu ser benéfica na DP, embora o seu efeito antiparkinsénico
seja modesto. E um farmaco menos eficaz que a levodopa, mas é mais eficaz do que os
anticolinérgicos no tratamento da bradicinesia e da rigidez. Uma das maiores vantagens
da amantadina é a seguranca, sendo relativamente livre de efeitos adversos. O seu
mecanismo de acdo permanece por esclarecer, embora varias propostas tenham sido
sugeridas com base na evidéncia neuroquimica de aumento da libertacdo de DA,
inibicdo da recaptacdao de DA, e na possibilidade de a amantadina exercer efeitos
anticolinérgicos ao nivel central. Este farmaco é antagonista do recetor N-metil-D-
aspartato, atuando por estabilizacdo do estado fechado do canal, o que pode conferir
efeito terapéutico ao interferir com a neurotransmissdo excessiva de glutamato nos
ganglios da base. A amantadina pode melhorar a bradicinesia, o tremor em repouso e a
rigidez, bem como reduzir a discinesia induzida pelo tratamento prolongado com
levodopa e as flutuacdes motoras. Contudo, apenas uma pequena parte dos pacientes
obtém beneficios significativos, que podem ser de curta duracgdo (por vezes, os efeitos

da amantadina duram apenas algumas semanas). Este farmaco é, todavia, bastante util
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guando usado como monoterapia de curto prazo em pessoas com doenga leve, sendo

pouco benéfico quando adicionada a levodopa. (7,15,85—-87)

NH,

Amantadina

Figura 1.7 - Representagdo da estrutura quimica da amantadina.

1.7. Fatores de Risco
A DP pode ser causada por fatores genéticos ou ambientais e geralmente a causa
da doenca é desconhecida. Evidéncias cientificas sugerem que casos esporadicos de DP
resultam de interacbes complexas entre fatores ambientais e genéticos. Estima-se que
as causas genéticas possam estar envolvidas em até 10% dos doentes. O
envelhecimento é um fator de risco, pois a incidéncia de DP aumenta com a idade e
aparentemente o género masculino é ligeiramente mais afetado relativamente ao

feminino. (90,91)

No que respeita a habitos, a ingestdao moderada de alcool parece conferir um
efeito modestamente protetor na DP. Este efeito pode estar relacionado com a
influéncia do alcool nos mecanismos de recompensa dopaminérgicos ou com o aumento
da concentragdo de acido uUrico no organismo, um composto presente nas bebidas
alcodlicas. No entanto, os transtornos relacionados com o alcoolismo foram associados
a um risco acrescido de DP. O consumo regular de café esta associado a uma significativa
reducdo de risco de desenvolver DP. A cafeina é provavelmente a principio ativo
responsavel pela reducdo de risco de desenvolver DP observada, exercendo atividade
neuroprotetora ao atuar com o seu efeito agonista sobre os recetores de adenosina A2.
O consumo de cha-preto, a segunda maior fonte de cafeina, foi também associado a um
menor risco de desenvolver DP, mas tal efeito ndo foi evidenciado na sequéncia do
consumo de cha-verde. O consumo moderado de café e de chds que contém cafeina
estd associado a um perfil geral favordvel a salude. Relativamente ao tabaco, alguns
estudos epidemioldgicos demonstraram uma reduc¢do do risco de desenvolver DP

associada ao seu consumo, efeito igualmente verificado em utilizadores de tabaco de
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mascar. A nicotina é a molécula ativa plausivel, pela a¢cdo estimulante na libertagao de
dopamina, pelo poder antioxidante e por provocar alteracdes na atividade da MAO-B.
Estd demonstrado que a atividade fisica, moderada ou vigorosa, baixa o risco de
desenvolver DP, sendo tida como o melhor fator de prevengdo primdria. Entre os
mecanismos propostos para explicar esse efeito neuroprotetor estdo o aumento dos
niveis de acido Urico, o aumento da libertacdo de fatores neurotroéficos, a regulacao

positiva da PGCla e a regulacdo da renovacdo da dopamina. (91-95)

Relativamente a dieta, um padrdo alimentar prudente, caracterizado pela
ingestdo acentuada de frutas, vegetais e peixes, foi associado a reducdo do risco de
desenvolvimento da doenca de Parkinson. Apesar disso, a relagdao entre a maioria dos
componentes da dieta e o risco de doenca de Parkinson permanece desconhecida. E
provavel que antioxidantes como as vitaminas E, C, luteina, licopeno e flavonoides,
tenham um efeito protetor, ao neutralizar radicais livres, dada a importancia do stress
oxidativo na patogénese da doenca. No entanto, as evidéncias apontam para efeitos
modestos da vitamina E na diminuicdo do risco de desenvolvimento da DP, o mesmo se
verificando relativamente a ingestdo de flavonoides, vitamina C, luteina e licopeno. Foi
proposto que os antioxidantes possam exercer efeito protetor na fase pré-sintomatica
da doenca. Foi proposto que as vitaminas do complexo B e o acido félico influenciam a
concentracdo de homocisteina, que tem potenciais efeitos neurotdxicos. Assim, a
ingestdo destes nutrientes poderia reduzir o risco de desenvolver DP, mas nenhuma
associacao se observou, exceto no caso da vitamina B6, com evidéncia fraca de reducao
do risco. Foi avaliado o efeito do consumo de lacticinios, assumindo-se que poderia
aumentar o risco de desenvolver DP. Todavia, ndo se observou qualquer relagdo entre
a ingestdo de vitamina D, calcio e ferro e o risco de DP. As dietas com alto teor lipidico
poderiam teoricamente aumentar a quantidade de radicais de oxigénio por peroxidacao
lipidica e, deste modo, aumentar o risco de DP, contudo ndo se verificaram tais efeitos.
Também ndo hda evidéncias, assumidas como convincentes, de que a ingestdo de
gordura total, macronutrientes, ou o valor global de calorias ingeridas estejam
relacionadas com o risco de desenvolvimento de DP. Por outro lado, os acidos gordos

insaturados apresentam propriedades anti-inflamatérias e neuroprotetoras e o
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consumo de acido araquiddnico foi relacionado com a diminuicdo do risco de

desenvolver DP. (92—-95)

Relativamente ao efeito de medicamentos, o uso de anti-inflamatdrios ndo
esteroides (AINE’s) esta associado a um menor risco de DP. Este efeito é pronunciado
no caso do ibuprofeno, sendo significativamente menor em outras familias de AINE’s, e
sem associacdo para a aspirina. A degeneragdo neuronal na DP é acompanhada por
neuroinflamagdo, com acentuada resposta glial. Os medicamentos anti-inflamatérios
podem contribuir para retardar ou prevenir o aparecimento da DP, suprimindo as
respostas proé-inflamatdérias da microglia. A observacdo de maior prevaléncia e
incidéncia de DP em homens, relativamente as mulheres, em varios estudos
epidemioldgicos, suscitou a hipotese de o estrogénio conferir efeito protetor contra a
morte celular neuronal. Nao ha evidéncias convincentes relativamente a esta
associacao, e os resultados dos estudos de associagdes entre o risco de doenga de
Parkinson e outros fatores reprodutivos, incluindo idade na menarca, uso de
contracetivos orais, histérico de gravidez ou o padrdao da menopausa, sdo controversos,
embora a ooforectomia aparente aumentar o risco de DP. Os medicamentos indicados
para tratar a hipertensao arterial ndo apresentam associagao com o risco de desenvolver
DP exceto, todavia os bloqueadores dos canais de cdlcio parecem conferir um efeito
protetor. O mecanismo desta protecdo pode estar relacionado com o bloqueio do stress
metabdlico induzido pelos canais de cdlcio nas mitocondrias dos neurdnios
dopaminérgicos em degeneracdo. A isradipina, um bloqueador de canais de cdlcio, estd
a ser investigada num estudo de fase Il para utilizacdo no tratamento da DP. A
associacao entre o risco de desenvolver DP e o uso de estatinas com efeito protetor ou
a concentragao de colesterol no sangue parece pouco provavel, apesar de as estatinas
terem potentes efeitos anti-inflamatdrios e acdo moduladora no sistema imunoldgico,
com possiveis efeitos benéficos na DP. Estudos realizados numa grande coorte
epidemioldgica norueguesa forneceram evidéncias de que o uso de salbutamol,
utilizado no tratamento da asma, esta associado a um risco menor de desenvolver DP.
Inversamente, o uso de propranolol, um antagonista B2, aumentou o risco de DP,

apoiando a biologia subjacente. (92-95)
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Quanto aos efeitos de exposi¢cdo a substancias exdgenas, estudos demonstraram
gue a exposicdo a pesticidas tem associa¢do positiva como risco de DP, embora para
certos compostos a associacdo seja incerta. Moléculas como MPTP, o herbicida
paraquant e o pesticida rotenone sao inibidores seletivos do complexo | da cadeia
transportadora de eletrbes, conduzem ao aumento do stress oxidativo e induzem a
deplecdo de dopamina em estudos animais, estando associados a um maior risco de DP.
As metanfetaminas ligam-se a transportadores pré-sinapticos de dopamina, o que
aumenta as concentragdes extracelulares deste neurotransmissor. Foi demonstrado
através de estudos usando modelos experimentais in vivo que as metanfetaminas
causam danos nos neurdnios da substancia negra, o que conduz ao desenvolvimento de
uma patologia similar a DP. Foi investigada a exposi¢cdo prolongada a metais pesados,
como ferro, manganés, cobre, chumbo, amalgama, aluminio e zinco, para confirmacao
da hipotese de que tal exposicdo poderia aumentar o risco de desenvolver DP por
acumulacdo de metais pesados na substancia negra, estimulando o stress oxidativo.
Todavia, os resultados dos estudos relativos a esta associacdo permanecem

inconclusivos. (92-95)

No que tange a comorbilidades, as evidéncias de uma associa¢ao entre DP e
neoplasias sao ténues. Parece haver um risco acrescido de DP entre individuos com
melanoma. Apesar disso, o Nilotinib, uma molécula inibidora de cinases tirosinicas
utilizada no tratamento de leucemia mieloide crénica, encontra-se em estudos de fase
Il para utilizacdo no tratamento de DP. Também se observou uma associa¢do positiva
entre traumatismo craniano e o risco de DP subsequente. A lesdo cerebral traumatica
pode causar uma quebra da barreira hematoencefalica (BHE), inflamacdo cerebral de
longa duragdo, interrupcao da funcdo mitocondrial, aumento da libertacdo de
glutamato e acumulacdo de aS no cérebro, fatores que podem contribuir para o
aumento da incidéncia de DP. Certos tracos de personalidade, como a propensao da
pessoa para estados clinicos de depressao, ansiedade e pessimismo, estdo associados a
um maior risco de desenvolver DP, com evidéncia sugestiva sdlida desta associacdo. Nao
foi encontrada relacdo entre a diabetes e a DP, tanto na associacdo a um aumento do
risco como de eventual agao protetora. No entanto, o exenatide encontra-se em estudos

de fase Il para tratamento de DP. Também ndo hd associa¢do entre indice de massa
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corporal (IMC), obesidade e risco de DP. A anemia sé por si ndo esta associada ao
aumento do risco de DP. Por outro lado, o surgimento de sinais prédromos da DP, como
o histérico de constipacdo (menos de uma defecacdo por dia), que representa evidéncia
clara, hiposmia e disturbios no comportamento do sono estdo associados a um aumento

do risco de DP. (91-95)

Em relagdao a biomarcadores, observa-se um risco substancialmente mais baixo
de desenvolver DP em pessoas que tém concentracdes plasmaticas elevadas de acido
Urico. Este composto é um potente antioxidante, que possivelmente combate o stress
oxidativo inerente na DP. Doentes com DP apresentam geralmente niveis de acido Urico
no plasma mais baixos que os individuos sem a doenga. O acido Urico atua como
eliminador de ERO e ERN, reduzindo a morte celular e a disfungdo mitocondrial nas
culturas de células expostas a MPTP, ides de ferro ou glutamato. A Inosina, uma
molécula que ao ser administrada é convertida em acido Urico, encontra-se em estudos
de fase lll para o tratamento da DP. Os resultados de estudos para investigar a
associacdo entre a concentracdo de lipidos e colesterol no plasma e risco de desenvolver

DP sdo inconsistentes. (91,92,94,95)

Relativamente aos fatores genéticos, sdo varias as mutacbes genéticas
associadas a DP. Os avancgos genéticos contribuiram para a conceptualizacdo que a DP
corresponde a varias doencas neurodegenerativas, com sobreposicdo clinica e
patoldgica. Muitas das formas familiares de DP exibem caracteristicas clinicas que sdo
consideradas atipicas, com relagdo a DP idiopatica, como inicio jovem, distonia e
ocorréncia precoce da deméncia. A histéria familiar de DP é um fator de risco,
aumentando consideravelmente a probabilidade de o individuo desenvolver DP,
principalmente no caso de ter um parente de primeiro grau afetado. Mutacdes nos
genes associados a DP constituem elevado risco de desenvolver a doenca, destacando-
se na Tabela 1 os genes, Pinkl, DJ-1, LRRK2, VPS35, ATP13A2, SNCA, CHCHD2, com
indicacdo de algumas carateristicas relativas a hereditariedade e fase em que a DP se
manifesta. H4, todavia, outros genes ja identificados e que estdo em estudo em relagado

a sua possivel associacdo com a DP. (91,93,95,96)
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Tabela 1 - Os vdrios genes relacionados com risco acrescido de desenvolver DP, com associagdo a diferentes tipos
de mecanismo fisiopatoldgico, hereditariedade e fase etdria comum de incidéncia.

Gene Nome completo do Hereditariedade Inicio da DP
gene
Pink1 PTEN induced putative Autossémica Inicio
kinase 1 recessiva precoce
DJ-1 Parkinsonism Autossomica Inicio
associated deglycase recessiva precoce
LRRK2 Leucine rich repeat Autossémico Inicio tardio
kinase 2 dominante
VPS35 VPS35 retromer Autossomico Inicio tardio
complex component dominante
ATP13A2 ATPase 13A2 Autossémica Inicio
recessiva precoce
SNCA Alfa sinucleina Autossdmico Inicio
dominante precoce
CHCHD2 Coiled-coil-helix-coiled- Autossémico Inicio
coil-helix domain dominante precoce e
containing 2 Inicio tardio
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2. A PROTEINA ALFA SINUCLEINA

2.1. Ambito do trabalho

Esta dissertacdo envolveu uma pesquisa bibliografica e uma revisao sistematica de
varias fontes sobre a Doenca de Parkinson, os seus mecanismos fisiologicos e
fisiopatoldgicos, as formas patoldgicas da alfa sinucleina e estratégias terapéuticas com
foco na alfa sinucleina. Foi feita uma recolha de informacao cientifica sobre o tema em
guestdo através de bases de dados online, como a PubMed, B-On, ResearchGate,
ChEMBL, NCBI, Infomed, entre outras, e ainda recorrendo a livros sobre farmacologia e
farmacoterapia. A pesquisa e recolha de informacgao online foram efetuadas em inglés,
usando os termos “alpha synuclein”, “alpha synuclein oligomers”, “alpha synuclein
fibrils”, “alpha synuclein strategies”, “alpha synuclein novels”, entre outras. A
importancia do objeto de estudo deve-se ao facto de que as terapias atuais pouco ou
nenhum efeito exercerem sobre a evolucdo a doenca. Deste modo, a dissertacdo
pretende resumir as informacdes mais pertinentes sobre o assunto, tentando incentivar
a pesquisa para desenvolvimento de novas estratégias e de farmacos, com o intuito de

prevenir ou atrasar a progressao da patologia e também de reverter os seus efeitos.

2.2. A proteina aS

A aS é uma pequena proteina intrinsecamente desordenada, com elevada flexibilidade
conformacional. E um produto do gene SNCA, localizado no braco longo do cromossoma 4,
posicdo 21, um gene que consiste em 6 exdes (Figura 2.1). A aS é abundantemente expressa no
neocodrtex, hipocampo, SN, TH e cerebelo, estando também presente em outros tecidos fora do
cérebro. Representa 0,1% das proteinas no cérebro e compde 1% do contelddo proteico nos
neurénios. A aS encontra-se localizada principalmente no citoplasma e, em menor quantidade,
em compartimentos subcelulares, como as mitocondrias, existindo também no espaco
extracelular. A aS é uma pequena proteina pertencente a superfamilia das sinucleinas, que
também abrange a B-sinucleina (BS) e a y-sinucleina (yS). As formas a e B encontram-se
sobretudo nos terminais nervosos, préximo das vesiculas sindpticas no sistema nervoso central,
enquanto que a yS estd presente nas células neuronais do sistema nervoso periférico. AaS é a
sinucleina mais frequentemente observada em todos os organismos vertebrados, o que sugeriu
aos cientistas a ideia de que regula algumas funcgdes fisiolégicas essenciais. S3o conhecidas trés

isoformas principais de aS, produzidas por meio de splicing alternativo. A isoforma de 126 aa
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sem o exao 3, a isoforma de 112 aa sem o exdo 5, e a isoforma completa, de 140 aa, que é a
predominante. Esta é dividida em trés dominios principais, denominados hélice a de ligacdo
lipidica N-terminal (NT) (residuos 1 a 60), dominio central de ligacdo amiloide (NAC) (residuos
61 a 95) e cauda acida C-terminal (CT) (residuos 96 a 140) (Figura 2.1). Tratando-se de uma
proteina desdobrada na sua forma nativa e com perfil intrinsecamente desordenado, a aS pode
facilmente alterar a sua estrutura e interacdes, sendo estas significativamente influenciadas
pelo ambiente circundante, como proteinas vizinhas, membranas lipidicas, estado redox, pH
local, e estas caracteristicas colocam aS entre as proteinas intrinsecamente desordenadas (IDP).

(10,97-104)
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Figura 2.1 — A) Localizagéio cromossomica do gene SNCA. B) Representagdo do gene SNCA. C) mRNA da proteina
aS. D) Esquemas de representagdo das regiGes da proteina aS e suas mutagées. Adaptado de (10)

Cada regido da aS tem propriedades fisico-quimicas especificas, conforme os aa
gue a constituem. A regido central da aS foi descoberta durante a analise de proteina
amiloide das placas senis do cérebro de pessoas com doenca de Alzheimer, o que levou
a identificacdo de outros dois peptideos desconhecidos, além do peptideo beta amiloide
(AB). Essas duas proteinas desconhecidas foram denominadas componentes nao
amiloides das placas da doenca de Alzheimer (NAC) e posteriormente foram descritas
como pertencentes a aS, o precursor das proteinas NAC destas placas. A parte central
da proteina incorpora um longo trecho hidrofébico. Mais de 40% deste dominio é

composto por residuos de alanina e valina, que contribuem significativamente para a
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sua hidrofobicidade. Com carater hidrofébico, amiloidogénico e carga nula, os
fragmentos isolados da regido NAC podem formar facilmente amiloides, o que torna o
dominio NAC um segmento crucial no processo de fibrilacdo de aS. Este dominio
hidrofébico da aS estd envolvido na formacgdo e agregacao de fibrilas, pois pode formar
estruturas B cruzadas. Os residuos de lisina com carga positiva alternada interagem com
os grupos da cabeca de fosfato com carga negativa da membrana lipidica e, adotando
uma conformacao helicoidal de torcdo, a aS pode ligar-se superficialmente a bicamada
lipidica, que apresenta os seus residuos de carga negativa expostos para o solvente

(Figura 2.2). (105-108)

O dominio NT é uma regido carregada positivamente que incorpora algumas das
séries de 11 repeticoes de aa. Cada repeticdo de 11 aa contém um motivo hexamérico
KTKEGV altamente conservado e que esta envolvido na formagao de hélices a
anfipaticas, sendo essencial para a ligagdo da membrana. Estas repeticbes tém a
capacidade de induzir a estrutura helicoidal aS, e subsequentemente reduzir a
tendéncia de aS para formar estruturas B. As hélices sao estabilizadas por interacdo com
membranas de alta curvatura, enriquecidas em fosfolipidos, como ocorre nas vesiculas

sindpticas. (109,110)

O dominio CT, em contraste com o dominio NT e o NAC, é uma cauda acidica com 44
residuos de aa, que contem 15 residuos carregados negativamente, nomeadamente 10
residuos de glutamato e 5 de aspartato, e rica em residuos de prolina. Devido a esta
elevada densidade de carga, que induz repulsdes eletrostaticas, o dominio CT de aS
organiza-se como uma estrutura aleatdria, em forma de bobine. Esta regido parece
interagir com a regido NT por meio de interagdes intramoleculares nao covalentes, a

fim de proteger o dominio NAC, com formagdo de uma estrutura monomérica mais
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compacta e resistente a agregagao. (111,112)
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Figura 2.2 - (A) Representagdo das cargas negativas e positivas da aS; das 7 regides KTKEGV; dos residuos aa
hidrofdbicos na zona NAC. (B) Representagdo da aS ligada a membrana e em estado citosdlico. Adaptado de
(100).
Os primeiros 97 residuos de aS sdo importantes para as interagdes lipidicas. A aS
tem uma afinidade especifica para membranas, de acordo com a curvatura, a
composicdo da membrana lipidica e a razdo lipido/proteina, ligando-se as membranas
através dos seus primeiros 25 residuos do dominio NT quando esta razdo é
suficientemente elevada. No caso da reduc¢do na proporcdo lipido/proteina, a aS
interage com a membrana através dos 97 residuos de aa da regido NT adjacente e da
regido central NAC. Alguns dos elementos de membrana favordveis incluem acidos
fosfolipidicos, como acido fosfatidico, fosfatidilserinas e glicoesfingolipidos, que sdo
enriguecidos em vesiculas secretoras e endociticas, mas também cardiolipina,
encontrada na membrana mitocondrial externa e interna. Em relagdo a curvatura da
membrana, a aS liga-se preferencialmente a SUVs e LUVs que contém grupos de carga
negativa, em comparacao com as GUVs, e esta preferéncia pode estar relacionada com

a capacidade de a aS detetar a curvatura da membrana. (99,100,113)

A oS desempenha um papel instrumental em varios processos fisioldgicos,
principalmente na regulagdo do neurotransmissor dopamina e na inibigdo da oxidagao
de lipidos insaturados nas vesiculas sinapticas. A aS é abundante em locais sinapticos,
interagindo com muitos parceiros, como os transportadores de monoamina,

componentes do citoesqueleto, membranas lipidicas, chaperons e proteinas associadas
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a vesiculas sinapticas. Além de ser expressa no cérebro, a aS também o é no coragao,
nos musculos e noutros tecidos, onde promove a ligacdo de vesiculas a membrana
celular e mantém a homeostase do cdlcio nas mitocondrias, melhorando a interagao

entre o RE e a membrana mitocondrial. (10,98,99,104,114)

2.3. AlteragGes na proteina aS

Tanto altera¢des do ambiente envolvente da aS como modificagdes na mesma,
tais como alteragdes pds-traducionais, incluindo truncamento da regidao CT e mutacdes,
podem conduzir a um desequilibrio entre os varios estados conformacionais, induzindo
a formacao de formas oligoméricas e fibrilares téxicas que causam perturbagées nas

funcdes fisiolégicas do organismo. (115-117)

2.3.1. Alterag0es genéticas

As alteragdes conformacionais nas proximidades do residuo mutado, ainda que
subtis, podem perturbar a flexibilidade nativa geral da aS. Existem interacdes
eletrostaticas entre residuos dos dominios NT e CT, sendo provavel que tais mutacdes
afetem a estabilidade do estado nativo, desordenado, da aS, promovendo interagdes
internas que conduzem a um estado intermediario parcialmente dobrado, e
energeticamente menos estavel, aumentando a propensdo para automontagem que
pode conduzir a formacgao de oligémeros. As mutacdes no dominio NT podem afetar as
propriedades de ligacdo a membrana. Foram identificadas seis muta¢des pontuais no
SNCA ligadas a DP, localizadas no NT, nomeadamente A30P, A53T, E46K, H50Q, G51D e
A53E. Além destas mutagdes pontuais foram identificadas duplicacdes e triplicacdes do
gene SNCA, que também podem conduzir a um fenétipo PD devido a produgao excessiva
de aS. A duplicacdo do SNCA resulta na hiper acumulacao de asS fosforilada no cérebro,
uma MPT fortemente ligada a DP. Em relacdo as mutac¢bes pontuais, a tendéncia de
agregacao da asS é favorecida pelas mutagdes A30P, A53T, E46K e H50Q, enquanto que
as variantes G51D e A53E tém efeito contrario. O impacto das mutagGes aS na taxa de
fibrilagdo da proteina foi investigado usando métodos biofisicos, incluindo dicroismo
circular e colorimetria de varrimento diferencial. Os resultados corroboraram estudos
anteriores, confirmando que os mutantes A30P, A53T, E46K exibem maior propensao a

agregacdo, quando comparados com o peso de aS. Foi proposto que as fibrilas da forma

31



mutante A30P agem como sementes, acelerando a nucleagdo e a agrega¢ao, em
comparacao com a proteina nativa. Um estudo experimental que envolveu o tipo
selvagem e mutantes A30P e A53T indicou que a aS forma agregados quando
superexpressa em células de neuroblastoma humano. Outro estudo revelou que a aS
agregada se liga especificamente as membranas, incluindo a membrana mitocondrial. A
sobre-expressdo de aS do tipo selvagem e/ou de mutantes A30P e A53T aumenta a
agregacao nas células e a afinidade da ligacdo a membrana, que é exacerbada durante
o stresse oxidativo. As fibrilas formadas por cada mutante também exibem variacGes
morfoldgicas, incluindo diferentes diametros, periodicidade e comprimento. (10,117—-

134)

2.3.2. Modificages pds traducionais
A proteina aS pode sofrer varias MPT, nomeadamente reac¢des de fosforilacdo, nitracdo
e ubiquitinacdo, envolvendo residuos especificos de aminoacidos, que se encontram listadas na

Tabela 2. (135-137)

Tabela 2 - Modificagées pds traducionais da aS

Tipo de MPT Aminodcidos
Fosforilagdo S87, 5129, Y125, Y133,
Y136
Ubiquitinagdo K6, K10, K12
Nitragdo Y39, Y125, Y133, Y136

A fosforilagdo é a MPT mais comum na aS, especificamente nos seus residuos de
serina e tirosina. Estudos sobre as diferentes MPT identificadas indicaram que a
fosforilacdo desempenha um papel importante na oligomerizacdo de aS, fornecendo
evidéncias de que a S129 fosforilada é a forma predominante de aS nos CL, com uma
abundancia de 90%, em comparagdao com a abundancia de 4% observada em condigbes
tidas como normais. Além da extensa fosforilacdo na S129, observa-se nos CL
fosforilacdo em S87, Y125, Y133 e Y136, embora em menor grau. A fosforilacdo pode ser
catalisada pela quinase recetora acoplada as proteinas caseina quinase (CK), G protein-
coupled receptor kinase (GRK), LRRK2 e a Polo-like Kinase (PLK), as quais estdo associadas
a doencas degenerativas que envolvem a aS. Estudos mostram que a fosforilagdo da aS

em S87 ocorre in vivo, sendo incrementada em sinucleinopatias. Contudo, o papel da
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fosforilagdo da aS S87 na doenga, nomeadamente a sua relagdo com o aumento direto
da fibrilagdo ou deposicdo da proteina, através da fosforilacdo nesses blocos de residuos
ou como promotora da fibrilagdo da alfa sinucleina, ndo estd ainda esclarecido. Foi
observado em homogenatos do cérebro de mosca que os niveis de aS oligomérica
aumentaram pela fosforilagdo no $S129, mas diminuiram pela fosforilagdo no Y125. Os
estudos indicam que a fosforilagdo em Y125 nao induz a fibrilizagao da aS e o impacto
da fosforilacdo em Y133 e Y136 na agregacdo de aS permanece por esclarecer.

(135,138-145)

A ubiquitinacdo é a segunda MPT mais comum, ocorrendo nos residuos de lisina,
nomeadamente em K6, K10 e K12. Foi considerado que a ubiquitinacdo conduz a
localizacdo incorreta da aS e a uma fuga da degradacdo. A nitracdo é outra forma de
MPT, envolvendo residuos de tirosina, nomeadamente Y39, Y125, Y133 e Y136. Foi
proposto que esta MPT conduz a formacdo de oligdmeros de asS, alterando o seu estado
conformacional, o que reduz a sua afinidade de ligacdo a membrana, podendo originar
disfuncdo mitocondrial e apoptose celular. Foi também demonstrado que a nitracdo de
Y39 pode prejudicar a capacidade de interacdo da aS com as membranas lipidicas.

(146,147)

2.4. Formas patogénicas da proteina aS

A literatura cientifica descreve uma grande variedade de espécies aSO, com
diferencas na estrutura, peso molecular e morfologia. Além da forma monomeérica,
acredita-se que a aS possa também existir nativamente na forma de dimero, trimero e
tetramero. Embora a existéncia de espécies tetraméricas permaneca como assunto de
debate na comunidade cientifica da especialidade, os estudos realizados indicam que
estas formas exibem uma conformagao a helicoidal, sendo mais resistentes a agregagao.
A detecdo desta variedade de aSO depende do protocolos de preparacado e purificacdo
utilizado, verificando-se a existéncia de estruturas diversas, nomeadamente dimeros e
oSO com mais de cem cadeias polipeptidicas e com morfologias diversificadas, que
podem ser esféricas, elipticas, circulares, tubulares e planares. Além destas barreiras
nos protocolos, a prépria plasticidade conformacional da aS, a sua elevada concentragao
na sinapse e o grande numero de processos em que estd envolvida podem contribuir

para a formacao de diferentes espécies, com peso molecular elevado. Nas etapas iniciais
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de agregacdo a populagao de intermedidrios aSO alterna de estrutura a-helicoidal para
folha B. Durante os eventos estocasticos de auto-associacdo os conjuntos aS podem ser
convertidos em oligdmeros com capacidade para agregacao, atuando como locais de
nucleagcdao de mondmeros desdobrados e formando a diferentes espécies fibrilares.

(98,104,148-152)

Estudos baseados em transferéncia de energia por ressonancia de Forster (FRET)
e estudos aprofundados de cross-linking permitiram elaborar modelos representativos
nos quais é proposto que diferentes espécies de aSO acumulam no processo de
formacao de fibrilas, como esquemas de vias on-fibrilares, sendo assumido que nem
todos os aSO originam fibrilas. Assim, os aSO precursores da formacao de fibrilas sao
designados por aSO da via on-fibrilar e os aSO que ndo participam na formacdo de
fibrilas como aSO da via off-fibrilar. O conhecimento existente sobre estados
conformacionais dos conjuntos aSO nas vdrias fases, incluindo os associados ao
processo de fibrilogénese, é limitado. Os aSO constituidos por aproximadamente dez
moléculas de aS monoméricas demonstraram promover fibrilacdo. As moléculas de aS
em conformacdes inaptas para estabelecer interagdes estaveis no tempo e/ou interagdo
complementar ficam fora da via de montagem, ou seja, precisam de se reagrupar, o que
envolve habitualmente uma dissociacdo, para atingirem o estado fibrilar final. Assim,
coexistem moléculas de aS em diferentes conformacgdes e os conjuntos de vias on e off-
fibrilares que as moléculas de aS povoam sdo igualmente importantes, representando
uma sequéncia interconvertivel de estados com taxas de interconversdo que variem
amplamente, dependendo das condicdes, a mais importante das quais é a concentracao

de mondmero livre. (153,154)

Uma questdo de interesse significativo é o mecanismo subjacente a
transformacdo da aS soluvel em fibrilas insoluveis. In vitro, a cinética da formacao de
fibrila amiloide aS parece ser adequadamente descrita como uma reagdo de
nucleagdo/polimerizacdo que segue uma curva sigmoidal tipica, sendo dividida em trés
estagios, a fase lenta, a fase de alongamento e a fase estacionaria. (Figura 2.3)

(100,155,156)
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Figura 2.3 — Representag¢do da cinética de agregagdo de a-sinucleina, caracterizada como uma reagdo de
polimerizagdo dependente de nucleagdo. Adaptado de (100).

Subsiste em todas as fases um equilibrio dindmico, em que diferentes
conformacgdes e estados de agregacdo coexistem simultaneamente. A reacdao comecga
por uma fase lenta, coincidente com o periodo em que os mondmeros se organizam
para formar nucleos de agregacdo. E uma fase acompanhada por grandes mudancas
estruturais e representa a etapa limitante da velocidade da reacdo. A aceleracdo desta
fase pode ser alcancada pela adicdo de “sementes”, que atuam como nucleos de
agregacdo preformados. A fase subsequente é a de alongamento, uma fase em que as
fibrilas amiloides crescem exponencialmente. Os nucleos formados, que sdo os menores
agregados estdveis, crescem por incorporacdao de mondmero nas extremidades das
fibrilas, incorporacdo que se torna mais rapida e favoravel do que o processo inverso,
de dissociacdo de mondmeros. Este estagio é termoquimicamente favordvel devido a
compactacao da proteina, com diminuicdo da superficie total exposta. Posteriormente,
a privacdo de mondmeros leva ao declinio na taxa de polimerizagao, culminando na fase
estacionaria. Nesta fase, a maioria dos polipeptideos encontra-se organizada em fibrilas,
estabelecendo-se um equilibrio entre estado agregado e mondmero livre.

(98,100,155,156)

A aS auto associam-se em oligdmeros, originando as fibrilas amiloides, muito
compactas e enriquecidas na estrutura da folha . Além da aS, os CL contém ubiquitina,
calbindina, proteinas do complemento, actina, tubulina, MAP-1 e MAP-2, Pael-R e
sinfilina-1. Os CL sdo inclusGes citoplasmaticas esféricas, que apresentam geralmente

entre 3 a 25 nm de didmetro, com elementos fibrilares projetados para o exterior e um
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nucleo granular denso, e que podem ser coradas eosinofilicamente. O conhecimento
mais aprofundado da estrutura molecular de fibrilas ou oligdmeros requer mais estudos,
com recurso a técnicas e ferramentas de analise avancadas. Estudos de RMN sugerem
que o nucleo das fibrilas aS varia principalmente entre os residuos 30 a 38 e 95a 110, o
gue compreende a regidao NAC e parte do dominio NT, que sdo montados em cinco a
seis linhas B, separadas por varias rotacdes. As regides NT e CT, que parecem nao
estruturadas, flexiveis e expostas ao solvente, estao fora desse nucleo. A espectroscopia
de RMN e o TEM também foram aplicados com sucesso no estudo da estrutura das
fibrilas aS, tendo permitido identificar um dominio semelhante a chave grega,

recorrente nas fibrilas aS. (98,103,104,133,152,157)

A toxicidade relativa de oligdmeros ou fibrilas de aS permanece um assunto de
intensa discussdo. Considera-se que ambas as formas sao tdxicas, porém, apesar de a
presenca de CL ser caracteristica da DP, as evidéncias convergem no sentido de mostrar
gue os oligdmeros sdo particularmente mais citotoxicos. Estudos post-mortem
revelaram que a abundancia de CL, compostos por fibrilas aS fortemente agregadas, ndo
é preditiva de variaveis clinicas importantes, como a duragdo ou a gravidade da doenca,
indicando que, embora existam evidéncias convincentes de um papel central da aS nas
sinucleinopatias, os CL podem nao ser diretamente responsdveis pelas caracteristicas
clinicas. Estas observacdes estimularam o interesse nas formas oligoméricas, que
precedem a formacdo de fibrilas e que podem ser mais relevantes que estas na
patogénese. Foi observado um efeito neurotdxico significativo quando C. elegans e D.
melanogaster foram expostos a aSO produzidos in vitro. As espécies de aSO foram
detetadas em neurdnios degenerativos de pacientes com DP, vinculando o aSO mais
diretamente a degeneracdo neuronal do que os CL. A rapida difusdo e acumulagdo a
longa distancia de aS monomérica e aSO nao conduzem necessariamente a efeitos
patolégicos, mas podem aumentar significativamente a carga neuronal durante a
patogénese de doencgas neurodegenerativas. A perda dopaminérgica mais grave na
substancia negra é observada em animais com as variantes aS que formam oligdmeros
(E57K e E35K), enquanto as variantes aS que formam fibrilas muito rapidamente
revelam menor toxicidade. A acumulacdo de aSO pode interferir com as vesiculas

sindpticas e induzir alteragdes sindpticas na DP. A possibilidade de fragmentacao das
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fibrilas é considerada uma caracteristica importante para determinar a propagacao.

(3,158-165)

2.5. Mecanismos de toxicidade da aS

Varios estudos indicam que, sob varias condicdes fisiolégicas, populacdes
heterogéneas de formas oligoméricas de aS coexistem em equilibrio. Foram também
divulgadas evidéncias de que a neurotoxicidade associada as varias formas patoldgicas
da oS estda relacionada com a alteracdo de varios processos fisioldgicos e estruturas,

como seguidamente exemplificamos (Figura 2.4).

(iii) Stress

Oxidativo

(ii) Disfungdo (iv) Tréfico de
Mitocondrial Vesiculas

(i) Permeabilizagéo aSO e (v) Stress Reticulo

das Membranas Fibrilar Endoplasmético

(viii) Inflamagdo

(vii)

Propagagdo

Figura 2.4 — Mecanismos de toxicidade da aSO e fibrilar.

(i) Alguns tipos de aSO induziram a morte celular através da permeabiliza¢ao da
membrana, em que as aSO interrompem a bicamada lipidica com formacao de poros,
promovendo um aumento no influxo de ides do espago extracelular, como o Ca?*. (ii)
A associagdo de formas toxicas de aS as mitocéndrias pode interferir seletivamente com
o complexo mitocondrial I, resultando em atividade reduzida do mesmo, com
consequente aumento da producao de ERO e incremento da mitofagia. O aumento da
expressao de aS em células cultivadas e em C. elegans estimulou a mitofagia, por ligacao
da aS as mitocondrias. (iii) As mitocondrias sdo muito sensiveis ao stress oxidativo
induzido pela asS, do tipo selvagem e mutada. (iv) Os aSO podem interferir no trafego

de vesiculas, como inibidores da libertagdo de neurotransmissores, como a dopamina,
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promovendo a reducdo da excitabilidade neuronal e a diminui¢do do disparo sinaptico.
Evidéncias sugerem que, embora ndo causando morte celular, a disfuncdo sinaptica
induzida pela agregacdo pré-sindptica de aS causa neurodegeneracdo. (v) Algumas
formas tdxicas de aSO acumulam-se no ER provocando stress e perturbando as suas
funcbes, incluindo as associagGes ER-mitocOndria e os mecanismos de transporte
vesicular. (vi) Foram ainda reportadas evidéncias de que as formas téxicas também
interferem com os dois principais sistemas de degradacado de proteinas, o SAL e o SUP.
A aS parece estar ligada a outras formas genéticas da DP, como aquelas ligadas a
mutacoes no GBA ou LRRK2, possivelmente através de efeitos comuns no SAL. A sobre-
expressao de aS em células neuronais pode conduzir a disfungao proteasomal. A
dissociagdo farmacolégica de aSO restaurou a fungado proteasomal e reduziu o nimero
de proteinas poli-ubiquitinadas em células intactas. (vii) A propagacao de formas tdxicas
de aSO, de fibrilas e de fragmentos das fibrilas, desencadeia uma amplificacdo da
agregacao em outras células, com promoc¢do dos mecanismos téxicos anteriormente
descritos. (viii) A libertacdo de aS agregada na substancia negra ativa a microglia, com
producdo de mediadores pré-inflamatdrios, que promovem a neurodegeneracdo da
substancia negra de forma persistente e progressiva na DP. (3,4,166-171,9,11—

14,45,124,125)
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3. ESTRATEGIAS TERAPEUTCAS COM FOCO NA PROTEINA aS

N3do existe atualmente nenhuma terapia com boa evidéncia de neuroprotecao
para o tratamento da DP, todavia existem vdrias abordagens em estudo com o objetivo
de minimizar os efeitos toxicos da agregados de aS. Estas estratégias podem ser
divididas em cinco categorias, com base no mecanismo de a¢do (Figura 3.1): (i) Reduzir
a producdo de aS; (ii) diminuir a agregacdo intracelular de asS; (iii) potenciar a
degradacdo intracelular de aS; (iv) reduzir a disponibilidade de agregados de aS

extracelular; e (v) inibir a capta¢do neuronal de oS extracelular. (172-176)

® Inibigdo mTOR ® |munoterapia Ativa
® Inibigao c-Abl ® Imunoterapia Passiva
® Potenciagdo LAMP-2A ® Proteases

(i) 1 Clearance

(iv) ¥ aS Extracelular

® Pequenas Moléculas

® Nanocorpos
® |nibicao PSH

® |nibigdo LAG3

® Proteinas de Fuséo

(i) L Agregagao

(v) ¥ Captagido de aS

® siRNA

* miRNA

® Antisense

® Regulagao de SNCA

(i) ¥ Sintese

Figura 3.1 - Estratégias terapéuticas para o tratamento da DP com foco na proteina aS.

3.1. Redugao da produgao de aS
A observacdo de que a duplicacdo e a triplicacdo do gene SNCA causa DP
constituiu uma premissa solida para estimular o desenvolvimento de solugcdes
terapéuticas que reduzam a expressdo de aS. Foram observadas semelhancgas entre a
aS e a PrP. As proteinas pridnicas de enovelamento incorreto podem induzir a
transformacdo conformacional da proteina celular normal, levando ao seu
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enovelamento incorreto. Desta forma, a reduc¢do dos niveis de aS do tipo selvagem no
hospedeiro representa a reducdo do substrato desta reacdo. Os aSO ndo induzem a
formacdo de agregados ou neurodegeneracdo quando injetadas em murganhos
mutantes nulos de aS. A reduc¢do dos niveis citoplasmaticos de aS reduz o risco de a
proteina adotar uma conformacdo anormal e gerar aSO. Para viabilizar ensaios clinicos
gue permitam a prova do conceito subjacente a esta estratégia é necessario determinar
o grau seguro de knockdown pré-clinico por forma a impedir a acumulagao de aS sem
prejudicar as fungdes fisioldgicas. Verificou-se que redugdes de aS enddgena superiores
a 85% na substancia negra de ratos e primatas ndo humanos normais com recurso a
vetores virais conduziram a degeneragao do sistema nigroestriatal. Adicionalmente,
estas terapias devem ser direcionadas especificamente para o cérebro, de modo a ndo

reduzirem os niveis de aS nos tecidos periféricos. (118,134,177-181)

As abordagens que visam atuar sobre a producdo de aS recorrem a modificagdes
no processo de traducdo de mensageiros RNA (mRNA) com oligonucleotideos antisense
e RNA de interferéncia (RNAi), como micro RNA (miRNA), small interfering RNA (siRNA),
e short hairpin RNA (shRNA), bem como alteragbes da transcricdo do gene SNCA.

(172,179,182-184)

Foram efetuados estudos que envolveram a inibicdo da expressdao de aS
enddgena na substancia negra de ratos adultos pela entrega mediada por virus adeno-
associado de shRNA tendo em vista o transcrito de SNCA enddgeno. A diminuicdo da aS
em 35% ndo afetou a fungdo motora nem causou degeneragdo dos neurdnios
dopaminérgicos da substancia negra em ratos controle. Em contrapartida, em ratos
expostos a rotenona, os déficits motores progressivos foram substancialmente
atenuados contralateralmente ao knockdown de aS. A infusdo direta de siRNA no
hipocampo de murinos reduz significativamente a expressdao do SNCA apds uma infusdo
de duas semanas. Em outro estudo, realizou-se infusdes cronicas de siRNA diretamente
na substdncia negra esquerda, contra os mRNA de aS em macacos-esquilo. Os
resultados compararam os niveis de mRNA da aS e proteina no hemisfério infundido
versus o lado direito nao tratado e revelaram uma supressao significativa de 40 a 50%

da expressao da aS. (172,179,182)
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A administracdo de oligonucleotideos antisense projetados contra o RNA SNCA
em animais roedores, reduziu a producdo de aS, diminuiu a deposicdo e levou a uma
propagacao mais lenta. Informacgdes divulgadas sobre o sucesso de um estudo de fase
lll de terapia oligonucleotidica antisense na atrofia muscular espinal e também dos
resultados de seguranca e tolerabilidade obtidos num estudo fase | de terapia
oligonucleotidica antisense na doenga de Huntington alimentaram otimismo para

terapias antisense em condi¢Ges neuroldgicas. (183,185,186)

Além da modificacdo do processo de traducdo de mRNA, outra abordagem
proposta foi a modificacdo da transcricdo do SNCA. Numa analise de alto rendimento de
uma biblioteca de medicamentos e produtos naturais da FDA direcionada a expressao
génica enddgena de aS, descobriu-se que o recetor B2 adrenérgico (ADRB2) é um
regulador do gene SNCA. Mecanisticamente, foi proposto que os agonistas adrenérgicos
B2 (AA-B2) modulam a transcricao de SNCA através da acetilagdo da histona 3 e da lisina
27 nas regides promotoras e potenciadoras do gene SNCA. Foram divulgadas evidéncias
de que o uso de salbutamol, utilizado no tratamento de asma, estd associado a um risco
menor de desenvolver DP, de acordo com estudos realizados numa grande coorte
epidemioldgica norueguesa. Inversamente, o uso de propranolol, um antagonista 2,
revelou aumentar o risco de DP. O clenbuterol, que rapidamente atravessa a barreira
hematoencefdlica, conduziu a reducdo da expressdo de aS na substancia negra de
murganhos do tipo selvagem e revelou efeito protetor nos neurdnios hipotalamicos da
toxicidade do MPTP. Estas evidéncias estimulam estudos adicionais sobre os AA-B2

como potenciais farmacos neuroprotetores no tratamento da DP. (184)

3.2. Inibicao da agregacao

Sendo possivel inibir a agregacao de asS, a sua funcao normal poderd ser mantida
e a toxicidade resultante da dobragem incorreta pode ser evitada. Foram feitos estudos
para identificar compostos que inibem a agregacao de aS, visando controlar a agregacao
de aS no SNC e também no SNP, por meio de pequenas moléculas, chaperons ou
anticorpos como base para o desenvolvimento das estratégias terapéuticas para ligar e

inibir diretamente agregados. (187-190)
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A Neuropore Therapies, em colaboragao com a UCB Pharma, estdao a desenvolver
a molécula NPT200-11 (Figura 3.2) que ja completou a fase 1 de ensaios clinicos no inicio
de 2016. No entanto, os dados deste estudo ndo estdo disponiveis e outros planos para
o desenvolvimento deste composto nao foram anunciados. Foi relatado que o NPT200-
11 evita a formacdo de agregados oligoméricos toxicos e melhora as medidas
comportamentais, neuropatolégicas e bioquimicas no modelo de murganho transgénico
com sobre-expressao de aS. Até ao momento, ndo foram reportados problemas de
seguranca clinicamente significativos e sdao aguardados estudos de prova de conceito
gue testem a eficicia e a seguranca a longo prazo, considerando-se que a molécula
apresenta o beneficio potencial de atingir com maior probabilidade o cérebro que os

anticorpos monoclonais. (189,191-193)

| NPT200-11
HN

Figura 3.2 — Representagdo da estrutura quimica do NPT200-11, uma pequena molécula com possiveis
propriedades inibidoras da agregagdo de aS. https://www.medkoo.com/products/33420

Com o objetivo de reduzir a agregacao intracelular de proteinas na DP foram
desenvolvidos nanocorpos que ocorrem por exemplo na familia de mamiferos
Camelidae. Estas nanoestruturas podem ser expressos intracelularmente e direcionados
a um antigeno especifico em varias localizacGes subcelulares, como o nucleo, RE e
mitocondria, proporcionando um tipo de terapia genética. As regides varidaveis FV
responsaveis pela especificidade do anticorpo podem ser expressas separadamente da
imunoglobulina completa, mantendo muitas vantagens dos anticorpos convencionais,
incluindo alta especificidade e afinidade pelos epitopos alvo. Os nanocorpos sao
pequenos fragmentos de anticorpos, com 140 a 250 aa de comprimento, com um peso
molecular aproximado de 15 kDa. Ao contrario dos scFV, os nanocorpos apresentam
solubilidade elevada, podendo atravessar a barreira hematoencefalica e penetrar nas
células, o que encoraja o seu desenvolvimento para ligacdo a aS monomeérica
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intracelular e inibicdo da oligomerizagdao. Os nanocorpos podem ser eficientemente
clonados em bactérias ou leveduras a um custo relativamente baixo e serem projetados
para expressao intracelular. Estudos in vitro demonstraram que nanocorpos podem
ligar-se especificamente as diferentes formas de aS, nas regides especificas NAC e CT de
aS. O nanocorpo VH14 tem especificidade alvo para a regidao NAC da aS, que é conhecido
por ser propenso a agregacdo, e os NbSyn2 e NbSyn87 tem especificidade alvo tanto
para o CT de aS quanto para as formas fibrilares. O NbSyn87 e NbSyn2 ligam-se com
afinidade nanomolar a epitopos distintos dentro do dominio CT da aS soluvel e estes
epitopos demonstraram ainda estar acessiveis quando a aS se converte em sua
estrutura fibrilar. Ambos os nanocorpos inibem a formagao de fibrilas aS, e reduzem a
toxicidade celular induzida por oligdmeros in vitro ao promoverem uma conversao
conformacional rapida de oligdmeros mais estaveis para oligdmeros menos estaveis de
aS. A entrega génica mediada por vetor viral de VH14*PEST e NbSyn87*PEST pode
proteger contra a degeneracgao nigroestriatal em ratos injetados intranigralmente com
um vetor viral que superexpressa aS. De facto, os dois intracorpos VH14*PEST e
NbSyn87*PEST eliminaram completamente o aS agregado, restauraram a dopamina
estriatal e melhoraram a funcdo motora. Estes dados sugerem que os intracorpos
podem ser eficazes para diminuir os niveis de aS soluvel e, assim, impedir a agregacao
de aS. Um desafio para a aplicacdo clinica de intracorpos para intervencao terapéutica

sera como atingir altos niveis no SNC por periodos prolongados. (188,194—-198)

A Proclara Bioscience criou o NPT088, uma proteina de fusdo que combina a
imunoglobulina humana igG1l e um general amyloid interaction motif (GAIM). A
evidéncia pré-clinica mostra efeitos em ambos os agregados de proteina implicados na
doenca de Alzheimer, amiloide-B (AB) e Tau. Com base nos estudos para doenca de
Alzheimer a indicagdo para DP encontra-se também em avaliagdo. Quando testado em
murganhos com superexpressao de aS, é relatado que reduz a agregacao de aS e
protege 0s neurdnios nigroestriatais. Posteriormente realizou-se um estudo de
seguranca e tolerabilidade de doses multiplas de NPT088. Encontra-se concluido o
estudo de Fase 1b, no qual o NPT088 foi geralmente seguro e bem tolerado.

(173,187,199,200)
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3.3. Potenciagao da autofagia

A autofagia desempenha um papel importante na degradacdo de agregados
intracelulares de aS. O aprimoramento direcionado dos processos autofagicos levara ao
aumento da depuragao do aS patolédgico. Nao apenas a acumulagao intracelular de aS
agregada pode potencialmente danificar ou desabilitar o neurdnio hospedeiro, mas
também a secrecdo de aS agregada sugeriu-se que, no espaco extracelular, promovesse

a propagacao de célula a célula da patologia da aS para as células vizinhas. (174,201)

A atividade do alvo mamifero da rapamicina (mTOR) é muito importante para a
autofagia. Quando mTOR ¢é ativado por fosforilagdo, a autofagia é inibida. Assim,
inibidores do mTOR, como a rapamicina, melhoram a autofagia, contrariam a agregacao
de aS e reduzem os seus efeitos neurotdxicos associados em varios modelos celulares e
animais. No entanto, a rapamicina tem elevada toxicidade relacionada com a falta de
especificidade e agdo imunossupressora, o que limita o seu potencial como candidato a
medicamento modificador na DP. S3o necessarios mais estudos sobre inibidores do

mTOR que exibam menor toxicidade. (201-205)

Outra estratégia para alcancar a inibicdo do mTOR funciona por reducdo do
transporte de piruvato para as mitocondrias usando um inibidor do transportador de
piruvato mitocondrial (TPM) como o MSDC-0160. Esta molécula foi originalmente
desenvolvida para o diabetes tipo Il, mas também exerce alteracdes no metabolismo
mitocondrial por inibicdo do TPM, o que em seguida resulta em uma inibicdo eficaz de
mMTOR com regulagdo positiva da autofagia nos neurdénios. A inibicdo do TMP com o
MSDC-0160, melhorou a autofagia em um modelo de toxicidade induzida por aS em um
modelo de Caenorhabditis elegans, com diminuicdo da toxicidade, o que ocorreu por
inibicdo de mTOR. O MSDC-0160 aprimorou também a autofagia, protegendo os
neurdnios dopaminérgicos da SN em um modelo de murganhos genético de DP. A
inibicdo do TMP demonstra desta forma, poder ser usada como uma estratégia para
reduzir a agregacao de aS e o MSDC-0160 com perfil de seguranca favoravel e boa
capacidade de aceder ao SNC em humanos, é um candidato ao desenvolvimento clinico

na DP. (206)
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Uma abordagem que pode resultar em aumento da autofagia da aS de ma
conformacdo é a utilizacdo de inibidores da Abelson tirosina quinase (c-Abl). O gene
ABL1 é um proto-oncogene que origina uma proteina tirosina quinase nao recetora, em
que muitos inibidores especificos de c-Abl foram desenvolvidos como agentes anti
tumorais e que se encontram aprovados no tratamento de varias formas de leucemia.
Além disso, a inibicdo da c-Abl foi validada como uma abordagem racional para o
desenvolvimento terapéutico na DP, com base em dados de validacao de alvos humanos
e experimentais. Varios estudos mostraram que a atividade c-Abl é aumentada no tecido
cerebral de pacientes com DP e que esse aumento da atividade c-Abl leva a um aumento
a jusante na fosforilagao e agregacao de aS. Alguns estudos sugerem que os efeitos sao
sobre a fun¢do mitocondrial, modificagdes pds-traducionais da aS ou aprimoramento
das vias autofagicas. Embora os mecanismos precisos de acdo ainda sejam debatidos, as
evidéncias pré-clinicas de eficdcia foram suficientemente convincentes para que se
realizasse um pequeno estudo de seguranca do inibidor de c-Abl nilotinibe. O nilotinibe
foi testado em um estudo de seguranga nao cego, sem um grupo controle com placebo,
em pacientes com DLB, DP e deméncia, com relatos de alguma melhoria na funcdo
motora em alguns casos, nos 6 meses apds o inicio do tratamento, e que é seguro e
toleravel em doses muito inferiores as usadas contra o cancro. No entanto, os inibidores
da c-Abl estdo limitados pela sua baixa absorcdo através da barreira hematoencefalica
e a pequena janela terapéutica para uso crénico na DP, havendo necessidade de estudar
outros inibidores com maior penetragao na barreira hematoencefdlica e que exibam

especificidade pela c-Abl. (174,207-211)

A degradacdo do aS monomérico sollvel envolve principalmente a entrega de
oS mediada por Hsc70 aos lisossomas via ligacdo a proteina de membrana 2A associada
a lisossomas do tipo 2A (LAMP-2A), enquanto a degradacdo do aS agregado envolve a
formacdo de autofagossoma com fusdo lisossdmica subsequente. Verificou-se que
quando a expressdao de aS neuronal é aumentada como resultado de lesdo ou
superexpressao transgénica em murganhos, ha elevacdo concomitante da LAMP-2A. O
aumento da autofagia mediada por chaperdes pela superexpressdo mediada por vetor
viral de LAMP-2A resultou em niveis mais baixos de aS com efeitos benéficos na

neurotoxicidade aS e sobrevivéncia dopaminérgica. A superexpressao de LAMP-2A leva
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a regulacdo positiva da autofagia mediada por chaperona em células SH-SY5Y de
neuroblastoma humano, neurdnios corticais primarios de ratos in vitro e neurdnios

dopaminérgicos da SN in vivo. (212,213)

3.4. Redugdo da disponibilidade de agregados extracelulares de aS

A descoberta da existéncia de aS extracelular levou ao desenvolvimento de
terapias que diminuem os niveis de aS extracelular e as suas formas téxicas. As
imunoterapias ativas e passivas encontram-se entre as abordagens terapéuticas mais
promissoras e os anticorpos que muito dificilmente entram nas células, atuam sobre
estas espécies toéxicas extracelulares de aS e promovem sua eliminacdo por meio de
captacdo autofagica e microglial. Alguns destes anticorpos encontram-se atualmente

em ensaios clinicos. (175,214,215)

O PRX002 é um anticorpo monoclonal IgG1 humanizado, derivado do anticorpo
monoclonal murino 9E4, direcionado contra epitopos préximos ao CT da aS. Em animais
transgénicos que superexpressam asS, o anticorpo murino do PRX002 reduz a patologia
da aS, neurodegeneracao e protege contra o declinio das fungGes motoras e cognitivas.
Em 2015, iniciaram-se os primeiros ensaios clinicos com um candidato terapéutico
imunoldgico passivo, o PRX002 desenvolvido por Prothena, para o tratamento da DP
com atuagdo sobre a aS extracelular. Na fase | mostrou-se que a imunizagdo com este
anticorpo é segura e bem tolerada quando infundida em doses Unicas em voluntarios
humanos. Foi testado em ensaios clinicos de Fase 1a e 1b. No estudo de fase 1a, os niveis
séricos livres de aS foram reduzidos em 96,5%. No estudo de Fase 1b, realizado em
pacientes com DP, a redugdo os niveis séricos livres de aS foi replicada. Neste estudo de
seis meses, 0s pacientes receberam trés doses mensais (infusdo intravenosa uma vez a
cada 28 dias) de PRX002 ou placebo e foram seguidos por um periodo de observacao
adicional de trés meses. Nao foram observados eventos adversos graves ou toxicidades
limitantes da dose, e o PRX002 demonstrou farmacocinética aceitavel e penetragao no
SNC. Estes resultados permitiram a Prothena avancar para um estudo de fase 2 em
pacientes com DP inicial em colaboracdo com a Roche com o anticorpo

PRX002/R0O7046015. (175,216-220)
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A Biogen encontra-se a desenvolver um anticorpo monoclonal BIIB054
direcionado contra aS de imunoterapia passiva. Em contraste com PRX002/R0O7046015,
BIIBO54 é um anticorpo monoclonal IgG1 totalmente humano direcionado a um epitopo
proximo ao NT da aS. O BIIBO54 foi originalmente isolado de linhas de células B
derivadas de individuos neurologicamente saudaveis. O BIIBO54 é altamente seletivo
para formas agregadas, com muito pouca afinidade de ligacdo para a aS monomérica.
Um estudo de fase 1 de dose ascendente unica de BIIBO54 em voluntarios saudaveis e
pacientes com DP encontra-se concluido. O BIIBO54 foi bem tolerado em doses Unicas
de até 90 mg/kg e apresentou meia-vida sérica de 28 dias. Doses Unicas de BIIBO54 até
45 mg/kg foram bem tolerados em pacientes com DP, e o perfil farmacocinético foi
semelhante ao observado em voluntarios saudaveis. O anticorpo foi bem tolerado em
voluntarios saudaveis, até a dose mais alta testada, tem um perfil farmacocinético
favordvel e foi detetdvel no LCR dentro do intervalo esperado para anticorpos
monoclonais. Esses dados forneceram suporte para a continuacdo do programa de
imunoterapia da Biogen direcionado para aS e um estudo multinacional de fase 2 de

BIIBO54 em pacientes com DP diagnosticados foi iniciado. (214,221-223)

Com recurso a vacina AFFITOPE em um estudo pré-clinico utilizando murganhos
com DP transgénica mThy-1-aS demonstrou-se que a vacinacao foi eficaz em provocar
uma alta resposta de anticorpos no LCR e no plasma com o anticorpo capaz de atravessar
a barreira hematoencefalica. A empresa Affiris AG esta a desenvolver a vacina com um
peptideo transportador (AFFITOPE® PD0O3A) de imunoterapia ativa que contém um
peptideo que imita a aS para provocar uma resposta de anticorpo aS. Esta vacina ja
terminou a fase clinica | de desenvolvimento que avalia a tolerabilidade e a seguranca
da administracdo subcutanea repetida de duas doses, 15 e 75 mg de AFFITOPE PDO3A a
pacientes com DP precoce. Ambas as doses foram bem toleradas, a maioria dos eventos
adversos foram reacdes leves e locais, no entanto, o AFFITOPE® PDO3A exibiu uma
resposta imune dependente da dose e do tempo contra o préprio peptideo e reatividade
cruzada contra aS, bem como reativacdo de anticorpos apds a imunizacao de reforco.

(215,224,225)

Além dos programas mais avan¢ados de imunoterapia, outras abordagens para

reduzir a as extracelular foram testadas em animais experimentais, inclusive um modelo
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nao imunoldgico relacionado com a superexpressao da serina protéase kalekrein 6 (KLK6
ou neurosina). Foi sugerido que esta proteina degrade aS extracelular em modelos que
superexpressam aS ao desencadearem uma cascata proteolitica com envolvimento de

metaloproteases. (226,227)

3.5. Captacdo celular de aS

A presenca de espécies de aS de conformacdo alterada no espaco extracelular
pode levar a propagacao da DP entre células quando os neurénios proximos captam
estes pequenos agregados de aS. O mecanismo pelo qual agregados proteicos de aS se
ligam e entram nas células para desencadear a formacdo de fibrilas intracelulares é
desconhecido. Num estudo foi examinada a internalizacdo de monémeros, oligdmeros
e fibrilas extracelulares, em células neuronais e a sua subsequente degradacdo. A
internalizacdo da aSO e fibrilar pode ser inibida pela baixa temperatura ou pela
expressao de uma dinamina-1 mutante dominante negativa-K44A, sugerindo a
internalizacdo mediada por endocitose. Em contraste, a internalizacdo da aS
monomérica ndo foi afetada pela temperatura fria e pela expressao da dinamina-1
K44A, consistente com a translocacdo direta através da membrana plasmatica.
Aparentemente, as fibrilas amiloides de aS, ligam-se aos proteoglicanos de sulfato de
heparano (PSH) na superficie celular e sdo absorvidas por endocitose. Assim sendo,
moléculas que interrompem os PSH, como a heparina ou hidrato de cloral,
demonstraram reduzir a captacdo de aS em culturas de células. O desenvolvimento de
inibidores especificos dos PSH, que ndo interferem nos processos celulares vitais pode
ser um caminho a seguir para retardar a propagacao da patologia da aS. Na tentativa de
se identificar um potencial recetor necessdrio a captacdo de aS oligomérica, fibrilas pré
formadas ou fibrilar extracelular, foi identificado na superficie dos neurdnios, o recetor
do gene 3 de ativacdo de linfécitos (LAG3). O recetor LAG3 liga com alta afinidade
protofibrilas, mas ndo os mondmeros de aS, promovendo a sua captacao, transmissao
e toxicidade endossémica. A co-imunoprecipitacdo também sugere que o PFF aS
patolégico se ligue especificamente ao LAG3. LAG3 é especifico para o PFF de aS. A
internalizacdo do PFF de aS envolve LAG3 porque a exclusdo de LAG3 reduz a endocitose
do PFF de aS. Em uma série de testes em cultura de células e modelos animais, verificou-

se que inibir o recetor LAG3 ao aplicar anticorpos contra este recetor, inibiu
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substancialmente o transporte de protofibrilas extracelulares de aS e a subsequente
disseminacdo de agregados patoldgicos, e a toxicidade que a acompanha. A transmissao
de neurdnio a neurdnio da aS patoldgica e a patologia e neurotoxicidade que a
acompanham sao substancialmente atenuadas pela exclusao de LAG3 ou por anticorpos
para LAG3. A falta de LAG3 também atrasou substancialmente a perda de neur6nios
dopaminérgicos, bem como déficits bioquimicos e comportamentais in vivo.
Descobrimos que a transmissdo patoldgica e a toxicidade da asS é iniciada pela ligacao
ao LAG3 e que a transmissao da aS patoldgica envolve a endocitose do PFF aS exdgena
pelo envolvimento do LAG3 nos neuronios. A deplecdo de LAG3 ou anticorpos para LAG3
reduz substancialmente a patologia posta em movimento pela transmissao de aS
patoldgica. A identificacdo de LAG3 como uma proteina de liga¢dao a P-sinucleina PFF
fornece um novo alvo para o desenvolvimento de terapéuticas projetadas para retardar
a progressao da DP e a-sinucleinopatias relacionadas. Desta forma, o recetor LAG3 é um
potencial alvo para a criagcdo de novas terapias com recurso a imunoterapia ou pequenas
moléculas, de forma a impedir a propagacdo de aS. Ainda ndo se sabe se o LAG3 é um
bom alvo terapéutico, ndo esta clara a importancia da captacdo quantitativa mediada
pelo recetor LAG3 de espécies patogénicas de aS na doenga. Mesmo que este nao seja
o recetor principal, foram descobertas proteinas adicionais que estdao envolvidas na
captacdo de formas tdxicas de aS na superficie dos neurdnios e que podem constituir

alvos terapéuticos interessantes para a DP. (26,228-230)
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4. CONCLUSOES

A doenca de Parkinson apresenta uma elevada prevaléncia entre as doencas
neurodegenerativas e a sua incidéncia esta a aumentar de forma acentuada devido ao
envelhecimento da populagdo mundial. Trata-se de uma patologia multifatorial, com
uma componente genética, que se estima representar até 10% dos casos, e uma
componente ndo genética, em que geralmente a causa da doenca é desconhecida. Os
avancos genéticos contribuiram para a conceptualizacdo de que a DP compreende
varios disturbios neurodegenerativos, com sobreposic¢do clinica e patoldgica. Muitas das
formas familiares de DP exibem caracteristicas clinicas que sdo consideradas atipicas em
relacdo a DP idiopatica, como inicio jovem, distonia e ocorréncia precoce de deméncia.
A DP pode ser desencadeada por alteragées em processos fisioldgicos que conduzem a
modificacGes na proteina central aS, com formacdo de espécies tdxicas, bem como por
alteragdes na aS e sua concentragao, que levam igualmente a formagdo de espécies
tdxicas, com efeitos negativos sobre os processos fisioldgicos celulares. Desta forma,
verifica-se a existéncia de uma relagdo entre a aS e os processos fisioldgicos
desencadeadoras de circulos viciosos, com consequente degeneracao dos neurdnios
dopaminérgicos. Foi também demonstrado que algumas espécies téxicas se propagam
entre células, dando continuidade a estes circulos. As alteragGes que ocorrem a nivel
celular sao muito complexas. Constantemente surgem novas propostas de mecanismos
celulares desencadeadores desta doenca, sendo necessdrias constantes revisdes dos
mesmos. Em relacdo as terapias atuais, ndo existem medicamentos que retardem o
curso da doenca, com exce¢do da nova molécula safinamida que apresenta alguma
evidéncia de neuroprotecdo. O tratamento convencional de administracdo oral de
levodopa apenas melhora os sintomas locomotores, sem diminuir a progressao da
doenca. Acresce que o efeito terapéutico diminui com o uso prolongado e com doses
mais altas do farmaco, enquanto a toxicidade e os efeitos colaterais crescem em

intensidade.

A aS é uma pequena proteina intrinsecamente desordenada e com elevada
flexibilidade conformacional que é bastante influenciada pelo ambiente circundante.
Estdo descritas vdrias alteracdes na aS monomérica, como mutacdes pontuais,

truncamentos e MPT, que levam a desequilibrios entre os varios estados
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conformacionais, com consequente formacdo de diferentes oligdmeros e fibrilas
toxicas. A literatura cientifica descreve uma grande variedade de espécies aS, com
diferencas na estrutura, peso molecular e morfologia. A elevada flexibilidade
conformacional esta relacionada com a grande variabilidade de fun¢des que a proteina
executa, o que pode contribuir para a formacdo de diferentes espécies, de peso
molecular elevado. A variedade obtida depende também dos diferentes protocolos de
preparacao e purificacdo, sendo necessdria mais investigacdo para se obter um
entendimento completo e confidvel das estruturas moleculares de oligémeros e fibrilas.
Estas barreiras, impostas pelas limitacdes da capacidade técnica e do conhecimento
disponivel, dificultam o desenho racional de novos farmacos. Ainda n3ao é consensual
qual das formas, a aSO ou a fibrilar, é a mais toxica. A evidéncia aponta para que ambas
sejam neurotdxicas, embora os oligdmeros estejam possivelmente implicados no
colapso da homeostase neuronal e os estados fibrilares sejam mais eficientes na
propagacao através de um mecanismo semelhante a um prido, embora nenhum caso de
transmissdao da DP entre humanos tenha sido descrito até ao momento, razdo pela qual
a DP nao pode ser descrita como uma doenca pridnica. Falta, pois, conhecimento mais
aprofundado acerca das espécies téxicas, para permitir a sua utilizacdo como alvos
terapéuticos e de diagndstico. A relagdao mecanicista entre oligdmeros e fibrilas também
carece de mais acurada caraterizacdo, tanto em relacdo a conversdo de oligdmeros em
fibrilas como aos mecanismos de potencial dissolucdo de fibrilas em oligdmeros.
Sabemos pouco sobre as caracteristicas conformacionais dos conjuntos aSO nas etapas
iniciais da fibrilogénese. Compreender como o aS progride através de seu complexo
cenario de dobragem é crucial para o desenvolvimento de novas estratégias que possam
impedir eventos de dobramento incorretos, inibir a formacdo de agregados téxicos e

promover a sua remogao.

Apesar de a interrupcdo/inibicdo da agregacdo de aS surgir como via potencial
para o tratamento da DP, a abordagem que recorre a moléculas inibidoras da agregacao
tem de superar a barreira da existéncia concomitante de varias formas patogénicas da
aS. Os resultados dos ensaios clinicos de fase | da molécula NPT200-11 ndo estdo
disponiveis e ndo foram anunciados novos planos para o seu desenvolvimento. Por

outro lado, existe outra estratégia de combate a agregacao de aS, em que o objetivo é
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a desmontagem dos agregados téxicos. A desagregacao de proteinas amiloides ocorre
através do sistema normal de homeostase e é regulada pela acdo concertada de
multiplas proteinas chaperons complexadas, de resposta ao stress celular. Outra
abordagem recorre a imunologia, com utilizagdo de nanoanticorpos, sendo estes
diferentes dos anticorpos tradicionais, que sé podem atingir alvos extracelulares.
Podem ser expressos intracelularmente como intracorpos e exercem efeitos
terapéuticos mais especificos. Um desafio para a aplicacdo clinica de intracorpos para
intervencdo terapéutica sera como atingir niveis terapéuticos no SNC, por periodos
prolongados. Ao contrario das restantes imunoterapias, os intracorpos exigem a entrega
direta no SNC, usando vetores virais. Dada a existéncia de multiplicagdes no gene SNCA,
que originam a DP, recorrer a estratégias que diminuem a produgao de aS pode impedir
a agregacao e resgatar a funcdo e a viabilidade das popula¢des neuronais. O sucesso de
um estudo de fase lll usando terapia oligonucleotidica antisense na atrofia muscular
espinal e informacdo positiva sobre os resultados de seguranca e especificidade com
terapia antisense no estudo fase | da doenca de Huntington alimentam o otimismo
relativamente a utilizacdo de terapias antisense em condi¢cGes neuroldgicas. Todavia,
um desafio para o desenvolvimento destas terapias estd relacionado com o grau de
knockdown necessdrio para impedir significativamente a acumulagdo de aS sem
prejudicar as funces fisiolégicas, ja que a diminuicdo de aS pode ser prejudicial aos
neurdnios dopaminérgicos e a supressao leve dos transcritos de SNCA pode ser um

procedimento mais vidvel.

Relativamente a autofagia, os inibidores da c-Abl estdo limitados pela sua baixa
absorgdo através da barreira hematoencefalica e pela pequena janela terapéutica para
uso cronico na DP, havendo necessidade de se estudar outros inibidores com maior
penetracdo na barreira hematoencefilica e especificidade relativamente a c-Abl. Uma
guestdo que é importante avaliar em relacdo a estas abordagens é se as abordagens
projetadas para aprimorar os mecanismos de depuragdao podem ser eficazes em
pacientes com DP, pois os mecanismos de depuracdo podem estar tdo avancados
guando surgem os recursos motores cldssicos da DP que o potencial de proporcionar
beneficio clinico significativo seria limitado. Os compostos recentemente desenvolvidos

que visam seletivamente componentes a jusante da via de autofagia-lisossémica,
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incluindo o fator de transcricdao EB, lisossomas, GCase, bem como reguladores de
autofagia mediados por chaperons, podem exercer efeitos mais especificos na
autofagia, representando uma melhor perspetiva terapéutica. Outra forma de eliminar
a aS é recorrer a estratégias imunoldgicas ativas e passivas, algumas delas bastante
promissoras. Embora a imunoterapia apresente vantagens tedricas sobre as terapias
tradicionais ainda ndo existem medicamentos baseados em anticorpos que sejam
completamente eficazes e seguros. Uma preocupagcdo levantada sobre o
desenvolvimento de imunoterapia para a DP, seja ativa ou passiva, é se os anticorpos
terdo penetracao cerebral suficiente para alcancar o envolvimento adequado sobre o
alvo. Atualmente estdo a ser explorados métodos para facilitar a entrada no cérebro. A
maioria dos anticorpos utilizados para o tratamento da DP s3ao anticorpos de cadeia
Unica que tém a vantagem de poder penetrar na barreira do cérebro através do
transporte mediado por receptores; no entanto, a baixa sem-vida no sangue
compromete a eficacia clinica. E importante enfatizar que a reducdo das placas de AP
na doenca de Alzheimer pelo anticorpo aducanumabe constitui evidéncia de que podem
ser alcangadas concentracGes efetivas de anticorpos no SNC. Todavia, existem também
riscos de inflamacdo, de respostas fora do alvo, de rea¢cbes autoimunes e de aceleracao
do processo da doenca, caso sejam inadvertidamente envolvidas espécies de aS que
podem ser protetoras, em vez de tdxicas. A identificacdo de alvos mais especificos para
diferentes subtipos de DP pode contornar esse problema. Além das estratégias
imunoldgicas e apesar de os mecanismos exatos e os intervenientes na remocgao da aS
extracelular ndo serem claros, esta disponivel um conjunto de evidéncias que sugerem
mecanismos de endocitose e fagocitose, bem como protedlise por protéases
extracelulares. Uma nova estratégia de combate a disseminacdo da doenca é a
identificacdo das protéases envolvidas como alvos potenciais em terapias potenciadoras
deste mecanismo. Algumas enzimas proteoliticas extracelulares foram sugeridas como
tendo um papel na degradacdo da aS extracelular, nomeadamente a protéase KLK6,
metaloproteases 1, 2, 9 e 14 e a plasmina. A inibicdo da captagdo de aS agregada do
espaco extracelular € uma abordagem atraente para a terapia em sinucleinopatias,
contudo ndo se conhecem atualmente projetos em fase de ensaios clinicos nesta darea.
Alguns dos mecanismos que contribuem para a captacdo celular de aS estdo sendo

elucidados e podem ser alvo de farmacos. O recetor LAG3 é um potencial alvo para a
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criacdo de novas terapias com recurso a imunoterapia ou a pequenas moléculas, de
forma a impedir a propagacdo de aS. Mesmo que este ndo seja o recetor principal,
poderdo ser identificadas proteinas adicionais com envolvimento na captac¢do de formas
toxicas de aS na superficie dos neurdnios e que podem constituir alvos terapéuticos
interessantes. As estratégias terapéuticas que impecam a progressdo da DP, com
atuagdo na aS, sao promissoras e 0s avangos continuos no conhecimento alimentam o
otimismo de que um dia poderemos interromper a cascata progressiva “do tipo
pridnico” de agregacao da asS, o que permitiria evoluir da situagdo de alivio de condigao

sintomdtica na DP para a situacdo de condicdo patoldgica curavel.
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