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Resumo

A doenca de Parkinson é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum no mundo.
Caracteriza-se pela perda de fungdo progressiva dos neurdnios dopaminérgicos na por¢do
compacta da substancia negra e pela acumulacdo de inclusdes proteicas denominadas corpos de
Lewy e neurites de Lewy. Clinicamente, a doenga caracteriza-se por quatro sintomas motores:
bradicinesia, rigidez, tremor em repouso e instabilidade postural, associados a uma variedade
de sintomas ndo motores que podem afetar varios sistemas orgénicos, podendo ir desde

transtornos de humor até problemas de pele, como a dermatite seborreica e a hiperidrose.

As opcOes terapéuticas atualmente disponiveis incluem tratamento farmacoldgico,
intervencdes cirurgicas, como a estimulacao cerebral profunda, palidotomias e talamotomias
ou terapéuticas ndo farmacoldgicas, como a fisioterapia. O controlo farmacoldgico dos
sintomas motores é feito através da administracdo de quatro grupos de farmacos principais:
levodopa ou agonistas da dopamina, inibidores da monoamina oxidase e da catecol O-
metiltransferase, antagonistas ndo seletivos dos recetores muscarinicos de acetilcolina e

antagonistas do recetor N-metil D-aspartato ativado pelo glutamato.

No entanto, todas estas op¢des fornecem tratamento direcionado ao controlo sintomético
nos primeiros anos apos o diagnoéstico, tornando-se menos eficazes a medida que a doenca
avanca. Nao existem atualmente terapéuticas disponiveis que previnam o inicio ou abrandem a

progressdo da doenca de Parkinson.

Esta monografia foca-se em potenciais novos alvos terapéuticos, nomeadamente a o-
sinucleina, a LRRK2, a PINK1 e a parkin, que, por terem um papel chave na sua fisiopatologia,
oferecem a perspetiva do desenvolvimento de novos medicamentos que possam modificar o
avanco natural da doenca. Estas proteinas tém sido associadas tanto a doenga de Parkinson
genética quanto a sua forma ndo genética. Serdo abordadas neste trabalho as varias estratégias
terapéuticas, atualmente em estudo, que tém como alvo alguma destas quatro proteinas,

incluindo alguns compostos ja em fase de ensaios clinicos.

Palavras-chave: Doenga de Parkinson; tratamento; alfa-sinucleina; LRRK2; parkin.



Abstract

Parkinson's disease is the second most common neurodegenerative disease in the world.
It is characterized by the progressive loss of dopaminergic neurons function in the substantia
nigra pars compacta and by the accumulation of protein inclusions called Lewy’s bodies and
Lewy’s neurites. Clinically, the disease is characterized by four motor symptoms: bradykinesia,
stiffness, tremor at rest and postural instability, associated with a variety of non-motor
symptoms that can affect various organ systems, ranging from mood disorders to skin problems,

such as seborrheic dermatitis and hyperhidrosis.

The current available therapeutic options include pharmacological treatment, surgical
interventions, such as deep brain stimulation, pallidotomies and thalamotomies, or non-
pharmacological therapies, such as physiotherapy. The pharmacological management of motor
symptoms is done through the administration of four main groups of drugs: levodopa or
dopamine agonists, monoamine oxidase and catechol-O-methyltransferase inhibitors, non-
selective muscarinic acetylcholine receptor antagonists and N-methyl-D-aspartate receptor of

glutamate antagonists.

However, all of these options provide treatment only for symptomatic control and are
only effective in the first few years after diagnosis, becoming less effective as the disease
progresses. There are currently no therapies available to prevent the onset or slow the
progression of Parkinson's disease.

This monography focuses on potential new therapeutic targets, namely a-synuclein,
LRRK2, PINK1 and parkin, which, by playing a key role in their pathophysiology, offer the
prospect of developing new drugs that can modify the natural course of the disease. These
proteins have been associated with both familial and sporadic forms of Parkinson's disease.
This monography addresses the various therapeutic strategies currently under study that target

any of these four proteins, and include some compounds already in clinical trials.

Keywords: Parkinson's disease; therapy; alpha-synuclein; LRRK2; parkin.
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1. Introducéo

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenga neurodegenerativa complexa, cuja principal
caracteristica é a morte dos neurénios dopaminérgicos da por¢do compacta da substancia negra
(SNpc). Esta é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum, a seguir a doenca de
Alzheimer com uma prevaléncia que aumenta com a idade, atingindo 1-3% em individuos com

mais de 80 anos (1).

A DP pode apresentar-se de diferentes formas, combinando sintomas motores e néo-
motores. Os sintomas motores mais comuns sao: tremor, rigidez muscular, bradicinesia e
instabilidade postural. Frequentemente, 0s sintomas motores séo acompanhados de sintomas
ndo motores, que sdo muito variados e podem afetar varios sistemas organicos (2,3). Os critérios
de diagndstico mais recentes, indicam novos sintomas-chave para o diagnostico da doenca,
como o transtorno comportamental do sono REM, hiposmia e obstipacdo. Estes sintomas
podem anteceder o inicio dos sintomas motores por Varios anos, permitindo um diagnéstico

mais precoce da DP (2).

Apesar do constante progresso no conhecimento da etiologia da DP, atualmente apenas
estdo disponiveis tratamentos sintomaticos. As abordagens mais frequentemente utilizadas
incluem a administracdo de levodopa ou agonistas da dopamina. No entanto sdo também
utilizados inibidores da monoamina oxidase (MAO) e da catecol O-metiltransferase (COMT),
antagonistas ndo seletivos dos recetores muscarinicos de acetilcolina e antagonistas do recetor
N-metil-D-aspartato (NMDA) ativado pelo glutamato. Para além destes, sdo utilizados

farmacos para o controlo dos sintomas ndo motores (3).

Embora a fisiopatologia da doenca ndo esteja ainda totalmente esclarecida, a morte de
neuronios da via nigro-estriatal, com origem na SNpc tem sido apontado como principal
responsavel pela patologia. A morte destes neuronios pode ser causada por uma combinacao
de mecanismos, que incluem a disfuncdo mitocondrial, que resulta na producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), a acumulagdo de agregados de a-sinucleina, denominados corpos
de Lewy e a ativagdo do sistema imunitario inato, com libertagdo de citocinas e ROS, resultando

em inflamacé&o e stress oxidativo (3).

A a-sinucleina, principal componente dos corpos de Lewy, é uma proteina com 14 kDa,
codificada pelo gene SNCA, que esta envolvida na regulacdo da ligagéo e fusdo das vesiculas

sinapticas e na libertacdo de neurotransmissores (1). Varios estudos confirmam também o seu



envolvimento na sintese de neurotransmissores, homeostase do célcio, funcdo mitocondrial e
regulacdo de genes (4). A a-sinucleina tem sido associada tanto a forma hereditéria da DP como
a DP sem origem hereditaria, uma vez que a sua agregacao esta associada a diversos processos
neurotoxicos, tais como: desregulacdo autofagica, disfuncéo sinaptica, disfuncédo mitocondrial,
stress oxidativo e stress do reticulo endoplasmatico (RE). Para além de alterar os processos
celulares, esta proteina € capaz de se disseminar pelas células vizinhas de uma forma prionica,
formando mais agregados (1). Embora o papel que ela desempenha em cada um dos organelos
celulares ndo seja totalmente claro, o seu folding proteico anormal, acumulacao e agregacéo
perturbam as funcgdes fisiologicas destes organelos, culminando na morte celular, especialmente
dos neurdnios dopaminérgicos da substancia negra (5). Dado o seu papel central na patologia e

progressao da DP, esta proteina atende aos critérios para ser um alvo terapéutico promissor (6).

A maioria dos casos de DP ndo sdo hereditarios, mas cerca de 5-10% sdo atribuidos a
causas genéticas (7). Nas ultimas duas décadas varios estudos genéticos apontam para o papel
crucial de certos genes no desenvolvimento e progressao da doenca de Parkinson, incluindo os
genes PARK2 e PARK®G, que codificam as proteinas parkin e PINK1. Estas proteinas estdo
envolvidas em vérias fun¢des mitocondriais, incluindo o “controlo de qualidade” e também na
regulacdo de processos de imunidade inata e adquirida (8). Numa mitocondria funcional, a
PINKL1 localiza-se na membrana externa, com uma pequena por¢cdo do seu N-terminal na
membrana interna. Esta parte é clivada e fica na mitocondria enquanto a PINK1 ¢é libertada e
degradada (9). Quando as mitocondrias se encontram danificadas, a membrana interna
despolariza, a proteina PINK1 ndo penetra a matriz mitocondrial, onde é normalmente
degradada, o que faz com que se acumule na membrana externa, levando a ativacdo da parkin
através de fosforilagcdo. A parkin é uma ubiquitina ligase E-3 citosélica, que é responsavel pela
ubiquitinacdo de diversas proteinas, marcando-as para a mitofagia (10). Muta¢des nos genes
que codificam ambas as proteinas causam um défice no recrutamento da parkin para as
mitocondrias danificadas, inibindo a mitofagia. Estas mutacfes sdo causas comuns de DP de

inicio precoce (11).

Também mutacdes do gene LRRK2 s&o uma das mais comuns causas de DP familiar.
Este gene codifica a LRRK2, uma grande proteina, de 280kDa que contem varios dominios,
incluindo um dominio GTPase e um dominio cinase. Esta proteina demonstrou ser responsavel
por catalisar a fosforilacdo de diversas proteinas pertencentes ao ciclo celular, autofagia,

apoptose, trafico vesicular e resposta imune. Apresenta atividade cinase aumentada nas formas



genéticas e ndo genéticas da DP, sugerindo que a sua inibicdo possa ser um alvo terapéutico
para ambos 0s tipos de doenca (9).

Para além da sua atividade cinase, varios outros mecanismos tém sido propostos para o
seu mecanismo patolégico na DP, incluindo a sua capacidade para atuar como proteina scaffold,
no entanto ndo existe consenso sobre qual o seu papel especifico na patogénese da doenca. Mas
a prevaléncia das mutacGes nesta proteina e a sua importancia na DP tornam a LRRK2 um alvo
terapéutico promissor. Existem ja inibidores da sua atividade cinase, 0 mecanismo patologico

mais amplamente estudado, em fase de ensaios clinicos (12,13).

2. Objetivos

Esta monografia tem como principal objetivo a revisdo bibliografica da literatura, com
enfoque na fisiopatologia da DP e nos seus potenciais novos alvos terapéuticos, nomeadamente
as proteinas a-sinucleina, parkin, PINK1 e LRRK2, que poderdo dar origem a terapéuticas

modeladoras da doenca, inexistentes até a data.
3. Materiais e métodos

A pesquisa para a realizacdo desta monografia foi feita através da base de dados
bibliografica PubMed, com selecdo de documentos recentes, com informacdo atualizada. As
palavras-chave utilizadas foram: “Parkinson disease”, “pathophysiology”, “a-Synuclein”,
“PINK1”, “parkin”, entre outras. A pesquisa incluiu também a procura de artigos nas
referéncias bibliograficas dos artigos analisados, assim como outra literatura pertinente no

ambito da tematica abordada.
4. Doenca de Parkinson

4.1. Fisiopatologia da doenca

A maioria dos casos de DP ocorrem na auséncia de qualquer ligacdo genética dbvia, no
entanto em casos mais raros esta doenca € hereditaria. Sabendo que os fenotipos motores da DP
genética e ndo genética sao idénticos, entende-se que provavelmente ambas as formas da doenca

partilham os mesmos mecanismos fisiopatoldgicos (14).



A neuropatologia da DP é caracterizada por uma deterioracdo seletiva de neuronios
dopaminérgicos e deposicdo de corpos de Lewy, preferencialmente na SNpc (15). Pensa-se
que a maior suscetibilidade destes neuronios a deterioracéo se possa dever a conjugacao de trés
das suas caracteristicas: tém fluxos de calcio aumentados, axénios longos ndo mielinizados com

grandes necessidades energéticas e stress oxidativo aumentado (16).

Embora a fisiopatologia da morte neuronal ndo esteja totalmente esclarecida, alguns
estudos propdem que este é um processo multifatorial que envolve eventos moleculares ao nivel
dos neurdnios dopaminérgicos, ndo dopaminérgicos e células ndo neuronais (3). A deterioracdo
neuronal resulta de uma combinacdo de mecanismos autébnomos da célula, ou seja ocorrem
dentro dos neurdnios em degenerescéncia e mecanismos ndo auténomos da célula, que tém

origem fora destes neurdnios (14).

Os mecanismos auténomos da célula envolvem principalmente a disfuncao
mitocondrial que resulta no aumento da producdo de ROS, associada ao envelhecimento e ao
desenvolvimento de varias outras doencas neurodegenerativas (3). A disfuncdo mitocondrial
tem sido associada a mutacGes em Vvarios genes associados a producdo das proteinas PINK1,
parkin, LRRK-2 e a-sinucleina. Todas elas tém um papel na homeostase e funcionamento da
mitocondria e uma mutacgdo nos genes que codificam para estas proteinas podera contribuir para
a disfuncdo mitocondrial (16), através de mecanismos que serdo abordados com maior detalhe

mais a frente.

Como jé foi referido, o aumento do fluxo de célcio nestes neurénios ¢ um fator de maior
suscetibilidade. Isto deve-se ao facto destes neurénios utilizarem canais de calcio do tipo L para
regular a sua atividade pace-maker, o que esta associado a uma maior condutancia de célcio,

que por sua vez origina um aumento da producdo intramitocondrial de ROS (14).

Os mecanismos ndo auténomos de células, ndo tém origem nos neurdnios
dopaminérgicos da SNpc, envolvem interacGes celulares e incluem, essencialmente, a
progressao neuropatoldgica através da disseminacdo da a-sinucleina e 0s processos

neuroinflamatérios (14).

O modelo mais frequentemente citado para explicar a progressao neuropatoldgica dos
corpos e neurites de Lewy na DP ndo genética € o modelo de Braak. Este modelo sugere que o
inicio da doenca é marcado por lesdes, como corpos de Lewy e neurites de Lewy, na medula e
no bolbo olfativo (estagios 1 e 2). Esta fase estd associada aos sintomas prodromicos da DP,
como disturbio do sono REM e diminuicdo do olfato. Nos estagios 3 e 4 as lesbes comegam a

4



aparecer na SNpc e outras estruturas do mesencéfalo, sendo esta fase marcada pelos sintomas
tipicos da DP, altura em que é normalmente realizado o seu diagndstico. Por fim, nos estagios
5 e 6, ha envolvimento grave do cérebro, incluindo das areas neocorticais, com inicio de

declinio cognitivo e alucinacdes (17,18).

Os processos inflamatorios sdo desencadeados pelas células da microglia ativadas. A
sua ativacdo resulta na libertacdo de citocinas pro-inflamatérias e de ROS, resultando em
inflamacéo e stress oxidativo dos neurénios da SNpc. Esta resposta inflamatdria pode também
ser ativada pelos agregados de a-sinucleina captados pelos astrdcitos, por outras proteinas
associadas com a DP, como o LRRK2 e pela exposicdo a toxinas ambientais. Também as
células T CD4+ parecem estar envolvidas no processo neurodegenerativo, uma vez que a sua

remocao em modelos animais levou a diminuicdo da morte celular (3).

4.2. Sinais e sintomas da doenca
A apresentacdo clinica da DP baseia-se em sintomas motores (SM) e ndo motores

(SNM), apresentados em detalhe na tabela 1 e 2, respetivamente.

Os sintomas motores afetam o movimento e a capacidade de desempenhar tarefas fisicas

e sdo, essencialmente, quatro: tremor, rigidez, bradicinesia e instabilidade postural (18).

Os SNM da DP afetam varios sistemas organicos e sdo muito variados, podendo
ir desde transtornos de humor até problemas de pele, como a dermatite seborreica e a
hiperidrose. SNM podem ocorrer em todos os estagios da DP, desde 0s estagios prodromicos
até a doenca avancada e podem estar relacionados com diferentes subtipos da DP com
implicacOes terapéuticas e prognosticas (19). O desenvolvimento de SNM é comummente
gradual e pode ocorrer anos antes do inicio dos SM. Estes sintomas ndo sdo especificos da DP
e, por isso 0s pacientes normalmente ndo os mencionam a menos que seja especificamente
perguntado. Os SNM que mais habitualmente aparecem numa fase prodrémica sao: distarbio
comportamental do sono REM, perda de olfato, obstipacéo, disfuncédo urinaria, hipotenséo
ortostatica, sonoléncia diurna excessiva e depressdo, estando associados a um maior risco de

um diagndstico subsequente de DP (18).

Tabela 1 - Sintomas motores da DP e respetiva definicdo. Adaptado de (18).

Bradicinesia Lentiddo e movimentos progressivamente mais pequenos a
medida que o individuo repete um movimento multiplas vezes

seguidas (ex: tocar repetidamente o dedo polegar e o indicador).




Rigidez Resisténcia involuntaria ao movimento de uma articulagdo pelo

examinador.

Tremor em repouso Um tremor de 4 a 6 Hz de um membro totalmente em repouso, que

ndo esta presente durante 0 movimento.

Instabilidade postural Perda de equilibrio que afeta a capacidade de uma pessoa de

alterar ou manter uma postura, como caminhar ou ficar em pé

(tipicamente um sintoma tardio da DP).

Tabela 2 - Sintomas ndo motores da doenga de Parkinson. Adaptado de (18) e (19).

Perda de olfato Perda total ou parcial da capacidade de sentir cheiro.
Disturbios de sono Distarbio comportamental do sono REM, sonoléncia diurna,
insonias.

Disfuncdo do sistema | Obstipacdo, atraso no esvaziamento gastrico, urgéncia e
nervoso autbnomo frequéncia urinarias, disfuncdo erétil, hipotensdo ortostéatica,

variabilidade da pressdo arterial.

Distuarbios psiquiatricos | Depressédo, ansiedade, apatia, psicose.

Declinio cognitivo Declinio cognitivo leve ou deméncia, geralmente afetando

inicialmente a atencdo, fungbes executivas e percecao.

Outros Fadiga, hipofonia, sialorreia, dificuldade em engolir, perda de
peso, perturbacdes da visdo, dor, alteracdes artriticas e posturais,

dermatite seborreica, hiperidrose, risco aumentado de melanoma.

5. Terapéuticas atuais

5.1. Tratamento farmacologico dos sintomas motores

O principal avango no tratamento da DP ocorreu quando se descobriu que a deficiéncia
de dopamina era a principal responsavel pelos sintomas motores da doenca. Este facto
desencadeou a substituicdo farmacoldgica da dopamina, que € a base das atuais terapéuticas

farmacoldgicas (20).

A levodopa foi o primeiro farmaco utilizado eficazmente no tratamento dos sintomas da

DP e continua a ser o mais eficaz no controlo sintomatico da doenga (21). A levodopa é o

6



aminoacido aromaético precursor da dopamina que, ao contrario desta, é capaz de atravessar a
barreira hematoencefélica (BHE). A levodopa é convertida em dopamina, depois de atravessar
a BHE, pela DOPA descarboxilase (20). As formulacdes orais de levodopa sdo comercializadas
em combinacdo com inibidores da DOPA descarboxilase periférica, que ndo penetram a BHE,
como a carbidopa e a benserazida, de forma a aumentar a biodisponibilidade no SNC e reduzir
os efeitos adversos periféricos (20).

No entanto, o tratamento cronico com este farmaco esta associado ao desenvolvimento
a longo prazo de flutuagdes motoras e discinesias em quase todos os doentes tratados. As
flutuacBes motoras referem-se a modificagdo da sintomatologia que os pacientes com DP
tratados com levodopa sofrem ao longo do dia. No extremo, podem alternar entre periodos em
gue ndo respondem a medicacao (periodos off) e periodos em que respondem a medicacdo
(periodos on) mas apresentam discinesia incapacitante. Nesses casos, pode ser impossivel
encontrar uma dose de levodopa que controle eficazmente os sintomas, sem induzir discinesia.
As restantes classes de farmacos, referidas mais a frente, podem ser utilizadas em conjunto com
a levodopa, para diminuir os periodos off, no entanto em alguns pacientes continua a ndo ser

suficiente para controlar a sintomatologia (22).

Os medicamentos comercializados em Portugal com indicacdo no tratamento da doenca

de Parkinson agrupam-se em quatro principais classes (Tabela 3):

1. Dopaminomiméticos, com uma a¢do que mimetiza a acdo dopamina, como a
levodopa e 0s agonistas dopaminérgicos.

2. Inibidores enzimaticos, nomeadamente da MAO-B e da COMT, cujo mecanismo se
baseia na diminuicdo da degradacdo das moléculas de dopamina, e levodopa.

3. Antagonistas da via do glutamato, antagonizam os recetores NMDA do glutamato;

4. Antagonistas da via da acetilcolina ou anticolinérgicos, que antagonizam o0 excesso
relativo de acetilcolina nos doentes com DP (23). A acetilcolina estd fortemente
relacionada com a regulacdo dos movimentos, pensa-se que o desequilibrio entre os
niveis de acetilcolina e de dopamina possa ser responsavel pelos sintomas motores
da DP (3).



Tabela 3 - Principais terapéuticas farmacoldgicas disponiveis para o tratamento da
doenca de Parkinson em Portugal, para aléem da levodopa. Adaptado de (21).

Classe farmacologica Farmacos disponiveis

Agonistas dopaminergicos Ropinirole libertacdo imediata (0,25 mg a
5mg, TID)
Ropinirole libertagdo prolongada (2 mg a
8 mg, QD)

Pramipexole libertacdo imediata (0,088
mg a 0,7 mg, TID)

Pramipexole libertacdo prolongada (0,26
mg a 3,15 mg, QD)

Rotigotina (2, 4, 6, 8 mg/24h, adesivo
transdérmico)

Apomorfina (10 mg/mL, injecdo

subcutanea ou perfusdo continua)

Inibidores Inibidores da | Selegilina (5 mg, BID)

enzimaticos MAO-B Selegilina orodispersivel (1,25 mg, QD)
Rasagilina (1 mg, QD)

Safinamida (50 a 100 mg, QD)

Inibidores da | Entacapone (200 mg, em associacdo com

COMT levodopa/carbidopa ou  formulacgdo
isolada, TID a QID)

Opicapone (50 mg, QD)

Antagonistas da via do glutamato Amantadina (100 mg, BID a TID)

Antagonistas da via da acetilcolina Trihexifenidilo (2 a 5 mg, TID a QID)
Cloridrato de biperideno (2 a4 mg, QD a
QID)

LP: libertacdo prolongada; QD: uma toma/dia; BID: duas tomas/dia; TID: trés

tomas/dia; QID: quatro tomas/dia



5.2. Tratamento farmacoldgico de sintomas ndo motores

Dos SNM mais comuns na DP destacam-se os trantornos de humor, como a depresséo
e a ansiedade. O seu diagnéstico pode ser dificil nestes doentes, dado que raramente sdo
referidos pelos préoprios e podem ser confundidos com outros sintomas da doenca (por exemplo,
expressdo facial reduzida, lentiddo, alteragcdes no sono e apetite) (19). O tratamento
farmacoldgico antidepressivo utilizado na DP inclui antidepressivos triciclicos, inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina, inibidores duplos da recaptacdo da serotonina e da
noradrenalina, inibidores da monoamina-oxidase e agonistas da dopamina (24). No que diz
respeito a ansiedade s&o utilizados inibidores seletivos da recaptacéo de serotonina, inibidores
duplos da recaptagdo da serotonina e da noradrenalina, buspirona e benzodiazepinicos. Os
benzodiazepinicos sdo usados criteriosamente devido aos potenciais efeitos secundarios,

particularmente nos doentes com DP (19).

A obstipagdo é um dos primeiros SNM a desenvolver-se, ainda durante a fase
prodromica, e também um dos mais comuns, manifestando-se em mais de 50% dos casos.
Podem ser detectadas inclusdes de a-sinucleina em todo o trato gastrointestinal de pacientes
com DP, até 20 anos antes do diagnostico. Assim como em casos de obstipacdo com diferentes
etiologias, o tratamento comeca pelo aumento do aporte de fibras e liquidos. Em pacientes em
que esta abordagem néo é suficiente, o tratamento farmacoldgico pode ser feito com macrogol,

lubiprostona e nizatidina (25,26).

O declinio cognitivo e a deméncia sdo também SNM comuns nesta doenca,
manifestando-se através da perda de funcdes executivas, diminuicdo da atencdo, da memoria e
da percecdo. A Rivastigmina é o Unico tratamento farmacoldgico aprovado pela FDA, com

evidéncia de nivel A para esta situacdo (19).

A dor, embora muitas vezes ndo seja considerada um SNM da DP, afeta 68-95% dos
pacientes com DP em todos os estagios. A dor, associada a esta doenga, pode ser de varios tipos
e ter diferentes etiologias. Uma vez que o0s estudos referentes ao tratamento da dor associada a
DP sdo limitados, o tratamento deve ser baseado na etiologia da dor, sempre acompanhado pela

otimizacdo da medicag&o especifica da doenga (27).

5.3. Tratamento cirdrgico
A medida que a doenca progride, o tratamento farmacol6gico pode ndo ser suficiente

para o controlo eficaz dos sintomas devido ao desenvolvimento de sintomas refratarios aos
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medicamentos, flutuacbes motoras e outros efeitos secundarios da medica¢do que possam
limitar a sua eficacia. Nesta situa¢do, em pacientes cuidadosamente selecionados, o tratamento

cirargico poderd melhorar significativamente a qualidade de vida (28).

Salvo algumas excec0es, os pacientes com indicagéo para cirurgia sdo doentes com DP
moderada a avancada caracterizada por sintomas responsivos a levodopa com flutuagdes

motoras e/ou discinesia (28).

A principal contraindica¢do para cirurgia em pacientes com DP é a deméncia. No
entanto, também a instabilidade postural proeminente, comum em estadios avancados da
doenca e quaisquer comorbilidades que possam aumentar o risco de hemorragia, o tempo de
cicatrizacdo ou a probabilidade de complicagbes cardiovasculares podem constituir

contraindicagOes para este tipo de cirurgia (28).

A estimulacdo cerebral profunda, é o tratamento cirdrgico padrdo para a DP. Esta
cirurgia, comprovadamente melhora os sintomas motores e a qualidade de vida dos pacientes
selecionados, comparativamente ao tratamento farmacolédgico isoladamente. Consiste na
colocacdo cirurgica precisa de elétrodos estimulantes, geralmente entre 1 e 2 mm de um alvo

ideal na porcdo motora do nucleo subtalamico ou globus pallidus pars interno (28).

Atualmente, as lesbes cirurgicas como palidotomias e talamotomias sdo também uma
opcao terapéutica. A talamotomia por radiocirurgia Gamma knife pode ser considerada para o
controlo do tremor na DP (28). Esta técnica utiliza imagens pré-operatérias, obtidas por
ressonancia magnética e tomografia computadorizada para a elaboragdo de um plano cirdrgico,
seguida pela aplicacdo de um feixe de radiacéo direcionada para o alvo (29). A ultrassonografia
focalizada guiada por ressonancia magnética é também um novo método que se mostrou
promissor no tratamento dos sintomas motores. Este método baseia-se no direcionamento,
através de imagens obtidas por ressonancia magnética, de energia ultrassonica que € aumentada
gradualmente até temperaturas de ablacdo no alvo. Este tipo de cirurgia apenas pode ser
considerado para lesdes unilaterais, uma vez que lesdes bilaterais tém efeitos colaterais

imprevisiveis (28).
5.4. Terapéutica ndo farmacologica

Vaérios exercicios fisicos, como exercicios de equilibrio, resisténcia e aerdbicos,
caminhar na passadeira, danca, entre outros, assim como fisioterapia demonstraram melhorar o

equilibrio, mobilidade e forga muscular em doentes com DP (3).
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6. Novos alvos terapéuticos

Todas as terapéuticas mencionadas até aqui fornecem tratamento paliativo direcionado
ao controlo dos sintomas que podem melhorar substancialmente a qualidade de vida do doente

com DP, no entanto nenhuma destas abordagens é modificadora do curso natural da doenca (1).

De seguida, irei abordar potenciais novos alvos terapéuticos que, por terem um papel
chave na fisiopatologia da DP, oferecem a perspetiva do desenvolvimento de novos
medicamentos que possam atrasar ou mesmo interromper a progressdo da doenga,

nomeadamente a a-sinucleina, a LRRK2, a PINK1 e a parkin.

6.1. a-sinucleina

6.1.1. Caracterizacdo da a-sinucleina

A o-sinucleina é uma das proteinas mais abundantes do sistema nervoso (4), é codificada
pelo gene SNCA localizado no braco longo do cromossoma 4 nos humanos (30) e a principal
de varias isoformas, como a § ¢ a y. A sua conformagao nativa ¢ alterada para formar oligdbmeros
pré-fibrilares, seguindo-se a formacéo de agregados fibrilares. Estas sdo ricas em pontes beta
com variadas conformag0es estruturais que iniciam a formagao dos corpos de Lewy na DP (31).
A a-sinucleina € uma proteina de 140 residuos, que contém 3 dominios diferentes: regido N-
terminal (1-60), o componente ndo amiloide (NAC, 61-95) e a regido C-terminal (96-140)
(Figura 1) (32).

Amphipathicregion NAC Domain Acidic tail
] \ )

1 61 95 140
\ \ | \
g 8 B W ————

. ® . . ¢
Y39 | H50Q lAng/g 587 Y125 S129

A30P E46K G51D 5133

KTKEGV motif

@ Point mutations

# Site of Phosphorylation

Figura 1 — Estrutura da a-sinucleina, com identificagcdo das mutacfes associadas a DP e dos locais de

fosforilagéo (33).

A regido N-terminal regula principalmente a formacdo de a-hélices anfipaticas que
permitem a ligacdo as membranas (32). Esta regido contem sete repeti¢ces de 11 residuos, muito

bem conservadas, tanto entre as espécies quanto entre as trés isoformas diferentes (34).
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Em contraste com o dominio de ligacdo a membrana do terminal N, o terminal C da a-
sinucleina humana é polar, com uma propor¢do maior de residuos carregados. Esse dominio
sofre fosforilagdo em varios locais, sugerindo um mecanismo de regulacdo, mas a funcao do
terminal C permanece incerta e € o0 dominio menos conservado entre as espéecies. bem como

entre as isoformas a, ¢ v (34).

A regido NAC, contém 17 residuos hidrofobicos de um total de 35, com alta propensao
para a agregacdo. De facto, apesar da alta homologia de sequéncia entre a a-sinucleina e a -
sinucleina, elas tém comportamentos de agregacao diferentes. A B-sinucleina ndo contém uma
parte da regido NAC (residuos 71-82) e quase ndo tem capacidade de agregacdo. Além disso,
foi demonstrado que certas delecGes ou substituicGes especificas, na regido NAC, podem

diminuir a velocidade do processo de formacéo de agregados ou mesmo inibi-lo (32).

A primeira mutacdo descoberta no gene SNCA que relacionou a a-sinucleina com a DP
foi uma alteracdo de um Unico par de bases na posicdo 209 de G para A, resultando numa
substituicdo de alanina por treonina no aminoacido 53 (A53T). Desde esta descoberta varias
outras mutacdes missense foram descobertas, tais como: A30P, E46K, H50Q, G51D, A53E,
Al18T e A29S. Curiosamente, todas estas mutacGes sdo na regido N-terminal da proteina.
Também duplicaces e triplicacdes deste gene assim como mutacdes na regido do promotor

podem estar relacionadas com o desenvolvimento da DP (30).

A a-sinucleina dissemina-se entre as celulas de uma forma prionica. Um prion é uma
proteina com folding anormal, que induz agregacdo ao interagir fisicamente com outras
proteinas. Por esse processo, gera uma grande quantidade de proteinas misfolded, patoldgicas
para o portador. Existe evidéncia de que a a-sinucleina se propaga entre as varias regides do

cérebro e entre os diferentes érgdos. (35).

Esta proteina é expressa maioritariamente no tecido neuronal do sistema nervoso central
e periférico. Apesar de alguma localizagdo nuclear, a a-sinucleina € principalmente uma
proteina pré-sinaptica (30). Esta proteina desempenha um papel importante na captacdo de
vesiculas sindpticas e na libertacdo de neurotransmissores, sendo que a manutencdo de um
equilibrio nos niveis desta proteina garante a adequada formacdo do complexo SNARE,
responsavel pela endocitose e exocitose. (5).
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6.1.2. Papel da a-sinucleina na fisiopatologia da doenca
A deposic¢do de a-sinucleina nos corpos e neurites de Lewy é a marca patoldgica de uma
série de distdrbios neurodegenerativos, incluindo a DP, deméncia por corpos de Lewy e atrofia

multi-sistémica, coletivamente referidas como as a-sinucleinopatias (36).

Esta deposicdo de formas patoldgicas de proteinas na células tem sido associada a
variados efeitos neurotoxicos, como comprometimento da transmissdo sinaptica, disfungéo
mitocondrial, aumento do stress oxidativo e do stress do RE e disfuncéo das vias de depuracéo

(6), descritos com mais pormenor na tabela 4.

Alguns estudos mais recentes sugerem que 0s corpos de Lewy podem ndo ser
responsaveis pela patogénese da doenca de Parkinson e que as espécies toxicas de a-sinucleina
sdo os oligbmeros, precursores dos corpos de Lewy. Sugerindo que os corpos de Lewy se
formam como um mecanismo de protecdo, agindo como um reservatorio para oligémeros
toxicos (37).

Tabela 4 - Efeitos neurotoxicos da acumulacio de a-sinucleina.

Disfuncéo sinaptica Os oligémeros de a-sinucleina ligam-se preferencialmente ao
dominio N-terminal da sinaptobrevina-2, blogueando a
formacdo do complexo SNARE, e consequentemente a fusao

da vesicula sinaptica e a libertacdo de dopamina (38).

Disfungdo mitocondrial e | Embora os mecanismos moleculares deste fenébmeno néo
stress oxidativo sejam completamente compreendidos, pensa-se que 0S
oligbmeros de a-sinucleina possam aumentar a produgéo de
ROS, através da sua interacdo com os elementos da cadeia
transportadora de eletrbes, gerando um mecanismo de
feedback positivo em que a producdo de espécies reativas de
oxigenio e a agregagdo de a-sinucleina se exacerbam
mutuamente (35).

Os oligdbmeros de o-sinucleina podem também inibir a
importacdo de proteinas essenciais ao funcionamento

mitocondrial, através da ligacéo ao recetor TOM-20 (39).
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Além disso, a a-syn pode interferir na fusdo e fisséo da
membrana mitocondrial, resultando em fragmentacdo das
mitocéndrias, e pode inibir a mitofagia e a atividade do
complexo | e interromper o potencial da membrana

mitocondrial (1).

Stress do reticulo

endoplasmatico

A principal funcdo do RE € a sintese de lipidos e proteinas,
assim como a maturacdo proteica, através do folding e de
modificacBes pos-traducionais. Além disso, o RE funciona
como um reservatorio intracelular de célcio, que mantém um
ambiente oxidativo e uma concentracdo adequada de calcio
livre. Para além disto, 0 RE também deteta quando a sua
capacidade de folding esta afetada e ha um aumento de
proteinas misfolded, e ativa um sistema de reparacéo - system
of unfolded protein response (UPR) (35).

Quando se acumula no RE, a a-sinucleina, por um lado
interfere no folding proteico, e por outro aumenta o fluxo de
calcio para o citosol, ativando um mecanismo de feedback
positivo que aumenta a agregacdo de o-sinucleina e a
quantidade de ROS produzidas pela mitocondria ao tentar
repor 0s niveis de célcio citosolico.

Além disto, quando ha ativacdo da UPR, provocada por stress
no RE, hd também um consequente aumento da producao de
ROS (1).

Disfuncdo das vias

depuragéo

de

A sobreexpressdo de a-sinucleina interrompe a autofagia,
processo envolvido na degradacdo de organelos danificados,
microorganismos invasores e agregados proteicos. O
comprometimento dos processos autofagicos resulta numa
maior acumulagdo de a-sinucleina e na sua propagagédo de
forma prionica, potenciando ainda mais a sua toxicidade

celular ().
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6.1.3. Estratégias terapéuticas
6.1.3.1. Reducé&o da transmisséo entre células

Uma das possiveis estratégias para diminuir a patogeneicidade da o-sinucleina é
restringir a sua propagacao entre celulas. Um dos recetores mais relevantes para a transmisséo
célula-a-célula da a-sinucleina é o LAG3, cujo bloqueio através de anticorpos (C9B7W e

410C9) demonstrou reduzir a toxicidade dos agregados de a-sinucleina (1,40).

Outro estudo de Holmes et al., 2013 propds que os proteoglicanos de sulfato de heparano
possam mediar a captacdo endocitica de agregados de a-sinucleina pelo que a disrupcéo destes
proteoglicanos podera diminuir também a transmissdo desta proteina entre células (1,41). Os
proteoglicanos sdo glicoproteinas que contém uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos
sulfatados, que se encontram na superficie celular e na matriz extracelular de todas as células
animais. Os glicosaminoglicanos, em particular o sulfato de heparano, interagem com proteinas
amiloides através da interacdo entre os grupos carregados negativamente das suas cadeias com
0s aminoacidos carregados positivamente na proteina amiloide. Estas glicoproteinas sdo
responsaveis pela internalizagdo de a-sinucleina na forma de fibrilas amiloides em células

neuronais (42).

6.1.3.2. Reducdo dos niveis de a-sinucleina

Como ja referido, a sobreexpressao desta proteina tem efeitos neurotoxicos, sendo que
esta toxicidade pode ser proporcional aos seus niveis de sobreexpressdo em pacientes com
copias adicionais deste gene. Por esse motivo, silenciar o gene SNCA ou normalizar 0s seus
niveis de expressao tem sido uma estratégia muito explorada como uma possivel abordagem

terapéutica para a DP (6,43) .

No entanto, uma das limitacdes deste tipo de abordagem, é que devido a funcéo
fisiologica da a-sinucleina na transmisséo sinéptica, a reducdo dos seus niveis podera ter um
impacto negativo, contribuindo, no limite, para a neurodegeneragdo. Sendo por isso essencial,

a determinacdo do grau de reducéo necessario para que nao haja efeitos adversos (1).

Como exemplo destes efeitos, num estudo realizado em macacos da espécie
Chlorocebus sabaeus , a redugdo dos niveis de a-sinucleina, através da injecdo de ShRNA (short
hairpin RNA) direcionado a esta proteina, reproduziu o padrdo de degeneragdo neuronal
observado na DP (44).

Para tentar contornar este desafio, varios estudos foram efetuados, obtendo-se resultados

promissores quando se silencia apenas parcialmente o gene SNCA. Um grupo de investigadores
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estabeleceram um novo procedimento, utilizando siRNA (small interfering RNA), denominado
expression-control RNAI, que conferia um nivel moderado de silenciamento, reduzindo a
expressdo de RNA para niveis fisioldgicos. Este tipo de silenciamento foi eficiente a melhorar

0s sintomas motores num modelo de DP em Drosophila com o gene SNCA humano (45).

Outro estudo, com shRNA desenhado apenas para a parte do mRNA da alfa-sinucleina,
que demonstrou minima homologia com a ¢ a y-sinucleina, conseguiu uma reducdo de 35%
nos niveis de proteina e demonstrou resultados neuroprotetores num modelo de DP induzido

por rotenona (46).

Uma abordagem alternativa a interferir com o processo de traducdo, para reduzir os
niveis de a-sinucleina, é diminuir a transcricdo do gene SNCA. Um estudo de 2017 descobriu
que os agonistas do recetor adrenérgico 2 (B2AR), como o salbutamol, poderiam reduzir a
expressao deste gene, modulando a sua transcricao atraves da alteracdo da atividade da histona
desacetilase nas regides promotoras e potenciadoras do SNCA, e descobriram que essas
modificacdes tinham efeitos neuroprotetores em linhagens celulares derivadas de um paciente
portador da triplicacdo do gene SNCA e em modelos de DP em roedores. Consistentemente com
este resultado, a utilizacdo de salbutamol como terapéutica habitual, foi associado a um menor

risco de vir a desenvolver DP, tornado o recetor B2AR um potencial alvo terapéutico (47).

6.1.3.3. Inibicdo da agregacao
Dado que a toxicidade da a-sinucleina esta associada a sua agregacéo, a inibi¢do deste

fendmeno é também uma intervencéo terapéutica possivel (1).

Uma possivel abordagem € a utilizacdo de proteinas de choque térmico (Heat shock
proteins-HSP) que atuam como chaperones moleculares, ajudando as novas cadeias
polipeptidicas a fazerem o folding correto, contribuindo assim para prevenir fendmenos de

agregacao (1).

Outra possivel abordagem € a utilizacdo de pequenas moléculas, capazes de interagir
com a a-sinucleina, modificando a sua capacidade de se agregar, diminuindo a sua toxicidade.
Vaérias pequenas moléculas foram descobertas ou desenvolvidas para interagirem diretamente
com esta proteina, incluindo baicaleina, delfinidina, cloridrato de dopamina, galocatequina,
metiltioninio, NPT100-18, NPT200-11 e composto 576755 (Figura 2). Estas moléculas
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demonstraram fortes propriedades inibitérias da formagdo de oligbmeros toxicos de a-
sinucleina (1,48,49).

Figura 2 - Estruturas dos compostos baicaleina (A), delfinidina (B) e 576755 (49-51).

Os tweezers moleculares sdo moléculas que inibem interacGes importantes, ligando-se
a residuos de aminoacidos com carga positiva e interrompendo as interacdes hidrofébicas e
eletrostaticas. Um exemplo de tweezer molecular, é a molécula CLRO1 (Figura 3), que
demonstrou inibir o processo de agregacdo de a-sinucleina através da ligacdo a residuos de
lisina (6).

Figura 3 - Estrutura do composto CLRO1 (52).

O composto anlel38b (Figura 4), atualmente na primeira fase de ensaios clinicos
(Clinicaltrials.gov, NCT04208152), demonstrou inibir fortemente a formacdo de oligémeros
patologicos de a-sinucleina in vivo e in vitro, sem se ligar a sua forma monomérica. Este
composto diminuiu a acumulagdo de oligdbmeros, a degeneracdo neuronal e a progressao da
doenca em trés modelos de DP diferentes em ratos, com excelente biodisponibilidade e

penetracdo da BHE e sem toxicidade detetdvel em doses terapéuticas (53).
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Figura 4 - Estrutura do composto anle138b (48).

6.1.3.4. Imunizacéo

Vaérios estudos demonstraram que a imunizacao, tanto ativa como passiva, contra a a-

sinucleina tem efeitos neuroprotetores em alguns modelos de DP (1).

A imunizacdo passiva baseia-se na utilizacdo de anticorpos direcionados a determinada

regido da proteina, com o objetivo de reduzir a sua acumulacéo e propagacao. Varios anticorpos

direcionados as regides C-terminal e N-terminal da a-sinucleina demonstraram diminuir a sua

agregacao, com efeitos neuroprotetores (6). Na tabela 5 encontram-se descritos 0s anticorpos

em fase de ensaios clinicos.

Tabela 5 — Anticorpos direcionados a a-sinucleina em fase de ensaio clinicos.

Demonstrou ter grande especificidade
para as formas patologicas de a-
sinucleina e efeitos terapéuticos
benéficos em 3 modelos de DP em rato.

Na fase 1 de ensaios clinicos foi

Anticorpo Descricao Fase de ensaios | NCT
clinicos
LU AF82422 | Anticorpo IgG1 monoclonal | Fase 1 NCT03611569
humanizado direcionado a regido C-
terminal da a-sinucleina.
MEDI1341 Anticorpo monoclonal direcionado a | Fase 1 NCT04449484
regido C-terminal da a-sinucleina. NCT03272165
Bl1b054 Anticorpo monoclonal humanizado, | Fase 2 NCT03318523
direcionado para a regido N-terminal. NCTO0371657
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geralmente bem tolerado em doses até
90 mg / kg (54,55).
PRX002 Anticorpo monoclonal lgG1 | Fase 2 NCT03100149

humanizado, direcionado a regido C-

terminal. Demonstrou ser seguro e bem

tolerado em em todas as doses (56).

NCT — NUmero identificador do ensaio clinico em www.clinicaltrails.gov.

O grande peso molecular dos anticorpos pode ser um problema para a viabilidade do
seu potencial terapéutico na DP uma vez que a BHE impede a sua passagem para o SNC.
Portanto, uma interessante linha de pesquisa é a de anticorpos geneticamente manipulados,
intracorpos ou nanocorpos, que expressam as regifes de especificidade dos anticorpos,

separadas do anticorpo completo (1).

Em relagdo a imunizagdo ativa, em 2005 foi feito o primeiro estudo, em ratos, que
demonstrou que os anticorpos produzidos , apds imunizacdo eram capazes de diminuir a

acumulacdo de a-sinucleina nos neurdnios e a neurodegeneracdo (57).

Outros estudos tentaram imunizacdes ativas usando pequenos fragmentos peptidicos
sintéticos de a-sinucleina, denominados affitopes, que sdo capazes de provocar uma resposta
dos linfécitos B sem ativar os linfdcitos T. Os affitopes PD01 e PD03 demonstraram ser seguros
e bem tolerados em ensaios clinicos de fase 1 (1,6).

6.1.3.5. Aumento da clearance

A clearance de a-sinucleina é feita através de duas vias celulares: o sistema ubiquitina-
proteossoma (UPS) e a via autofagica lisossomal. A via UPS é responsavel pela degradacéo de
proteinas de vida curta, danificadas ou com um folding incorreto. Envolve a etapa de
ubiquitinacdo seguida de uma protedlise. A via autofagica lisossomal é responsavel pela
eliminacdo de agregados proteicos ou organelos danificados e inclui a autofagia néo seletiva e

a autofagia mediada por chaperones (6).

A inibicdo do sistema UPS mostrou aumentar a quantidade de agregados a-sinucleina
positivos para ubiquitina, confirmando a importancia da deficiéncia deste sistema na
acumulacdo de a-sinucleina. Varios compostos demonstraram ter atividade neuroprotetora, ao

aumentar a clearance de a-sinucleina atraves deste sistema, entre eles um extrato de planta de
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Rhodiola rosea L. chamado Salidroside, o composto T-006 e o composto PD163916, cujas
estruturas se encontram representadas na figura 5 (6).
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Figura 5 - Estruturas dos compostos salidroside (A), T-006 (B) e PD163916 (C) (58-60).

A autofagia mediada por chaperone envolve a translocacdo dos substratos diretamente
do citosol para o lisossoma, através da ligacdo de uma proteina de translocacao, a HSC70, ao
seu recetor LAMP-2A (lysosome-associated membrane protein type 2A) na membrana do
lisossoma. Um requisito essencial para que uma proteina seja substrato deste tipo de degradacéo
¢ a presenca de uma sequéncia de cinco aminoacidos Lys-Phe-Glu-Arg-GIn (motivo KFERQ),
gue € o caso da a-sinucleina. Ao contrario do chaperone HSC70, que muitas vezes estad em
excesso no citosol, os niveis de LAMP-2A na membrana lisossomal sdo limitantes para este
tipo de autofagia (61). Varias estratégias demonstraram ja resultados positivos na diminuigéo
dos niveis a-sinucleina, nomeadamente a sobreexpresséo do recetor LAMP-2A em neurdnios
de rato, a utilizacdo de derivados do acido retindico, que regulam positivamente a transcricdo
deste recetor e de Geniposide, um importante glicosideo iridéide extraido do
fruto da Gardenia jasminoides. Este Gltimo reverteu completamente os efeitos induzidos pelo
miR-21 e diminuiu os niveis de a-sinucleina num modelo de DP em ratos. O miR-21 é expresso
em niveis significativamente mais altos em cérebros de pacientes com DP, sendo que esta
sobreexpressdo demonstrou regular negativamente os niveis do recetor LAMP-2A (6,62).

Na autofagia ndo seletiva ou macroautofagia, o autofagossoma forma-se ao redor do
alvo e posteriormente funde-se com o lisossoma onde este é degradado. Esta via celular esta
associada a degradagdo de a-sinucleina na sua forma normal, na sua forma mutada e também
dos agregados desta proteina (6). O mTOR (mammalian target of rapamycin) regula
negativamente a macroautofagia. A rapamicina e os seus analogos, ao inibirem este recetor,
regulam positivamente este mecanismo de depuracdo. Esta classe de farmacos demonstrou ter
efeitos neuroprotetores, no entanto tém utilidade limitada uma vez que carecem de

especificidade, atuando noutras vias essenciais, nomeadamente na imunossupresséo, nao sendo
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por isso candidatos vidveis para o tratamento da DP, onde o tratamento a longo prazo seria
necessario (1).

A inducdo da macroautofagia através desta via também pode ser obtida atravées da
ativacdo da proteina AMPK (Proteina quinase ativada pela adenosina monofosfato), que inibe
diretamente a mTOR. O resveratrol, um polifenol encontrado na uva e no vinho tinto, ativa
esta proteina, e demonstrou aumentar a degradacdo de a-sinucleina e atenuar a

neurodegeneracao e os sintomas motores num modelo de DP em rato (6).

Outra estratégia para atingir a inibicdo de mTOR ¢ a utilizacdo de um modulador do
MPC, o transportador mitocondrial do piruvato, chamado MSDC-0160 para reduzir o transporte
de piruvato para a mitocéndria. Este composto causa alteracfes no metabolismo mitocondrial
que resultam na inibicio do mTOR e aumento da autofagia, resultando em efeitos
neuroprotetores em varios modelos de DP (63).

Por outro lado, a trealose € um dissacérido presente em muitos organismos que atua
através de uma via independente de mTOR, melhorando o processo de autofagia por meio do
aumento da biogénese lisossomal, levando também a uma clearance mais eficaz dos agregados
de a-sinucleina (64).

O nilotinib, um inibidor da tirosina cinase cAbl (Tyrosine kinase Abelson) de segunda
geracdo aprovado pela FDA para o tratamento da leucemia mieloide cronica, também foi
investigado como potencial intensificador da macroautofagia por meio de uma via independente
de mTOR. Este farmaco demonstrou ser seguro e bem tolerado em doses de 150mg e 300mg e
ser eficiente a melhorar 0 metabolismo dopaminérgico e reduzir os niveis de a-sinucleina no

fluido cefalorraquidiano com uma dose Unica de 200mg (6,65).

6.2. Leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK?2)
6.2.1. Caracterizacdo da LRRK2

LRRK2, também conhecido como Dardarina, € uma serina-treonina cinase de 280 kDa,
que pertence a familia de proteinas ROCO. As proteinas incluidas nesta familia apresentam
dois dominios enzimaticos distintos, mas funcionalmente relacionados: um dominio GTPase
(ROC) e um dominio cinase dependente de ATP, que estdo ligados por um dominio C-terminal
da sequéncia Roc (COR). Alem disso, LRRK2 apresenta varios dominios de interacdo com
proteinas, tais como: a regido de repeticdo armadillo (ARM), a regido de repeticdo ankrin-like
(ANK), a regido de repeticédo rica em leucina (LRR) e o dominio C-terminal WD40 (Figura 6)
(66).
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Figura 6 - Representacdo esquematica da estrutura da proteina LRRK2 com identificacdo das mutaces
associadas a DP (66).

O dominio cinase tem capacidade de autofosforilacdo na Ser1292 e de fosforilar um
conjunto de substratos, sendo as Rab GTPases o0s substratos mais relevantes. O segundo
dominio enzimatico tem atividade GTPase, sendo 0 ROC o dominio de ligacdo ao GTP, e 0
COR um regulador da atividade GTPase do ROC (67,68).

Estes dois dominios, embora independentes estdo funcionalmente relacionados, uma
vez que o dominio GTPase atua como regulador do dominio cinase. Além disso, a ligacdo ao
GTP é importante para manter a estabilidade estrutural e garantir a dimerizacdo correta da
proteina (9).

As proteinas Rab, principais substratos da LRRK2, sdo reguladoras da formacéo e
movimento das vesiculas ao longo das redes de actina e tubulina, e da fusdo de membranas,
processos fulcrais para a autofagia e funcionamento do lisossoma. Além disso, algumas destas
proteinas, como a Rab3A e Rab8A, substratos da LRRK2, promovem o trafego vesicular do
RE para o complexo de Golgi, atenuando a citotoxicidade associada aos agregados de o-
sinucleina (69).

A LRRK?2 interage com as proteinas 14-3-3 através do dominio LRR. A familia de
proteinas 14-3-3 compreende 7 proteinas, importantes para diversos processos celulares. Varias
mutacdes patogénicas reduzem a interacdo de LRRK2 com as proteinas 14-3-3, indicando a sua

importancia para a funcéo e toxicidade da LRRK2 (13).

Esta proteina é expressa maioritariamente em células imunitarias do rim e dos pulmdes
e parece estar envolvida em varios processos celulares, incluindo ligagdo aos microtubulos,

trafico vesicular, autofagia e mitofagia (12).

6.2.2. Papel da LRRK2 na fisiopatologia da doenca

Existem, pelo menos, 9 mutacbes missense patogénicas do gene LRRK2, bem como
outras mutacOes que parecem aumentar o risco de desenvolver DP. O aparecimento destas

mutacgdes varia muito entre as regides do mundo, sendo que em algumas regides, por exemplo
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da Africa do norte, chegam a causar cerca de 40% dos casos de DP, representando a maior
causa conhecida da doenca (68).

Na DP, a maioria das mutacdes esta presente no dominio cinase da proteina. A mutacéo
mais comum causa uma substituicdo de glicina por serina na posi¢do 2019 (G2019S), e causa
um aumento da sua atividade cinase responsavel pelo efeito patolégico (9).

Para além da G2019S também outras variantes patogénicas tém atividade cinase
aumentada e esta atividade também aparece aumentada em doentes com DP sem ligacdo
genética, sugerindo que a inibicdo desta possa ser uma terapéutica para ambos os tipos de
doenca (12).

Por outro lado, estudos em linhas celular e modelos em roedores demonstraram que 0s
niveis de proteina sdo mais importantes para a toxicidade neuronal que a atividade cinase. Isto
pode ser explicado pelo facto da LRRK2 poder atuar como proteina scaffold, aumentando as
interacOes entre outras proteinas. Uma vez que esta agdo € uma funcdo da estrutura da proteina
e ndo da sua atividade cinase, seria de esperar que niveis mais elevados de proteina, levassem
a mais interacOes proteicas. Trés das proteinas que interagem com a LRRK2 sédo a tau e duas
outras cinases: glicogénio sintase cinase -3 beta (GSK-3B) e a cinase dependente de ciclina 5
(cdk5). Estas interagcbes demostraram aumentar fortemente a formagédo de tau fosforilado
patogénico, que faz parte, em conjunto com a a-sinucleina dos corpos de Lewy, podendo ser

esta a causa do aumento da toxicidade (12).

A atividade da LRRK2 GTPase recebe menos atencdo do que a do dominio cinase, mas
0 numero de mutacOes patogénicas localizadas nos dominios Roc e COR indicam que a

atividade da LRRK2 GTPase ndo sera menos importante para a atividade desta proteina (68).

Embora o papel fisiologico desta proteina ndo esteja completamente esclarecido, varios
estudos identificaram uma serie de interagdes que podem ser responsaveis pelos efeitos
patologicos das variantes patogénicas da LRRK2. Por exemplo, algumas mutaces desta
proteina podem induzir a apoptose neuronal, aumentar a secre¢do de citocinas pro-
inflamatdrias, regular positivamente a expressdo de recetores apoptoticos e bloquear os

mecanismos de resposta ao stress (67).
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6.2.3. Estratégias terapéuticas

6.2.3.1. Inibicdo da atividade cinase

Com base nas evidéncias de que as mutacdes patogénicas mais comuns de LRRK2

aumentam a sua atividade cinase, a inibi¢éo desta atividade tornou-se numa das estratégias mais

promissoras para o tratamento da DP.

Os primeiros compostos que demonstraram inibir a atividade cinase da LRRK2, foram
K252A, inibidor VI da JAKS, estaurosporina, Su-11248 e Ro-31-8220. No entanto, a sua falta

de seletividade pode resultar em efeitos adversos e limitar suas aplicagdes clinicas. Por isso,

foram desenvolvidos inibidores seletivos desta atividade, descritos na tabela 6 (13).

Tabela 6 - Inibidores seletivos da atividade cinase da LRRK?2.

Inibidor

Estrutura

Descricéo

LRRK2-IN-1

Me
N7
|
HN/kNI
LOUA v
Ve lﬁ
SN

LvNue

N-°
vy

e

Foi o primeiro composto
desenvolvido com seletividade
para a LRRK2, suprime a sua
atividade cinase atraves da
desfosforilacdo das Ser910 e
Ser935. No entanto, este
composto ndo atravessa a BHE
(13).

HG-10-102-01

Primeiro inibidor seletivo da
LRRK2

capaz de inibir a fosforilagéo
de Ser910 e Ser935 no cérebro
de rato. A sua capacidade de
inibir a LRRK2 in vivo,
demonstra a sua capacidade de
atravessar a BHE(13).

GNE-7915

~0 H
f,k N.T’N.l
| |
U“ir' \T N.‘-;:', CF;]
NH

N_F
i

Inibidor seletivo da LRRK2,
com capacidade de atravessar a
BHE. Demonstrou aumentar a
libertacdo de dopamina e a

reciclagem  de  vesiculas
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sinapticas em ensaios pré-
clinicos (13,66).

GSK2578215A

Inibidor da LRRK2 altamente
seletivo que possui  boa
permeabilidade da BHE. Inibe
substancialmente a
fosforilacdo de Ser910 e
Ser935 da LRRK2 wild-type e

da mutagdo G2019S (70).

JH-11-127

Foi desenhado a partir do
GNE-7915 para
aumentar a afinidade para a
LRRK2. Inibe

substancialmente a

composto

fosforilacdo das Ser910 e
Ser935 do LRRK2 e da
mutacdo G2019S

a uma concentracao de 0,1-0,3
UM  em diversos tipos de
células e € capaz de inibir
fosforilagdo de Ser935 em
cérebro de rato  apds
administracdo oral de uma
dose de 30mg/kg (71).

PF-06447475

I=Z

CN

Inibidor altamente seletivo da
LRRK2, que penetra a BHE.
PF-06447475

blogueia a fosforilagdo da
Ser935 e reverte

a sinalizacdo apoptética em
modelos celulares de DP
induzidos  pela

(13,72)

rotenona
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MLi-2 P Inibidor potente e seletivo da
A Me 1 ‘N
Q\OJ\V/J\( LRRK2 com atividade no SNC
4 Me
N* N
\egg Nw'\" (13).
Me

DNL210 Estrutura ndo revelada Inibidor seletivo da LRRK2,
completou em dezembro de
2019, os ensaios clinicos de
fase Ib (NCT: 03710707), em
individuos com DP, com e sem
mutacdo LRRK2. Demonstrou
inibir a atividade cinase em
mais de 90% e atingir
concentragdes  significativas
no liquido cefalorraquidiano
(13,73).

DNL151 Estrutura ndo revelada Inibidor seletivo da LRRK2,

atualmente em fase de
recrutamento  para  ensaio
clinico de fase 1b
(NCT04056689). Os dados ja
divulgados  sugerem  uma

perspectiva promissora para

este composto (73).

A fosforilacdo da Ser910 e da Ser935 serve como medidor da poténcia de inibi¢do da
atividade cinase da LRRK2 uma vez que a fosforilacdo destes aminoacidos depende desta
atividade (71).

Varios estudos em modelos de roedores com deficiéncia em LRRK2 e primatas nao
humanos tratados com inibidores de LRRK2 revelaram potenciais preocupacdes com a
toxicidade no pulmé&o e no rim, resultante da perda da atividade cinase da LRRK2 que podera
estar associada a alteragdes na autofagia e no funcionamento de lisossoma. Por esse motivo, a
funcdo pulmonar e renal deverd ser altamente monitorizada nos ensaios clinicos destes

compostos (69).
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6.2.3.2. Inibicdo da ligacéo ao GTP

O dominio GTPase (ROCCor) da LRRK2 contém os aminoacidos 1335 a 1878,
representando cerca de 7% da proteina. As mutacdes neste dominio podem alterar a atividade
GTPase ou a ligacdo ao GTP (74).

A mutacdo K1347A, localizada no dominio ROC, inibe a ligacdo da LRRK2 ao GTP e
diminui a sua atividade cinase, sugerindo que o dominio GTPase € um possivel alvo para

intervencao terapéutica (74).

O composto FX2149 (Figura 7) reduziu a ligacdo de LRRK2 ao GTP e a sua atividades
cinase, diminuindo significativamente a degeneracdo neuronal induzida por mutacdes

patogénicas da proteina em culturas celulares (74).
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Figura 7 — Estrutura do composto FX2149 (74).

6.2.3.3. Inibigéo da dimerizagéo

A LRRK?2 existe nas células na sua forma monomérica e dimérica, sendo que as duas
espéecies tém diferentes propriedades e localizagcbes. A forma dimérica encontra-se
maioritariamente nas membranas intracelulares e tem atividade cinase aumentada, enquanto a

forma monomérica € predominantemente citosolica, com menor atividade cinase (68).

Por esse motivo, uma forma de inibir seletivamente a atividade cinase da LRRK2 & inibir
a sua dimerizacdo, através da utilizacdo de pequenos péptidos que interfiram com o folding
proteico ou a formacdo de dimeros. Esta estratégia ja foi utilizada anteriormente com sucesso,

para inibir o folding da protease HIV-1, para o tratamento da SIDA (67).

6.2.3.4. Bloqueio dos dominios de intera¢ao com proteinas

Como referido anteriormente, a LRRK2 tem alguns dominios de interacdo com
proteinas sem atividade catalitica. A delecdo da regido N-terminal do dominio LRR e do WD40
diminuiu a toxicidade neuronal de certas mutagdes patogénicas da LRRK2, incluindo da
G2019S, demonstrando que estes dominios podem ter impacto na citotoxicidade associada a
atividade cinase da LRRK2.

Neste sentido, uma possivel estratégia seria utilizar péptidos que blogueiem a interacéo

entre estes dominios e outras proteinas (67).
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6.2.3.5. mMRNA

A LRRK2 interfere na traducdo de mRNA dependente de CAP através da fosforilagao
da proteina 4E-BP (Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein). Esta proteina
limita a capacidade do fator de inicia¢do da traducdo eucariodtico 4E (elF4E) de se ligar ao
fator de iniciacdo eucariotica 4G1 (elF4G1), impedindo a formacao do complexo elFAG1-
elF4E, necessario a iniciacdo da traducdo. A ligacdo da 4E-BP ao elF4E € regulada por
fosforilagéo. A hipofosforilagéo de 4E-BP aumenta a sua afinidade para o elF4E, enquanto a
hiperfosforilacdo de 4E-BP leva a sua dissociacdo de elF4E, regulando positivamente a
traducdo. Por isso, a hiperfosforilacdo do 4E-BP pelas formas patogénicas de LRRK2, leva a

um aumento da tradugéo (9).

Um possivel método para normalizar a desregulacdo da traducdo causada pela
hiperfosforilacdo 4E-BP é evitar a formacdo do complexo 4E-BP-elF4E de modo que a traducgéo
ndo possa ser iniciada. O 4EGI-1 é um inibidor da sintese proteica, que interfere com a ligacdo
do 4E-BP ao elF4E, que demonstrou recuperar parcialmente os sintomas motores e a perda de

neurdnios dopaminérgicos em modelos de DP em moscas (75).

Para além disto, a LRRK2 é também responsavel pela fosforilagcdo da proteina s15,
localizada na subunidade 40S do ribossoma, levando a um aumento na traducdo de mRNA,
tanto dependente como independente de CAP. A fosforilacdo da s15 encontra-se aumentada nas
mutacdes G2019S e 12020T, sendo que pode ser inibida pela anisomicina (Figura 8) durante a
etapa de alongamento. A administragdo de anisomicina demonstrou impedir a

neurodegeneracdo em modelos de DP, em moscas com a muta¢do G2019S (75).

Figura 8 - Estrutura da anisomicina (76).
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Figura 9 - Representacdo esquematica da traducédo eucariética dependente e independente de CAP e locais

de acdo dos inibidores da sintese proteica, anisomicina e 4EGI-1. Adaptado de (75).

6.3. Parkin e PINK1

Mutacdes dos genes que codificam para as proteinas PINK1 e parkin sdo a causa
reconhecidas de aproximadamente 13% da DP autossémica recessiva com inicio dos sintomas
antes dos 45 anos de idade. Estudos genéticos e bioquimicos revelaram que as proteinas PINK1
e parkin funcionam em conjunto no “controlo de qualidade” mitocondrial, na regulacdo de

processos de imunidade inata e adquirida e noutras fungdes mitocondriais (8).

Normalmente, a DP autossomica recessiva ligada a mutagdes na parkin e PINK1 tem
um inicio precoce da doenca, progressdo mais lenta e uma resposta notavel a levodopa.
Patologicamente, essas formas de DP sdo caracterizadas pela perda de células no SN com

resultados contraditorios sobre a presenca de corpos de Lewy (77).

6.3.1. Caracterizagdo da Parkin e PINK1

O PARK2, que codifica a proteina parkin, foi o primeiro gene associado a DP
autossomica recessiva. A parkin € uma proteina com 465 aminoacidos, que contem um dominio
ubiquitina (Ubl) no terminal N e quatro dominios RING-like (RINGO, RINGL, IBR e RING2)
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(Figura 10). Tem um dominio de ligacdo, com 60 aminoacidos a seguir ao dominio Ubl e uma
regido conservada chamada REP entre os dominios IBR e RING2. RING1, IBR e RING2 em
conjunto formam o modulo RING-in-between-RING (RBR). Ha um sitio de ligacdo E2 e a
Cys431 situado nos dominios RING1 e RING2, respetivamente, que desempenham papéis

essenciais na sua ativacao (78,79).

Esta proteina € uma ubiquitina ligase E3, o que significa que catalisa a transferéncia de
ubiquitina, uma pequena proteina de 76 aminoacidos de uma enzima E2 de conjugacdo para o
substrato. Substratos ubiquitinados, sofrem depois diferentes destinos consoante o local e o tipo
de ubiquitinagdo (78).

RBR
| A
1 76 141 225 327 378 410 465
! - -
E2 binding site P-Ser65-Ub
P-Ser65 binding site Cys431

Figura 10 - Estrutura da parkin (79).

O gene PARKS6, que codifica a proteina PINK1 estd também associado a formas
autossomicas recessivas da DP. A PINK1 é uma proteina de 581 aminoacidos, com um dominio
N-terminal de direcionamento mitocondrial, uma hélice transmembranar, um dominio cinase e
um dominio C-terminal de funcdo desconhecida. Esta proteina tem um papel essencial na
manutencdo da morfologia e homeostase mitocondrial e é necessério para o recrutamento da

parkin para a mitocéndria (78).

Um crescente numero de estudos evidenciam o papel crucial da parkin e da PINK1 no
funcionamento mitocondrial. Os primeiros estudos feitos neste sentido, foram numa espécie de
Drosophila, e demonstraram que a perda de parkin ou de PINK1 causa diversas anormalidades
mitocondriais, e resulta numa esperanca de vida reduzida e na degeneracdo de certos musculos

e neuronios dopaminérgicos (79-81).

6.3.2. Papel da Parkin e da PINK1 na fisiopatologia da doenga

A teoria aceite atualmente sugere que em mitocondrias funcionais, a PINK1 é importada
para as mitocbndrias e subsequentemente degradada pela protease PARL (presenilins-
associated rhomboid-like protein). No entanto, em resposta a danos na mitocéndria e a sua
despolarizacdo, a PINK1 deixa de ser clivada pela PARL e acumula-se na membrana
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mitocondrial externa onde fosforila a ubiquitina na Ser65. A ubiquitina fosforilada, por sua vez,
recruta a parkin para a membrana externa da mitocondria, onde esta é fosforilada pela PINK1,
levando a sua ativacdo total. Seguidamente, a parkin ubiquitina-se a ela propria e a véarias outras
proteinas mitocondriais. Este procedimento marca a mitocondria danificada para a degradacéo

pelo lisossoma, processo denominado de mitofagia (8,77).

Mutacges associadas a DP na PINK1 e na parkin diminuem este processo, resultando
na acumulacdo de mitocondrias danificadas e morte celular. Por outro lado, 0 aumento da

expressdo dessas proteinas é neuroprotetor em varios modelos pré-clinicos de DP (8).

6.3.3. Estratégias terapéuticas
6.3.3.1. Ativagdo da PINK1

Quando hé& despolarizacdo da membrana externa mitocondrial, 0 primeiro passo para a
ativacdo da PINK1 é a sua autofosforilacdo. Pelo menos trés locais de autofosforilacdo foram
confirmados para a PINK1, Thr257, Ser228 e Ser402, sendo que os dois ultimos influenciam a

subsequente fosforilagdo da ubiquitina e ativacdo da parkin (77).

Uma possivel estratégia para a ativacdo da PINK1 seria aumentar a sua autofosforilacéo
através da utilizacdo de moduladores alostéricos, no entanto a PINK1 ndo possui ainda sitios

de ligagdo alostéricos conhecidos (77,82).

Uma segunda abordagem para aumentar a atividade da PINKZ1 in vitro € utilizando um
neo-substrato, analogo do ATP, trifosfato de cinetina (KTP). A PINK1 aceita este substrato
com maior eficiéncia catalitica do que o seu substrato enddgeno, ATP, resultando em aumentos
biologicamente significativos na atividade de PINK1, com consequente aumento do

recrutamento da parkin e niveis mais baixos de apoptose (82).

6.3.3.2. Ativacdo da Parkin
Foram identificadas mais de cem mutagdes diferentes da parkin associadas a DP. Estas

mutacdes sdo distribuidas em todos os cinco dominios e também nas interfaces entre eles e em
regides de ligacdo, levando sempre & perda de funcdo. Sugerindo que a integridade estrutural

de todos os dominios € importante na patogenese da DP (Figura 11) (83).
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Arg'™> Cys Cys*> Arg

Figura 11 - Mutacdes da parkin associadas a DP (77).

Sob condig¢Bes normais, a parkin adota conformagdes de autoinibicdo através de trés
mecanismos diferentes: o anel RINGO oclui parcialmente a Cys431 catalitica, a regido REP
juntamente com o dominio Ubl blogueiam o sitio de ligacdo da E2 no RINGL1 ou a distancia
entre a Cys431 no RING2 e o sitio de ligacdo E2 é superior a necessaria para permitir a

transferéncia da ubiquitina (77).

Existem dois modelos para explicar como se processa a transferéncia de ubiquitina entre
a parkin fosforilada na sua conformacdo autoinibida e a enzima de conjugacao E2. O modelo 1
defende que se ddo mudancas conformacionais da parkin que permitem a exposicéo da Cys431
e a ligacdo da ubiquitina ao sitio de ligacdo E2. O modelo 2 envolve a cooperacéo da parkin

fosforilada com um complexo parkin-E2-ubiquitina para que se dé esta transferéncia (83).

Perceber melhor o mecanismo de ativacdo da parkin é essencial para desenvolver
moléculas que interrompam o0s mecanismos autoinibitérios e estimulem a sua atividade
catalitica (77).

6.3.3.3. Inibigdo da USP30

As desubiquitinases (DUBs) revertem as modificacdes efetuadas pela parkin nas
proteinas mitocondriais, sendo por isso importantes reguladores da mitofagia. A USP30
(Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 30) é entre as DUBs a mais conhecida, uma vez que
esta ligada a membrana externa mitocondrial e partilha com a parkin a preferéncia por cadeias
ligadas a Lys6 (84). Estudos realizados em Drosophila, revelaram que o silenciamento da
USP30 aumenta os niveis de dopamina e melhora a fungcdo motora e a sobrevivéncia. Por esse
motivo, a inibicdo desta enzima tem sido também proposta como opgdo terapéutica para

restabelecer o equilibrio entre a ubiquitinacdo e a desubiquitinagdo mitocondrial na DP (85).

O composto MF-094 (Figura 12) é um exemplo de um inibidor potente e seletivo da
USP30 e demonstrou aumentar a ubiquitinagdo de proteinas e aumentar o processo de mitofagia
(86).
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Figura 12 — Estrutura do composto MF-094. R1 = grupo ciclohexil (86).

7. Conclusao

A doenca de Parkinson é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum, com uma
prevaléncia de cerca de 7 a 10 milhdes de pessoas a escala mundial. Esta doenca afeta
significativamente a qualidade de vida dos doentes e das pessoas que 0s rodeiam, e a sua
prevaléncia tende a aumentar, em concordancia com o aumento da esperanca média de vida.
Apesar dos constantes avancgos cientificos ao nivel do conhecimento desta complexa doenca,
ndo existem ainda opcdes terapéuticas capazes de impedir 0 seu aparecimento ou abrandar a
sua progressao e os farmacos disponiveis no mercado tornam-se ineficazes a medida que a

doenca progride.

Ao longo dos ultimos anos, tém sido feitos grandes avancos no conhecimento da
fisiopatologia desta doenca e na descoberta de novas moléculas aptas para modelar o curso
natural da doenga de Parkinson. A a-sinucleina, a LRRK2, a parkin e a PINK1, abordadas nesta
monografia, sdo proteinas de grande interesse neste ambito devido a sua relevancia na
fisiopatologia desta doenca e, também, gracas a diversidade de estratégias terapéuticas que tém

sido estudadas, tendo como alvo estas proteinas.

A a-sinucleina é a proteina mais bem estudada, das trés aqui abordadas. A sua toxicidade
é resultado da sua acumulacéo e agregacdo pelo que as abordagens terapéuticas para esta
proteina incluem reduzir a sua transmissao entre células, os seus niveis de expressao ou a sua
agregacdo. A imunizacdo, tanto ativa como passiva, tem sido também bastante investigada

como forma de diminuir a agregacao e propagacéo desta proteina.

Os mecanismos de patogenicidade da LRRK2 na DP ndo se encontram ainda

completamente desvendados, no entanto a sua atividade cinase estd aumentada em varias
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mutacdes desta proteina e em formas ndo genéticas da DP, pelo que a inibi¢do desta atividade
se torna uma das estratégias mais promissoras para o tratamento da DP. Foram desenvolvidos
varios inibidores da atividade cinase da LRRK2, cada um com melhor poténcia, seletividade e
penetrabilidade cerebral, do que aquele que o antecedeu, estando alguns em fase de ensaios

clinicos.

A parkin e a PINK1 estdo associadas a formas autossomicas recessivas da DP. Mutacdes
nos genes que codificam estas proteinas diminuem o processo de mitofagia, resultando na morte
celular. As estratégias terapéuticas atualmente em estudo para reverter o efeito destas mutacdes
incluem aumentar a ativacdo da PINK1 e da parkin e inibir a atividade das DUBSs, que séo

importantes enzimas para a regulacdo da mitofagia.

Atualmente sdo imensas as moléculas a serem investigadas, com resultados promissores
na inibi¢do da neurodegeneracdo e melhorias significativas dos sintomas motores associados a
DP, incluindo varios compostos ja em fase de ensaios clinicos, como o anle138b, os anticorpos
LU AF82422, MEDI1341, Biib054 e PRX002, direcionados a a-sinucleina e os inibidores da
atividade cinase da LRRK2, DNL210 e DNL151. O nimero de compostos em fase de ensaios
clinicos ir4, naturalmente, aumentar nos préximos anos como resultado das multiplas linhas de

investigacdo em curso.

Em suma, apesar de ainda ser necessaria uma vasta investigacao para compreender por
completo os mecanismos fisiopatoldgicos da DP, o futuro do tratamento desta doenca nunca foi

tdo promissor como nos dias de hoje.
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