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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) tem como principal caracteristica patologica a perda de
neurdnios dopaminérgicos na substancia negra pars compacta e a presenca de depoésitos da
proteina a-sinucleina nos neurdnios remanescentes. A DP é marcada por sintomas motores e
ndo-motores tipicos da doenca. Ainda ndo existe um tratamento neuroprotetor que retarde a
progressdo da doenca e tenha maiores beneficios sobre os sintomas da DP. Avancgos
importantes tém sido feitos em relacdo as vias que levam a disfuncéo e morte celular na DP.
Algumas das vias que tém sido estudadas até o momento incluem: disfungdo mitocondrial,
estresse oxidativo, regulacdo do célcio, inflamacdo e agregacdo de proteinas. A interacdo com
canais de calcio pode representar um alvo adequado para a intervencao terapéutica destinada a
atrasar a progressao da DP. A disfuncdo mitocondrial e 0 aumento do estresse oxidativo
também estdo envolvidos na patogénese da DP e sdo possiveis alvos de intervencdo. O
enovelamento incorreto de proteinas, predominantemente da a-sinucleina, leva a formacdo de
agregados proteicos bastante toxicos para as células, logo uma boa alternativa para o
tratamento seria a utilizacdo de estratégias que melhorem a eliminacdo de proteinas
indesejadas. O uso de agonistas do receptor 5-HT;a resultou em melhora dos sintomas
motores da DP, discinesia induzida por levodopa, deficiéncias cognitivas e vomitos. A
excitotoxicidade mediada pelo glutamato pode contribuir para 0s mecanismos que
desencadeiam 0 processo neurodegenerativo na substancia negra pars compacta. Sendo
assim, o desenvolvimento de novas moléculas ou estratégias farmacologicas para atuar nos
receptores de glutamato também configura uma possivel estratégia terapéutica. A regulacdo
da apoptose por meio de interacbes de membros da familia de Bcl-2 e das cascatas de

caspases também pode ser uma alternativa de intervencédo para tratamento da DP.

Palavras-chave: o-sinucleina, apoptose, canais de calcio, doenca de Parkinson, estresse
oxidativo, excitotoxicidade.



ABSTRACT

The main pathological features of Parkinson's disease (PD) include large loss of
dopaminergic neurons in the substance nigra pars compact and a-synuclein deposits in the
remaining neurons. PD is characterized by typical motor and non-motor symptoms. Until
now, there is no neuroprotective treatment able to retard the progression of the disease and
bring greater benefits on PD symptoms. Important advances have been made regarding the
pathways leading to cell dysfunction and death in PD. Some of the pathways that have been
studied include mitochondrial dysfunction, oxidative stress, calcium regulation, inflammation
and protein aggregation. Interaction with calcium channels may represent a suitable
therapeutic intervention target for delaying PD progression. Mitochondrial dysfunction and
increased oxidative stress are also involved in the pathogenesis of PD, being both potential
targets for intervention. Incorrect folding of the protein a-sinuclein leads to the formation of
protein aggregates toxic to the cells. Therefore, strategies that improve the elimination of
misfolded proteins would be good alternatives for PD treatment. Agonists of 5-HT1A
receptor did improve the motor symptoms of PD, dyskinesia induced by levodopa, cognitive
deficiencies and vomiting. The excitotoxicity mediated by glutamate can contribute to the
mechanisms that trigger the neurodegenerative process in the substantia nigra pars compacta.
Then, the development of new molecules or pharmacological strategies to act on glutamate
receptors also configures a possible target. The regulation of apoptosis through interactions
members of the Bcl-2 family and caspase cascades may also be an alternative for

interventional treatment of PD.

Keywords: a-synuclein, apoptosis, calcium channels, Parkinson's disease, oxidative stress,

excitotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) € uma doenca neurodegenerativa em que a capacidade de
controlar os movimentos voluntarios & gradualmente perdida, como consequéncia de
mudangcas profundas na organizacao funcional dos nucleos da base (BLANDINI, 2005). A DP
é uma doenca cronica, progressiva e insidiosa (OLANOW,; SCHAPIRA, 2013) sendo a
segunda doenca neurodegenerativa mais comum, atrds apenas da doenca de Alzheimer
(CONNOLLY:; LANG, 2014). O curso da doenca varia consideravelmente, aqueles que tém o
diagnostico mais precoce podem viver mais do que aqueles diagnosticados mais tarde (LEES;
HARDY; REVESZ, 2009; ISHIHARA et al., 2007).

Em 2006, a prevaléncia da DP era de aproximadamente 115 casos por 100.000
individuos, estando associada a idade da populagdo. Sua incidéncia era de 13,5 a 13,9 casos
por 100.000 pessoas por ano (DE LAU; BRETELER, 2006). A frequéncia da doenca era de
cerca de 1 a 3 casos por 100.000 pessoas com menos de 45 anos, 3.100 casos por 100.000
pessoas na faixa etéaria de 75 a 85 anos, e 4.300 casos por 100.000 pessoas com mais de 85
anos (DE LAU; BRETELER, 2006). A DP afeta cerca de 5 milhdes de pessoas em todo o
mundo, e com o envelhecimento da populacdo a prevaléncia da DP tende a aumentar nas
préximas décadas (OLANOW; SCHAPIRA, 2013).

A etiologia da DP inclui causas genéticas e influéncias ambientais. Varias causas
monogénicas de DP autossdbmica dominante e recessiva ja foram descritas. Estudos de
associacdo ampla de genoma (GWA\) identificaram um nimero de alelos de risco para DP. A
DP ndo possui causa ambiental especifica, mas varios fatores mostraram influenciar o risco de
desenvolvimento da doenga (SCHAPIRA, 2011).

A principal caracteristica patolégica da DP é a perda de neurdnios dopaminérgicos da
substancia negra pars compacta e a presenca de inclus@es intracitoplasmaticas da proteina a-
sinucleina (conhecidas como corpos de Lewy) nos neurénios remanescentes (SAMII; NUTT;
RANSOM, 2004). Ha intima relacdo entre essa estrutura e o distarbio psicomotor devastador,
que, embora descrito pela primeira vez por James Parkinson em 1817, levou mais de dois
séculos para ser elucidado (PARENT M.; PARENT A., 2010). A causa da morte neuronal na
DP é ainda hoje desconhecida, havendo diversas hipoteses; entre elas, a agcdo de neurotoxinas
ambientais, a producdo de radicais livres, anormalidades mitocondriais e a predisposi¢édo
genética (KLEIN, 2006).



A perda celular de neurbnios da substdncia negra provoca graves déficits na
estimulagdo dopaminérgica do corpo estriado que desencadeia uma cascata de alteracGes
funcionais no circuito de ndcleos da base, resultando nos sintomas motores tipicos da doenca,
como bradicinesia, tremor de repouso, rigidez e instabilidade postural (BLANDINI et al.,
2000).

Quando os sinais e sintomas motores séo detectados na DP, provavelmente ja ocorreu
a perda de aproximadamente 60% dos neurénios dopaminérgicos e o conteudo de dopamina
no corpo estriado é em torno de 80% inferior ao normal (SHIMIZU; OHNO, 2013).

Vaérios sintomas ndo-motores também sdo vistos na DP, como declinio cognitivo,
déficits de aprendizagem e memoria, além de transtornos do humor, depressao e ansiedade
(MEIRELES, MASSANO, 2012). Alguns sintomas ndo-motores podem preceder as
manifestacGes motoras da DP, como é o caso dos distlrbios gastrointestinais e da perda
parcial do olfato, considerados sintomas prodromicos da DP (JAIN, GOLDSTEIN 2012;
BONNET et al., 2012).

O tratamento da DP ¢ apenas sintomatico. Atualmente, a terapia farmacoldgica baseia-
se principalmente em uma estratégia de substituicdo da dopamina por um precursor de
dopamina, a L-3,4-dihidroxifenilalanina (Levodopa®). A levodopa € eficaz para praticamente
todos os pacientes, particularmente nas fases iniciais da doenca e tem proporcionado
beneficios para milhdes de pacientes com a DP, tendo revolucionado o tratamento desta
desordem (SAMII; NUTT; RANSOM, 2004). Mesmo sendo de primeira escolha no
tratamento da DP, em médio ou longo prazo, a limitacdo de seu uso se da devido a perda da
eficacia, flutuacbes no desempenho motor e distlrbios cognitivos associados (OLANOW;
STERN; SETHI, 2009). Outros farmacos podem ser associados a levodopa na tentativa de
amenizar tais complicacGes. Apesar da melhoria do tratamento moderno o0s pacientes
continuam a sofrer com os sintomas da doenca (OLANOW,; SCHAPIRA, 2013).

Nesse sentido, é de suma importancia o desenvolvimento de um tratamento
neuroprotetor que retarde a progressdo da doenca e traga beneficios sobre a gama completa de
caracteristicas dopaminérgicas e ndo-dopaminérgicas da doenca. Os farmacos que estdo
disponiveis ou em desenvolvimento sdo classificadas de acordo com o seu mecanismo de
acdo, a indicagéo de alvo e a fase de desenvolvimento (SCHAPIRA et al., 2014).

Muitos avangos importantes tém sido feitos em relacédo as vias que levam a disfungéo
e morte celular na DP. Esses avangos foram descobertos pela analise direta do cérebro post-
mortem e pelo estudo das causas geneticas da doenca. Algumas das vias que tém sido

estudadas até o momento incluem: a funcdo mitocondrial, o estresse oxidativo, as vias de



cinases, a regulacdo do célcio, a inflamacdo, a agregacdo de proteinas e 0S pProcessos
relacionados ao prion. Na DP, estes alvos sdo agentes que podem melhorar a fungédo
mitocondrial ou aumentar a degradacdo das mitocondrias defeituosas, bloquear os canais de
calcio e interferir com o enovelamento incorreto, modelagem, e transmissao de a-sinucleina
(SCHAPIRA et al, 2014).

Estas consideraces levaram a uma extensa investigacdo, nos ultimos anos, para
identificar novos agentes farmacoldgicos com o potencial de modificar o curso da doenca.
Portanto, € essencial conhecer os varios tipos de terapias existentes para a DP e este trabalho
tem por objetivo analisar os novos medicamentos e alvos farmacoldgicos que estdo sendo
utilizados e pesquisados para o tratamento da DP, e qual o seu impacto na vida dos seus

portadores, por meio de uma revisao bibliogréafica.
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2 METODOS

Trata-se de um estudo de levantamento bibliogréfico, descritivo e retrospectivo com
evidéncia nos ultimos 10 anos com objetivo de analisar os novos alvos farmacoldgicos para
tratamento da DP, foram incluidos no trabalho os artigos considerados de grande relevancia
para o tema e excluidos aqueles que ndo apresentavam clareza e adequacéo ao tema.

Para realizacdo deste trabalho foi realizado um levantamento nas bases de dados como
a Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), Scientific
Electronic Library Online (SCIELO), Literatura Internacional em Ciéncia da Saude
(MEDLINE) e Publicacdes Médicas (PUBMED), sendo utilizada a lingua inglesa. Os termos
usados para a pesquisa foram: “Parkinson's disease”, “new treatments for Parkinson's
disease”, “‘new pharmacological targets for Parkinson's disease”, “protein aggregation and
Parkinson's disease”, “mitochondrial function and oxidative stress in Parkinson's disease”,
“apoptosis in Parkinson's disease”, “calcium channel blockers in Parkinson's disease”,
“SHTI1A receptor in Parkinson's disease”.

Esses critérios de busca foram satisfatorios para atender os objetivos do trabalho.
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3 CARACTERIZACAO DA DOENCA DE PARKINSON

Em 1817, o médico James Parkinson publicou a primeira descricdo de um distdrbio
neuroldgico, que é agora reconhecido pelo seu nome, a doenca de Parkinson. Sua monografia,
intitulada “Um Ensaio sobre a Paralisia Agitante”, descreve cinco casos de individuos com
paralisia agitante, um termo que foi vagamente empregado por médicos escritores na época.
Ele comentou que quando os primeiros sintomas séo percebidos, hd uma ligeira sensacao de
fraqueza, com tendéncia de tremer alguma parte especifica; as vezes, a cabeca, mas
geralmente uma das mdos ou um dos bracgos. Estes sintomas aumentam gradualmente na
primeira parte afetada; e por um periodo incerto, a influéncia morbida é sentida em alguma
outra parte (GUILARTE, 2010).

“Parkinson passou a dizer que, com a doenca avancando, caminhar
torna-se uma tarefa que ndo pode ser realizada sem uma atencéo
consideravel. A medida que a doenca desenvolve, a propensio para inclinar
para a frente torna-se invencivel, e o paciente é assim forcado a pisar nos
dedos do pé e na parte anterior do pé, enquanto que a parte superior do corpo
¢ jogada agora para a frente tornando mais dificil a caminhada, sendo
obrigados a dar passos mais rapidos e mais curtos, e, assim, adotar a
contragosto um ritmo de corrida. Em seguida, descreveu as fases posteriores,
conforme a doenga prossegue em direcdo a sua Ultima etapa: o tronco estd
inclinado quase permanentemente, a poténcia muscular é decididamente
diminuida e a agitacdo trémula torna-se violenta. Suas palavras sdo agora
dificilmente inteligiveis, e o individuo ndo é mais capaz de alimentar-se”
(GUILARTE, 2010).

A DP é uma doenca neurologica progressiva, sendo a principal causa de
parkinsonismo. O parkinsonismo € uma sindrome definida pela presenca de bradicinesia e
mais um dos seguintes sintomas: tremor, rigidez e instabilidade postural. O termo
parkinsonismo refere-se a uma vasta categoria de doengas que apresentam sintomas
semelhantes a DP, é patologicamente heterogéneo, com o0s substratos patologicos mais
comuns relacionadas a anormalidades na proteina pré-sinaptica a-sinucleina ou a ligacao de
microtUbulos da proteina tau. Entre os tipos de parkinsonismo destacam-se a DP priméria ou
idiopética, o parkinsonismo secundario e, por ultimo, os parkinsonismos atipicos. Na DP, a a-

sinucleina acumula-se em corpos de Lewy e neuritos de Lewy (DICKSON, 2012). Nos
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critérios do Banco cerebral de Londres, é necessario a presencga de corpos de Lewy (que séo
compostos em grande parte da proteina a-sinucleina) na substantia negra pars compacta para
um diagnéstico patoldgico de DP. Mais de 90% das pessoas autopsiadas que preencham 0s
critérios clinicos completos para DP terdo corpos de Lewy na substancia negra pars compacta
(HUGHES et al., 2001). J& o parkinsonismo secundario pode ser transitorio e pode ser
causados pelo uso de medicamentos, efeitos de toxinas, distdrbios metabolicos ou drogas. O
parkinsonismo atipico (também chamado de parkinsonismo plus) refere-se a doencas que
incluem parkinsonismo combinado com outros sinais clinicos. Estes incluem deméncia com
corpos de Lewy, atrofia de mdltiplos sistemas, paralisia supranuclear progressiva, e
degeneracéo corticobasal (MARK, 2001). O conceito de parkinsonismo plus € confuso, pois a
maioria dos pacientes com DP também tém caracteristicas clinicas ndo parkinsonianas, como
disfuncdo autbnoma, disturbios do sono, e, eventualmente, deméncia (LANGSTON, 2006).

Como dito anteriormente, os sintomas motores tipicos da DP séo bradicinesia, tremor
de repouso, rigidez e instabilidade postural (BLANDINI et al., 2000). Bradicinesia é a
lentiddo de movimentos ou dificuldade em iniciar e executar movimento, e € um dos sinais
essenciais utilizados no diagnéstico da DP (LEES; HARDY; REVESZ, 2009). A rigidez é
caracterizada pelo aumento da resisténcia dos membros, com o aumento da resisténcia os
masculos se tornam tensos e contraidos de modo que a pessoa se sente rigida e fraca.
Instabilidade postural é a perda de reflexos posturais, e isso ocorre nas fases mais tardias da
doenca (GUILARTE, 2010). O tremor em repouso na DP tem uma frequéncia de 3-5 Hz,
afetando as maos, cabeca e outras partes do corpo. Em geral, é o sintoma mais precoce e
facilmente reconhecido da DP (SHIMIZU; OHNO, 2013).

Em casos mais avangados, 0s pacientes exibem congelamento da marcha resultado de
uma deplecdo de noradrenalina central, o que pode ser melhorado por tratamento com o
precursor da noradrenalina, que é a droxidopa (L-treo-3,4-dihdroxfenilserina) (MEIRELES;
MASSANO, 2012). O diagndstico da DP é clinico. Outras causas de parkinsonismo devem
ser excluidas e uma boa resposta a terapia com levodopa e assimetria dos sintomas auxiliam
no diagndstico. A confirmagdo do diagnostico da DP é post-mortem, com a observacdo das
caracteristicas patoldgicas da doenca, ndo havendo atualmente nenhum teste ou biomarcador
que consiga revelar de modo confiavel o diagndstico ante-mortem. O diagndstico precoce e
tratamento adequado sdo essenciais para retardar ao maximo o avanco da doenca
(GUILARTE, 2010).

Apesar de a DP ser considerada um distdrbio de movimento, alguns sintomas néo

motores também sdo comuns, incluindo prejuizos cognitivos (déficits de aprendizagem e
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funcdo executiva), transtornos do humor (depressdo e ansiedade), distdrbios do sono e
disfuncdo autondmica (hipotensdo ortostatica e constipacdo) (MEIRELES; MASSANO,
2012). Perda do olfato e perturbacdes do sistema nervoso autdnomo também estdo presentes
(REICHMANN, 2011).

A alteracdo patoldgica priméaria que origina os sintomas motores da DP é a morte
seletiva dos neurbnios dopaminérgicos na substancia negra pars compacta. A perda na
liberacdo de dopamina resulta numa diminuicdo da atividade através da via direta e um
aumento da atividade através da via indireta (ALBIN et al., 1989; WICHMANN; DELONG,
1997). Estas mudancas levam ao aumento da inibicdo de neurénios talamo-corticais, que se
cré ser a causa dos sintomas da doenca: rigidez, bradicinesia e discinesia (ROUSE et al.,
2000).

Os nucleos basais formam uma rede complexa que integram regifes cerebrais
(associativas, 6culo-motoras, limbica e motora), nucleos da base e ‘circuito motor' do talamo,
que é o circuito que estd diretamente relacionado com a fisiopatologia das desordens do
movimento (OBESO et al.,, 2000). Os ndcleos basais sdo formados por cinco ndcleos
subcorticais principais: putdmen, nicleo caudado, globo palido, ndcleo subtalamico, cortex e
substancia negra. Os nucleos basais desempenham um papel na iniciagdo de movimentos
voluntarios, facilitacdo de algum movimento em supressdo a outros e coordenacdo dos
comandos motores por feedback de evolugdo movimento (BROWN; MARSDEN, 1998). A
principal entrada excitatoria para o ndcleo basal ocorre a partir do cortex motor. O cortex
envia projecdes excitatorias para o estriado, principal nicleo de entrada do nucleo basal,
especialmente para o putamen (BERGMAN et al., 1990; DELONG, 1990). A partir do
putdmen, metade dos neurénios sdo projetados para o globo pélido pars interna (GPi) e para a
substancia negra pars reticulata (SNr), os nucleos de saida dos nucleos basais (GERFEN et
al., 1995). Isso é chamado de via direta e fornece controle inibitdrio direto sobre os nicleos da
base (BERGMAN et al, 1990; DELONG, 1990). Os neur6nios nesta via possuem receptores
D1 de dopamina. Esta via proporciona um efeito inibitorio direto (gabaérgico) em neurdnios
GPi / SNr, reduzindo o efeito inibitdrio destes ndcleos no talamo, facilitando assim o
movimento (GERFEN et al., 1995). A outra metade dos neurdnios de projecdo do estriado
participam da via indireta. Na via indireta, neurénios gabaérgicos se projetam para inibir as
células gabaérgicas do globo palido pars externa (GPe). As células do GPe exercem
normalmente controle inibitério ténico sobre células glutamatérgicas do nucleo subtalamico
(STN), mas a ativacdo da via gabaérgica estriato-palidal leva a uma desinibi¢do do STN. Isto

permite a transmissdo excitatdria entre 0 STN e 0s ndcleos de saida dos nucleos da basais, 0
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GPi / SN, inibindo assim células talamo-corticais (BERGMAN et al., 1990; DELONG,
1990). Estes neurdnios contém receptores D2 (GERFEN et al., 1995).

As vias direta e indireta dos nucleos da base controlam o movimento através de um
mecanismo bem ajustado (ALEXANDER et al., 1986). O saldo de transmissao das vias direta
e indireta é estreitamente regulado por um importante fator, a projecdo dos neurbnios
dopaminérgicos da substancia negra pars compacta. Esta entrada de dopamina no corpo
estriado regula as vias direta e indireta diferencialmente, devido a presenca de diferentes
receptores de dopamina pos-sindpticos nas duas populacdes de neurdnios (GERFEN et al.,
1990). Por causa dessa expresséo diferencial, a liberagdo de dopamina no estriado tem um
efeito excitatdrio liquido na via direta, e uma influéncia inibitoria sobre a via indireta
(ROUSE et al., 2000).

Vérios tipos de tratamento sdo indicados no caso da DP. Entre eles estdo o
farmacoldgico, o fisioterapéutico, o cirlrgico, entre outros. O tratamento farmacoldgico é
indicado (tabela 1). Mesmo ndo existindo terapias disponiveis para alterar o processo
neurodegenerativo, existem terapias que tratam os sintomas que podem melhorar a qualidade
de vida do paciente por muitos anos (CONNOLLY; LANG, 2014).

TABELA 1: Principais medicamentos utilizados para tratamento da doenca de Parkinson

Farmaco (principio ativo) Mecanismo de acao

Levodopa Precursora da dopamina
Bromocriptina Agonista dopaminérgico
Lisuride Agonista dopaminérgico
Pramipexol Agonista dopaminérgico
Pergolida Agonista dopaminérgico
Ropinirol Agonista dopaminérgico
Amantadina Antagonista do receptor de glutamato do

tipo NMDA / Aumento da sintese e
liberacdo de dopamina
Selegilina \ L-deprenil Inibidor da MAO-B
Tolcapone Inibidor da COMT
Entacapone Inibidor da COMT
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A levodopa € o farmaco mais eficaz para tratar os sintomas motores da DP. Quando
administrada sozinha, a levodopa € convertida perifericamente pela dopa-descarboxilase
(DDC) em dopamina. A administracdo combinada de levodopa com um inibidor da DDC
(IDDC), benserazida ou carbidopa, reduz a conversao periférica de levodopa em dopamina,
diminuindo assim os efeitos colaterais mais comuns como nauseas, vomitos e efeitos
cardiovasculares (GASCOIGNE, 2012). A combinacdo destes farmacos aumenta a meia-vida
da levodopa em aproximadamente 60 a 90 minutos, aumentando sua biodisponibilidade no
cérebro, uma vez que, ao contrario da dopamina, a levodopa ultrapassa a barreira
hematoencefélica (HAUSER; LAUREN, 2009).

A levodopa, em combina¢do com um IDDC, geralmente proporciona uma melhora
significativa das caracteristicas motoras da DP, mas o seu uso prolongado esta associado ao
desenvolvimento de flutuacbes motoras e discinesias, especialmente em individuos mais
jovens (HAUSER; LAUREN, 2009). Depois de alguns anos de tratamento, ocorrem
complicagcbes motoras, particularmente flutuagdes motoras, com o pico da dose tais como
fendmenos on-off, quando a rigidez e hipocinesia agravam-se subitamente podendo durar
poucos minutos ou até mesmo horas; e varios tipos diferentes de discinesias induzidas pela
levodopa, como coreia, distonia e atetose, o que limita a sua utilidade (JANKOVIC, 2005).
Discinesia consiste em dois componentes: a execu¢do de movimentos involuntarios em
resposta a administracdo de drogas, e o fenbmeno de congelamento que dificulta o
estabelecimento e persisténcia dos movimentos (JENNER, 2008; NADJAR et al., 2009). A
fisiopatologia precisa destes efeitos motores ndo é definida. Achados clinicos e experimentais
indicam que a discinesia esta associada com anormalidades relacionadas a funcionalidade de
sistemas de neurotransmissores que levam a alteragfes na taxa de liberacdo dos mesmos e
padrdo de sincronizacao de atividade neuronal no interior e no exterior dos ndcleos da base
(BROTCHIE, 2005; CENCI, 2007; JENNER, 2008).

Além da levodopa, estdo disponiveis outros medicamentos que melhoram
significativamente a maioria dos sintomas (RASCOL et al., 2002). Entre eles, agonistas da
dopamina, que atuam diretamente sobre o receptor de dopamina; inibidores da monoamina-
oxidase-B (MAO-B), que aumentam 0s niveis de dopamina sinapticas por bloqueio do
metabolismo oxidativo da dopamina central; e inibidores da catecol-O-metiltransferase
(COMT), os quais aumentam a meia-vida de eliminacdo e a biodisponibilidade da levodopa
bloqueando seu metabolismo (OLANOW,; STERN; SETHI, 2009).

A bromocriptina, pergolida, cabergolina, ropinirol e talipexole sdo agonistas de D2

(D2 / D3) e estimulam diretamente estes receptores. A amantadina age aumentando a
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liberacdo de dopamina e como antagonista do receptor de glutamato do tipo NMDA. Outros
farmacos incluem o inibidor da MAO-B, a selegilina e inibidor de COMT, entacapona, que
sdo uteis como medicamentos coadjuvantes a levodopa, potencializando sua acdo (SHIMIZU;
OHNO, 2013).

Tem se obtido avangcos na compreensdo das causas da DP, nos tratamentos disponiveis
e como estes sdo melhor aplicados para tratamento a longo prazo dos pacientes. Novos genes
causadores da DP foram descobertos e mecanismos que levam a disfuncdo e morte celular
foram identificados. O prédromo da DP é agora um assunto de grande interesse e marcadores
clinicos estdo sendo definidos para que possam, no futuro, juntamente com marcadores
bioquimicos, apoiar um diagndstico pré-motor precoce de DP. Isto torna-se importante a
medida que novas terapias sdo desenvolvidas para modificar a progressdo da doenca. Assim, a
otimizacdo de terapias existentes continua a ser uma prioridade importante (SCHAPIRA et
al., 2009).
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4 PERSPECTIVAS PARA TRATAMENTO DA DOENCA DE PARKINSON

4.1 Bloqueadores de canais de célcio

Existem evidéncias crescentes de que a desregulacdo da homeostase do calcio
intracelular desempenha um papel importante na patogénese da DP. A via de calcio cruza com
a funcdo mitocondrial e estresse oxidativo, mecanismos envolvidos na patogénese da DP
(MATTSON, 2012; DAVEY; BOLANGQOS, 2013).

O célcio € essencial para a fisiologia celular normal e a funcdo das células excitaveis.
O gradiente de fon calcio através das células é mantido pela ativa extrusdo de Ca?* para o
espaco extracelular através de ATPase transportadora de Ca®* da membrana plasmatica, pela
bomba de Na*/Ca?*, ou pelo sequestro para organelas intracelulares (reticulo sarcoplasmatico
e endoplasmaético) pela bomba ATPase. O bombeamento de calcio requer substancialmente
mais energia do que a troca de sodio ou de potassio (SURMEIER; SCHUMACKER, 2013).

A homeostase do calcio, a atividade do receptor, e a capacidade do célcio de causar o
estresse oxidativo séo reconhecidos como contribuintes potenciais para a patogénese da DP e
alvos potenciais para intervencao terapéutica (SURMEIER, 2007).

Canais de célcio voltagem dependentes (Ca,) regulam a atividade elétrica neuronal e
modulam a liberacdo de neurotransmissores por qualquer influxo de Ca** em células apés a
despolarizacdo da membrana ou liberacdo de reservas intracelulares. Canais de calcio
voltagem dependentes tem trés subtipos principais: Cay1 ou tipo-L; Ca,2; e Ca,3 (HURLEY;
DEXTER, 2012). As isoformas de canal Ca,1 e Ca,2 ativam a despolarizagdo da membrana a
uma voltagem elevada e produzem correntes de calcio de longa duracdo, enquanto os canais
Ca,3 despolarizam a membrana, abrindo os canais a uma voltagem baixa e produzindo
correntes transitorias de Ca®* (SCHAPIRA, 2013).

Neurdnios dopaminérgicos da substancia negra pars compacta tém propriedades
neurofisioldgicas distintas (SURMEIER, 2007). Sdo autonomamente ativos e geram atividade
continua de baixa frequéncia, na auséncia de entrada sinaptica de Ca®* nos canais do tipo-L.
Esses neurdnios tém uma subunidade Ca,1.3 de formagéo de poros, com baixa afinidade para
diidropiridinas e abrem a membrana hiperpolarizada com potencial maior do que os canais
Ca,1.2. Ha evidéncias de que, ao longo do tempo, neurdnios dopaminérgicos da substancia
negra desenvolvem uma dependéncia crescente dos canais de céalcio Ca,1.3 do tipo-L para

manter a sua atividade autbnoma e isso tem um custo bioenergético significativo (CHAN et
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al., 2007). Esta dependéncia pode ser revertida pelo bloqueio destes canais com agentes
blogueadores dos canais de célcio. O tratamento com a isradipina dihidropiridina uma droga
muito bem tolerada, amplamente utilizada no tratamento da hipertensdo e acidente vascular
cerebral (GROSSMAN et al., 1991; JOHNSON et al., 2011) é uma estratégia de
neuroprotecdo. Um estudo com pacientes hipertensos sugere que o uso de dihidropiridina
pode diminuir a incidéncia de DP em 30 a 50% (RODNITZKY, 1999). A diminui¢do da
vulnerabilidade dos neurbnios dopaminérgicos da substancia negra pars compacta deve nédo
sO reduzir a incidéncia de DP, mas também retardar sua progressao (CHAN et al., 2007).

A necessidade de manter a homeostase do calcio inclui a coordenacdo de bombas do
reticulo endoplasmatico e a absorcdo de célcio para dentro da mitocéndria. Os canais Ca,1.3
geram estresse oxidativo mediado por mitocondrias durante a atividade autbnoma, que, por
sua vez, induz desacoplamento mitocondrial como um mecanismo de protecdo (GUZMAN et
al., 2010). Inibidores seletivos dos canais Ca,1-3 tém sido desenvolvidos e oferecem uma
nova abordagem para a terapia modificadora da DP (KANG et al., 2012).

Fisiologicamente, nem a expressdo de subtipos Ca,1 nem a distribuicdo de proteinas
de ligacdo de célcio estdo associadas com regides propensas a neurodegeneracdo na DP. Na
substancia negra pars compacta de adultos existe um claro dominio de expressdo Ca,l1.2 e
isto ocorre predominantemente em células positivas a tirosina hidroxilase. Na substancia
negra pars compacta de pacientes com DP menos neurdnios expressam canais Ca,1, mas a
expressao total de Ca,1.2 permanece estavel e ha um aumento de Ca,1.3, indicando uma
maior densidade de canais em cada célula sobrevivente. Em geral, existem diferencas
regionais na expressdo de subtipos Ca,1 no cérebro normal e estes alteram significativamente
na DP. Na DP, o aumento da expressao do subtipo Ca,1 precede a patologia da doenca em
areas especificas, por exemplo, o cortex, e ha uma alteracdo na propor¢cdo de Ca,1.2 para
Ca,1.3 em favor de uma maior utilizacdo de canais Ca,1.3. Como observado acima, iSso
impde uma maior carga bioenergética nesses neurdnios e 0s torna mais suscetiveis a
excitotoxicidade e / ou estresse oxidativo (SCHAPIRA, 2013).

No entanto, o padrdo de neurdnios utilizando subtipos Ca,1 no cérebro controle ndo
reproduz a instabilidade neuronal da DP. Nem o relativo uso neuronal de Ca,1.3 em
comparagdo com Ca,1.2 correlaciona-se com a instabilidade neuronal; a substancia negra pars
compacta tem uma das mais baixas relacdes de Ca,1.3 para Ca,1.2, embora esta area seja
marcada por neurodegeneragdo na DP. A expressdo alterada de subtipos de canais de célcio
voltagem-dependentes na substancia negra pars compacta na DP é de particular interesse. A

mudanca na expressdo de canais de Ca®* poderia refletir um mecanismo de compensacéo ou,
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alternativamente, um fendtipo pré-existente tornando o paciente susceptivel ao
desenvolvimento da DP. Se assim for, a medicdo de Ca,1.2 e a expressdo de Ca,1.3 em
linfécitos pode servir como um biomarcador para a susceptibilidade a doenca (SCHAPIRA,
2013).

Mais recentemente, tornou-se evidente que a regulacéo do célcio também interage com
a funcdo do reticulo endoplasmatico e a resposta do desdobramento da proteina (MATTSON,
2012; DAVEY; BOLANOS, 2013).

Os lisossomos sdo identificados como componentes importantes na homeostase do
calcio e acredita-se que a disfungdo lisossomal desempenhe um papel na DP (TOFARIS,
2012). O metabolismo da dopamina exacerba o aumento mediado por calcio em estresse
oxidativo, 0 que torna os neurbnios da substancia negra pars compacta mais vulneraveis a
esse processo (SCHAPIRA, 2013).

O que é particularmente atraente sobre a hip6tese do envolvimento do calcio na
fisiopatologia da DP é que ele pode representar um alvo adequado para a intervengéo
terapéutica destinada a atrasar o progresso da doenca. Dados epidemioldgicos suportam o
conceito de que a dihidropiridina, um blogueador do canal de célcio Ca,1, pode reduzir o
risco de desenvolver a DP (PASTERNAK et al., 2012). Até o momento, ndo hé& bloqueadores
potentes ou seletivos de canais Ca,1.3, mas modificacGes do pirimidino-2,4,6-trionas foram
recentemente identificadas como potenciais candidatos em triagens de farmacos (KANG et
al., 2012). O que é interessante sobre a estratégia de bloquear dos canais de calcio é que o
beneficio pode se estender além dos neurénios dopaminérgicos, e, portanto, abordar os nao-
dopaminérgicos que causam tantos problemas nos estagios mais avancados da doenga
(GOLDBERG et al., 2012). O processo que permite a aplicacdo préatica de tais farmacos e sua
utilizacdo em ensaios clinicos para a pratica médica, €, no entanto, complexo e desafiador
(SCHAPIRA, 2013).

4.2 Funcédo mitocondrial e estresse oxidativo

Defeitos da cadeia respiratdria (complexo 1), 0 aumento da acumulagdo de mutacgdes
no DNA mitocondrial, a homeostase anormal do calcio mitocondrial, a remocéo autofagica da
mitocondria defeituosa (mitofagia), e 0 aumento do estresse oxidativo estdo envolvidos na

patogénese da DP (SCHAPIRA, 2008). Tentativas anteriores de intervir em algum destes
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caminhos para doencas mitocondriais falharam ou obtiveram poucos beneficios (SCHAPIRA
etal., 2014).

A atividade respiratéria mitocondrial do complexo | (NADH: quinona oxidoredutase)
estd diminuida na substancia negra pars compacta dos pacientes com DP. Utilizando
mitocdndrias altamente purificadas, foi demonstrado que um déficit especifico de complexo |
na DP também pode ser detectado no cortex frontal (PARKER et al., 2008). Além disso, uma
deficiéncia mais branda do complexo | foi observada em plaquetas e no musculo esquelético
de individuos afetados pela DP. Varias subunidades cataliticas de complexo | conduzem o
aumento dos niveis de carbonilos proteicos (uma modificacdo oxidativa de proteinas) no
cérebro de individuos com DP, o que se correlacionou com a reducdo das taxas de
transferéncia de elétrons, sugerindo que o dano oxidativo excessivo de subunidades do
complexo | pode levar a quebra e disfuncédo do complexo | (KEENEY et al., 2006).

A DP genética € caracterizada por uma diminuicdo na atividade sistémica do
complexo I. No entanto, parece que a substancia negra pars compacta é mais vulneravel a
prejuizos de atividade do complexo | do que as outras regides do cérebro e érgdos periféricos,
possivelmente devido ao alto teor de ferro e ao aumento dos niveis de espécies reativas de
oxigénio geradas dentro dos neurdnios dopaminérgicos, resultado do metabolismo desse
neurotransmissor (CHINTA; ANDERSEN, 2008). Além disso, estudos em camundongos
demonstraram que a massa de mitocondrias é inferior em neurdnios dopaminérgicos da
substancia negra pars compacta, em compara¢do com neurdnios dopaminérgicos localizados
nas adjacéncias da area tegmental ventral, ou células ndo-dopaminérgicas do mesencéfalo
(LIANG et al., 2007). Caso em humanos a massa de mitocondrias também seja inferior em
neurbnios dopaminérgicos da substancia negra pars compacta, isso pode contribuir para o
aumento da vulnerabilidade dos neurdnios dopaminérgicos da substancia negra pars
compacta por inibir o complexo | e colaborar para degeneracdo seletiva desses neurdnios na
DP (BUELER, 2009).

Informacdes sobre as vias de divisdo, fusdo mitocondrial (CHEN; CHAN, 2009) e
destruicdo por autofagia/mitofagia vieram de estudos em que os investigadores avaliaram a
funcdo das proteinas codificadas pelo Parkin e genes PINK1, que causam a DP autossdmica
recessiva (ASHRAFI; SCHWARZ, 2013). Estudos recentes tém mostrado que PINK1 e
Parkin desempenham um papel crucial na regulacdo da dindmica e funcdo mitocondrial
(BUELER, 2009). As mutacGes em Parkin e genes PINK1 reduzem a rotatividade de
mitocondrias e proteinas na cadeia respiratéria (VINCOW et al.,, 2013). O acumulo de

proteinas danificadas na cadeia respiratoria mitocondrial pode contribuir para os defeitos
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bioenergéticos em doengas neurodegenerativas. A observacdo de que a expressao da proteina
autofagica se encontra reduzida no cérebro afetado pela DP apoia ainda mais a importancia
das vias de autofagia/mitofagia para a patogénese da doenca. Tratamentos que possibilitem a
remocao das mitocondrias defeituosas poderiam melhorar ou restaurar a funcdo neuronal
(TAIN et al., 2009). O comprometimento da motilidade mitocondrial como consequéncia de
defeito na divisdo e fusdo, ou anormalidades de axOnios motores para 0 transporte das
mitocondrias, poderiam levar a deficiéncia da funcdo sinaptica e até mesmo a uma
regeneracdo axonal que seria muito relevante para o tratamento da DP (WANG et al., 2011).

Modelos animais demonstraram que mutagdes no gene Parkin aumentam a
susceptibilidade dos neurbnios dopaminérgicos ao estresse oxidativo e a disfuncdo
mitocondrial, fendmenos envolvidos na DP genética, apoiando a hipotese de que alguns casos
de DP podem ser causados por interacGes genéticas com fatores ambientais. Uma pequena
proporgdo de a-sinucleina é importada para mitocéndrias, onde se acumula nos cérebros de
pacientes com DP e pode prejudicar a atividade respiratoria do complexo I. Acumulacdo
clonal e delecbes somaticas no DNA mitocondrial foram observadas na substancia negra
durante o envelhecimento e na DP, 0 que sugere que as mutacdes no DNA mitocondrial,
podem predispor a morte de neurbnios dopaminérgicos ao alterar ao processo respiratorio.
Além de comprometer a producdo de energia celular, a disfun¢do mitocondrial esta associada
com a geragéo de estresse oxidativo; e inducdo de apoptose, especialmente no estresse celular
(BUELER, 2009).

O esquema para manutencdo da integridade mitocondrial por genes PINK1 inclui a
regulacdo da atividade ou da localizacdo subcelular de proteinas-alvo (Parkin, TRAP1 e
HtrA2/0Omi), direta ou indiretamente, controlando sua fosforilacdo. O papel das proteinas alvo
ativadas é manter a homeostase mitocondrial e prevenir a apoptose em condicBes de estresse
oxidativo. A fosforilacdo de Parkin aumenta a degradacdo das mitocondrias disfuncionais e
substitui as mitocondrias disfuncionais através da promocdo da biogénese mitocondrial.
Devido a ubiquitinacdo desempenhar um papel importante na regulacdo da dinamica
mitocondrial (KNOTT et al., 2008), a ubiquitina ligase ligada ao Parkin também pode
controlar os niveis e a atividade de proteinas de divisdo e fusdo mitocondriais, tais como
Drpl, OPAl e Mfn2. Além disso, Parkin poderia ubiquitinar proteinas pro-apoptoticas em
mitocondrias para impedir a apoptose. A fosforilazagdo de TRAP1 é proposta para atuar como
uma acompanhante impedindo o enrolamento incorreto da proteina e desmontagem de
complexos respiratérios em mitocéndria durante o estresse oxidativo. Finalmente, a protease

HtrA2 poderia degradar proteinas mitocondriais deformadas e oxidadas e / ou ativar uma via
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de sinalizagdo por clivagem proteolitica de uma proteina de resposta ao estresse iniciador
mitocondrial, a fim de proteger mitocondrias e células da apoptose (ALNEMRI, 2007). O
gene PINK1 pode regular a fungdo TRAP1 constitutivamente, enquanto que o aumento da
atividade de protease HtrA2 requer sinais adicionais, tais como a estimulacdo da via de
estresse p38 (PLUN-FAVREAU et al., 2007). Como a perda de funcdo PINK1 esta associada
com o prejuizo do potencial de membrana mitocondrial (WOOD-KACZMAR et al., 2008),
Parkin pode ser recrutado para mitocondrias disfuncionais como uma consequéncia de
deficiéncia de PINK1 numa tentativa de transformar mitocondrias defeituosas por mitofagia
(BUELER, 2009).

Aumentos do conteddo mitocondrial neuronal poderiam compensar defeitos
bioenergéticos em neurodegeneracdo. Proliferador de receptor de peroxissoma y (PPAR-y) e
coactivador-1a (PGC-1a) sdo importantes reguladores da funcdo mitocondrial e agem com
SIRT1 para regular positivamente a biogénese mitocondrial (BLANDER; GUARENTE,
2004). Ativadores de PPAR-y, incluindo o resveratrol e fArmacos j& utilizados no tratamento
de diabetes (por exemplo, a rosiglitazona, pioglitazona e troglitazona) aumentam
substancialmente a biogénese mitocondrial (HOWLTZ et al., 2003).

Resveratrol e benzafibrato, outro agonista PGC-1a, tém se mostrado protetores contra
6-hidroxidopamina em modelos animais com diminui¢do de dopamina (KHAN et al., 2010).
No entanto, uma estratégia de reforco da biogénese mitocondrial precisaria ser avaliada com
cuidado para evitar o aumento do teor de mitocondrias disfuncionais com, por exemplo, uma
carga elevada de mitocondrias mutantes no DNA, o que provavelmente iria agravar as
consequéncias da disfuncdo mitocondrial. Reguladores do complexo | tém sido sugeridos
como possiveis alvos para a intervencdo (ALVAREZ-FISCHER et al., 2011). A atencéo
recentemente tem sido focada no peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1), que se origina
nas células L do intestino. O GLP-1 e o peptideo exendina-4 (EX-4) promovem o crescimento
celular, aumentam a biogénese mitocondrial, reduzem a apoptose, e pode ser anti-inflamatéria

embora 0 modo preciso de agdo permanece incerto (AVILES-OLMOS et al., 2013).

4.3 Doenca de Parkinson e a-sinucleina

A hipdtese termodindmica para o enovelamento proteico fundamenta-se no fato de

que, durante o enovelamento, had uma diminuic¢do da energia livre até que seja alcangada uma

estrutura correspondente ao minimo de energia livre global, a despeito da existéncia de
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minimos locais de energia (estados metaestdveis) — que correspondem a estruturas
cineticamente estaveis. Entre os fatores que contribuem para o enovelamento proteico estdo o
efeito hidrofébico (EH) (MEYER; ROSENBERG; ISRAELCHVILI, 2006), relacionado com
0 aumento de entropia, que ocorre quando residuos hidrofébicos sdo removidos do contato
com a &gua, e a formacao de ligacGes de hidrogénios (LH) intramoleculares envolvendo tanto
grupos polares da cadeia principal como também das cadeias laterais, quando estes ndo estdo
expostos a agua. Assim, estes dois fatores, EH e LH, em maior ou menor extensdo,
contrabalancam a perda de entropia conformacional (EC) associada aos graus de liberdade da
molécula que sdo muito reduzidos durante o enovelamento. A estrutura nativa da proteina é
marginalmente mais estavel que as estruturas desenoveladas (BOLEN; ROSE, 2008).

Em algumas condicGes, sendo elas: mutagdes, aumento da concentracao da proteina ou
presenca de ligantes especificos, uma via alternativa para o enovelamento proteico pode ser
favorecida, onde predominam interagdes intermoleculares ao invés de intramoleculares,
levando a associagdo proteina-proteina e agregagdo. O enovelamento proteico incorreto ocorre
predominantemente quando estados cineticamente estaveis (metaestaveis), que correspondem
a intermediarios do enovelamento, sdo favorecidos. Estes estados possuem um contetdo
elevado de residuos hidrofobicos expostos a dgua e, nesta situacdo, a interacdo proteina-
proteina é acompanhada de um aumento de entropia (efeito hidrofébico). O produto final de
tal processo €, na maioria das vezes, caracterizado por uma alta estabilidade termodinamica.
Entdo, ao contrario do processo de enovelamento que é reversivel, a agregacdo de proteinas é
um processo irreversivel (MOUSSEAU; DERREUMAUX, 2008).

O enovelamento incorreto de proteinas leva a formacdo de agregados proteicos
bastante toxicos para as células, e pode ser um mecanismo comum em varias doencas
neurodegenerativas (CHITI; DOBSON, 2006). No caso da DP, a perda dos neurbnios
dopaminérgicos € acompanhada pelo desenvolvimento de inclus@es intracelulares, chamadas
de Corpos de Lewy, compostos principalmente por agregados fibrilares da proteina a-
sinucleina (BREYDO; WU; UVERSKY, 2012). O acumulo de agregados proteicos altamente
insoltveis em inclusdes intracelulares neuronais é uma caracteristica da DP, bem como vérias
outras desordens neurodegenerativas associadas ao envelhecimento. Os agregados formados
in vitro e in vivo geralmente tém uma morfologia fibrilar e séo resistentes a degradacédo
proteolitica (WANKER, 2000).

Nestas inclusoes, a a-sinucleina apresenta-se ubiquitinada e fosforilada. O processo de
ubiquitinagdo se da durante a via de degradacdo de proteinas (via proteossomal),

principalmente aquelas incorretamente enoveladas (LEE et al., 2011).
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Agregacgdo de a-sinucleina ndo é apenas um marcador de DP genética (ARAWAKA et
al., 1998), mas um marcador confidvel de diagnostico de DP classica (TRIMMER et al.,
2004). Os corpos de Lewy contendo a-sinucleina mostraram estar envolvidos na perda de
neurdnios dopaminérgicos em todas as formas de DP (YU et al., 2010; TASCHENBERGER
et al.,, 2012;). Embora, o mecanismo de agregacdo da a-sinucleina ndo seja claramente
entendido, a disfuncdo de Parkin, uma ubiquitina-ligase E3, que medeia a transferéncia de
ubiquitina para as proteinas expressas com caudas a serem eliminadas pelo sistema
ubiquitina-proteassoma, pode ser associada a inibi¢do da degrada¢dao de um proteossoma o-
sinucleina, proteina que conduz a formagao de agregados a-sinucleina (NUSSBAUM, 1998).

A o-sinucleina pode ser encontrada como um tetramero com estrutura em hélices ou
na forma de um mondmero desenovelado, o qual parece estar envolvido no processo de mau
enovelamento ¢ agregagdo. Na DP, o envolvimento da a-sSinucleina é evidenciado,
principalmente, pela presenca de duas mutagdes, Ala30Pro e Ala53Thr, e estarem ligadas a
casos da doenga em pessoas mais jovens (FAUVET et al., 2012).

Ainda que o-sinucleina com estrutura fibrilar seja 0 maior componente dos corpos de
Lewy, dados sugerem que estas estruturas podem ser inertes ou até mesmo protetoras na DP.
Evidéncias recentes sugerem que a a-sinucleina atue nos terminais pré-sinapticos como uma
chaperona na formacdo do complexo envolvendo a proteina receptora do fator de
acoplamento  sensivel a etilmaleimida (SNARE - soluble N-ethylmaleimide-
sensitivefactorattachmentprotein receptor), desempenhando um papel fundamental na
mediacdo do trafego de vesiculas nas células, principalmente na catalise do processo de fuséo
vesicular. Neste processo, a a-sinucleina se ligaria diretamente a proteina SNARE
(sinaptobrevina-2) / VAMP2 (vesicle-associatedmembraneprotein 2), promovendo a
formacdo do complexo. No entanto, a perda da a-sinucleina funcional, que ocorreria devido
ao processo de agregacdo, poderia representar um evento critico na neuropatogénese da DP
sob o0 ponto de visto do mau enovelamento da proteina. Neste contexto, a prevencdo do mau
enovelamento / agregacdo da a-sinucleina seria o principal objetivo da intervengéo
farmacoldgica (BURRE et al., 2010).

Tem sido demonstrado que a-sinucleina na forma fibrilar ou protofibrilar é capaz de
recrutar a a-sinucleina soluvel e causar danos a fungdo sinaptica dos neurdnios, levando a
neurodegeneragdo. Assim, moléculas capazes de se ligarem a a-sinucleina, estabilizando a
espécie funcional (mondémero desenovelado ou tetrdmero), prevenindo o processo de mau
enovelamento e formagdo de fibras, poderiam representar potenciais farmacos
antiparkinsonianos (VOLPICELLI-DALEY et al., 2011).



25

Em estudos com o objetivo de identificar moléculas capazes de inibir a formagéo de
fibras amiloides de a-sinucleina foram encontrados catecois e hidroquinonas, incluindo
dopamina, levopa, noradrenalina e adrenalina. Nestes estudos, a atividade inibitéria da
fibriliza¢ao de a-sinucleina por dopamina e levopa foi revertida pela adicdo de antioxidantes
(metabissulfito de sodio), sugerindo que a forma oxidada destas moléculas era a responsavel
pelo efeito inibitorio. Além de catecois, muitos flavonoides também inibem a formacédo de
fibras de a-sinucleina. Dopamina e polifenois sdo oxidados facilmente as suas formas
quinonas, quando expostos ao oxigénio atmosférico (CARUANA et al., 2011). A exposi¢do
de células nervosas em cultura a oligdbmeros de a-sinucleina, fibrilas, e agregados de a-
sinucleina podem induzir morte celular. As abordagens terapéuticas podem incluir inibidores
de quinase, agentes que inibem a ubiquitinacdo, e polifenois, tais como curcumin que se liga a
a-sinucleina, fazendo com que a proteina resista a agregacdo e nao haja formacdo de
oligbmero (CARUANA et al., 2011).

Follmer e colaboradores mostraram que a dopamina interage com a-Sinucleina e
modula diferentemente a estabilidade de agregados gerados a partir das formas selvagens ou
mutantes da proteina (FOLLMER et al., 2007). Na auséncia de dopamina, protofibras de o-
sinucleina exibem estabilidades semelhantes quando submetidas a dissociacdo por pressao
hidrostatica. Entretanto, protofibras geradas a partir das variantes da a-sinucleina (Ala30Pro
ou Alab3Thr), quando em presenca de dopamina, apresentaram uma maior estabilidade
guando comparadas as protofibras geradas a partir da forma selvagem da proteina. Assim,
dopamina apresentaria um efeito estabilizador sobre as espécies intermediarias da agregacao
da o-sinucleina, supostamente mais toxicas, somente quando estas sdo formadas pelas
mutantes da proteina. Estes dados sugerem uma ligagdo entre as mutagdes na a-sinucleina,
relacionadas com DP em individuos mais jovens, dopamina e a formacdo de protofibras.
Muitos agentes antiparkinsonianos inibem ou retardam a formagdo de fibras tanto da a-
sinucleina como do peptideo B-amiloide. Além disso, estes compostos sdo capazes de
desestabilizar fibras pré-existentes (ONO et al., 2006).

A selegilina previne ou retarda o processo de oxidacdo da dopamina, uma questdo
bastante importante ¢ de que forma este farmaco influenciaria no sistema a-sinucleina-
dopamina, quando estes dois farmacos, selegilina e levodopa, sdo combinados na terapia da
DP. Diante dos dados mostrando o efeito da dopamina sobre a agregagdo da a-sinucleina ja
citados, uma abordagem de tratamento racional para DP deverd considerar a agdo combinada
destes farmacos na doenga (FOLLMER et al., 2007).
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Outros inibidores da MAO parecem apresentar efeito modulador sobre a fibrilacdo da
a-sinucleina. Menadiona (vitamina K3) e 1,4-naftoquinona, inibidores reversiveis de MAO-A
e MAO-B, modulam a cinética de agregacédo da a -sinucleina, inibindo a formacéo de fibras, o
que resulta em agregados amorfos e pequenas fibras. Resultados semelhantes foram
observados para as vitaminas K filoguinona (vitamina K1) e menaquinona (vitamina K2),
embora estas moléculas ndo apresentem atividade sobre MAO. Menadiona e 1,4-naftoquinona
também apresentam efeito desagregante, gerando principalmente fibras fragmentadas. No
conjunto, estes dados sugerem que 1,4-naftoquinona parece se constituir uma molécula
potencial para o desenvolvimento de farmacos que visem interferir tanto na
formacdo/desagregacdo de fibras de a-sinucleina como na inibicdo reversivel de MAO
(SILVA et al., 2013).

Dentre os candidatos a agentes neuroprotetores, estdo agentes que regulam
positivamente proteinas de heat-shock envolvidas. Estas proteinas promovem redobragem de
proteinas deformadas e agem como chaperonas para transferir as proteinas indesejadas para o
proteosoma ubiquitina e sistema de autofagia-lisossoma para remocao. A regulacdo positiva
experimental de proteinas de heat-shock com drogas, tais como geldanamicina, provou inibir
a agregac¢do de a-sinucleina e reduzir a neurodegeneracao causada por sobre-expressdo de a-
sinucleina (AULUCK et al., 2002). No entanto, infelizmente esta classe de drogas esta
associada a toxicidade hepética (SCHAPIRA et al., 2014).

Outra abordagem é a utilizacdo de estratégias que melhorem a eliminacédo de proteinas
indesejadas. Proteinas indesejadas e mal dobradas sdo geralmente eliminadas pelos sistemas
de proteassoma ubiquitina e autofagia-lisossomal, e a interferéncia com estes sistemas em
laboratério leva a neurodegeneracdo associada com inclusdes a-sinucleina-positivas.
Farmacos como rapamicina que estimulam autofagia e depuracdo de proteinas, sdo protetores
nestes modelos sisteméaticos (BOVE; MARTINEZ-VICENTE; VILA, 2011). Outras
abordagens podem incluir a transferéncia de genes de componentes de proteassoma ubiquitina
ou lisossomais defeituosos ou ausentes. Alguns medicamentos, tais como glicocorticoides,
ajudam na depuracdo de proteinas anormais e impedem o acUmulo de proteinas e,
consequientemente a morte celular (SCHAPIRA et al., 2014).

Os mecanismos moleculares responsaveis pelo enovelamento de a-sinucleina ainda
ndo foram definidos, mas a identificacdo destes sinais poderia ser um importante alvo para
potenciais agentes neuroprotetores (SCHAPIRA et al., 2014).

A imunoterapia com anticorpos monoclonais demonstrou reduzir os niveis de

oligbmeros (MASLIAH et al., 2011), e a vacinagdo com a-Sinculeina humana reduziu a
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formagéo de agregados em animais transgénicos (MASLIAH et al., 2005). Evidéncias mais
recentes mostram que os anticorpos dirigidos especificamente contra a-sinucleina promovem
a remocdo de a- sinucleina extracelular pela microglia, e ndo removem células neuronais ou
astrocitos (BAE et al., 2012).

Nocautes para a-sinucleina teriam uma quantidade restrita de proteina disponivel para
participar de qualquer reagdo de prion. Os agentes que s&o nocaute ou reduzem a expressdo do
tipo selvagem de a-sinucleina podem impedir a continuacdo da agregacdo desta proteina,
degeneracdo neuronal, e transferéncia de células. O uso de RNA interference (RNAI) ou
oligonuclettidos anti-sentido para reduzir a-sinucleina estd sendo estudado (ALVAREZ-
ERVITI et al., 2011; EL-ANDALOQUSSI et al., 2012). O papel fisiologico preciso da a-
sinucleina ndao é conhecido, mas 0s animais nocaute parecem estar livres de graves déficits
fisioldgicos, e talvez apenas uma reducdo parcial ou de curto prazo seja necessaria para
interferir com a reacdo de prion e repor o equilibrio da proteina (SCHAPIRA et al., 2014).

Embora o mecanismo preciso pelo qual a transferéncia ocorre ndo seja conhecido, 0s
agentes que inibem a funcdo de liberacdo lisossomal, aumento endossomal e absor¢do de a-
sinucleina eliminando as células (ALVAREZ-ERVITI et al., 2011), e agentes que blogueiam
a endocitose podem reduzir os danos mediados pela a-sinucleina em modelos experimentais
(VOLPICELLI-DALEY et al., 2011). Pode, portanto, prever-se que novas drogas que inibam
a endocitose poderiam reduzir a transmissdo de a-sinucleina em pacientes com doenca de
Parkinson (SCHAPIRA et al., 2014).

4.4 Os receptores 5-HTa

O sistema serotoninérgico desempenha um papel crucial no controle de muitos
processos fisioldgicos, dentre eles o psicoemocional, sensério-motor, cognitivo e fungbes
autonomas (OHNO et al., 2012).

Os neurdnios que secretam serotonina (5-HT), denominados serotoninérgicos, estao
localizados nos nucleos da rafe, no tronco cerebral e enviam axénios para algumas regides do
cérebro, incluindo o cortex cerebral, areas limbicas, nucleos basais, diencéfalo e na medula
espinhal. A neurotransmissdo serotonérgica é mediada por multiplos receptores de 5-HT que
se dividem em, pelo menos, 14 subtipos (5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT1g, 5-HT1fF, 5-HT2a,
5-HTyg, 5-HTyc, 5-HT3, 5-HTy4, 5-HTs,, 5-HTsp, 5-HTg € receptores de 5-HT7), que podem ser
classificados em 7 familias (5-HT; a 5-HT7) (OHNO et al., 2012).
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A estimulacdo dos receptores 5-HT1a, que sdo acoplados a proteina G ij, inibem a
adenilato ciclase, a abertura de canais de potassio, a formacdo de AMP-c e reduz a atividade
da proteina quinase A (PK-A) (PUCADYIL; KALIPATNAPU; CHATTOPADHYAY, 2005).

Na DP, tem sido relatada a perda de neurdnios 5-HT em nucleos da rafe. Assim, o
conteido de 5-HT e a densidade de transportadores de 5-HT (um marcador para terminais
nervosos 5-HT) nas regides do cérebro anterior (por exemplo, corpo estriado e neocortex) séo
reduzidas em pacientes com DP. Alternativamente, os receptores pos-sinapticos de 5-HTia €
5-HT,a sdo regulados positivamente em resposta ao déficit funcional de neurbnios 5-HT
(SHIMIZU, OHNO, 2013). Além disso, estudos clinicos recentes demonstraram que 0S
doentes parkinsonianos com depressdo mostram disfuncdo de neurdnios 5-HT, em
comparacdo com 0s pacientes sem depressdo. Assim, existe uma relacdo estreita entre a
disfuncdo do sistema serotonérgico e DP (HUOT et al., 2012).

Os receptores 5-HT;a funcionam tanto como autorreceptores pré-sindpticos no nicleo
da rafe e como receptores pds-sinapticos em outras regides do cérebro. Autorreceptores 5-
HT1a estdo localizados nos dendritos dos neurbnios serotoninérgicos na rafe, onde regulam
negativamente a atividade de neurdnios serotoninérgicos. Através desta funcdo, o0s
autorreceptores 5-HT;a podem controlar a atividade global do sistema serotoninérgico. Por
outro lado, os receptores pés-sinapticos de 5-HTia estdo localizados em membranas de
neurdnios ou terminais nervosos inervados pelos neurbnios serotoninérgicos (SHIMIZU,
OHNO, 2013).

Agonistas do receptor 5-HT;a tem um efeito antidepressivo em individuos com
transtorno depressivo maior (MATSUBARA et al., 2006). Novas funcdes terapéuticas para o0s
receptores 5-HTa no tratamento da DP foram demonstradas, estas incluem a modulacdo dos
sintomas motores parkinsonianos, discinesia induzida por levodopa, deficiéncias cognitivas e
vomitos. Assim, os agonistas de 5-HT1a melhoram as varias perturba¢6es motoras associadas
a déficits dopaminérgicos, perturbacdes do humor (depressdo e ansiedade) e vomitos
induzidos por agonista da dopamina. Além disso, espera-se que 0s agonistas parciais de 5-
HT1a melhorem a disfuncdo cognitiva em pacientes com DP. Tais resultados estimulam a
investigacdo de novas ligagdes do receptor 5-HT1a, que melhorardo a eficicia e / ou as
reacOes adversas no tratamento da DP (SHIMIZU, OHNO, 2013).

Estudos em humanos sugerem que a tandospirona, um agonista seletivo e altamente
potente do receptor de 5-HT;, usado clinicamente como um antidepressivo no Japdo e na
China, pode atuar como um medicamento antiparkinsoniano (MATSUBARA et al., 2006).

Em um estudo realizado em animais, observou-se melhora na disfungdo motora em ratos que
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receberam uma injecdo unilateral de 6-OHDA na via nigroestrial através da estimulacdo de
receptores 5-HT;a em sistemas ndo-dopaminérgicos. Estes resultados sugeriram que a
tandospirona pode atuar em receptores pos-sinapticos 5-HT;a e modular as vias de
aminoacidos excitatdrios nos nucleos basais. Assim, a tandospirona pode ter um potencial
terapéutico para o tratamento da DP pela modulacdo das vias ndo-dopaminérgicas
(MATSUBARA et al., 2006).

A eficécia dos agonistas de 5-HT;a em melhorar sintomas motores parkinsonianos
parece ser tdo boa quanto a dos agentes antiparkinsonianos atualmente utilizados. Além disso,
uma vez que as agBes antiparkinsonianas de agonistas 5-HT;a ocorrem através de
mecanismos  ndo-dopaminérgicos, 0s agonistas 5-HT;an parecem exercer acoes
antiparkinsonianas de forma aditiva com agentes dopaminérgicos atualmente utilizados
(SHIMIZU; OHNO, 2013).

Mais estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos envolvidos e a eficacia
clinica. Por conseguinte, é provavel que os receptores 5-HT;4 Sd0 um alvo atraente para o
tratamento de sintomas ndo-motores da DP. Finalmente, os agonistas 5-HT1a parecem aliviar
reacOes adversas relacionadas com o farmaco, como émese induzida por agonista de
dopamina, e outros ja citados (SHIMIZU; OHNO, 2013).

Estes resultados estimulam a sintese de novos agonistas de 5-HT;4 com favoravel
seletividade de 5-HTia e propriedades farmacodindmicas. Além disso, a concepcdo de
compostos que possuem atividades combinadas de ambas, receptores de 5-HT14 € receptores
D2 de dopamina parecem ser uma abordagem promissora para o tratamento da DP. Estes
novos ligantes para os receptores de 5-HT14 podem superar as limitacGes de eficacia clinica e
/ ou melhorar as reac¢Oes adversas na terapéutica da DP (SHIMIZU; OHNO, 2013).

4.5 Excitotoxicidade

O glutamato é um neurotransmissor excitatorio rapido predominante no sistema
nervoso central (SNC) e, na presenca de condicOes especificas, € uma neurotoxina potencial.
As alteragOes intracelulares mediadas por glutamato podem contribuir, de uma forma mais
sutil, para 0os mecanismos que desencadeiam o processo neurodegenerativo na substancia
negra pars compacta. Estas interacbes podem criar condi¢Ges para o desenvolvimento de

danos na via nigroestriatal que sdo caracteristicas da DP (BLANDINI, 2010).



30

A transmissdo mediada por glutamato desempenha um papel central em numerosas
fungdes cerebrais fundamentais, como fendmenos de plasticidade sinédptica envolvidos na
memoria e aprendizagem, formacdo de redes neurais durante o desenvolvimento e reparacéo
do SNC. Dentro do circuito de nucleos da base, o glutamato medeia a neurotransmissdo
excitatdria em pontos cruciais, incluindo as projecoes excitatdrias eferentes que areas corticais
sensorio-motoras enviam para o corpo estriado e nucleo subtaldmico (NST), e as projecbes
que o NST, por sua vez, envia a seus nucleos alvo. O glutamato, por conseguinte, participa
dos mecanismos neurais subjacentes a sintomas motores na DP (BLANDINI, 2010).

Foi John Olney o primeiro a correlacionar as propriedades excitatorias de varios
analogos de glutamato com sua capacidade de produzir dano neurotdxico, criando assim o
termo "excitotoxicidade” (OLNEY; HO; RHEE, 1971). Posteriormente, foi demonstrado que
a excitotoxicidade ¢ um acontecimento mediado pelo receptor e que os antagonistas de
glutamato podem impedir a excitacdo e a toxicidade. Desde os estudos de Olney, a
excitotoxicidade tem sido considerada um componente crucial das vias patoldgicas de varias
doencas do SNC, incluindo doencas neurodegenerativas, como a DP. Todos os subtipos de
receptores de glutamato foram implicados na mediacdo da neurotoxicidade. No entanto, a
excitotoxicidade estd relacionada, sobretudo, com alteracfes de glutamato desencadeadas
pelas alteracBes nos niveis intracelulares de calcio. Consequentemente, os receptores para
NMDA (N-methyl-D-aspartato), altamente permeéveis ao célcio, tém sido identificados como
a chave do processo (BLANDINI, 2010).

A excitotoxicidade é um processo patolégico através do qual neurdnios danificados
morrem apos a estimulacdo excessiva de receptores glutamatérgicos pelo glutamato, o mais
prevalente neurotransmissor excitatério do SNC, ou substratos semelhantes. Acontece devido
a processos intracelulares, tais como sobrecarga de célcio e as mudancas bioenergéticas que
ativam a apoptose (MEHTA et al., 2013). A excitotoxicidade interage de forma sinérgica com
estresse oxidativo e disfuncio mitocondrial (ZADORI et al., 2012).

Na DP, a alteracdo da neurotransmissdo observada dentro do nucleo basal afeta o
sistema glutamatérgico, sugerindo deste modo um envolvimento critico de excitotoxicidade
mediada por glutamato na patogénese, bem como na progressdo do processo
neurodegenerativo subjacente da doenca. O principal elemento de excitotoxicidade do
glutamato é o Ca?* (AMBROSI; CERRI; BLANDINI, 2014).

O glutamato por si s6 ndo é toxico, mas pode exercer efeitos tdxicos por persistente e
excessiva estimulacdo aos receptores glutamatérgicos que podem ser classificados em duas

familias principais: receptores que incorporam um canal de ions catidnicos, conhecidos como
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receptores ionotrépicos (IGIuRs) e receptores ligados a proteina G, conhecidos como
receptores metabotropicos (mGIluRs) (BLANDINI, 2010).

Mesmo todos o0s receptores ionotropicos e metabotropicos do glutamato fazendo parte
do processo excitotoxico, 0 NMDA parece desempenhar o papel central (ZADORI et al.,
2012).

Trés familias de receptores ionotrépicos foram inicialmente identificados: N-methyl-
D-aspartato (NMDA), acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA) e
receptores de cainato (BLANDINI, 2010). Receptores ionotrépicos de glutamato sdo canais
ibnicos ligantes, permeaveis aos ions positivos, expressos em diversas areas do SNC, onde
medeiam a despolarizagdo da membrana neuronal e fazem a transmissdo excitatoria rapida e
potencial (AMBROSI; CERRI; BLANDINI, 2014).

O receptor de NMDA tem os poros dos canais permeaveis ao calcio e a membrana é
regulada por um bloco de magnésio voltagem dependente, o que limita o influxo de célcio
induzido por ativacdo do receptor (BLANDINI, 2010).

Os receptores de AMPA no SNC sdo principalmente permeaveis aos ions sodio e de
potassio. O fato de o célcio desempenhar papel central nos mecanismos de excitotoxicidade
explica por que os receptores AMPA desempenham um papel menor no presente contexto
(BLANDINI, 2010).

Os receptores de cainato tém uma estrutura tetramérica e por clonagem molecular
foram identificadas cinco subunidades. A compreensdo das funcbes dos receptores de cainato
ainda é limitada em comparacdo com os receptores NMDA e AMPA. Tal como no receptor
AMPA, o canal de ions associado com o receptor de cainato € permeavel aos ions sddio e
potéssio, tendo uma baixa permeabilidade ao célcio. A distribui¢do dos receptores de cainato
no cérebro parece ser mais restrita, em comparacdo com as outras duas classes de receptores
ionotrépicos (BLANDINI, 2010), que sdo ubiquamente distribuidos no SNC. Eles sao
encontrados principalmente no hipocampo, cortex cerebral, globus pallidus e cerebelo. Os
receptores de cainato pos-sindpticos medeiam a transmissdo sinéptica, enquanto os pré-
sinapticos modulam a liberacdo de neurotransmissores em varias sinapses, afetando a curto e
longo prazo a plasticidade neuronal (AMBROSI; CERRI; BLANDINI, 2014). Evidéncias
recentes mostram que receptores de cainato contribuem para a neurodegeneracao,
promovendo ndo sO a excitotoxicidade, mas também a ativagdo microglial e a
neuroinflamacdo (ZHANG; ZHU, 2011).

A estimulagdo de receptores metabotropicos ativa as vias intracelulares atraves de

nucleotideos ciclicos ou metabolismo do fosfoinositol. A ativagcdo de mGIluRs também pode
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modificar a funcdo do canal ibnico, através da liberagdo de subunidades da proteina G dentro
da membrana (BLANDINI, 2010).

A estimulacdo de mGIuRs do grupo | ativa a enzima fosfolipase C, que conduz a
formacédo de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacil-glicerol; IP3 aumenta a concentracdo
citosolica do caélcio, estimulando a liberacdo de organelas intracelulares, como reticulo
endoplasmatico, enquanto diacil- glicerol serve como co-fator para a ativacdo da proteina
quinase C. Os receptores mGIuR1 e mGIuR5 podem modular negativamente uma variedade
de canais de potassio, ativando assim a entrada de Ca**, aumentando a excitabilidade neuronal
(BLANDINI, 2010). Os mGIuR do grupo Il e Il estdo negativamente acoplados a adenilil
ciclase; por conseguinte, a sua ativacdo impede a formacao de adenosina monofosfato ciclico
a partir de ATP. O Grupo Il e 11l de mGluRs estdo predominantemente envolvidos na inibicéo
pré-sinaptica (BLANDINI, 2010).

Neur6nios dopaminérgicos da substdncia negra sdo seletivamente vulneraveis a
excitotoxicidade, mesmo na auséncia de um aumento consideravel dos niveis de glutamato ou
de outros agentes sensiveis que atuam como toxinas mitocondriais e agentes pro-oxidantes. A
manutencdo da polaridade da membrana requer suplementacdo energética continua; portanto,
a fungédo mitocondrial reduzida pode provocar a despolarizagédo; sob estas condicdes, a funcao
de canal exercida pelo magnésio é comprometida e mesmo os niveis ndo toxicos de glutamato
tornam-se letais, gerando um grande afluxo de célcio. Qualquer processo que prejudique a
capacidade do neurbnio de manter o potencial de membrana normal aumenta a sua
vulnerabilidade e a toxicidade do glutamato. Evidéncias experimentais substanciais apoiaram
esta hipotese mostrando, por exemplo, que a inibicdo da respiragdo mitocondrial, tanto in
vitro como in vivo, provoca lesdes excitotoxicas que podem ser prevenidas por antagonistas
de NMDA (BLANDINI, 2010).

A neurotoxicidade mediada esta estritamente ligada ao ponto de entrada do fon Ca*".
Na verdade, se o fon Ca”** entra na célula através de canais de calcio sensiveis & voltagem do
tipo L, nenhuma leséo celular ocorre. Por outro lado, se o aumento semelhante na
concentracgéo intracelular de Ca®* ¢ causado por estimulacdo induzida por receptores NMDA
de glutamato, é observado uma notavel neurotoxicidade (AMBROSI; CERRI; BLANDINI,
2014).

De acordo com a literatura, a neurotoxicidade mediada pelo glutamato ndo é
responsavel pela lesdo inicial e perda neuronal no SNC, mas é, um efeito secundario a
susceptibilidade a neurénios dopaminérgicos, a defeitos moleculares / bioenergéticos, bem

como a neurotransmissdo alterada associada com a morte celular neste nucleo. A
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vulnerabilidade intrinseca de neurdnios dopaminérgicos, associada a uma redugdo
mitocondrial, a defesas antioxidantes ineficientes e perturbacdo nas vias proteoliticas,
representa o fundo perfeito para a excitotoxicidade mediada pela ativacdo de Ca®* e
fendmenos de progressao da morte nigrostriatal (AMBROSI; CERRI; BLANDINI, 2014).

Além da ativacdo da enzima patoldgica, o nivel intracelular de Ca* pode ser to alto
que excede a capacidade de tamponamento de Ca** no sequestro mitocondrial, que por sua
vez leva a uma disfuncdo mitocondrial e a propagacdo de morte celular. As alteracdes na
captacdo de glutamato podem também resultar numa elevagdo na concentracdo de glutamato
extracelular que acompanha o processo de excitotoxicidade. A acumulagdo extracelular
excessiva de glutamato pode ser um dos principais fatores que contribuem para o dano neural
(ZADORI et al., 2012).

Mecanismos alternativos de excitotoxicidade podem desencadear danos neuronais na
presenca de susceptibilidade aumentada de neur6nios nigrostriatais ao potencial toxico do
glutamato (BLANDINI, 2010).

A excitotoxicidade pode também desempenhar um papel na patogénese da DP
genética, que é responsavel por 10 a 15% de todos os casos de DP. A forma mais frequente de
inicio precoce, a DP autossémica recessiva € caracterizada por mutagdes no gene Parkin.
Parkin é uma ubiquitina ligase que medeia a transferéncia de ubiquitina para as proteinas
expressas com caudas a serem eliminadas pelo sistema ubiquitina-proteassoma (POOLE et al.,
2008). Outro papel de Parkin, recentemente reconhecido, € a regulacdo da funcdo e
estabilidade das sinapses glutamatérgicas excitatorias. Na presenca da mutacdo de Parkin, as
sinapses glutamatérgicas tendem a proliferar, aumentando a eficacia sinéptica de glutamato.
Isto inevitavelmente aumenta a vulnerabilidade neuronal mediada pela excitotoxicidade do
glutamato (HELTON et al., 2008). No nivel nigral, este fendmeno poderia gerar um estado de
hipersensibilidade do glutamato que, combinados com outros defeitos bioquimicos, tais como
0 estresse oxidativo, podem desencadear o processo neurodegenerativo (BLANDINI, 2010).

Finalmente, a vulnerabilidade de neurbnios da substancia negra pars campacta ao
glutamato pode ser aumentada pela presenca da propria dopamina, que pode amplificar a
transducéo de sinal mediada por glutamato (1ZUMI et al., 2009). A neuroinflamacéo e a
ativacdo da microglia, que desempenha um papel importante na progressao da
neurodegeneracdo do SNC, também contribui para a liberacdo de glutamato e potencializa
respostas mediadas pelo receptor de glutamato (em particular NMDA), conduzindo assim a
exacerbacdo dos fendbmenos excitotoxicos (NODA; BEPPU, 2013). Por outro lado, 0 aumento

dos niveis de glutamato pode ativar a microglia e sustentar processos inflamatdrios. Na
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verdade, demonstrou-se no cérebro de rato que receptores de glutamato, em particular,
AMPARSs, cainato e mGIuR (grupo | e Ill), sdo expressos em células microgliais e a sua
ativacdo é responsavel por modular a liberagdo de citocinas pré-inflamatérias (LEE, 2013).
Esta evidéncia sugere claramente que neuroinflamacdo e excitotoxicidade mediada por
glutamato reciprocamente sustentam uns aos outros e criam um ciclo vicioso, que
eventualmente piora a degeneracdo nigroestriatal em DP (AMBROSI; CERRI; BLANDINI,
2014).

Antagonistas competitivos de NMDA tém demonstrado propriedades neuroprotetoras,
embora ndo possam ser adaptados na pratica clinica por causa da gravidade dos efeitos
secundérios associados a sua administracdo, ligados ao nivel cognitivo (LIPTON, 2007).
Portanto, os antagonistas fracos de NMDA tém sido investigados. O acido cinurénico
(KYNA), um intermediario da via quinurenina, exibe fraca acdo antagonista sobre NMDA e,
em menor grau, em receptores de AMPA / cainato. Além disso, KYNA reduz a liberacéo de
glutamato em sinapses por inibir os receptores colinérgicos nicotinicos, cuja ativacao
promove a liberacdo de glutamato nos terminais glutamatérgicos pré-sinapticos (ZADORI et
al., 2012).

Recentes estudos relataram que outras abordagens terapéuticas relacionadas com o
sistema glutamatérgico na DP mostram que a regulacdo negativa ou alteragcbes na composicao
da NMDA e / ou AMPARs nos nucleos basais podem ser obtidas apds a administracdo da
rasagilina e de estrdgenos, sugerindo que o seu potencial neuroprotetor pode contar com a
supressdo da excitotoxicidade mediada por glutamato (LIU; ZHAO, 2013). Estes estudos pré-
clinicos abriram o caminho para ensaios realizados em pacientes com DP, voltados para a
avaliacdo dos efeitos dos antagonistas do receptor de glutamato em sintomas motores de DP e
discinesia induzida pelo uso de levodopa. De acordo com os resultados obtidos até agora, ndo
foram muitas moléculas que conseguiram melhorar os sintomas motores da DP, enquanto
alguns deles foram capazes de produzir efeitos benéficos no tratamento da discinesia induzida
pela levodopa (AMBROSI; CERRI; BLANDINI, 2014).

O processo de descoberta de farmacos fundamenta-se no desenvolvimento de novas
moléculas e / ou estratégias farmacoldgicas que atuem nos receptores de glutamato, com a
idéia de retardar o processo neurodegenerativo, reestabelecer a liberacdo sinaptica e o
equilibrio do neurotransmissor no circuito dos nucleos basais (AMBROSI; CERRI;
BLANDINI, 2014).
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4.6 Apoptose

A morte celular € um processo normal que ocorre em varias patologias, incluindo
desordens neurodegenerativas. Um exaustivo trabalho tem sido feito para delinear os
mecanismos celulares responsaveis pela morte celular de neurdnios dopaminérgicos
observados na DP (COSTA; CHECLER, 2011).

Existem dois tipos principais de morte celular, a necrose e a apoptose. A necrose
caracteriza um processo passivo, desorganizado e acidental de morte celular que esta
associado, principalmente, a hipoxia, toxinas e ao superaquecimento. Inversamente, a
apoptose ou morte celular programada (MCP) é um processo que ocorre de forma ordenada,
demanda energia e sintese protéica. Ela é comandada por genes de eliminacdo das células
danificadas que parecem ser essenciais para o desenvolvimento e homeostasia dos organismos
multicelulares (NAGLEY et al., 2010). Os neur6nios da substancia negra pars compacta na
DP morrem principalmente por consequéncia da apoptose (YUAN; YANKNER, 2000).

A apoptose neuronal modela o cérebro em desenvolvimento e tem um papel
potencialmente importante em doencas neurodegenerativas. Os principais componentes
moleculares do programa de apoptose em neurénios incluem Apaf-1 (Fator de ativacdo de
protease da apoptose-1), proteinas da familia Bcl-2 e caspases (proteases que desempenham
papel central na apoptose) (YUAN; YANKNER, 2000).

A MCP é caracterizada por uma sequéncia regulada surpreendente de eventos
bioquimicos e morfoldgicos representados, principalmente, pela condensacdo de cromatina,
pela ativacdo das caspases e pela presenca de marcadores de fagocitose na superficie da
célula. O aumento exponencial do nimero de estudos que visam delinear cascatas de morte
celular, em condi¢cBes normais e patoldgicas, leva a conclusdo de que a classificacdo de
processos de morte celular por apoptose ou por qualquer necrose deve provavelmente ser
revisto (COSTA; CHECLER, 2011).

De acordo com a revisao da nomenclatura feita por Clarke em 1990, os processos de
MCP séo subclassificados em categorias morfologicamente distintas (CLARKE, 1990). A
morte celular do Tipo | corresponde ao programa apoptético classico, executado por caspases
e caracterizado por um processo altamente regulado, mediado tanto por receptores de morte
celular, como por cascatas de sinalizagdo de mitocondrias / citocromo C. A morte celular do
tipo | também € caracterizada por genes reguladores da apoptose (Bax, Bim, Bcl2, Bcl-xL e

receptor Fas) e uma vasta gama de fatores de transcricdo. Morte celular do tipo Il ou
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autofagica é caracterizada pela presenca de uma dupla membrana com vesiculas
citoplasmaticas capazes de degradar o citoplasma de organelas citoplasmaticas como a
mitocondria e, assim, provocar a sua degradacdo lisossomal. Morte celular do tipo Il é
definida como uma degradacao vesicular ndo-lisossomal. Uma rede de evidéncias implica que
tipos | e Il da MCP sdo observados na degeneracdo neuronal na DP (COSTA; CHECLER,
2011).

Vale a pena notar que o0 MCP do tipo | pode implicar em trés vias distintas: a
intrinseca (mitocondrial), a extrinseca (morte do receptor) e as vias reticulares. A via
intrinseca esta associada a uma cascata molecular de eventos que ocorrem nas mitocéndrias e
implica na mobilizacdo dos membros da familia Bcl-2, conduzindo assim & liberacdo de
citocromo C no citosol e a subsequente ativacdo de caspases. A via extrinseca é mediada pela
ligacdo de membros especificos da familia de receptores de fator de necrose tumoral (TNF). A
via reticular depende de uma cascata de eventos também mediados por caspases, mas no
reticulo endoplasmaético (RE). Esta via € ativada quando o UPR (resposta a proteinas mal
enoveladas) ndo € capaz de lidar com um estresse excessivo no RE e acumula proteinas
deformadas, o que é potencialmente toxico (BURKE, 2008).

Os neurdnios partem do mesmo programa de apoptose que 0s outros tipos de células.
No entanto, diferentes tipos de neurbnios, e neurbnios em diferentes fases de
desenvolvimento, expressam combinacdes diferentes de Bcl-2 e membros da familia de
caspases, que é uma forma de proporcionar a especificidade da regulacdo. As duas principais
caspases envolvidas na morte de células neuronais sdo caspase-3 e caspase-9, sendo que a
primeira, quando ativada pela ultima, degrada proteinas importantes para a viabilidade celular
(YUAN; YANKNER, 2000).

A familia de proteinas Bcl-2 tem um papel crucial na transducéo de sinal intracelular
por apoptose. Esta familia de genes inclui tanto as proteinas anti-apoptoticas e pro-apoptoticas
que contém um ou mais dominios de homologia de Bcl-2. Os principais membros anti-
apoptoticos da familia Bcl-2, sdo Bcl-2 e Bcl-x,, que reduzem a morte celular por prevenirem
a libertacdo das proteinas intermembranares da mitocondria. Uma vez ultrapassada a fase de
morte celular que envolve a mitocondria, as proteinas anti-apoptoticas deixam de ter qualquer
efeito na inibicdo da apoptose. As proteinas pro-apoptoticas e as anti-apoptoticas da familia
Bcl-2, podem atuar de forma conjunta atraves dos dominios de homologia BH, formando
homo e heterodimeros e regulando, assim, reciprocamente, as suas fungdes. Por outro lado, a
funcdo das “caspases executoras” também pode ser modulada por outro tipo de proteinas, os

inibidores de proteinas apoptoéticas (IAPs), que podem se ligar a caspase-9 e inibir a sua
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atividade de protease, bloqueando a este nivel o processo apoptético (YUAN; YANKNER,
2000).

A expressao de Bcl-2 ¢é elevada no sistema nervoso central durante o desenvolvimento
e é regulada negativamente apds 0 nascimento, ao passo que a expressdo de Bcl-2 no sistema
nervoso periférico é mantida ao longo vida (YUAN; YANKNER, 2000).

O proto-oncogene Bcl-2 e os seus homdélogos Bcl-x e Bax séo de particular interesse
em doencas neurodegenerativas. Os niveis destas duas categorias de membros da familia Bcl-
2 determinam provavelmente a vulnerabilidade de uma célula individual para estimulos pro-
apoptoticos, através de interagBes proteina-proteina (WULLNER et al., 1999).

Bcl-2 inibe a morte celular por apoptose e em alguns casos também a morte celular
por necrose. Bax, por outro lado, tem um efeito indutor de morte em um grande namero de
casos, pois pode formar um poro permeavel a fatores intermembranares e pode ser superado
através de dimerizagdo com Bcl-2. Uma perturbacdo do equilibrio de Bcl-2 e Bax em
determinadas populaces de neurdbnios subjacentes a morte seletiva neuronal pode ser
observada em desordens neurodegenerativas. Portanto, enquanto a identificacdo direta de
fragmentos de DNA de nucleos apoptéticos pode ser dificultada por uma meia-vida curta de
corpos apoptoticos ou dificuldades técnicas, uma mudanca na expressdo do Bax pode ajudar a
identificar os neurbnios dopaminérgicos destinados a degeneragdo (WULLNER et al., 1999).

Tem ocorrido um aumento de diversos marcadores pro-apoptéticos ligados a
mitocondria (MCP do tipo I) como Bax, Bcl2, Bcl-xL e caspases ativas 3 e 9. A implicacdo da
via apoptotica extrinseca é também realcada pela modulacdo dos niveis da caspase-8, dos
receptores de Fas e de TNFs-R1 em pacientes com DP. O envolvimento da via reticular em
casos de DP foi sugerido pelo aumento dos niveis de dois marcadores da UPR na substancia
negra pars compacta que séo fosfo-PERK e seus substratos, eiF2 o e ATf4 (SIMUNOVIC et
al., 2009).

A proto-oncogene p53, que é uma proteina citoplasmatica de massa molecular de 53
kDa, também tem sido identificada como uma proteina efetora chave no processo de morte
celular apoptdtica. Esta avaliacdo incidird sobre as pistas que ligam p53 a etiologia da DP e as
evidéncias de que esta proteina pode estar no centro de multiplas cascatas de sinalizagdo, ndo
s0 em casos familiares de DP, mas também em casos esporadicos desta doenca (COSTA,;
CHECLER, 2011).

Uma rede de evidéncia indica uma ligacdo clara entre p53 e ambos os tipos | e 1l da

.....

mTOR, um alvo de rapamicina em mamiferos; e a autofagia induzida pela rapamicina leva a
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neuroprotecdo de neurénios dopaminérgicos contra lactacistina através da regulacdo negativa
de p53 (DU et al., 2009).

Dentre os componentes chave do programa de apoptose em neurénios, estdao Apaf-1,
proteinas da familia Bcl-2, caspase e p53. A regulacdo da apoptose por meio de interacdes de
membros da familia de Bcl-2 e das cascatas de caspases tem um papel importante na
modelagem do cérebro em desenvolvimento. As caspases além de serem importantes na
regulacdo da morte celular neuronal durante o desenvolvimento, também podem mediar a
morte das células nas doencas neurodegenerativas (YUAN; YANKNER, 2000). A p53
também tem um papel importante na DP, estando no centro de diversas cascatas de
sinalizacdo de varias sindromes neurogenenerativas. Estas descobertas sdo alvo chave para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas farmacologicas comuns no tratamento de doencas
neurodegenerativas, incluindo a DP (COSTA; CHECLER, 2011).
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5 CONCLUSAO

A DP ¢é uma doenga neurodegenerativa, crénica, progressiva e insidiosa, que causa
incapacidade consideravel. Contudo, ainda ndo existe um tratamento neuroprotetor que
retarde a progressdo da doenca e tenha maiores beneficios sobre os sintomas dopaminérgicos
e ndo-dopaminérgicos da DP. E essencial conhecer bem as caracteristicas clinicas da doenca
para alcancar um diagnostico rapido e correto. Cada vez mais se reconhece a importancia dos
sintomas ndo motores, que podem facilitar o diagnostico. O tratamento farmacologico é eficaz
no controle dos sintomas motores, mas traz complicac6es se utilizado por um longo periodo,
diminuindo o bem-estar do paciente.

A descoberta de farmacos neuroprotetores, visando novas perspectivas para o
tratamento da DP, € um dos grandes desafios para os pesquisadores. Dentre as novas
perspectivas de tratamento, o blogqueio de canais de calcio mostra-se como alternativa, uma
vez que a atividade do célcio esta envolvida na patogénese da DP. Até o momento sabe-se que
a dihidropiridina, um blogueador do canal de célcio Cav1l, pode reduzir o risco de desenvolver
a DP e que apesar de ndo haver inibidores potentes ou seletivos de canais Cavl.3,
modificagdes do pirimidino-2,4,6-trionas foram recentemente identificadas como potenciais
candidatos em triagens de farmacos.

Outra possibilidade seria um farmaco que removesse as mitocdndrias defeituosas
melhorando ou restaurando a funcdo neuronal. GLP-1 e EX-4 tem atraido a atencdo dos
pesquisadores por promoverem crescimento celular, aumentarem a biogénese mitocondrial e
diminuirem a apoptose.

Catecois, flavonoides e hidroquinonas inibem a formagdo de fibras amiloides de a-
sinucleina, e também podem constituir alternativas para tratamento da DP. Outro alvo
importante seria uma intervencdo nas reacdes de prion conformagdo. A imunoterapia com
anticorpos monoclonais ¢ a vacinagdo com a-sinucleina também é uma possibilidade ja que
apresentaram efeitos positivos em animais.

Os receptores 5-HTa participam do controle de funcdes motoras, melhoram varias
desordens ndo motoras e deficiéncia motora induzida por uso prolongado da levodopa. Sendo
assim, os receptores 5-HTia podem ser um alvo terapéutico promissor para a DP. A
tandospirona, um agonista seletivo do receptor de 5-HTia, tem sido apontada como um

possivel agente antiparkinsoniano.
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Os antagonistas de receptores glutamatérgicos podem impedir a excitagdo e a
toxicidade das células neuronais, protegendo assim a viabilidade e funcdo neuronal. O &cido
cinurénico (KYNA) exibe fraca acdo antagonista sobre receptores NMDA e, em menor grau,
em receptores de AMPA / cainato; e reduz a liberacdo de glutamato em sinapses por inibir 0s
receptores colinérgicos nicotinicos, consistindo em outra alternativa para tratamento da DP.

Dentre os componentes envolvidos na apoptose em neurdnios, estdo Apaf-1, proteinas
da familia Bcl-2, caspase e p53. As caspases podem mediar a morte das células nas doencas
neurodegenerativas. A p53 tem um papel importante na DP, estando no centro de diversas
cascatas de sinalizacdo. Bcl-2 e Bcl-x,, membros anti-apoptoticos da familia Bcl-2,
bloqueiam a morte celular por prevenirem a libertagdo das proteinas intermembranares da
mitocondria. Esses genes sdo alvo chave para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
farmacoldgicas comuns na DP.

Tal abordagem é de grande aplicabilidade na compreensdo dos mecanismos
envolvidos nestas diferentes atividades sendo essencial para o planejamento racional de novos
farmacos e, portanto, os grandes desafios estdo, principalmente, na elucidacdo das relacdes
entre os complicados eventos que ocorrem durante o processo da neurodegeneracdo. Enfim,
ha a necessidade de ampliar as possibilidades terapéuticas, para que ndo somente um sintoma
especifico seja minimizado ou eliminado na DP, mas que tragam estratégias modificadoras do
curso da doenca.
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