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Resumo

A Doenga de Parkinson (DP) é uma das doengas neurodegenerativas mais frequentes em
todo o mundo. No entanto, ha ainda muitas questoes sem resposta sobre qual a sua
verdadeira etiologia e quais os mecanismos patoldgicos subjacentes a doenca. Sabe-se que a
disfungao mitocondrial desempenha um papel fulcral na patogénese da DP. Esta disfungao
leva a producio de espécies reactivas de oxigénio que provocam stress oxidativo e
subsequentes danos nos lipidos, proteinas e DNA. Assim, um aumento da producao de
espécies reactivas de oxigénio e os danos oxidativos sdao inerentes ao aparecimento e
progressao da DP.

O factor de transcrigao Nrf2 (nuclear factor E2-related factor2) tem sido estudado como
uma opgao para contrariar a disfungao mitocondrial e manter o balango redox. Nrf2 activa o
elemento de resposta antioxidante (ARE) na regido promotora de genes alvo e sao
transcritos uma bateria de genes antioxidantes e anti-inflamatorios e varios factores de
transcricio envolvidos na dindmica da mitocondria. E também demonstrado a
neuroprotecgao dos neurdnios dopaminérgicos da substancia nigra pela activagao da via

Nrf2/ARE.

Abstract

Parkinson’s disease (PD) is one of the most frequent neurodegenerative disorders in the
world. However, there are still a lot of unanswered questions about its real etiology and
what are the pathological mechanisms underlying disease. It's known that mitochondrial
dysfunction play a cardinal role in the pathogenesis of PD. This dysfunction leads to
production of reactive oxygen species (ROS) that cause oxidative stress and subsequent
damages to lipids, proteins and DNA. Thus, the ROS production and oxidative damages are
inherent in the onset and progression of PD.

The transcription factor Nrf2 (factor nuclear factor E2-realted factor2) has been studied
as an option to counteract mitochondrial dysfunction and to maintain the redox balance.
Nrf2 activates the antioxidant response element (ARE) in the promoter region of its target
genes and a battery of antioxidants and anti-inflammatory genes and transcription factors
involved in mitochondrial dynamic are transcribed.

It’'s also demonstrated the neuroprotection of nigral dopaminergic neurons by the

activation of Nrf2/ARE pathway.



| Introducao:

A doenga de Parkinson é uma doenca neurodegenerativa progressiva e incuravel que
afecta sobretudo o movimento. E uma das doencas neurodegenerativas mais frequentes no
mundo, seguida da doenga de Alzheimer. Clinicamente, consiste num conjunto de défices
motores que englobam bradicinesia, instabilidade postural, rigidez e tremor em repouso.
Sintomas nao motores sao verificados na maioria dos doentes, que apresentam disturbios
cognitivos e executivos, bem como depressao.

A DP é caracterizada pela perda de neuronios dopaminérgicos da substancia nigra pars
compacta (SNpc) no mesaencéfalo e pela presenca de incluses citoplasmaticas designadas
de Corpos de Lewy, constituidos essencialmente por a-sinucleina. Estes estao associados aos
sintomas nao motores caracteristicos da doenca.

A morte dos neuronios dopaminérgicos da SNpc leva a deficiéncia do neurotransmissor
dopamina no estriado e consequente desregulagao dos circuitos dos nicleos da base,
responsaveis pela fungao motora.

A etiologia da doenga permanece ainda uma incognita na maioria das situagoes. Pode ter
origem em factores ambientais ou uma origem genética, por mutagoes nos principais genes
envolvidos na DP. Sabe-se, no entanto, que a idade é o principal factor de risco associado.
Este desconhecimento levou a uma procura de respostas.

O stresse oxidativo provocado pela disfungdo mitocondrial, a agregacao proteica
aberrante e alteragoes nas vias autofagicas estao envolvidos na progressio da doenga. A
componente mitocondrial desempenha um papel fulcral no normal funcionamento neuronal
e a sua desregulagao leva ao aparecimento dos sintomas tipicos.

O Nuclear Factor Erythroid 2 (NF-E2)-Related Trasnscription Factor (Nrf2) tem sido estudado
como uma opgao para contrariar a neurodegenereagao provocada pelo stress oxidativo.
Localiza-se no nucleo e esta ligado a um repressor. Apos ser activado, liberta-se do seu
repressor e transloca-se para o nucleo onde se liga ao ARE (Antioxidante Response Element)
na regiao promotora dos genes alvo. O resultado é a expressao de genes citoprotectores
incluindo anti-oxidantes, mediadores das respostas inflamatorias e factores de transcrigao
envolvidos na dinamica da mitocondria.

Assim, a activagcao da via Nrf2/ARE por indutores exdgenos pode ser um futuro alvo
terapéutico promissor que contraria a disfungdo mitocondrial e, consequentemente, a

doenga de Parkinson.



2 Doenca de Parkinson
2.1 Conceito

A DP foi descrita pela primeira vez por James Parkinson numa monografia intitulada como
“An Essay on the Shaking Palsy” em 1817. Nela o autor descreveu um conjunto de sintomas
comuns a 6 pacientes - “movimentos trémulos involuntarios, com pouca forca muscular e
tendéncia para dobrar o tronco para a frente e passar de uma caminhada lenta para um passo
mais acelerado” - para os quais, a época, ainda nao havia explicagao. Mais tarde, Jean Martin
Charcot (o “pai da neurologia”) identificou as caracteristicas clinicas principais desse
disturbio e deu-lhe o nome de Doenga de Parkinson, como reconhecimento da descricao

feita pelo boticario londrino (Goetz, 2011).

2.2 Quadro Clinico

Actualmente € considerada como wuma doenga neuroldgica, progressiva e
incuravel,(Tufekci et al, 201 1) cuja etiologia pode ser genética ou ambiental. A DP é uma
doenga que afecta essencialmente os circuitos dos nucleos da base e, por isso, a principal
consequéncia € alteragao nas fungoes motoras. Sao também afectadas as fungoes cognitivas e
comportamentais.

Caracteriza-se fundamentalmente por degeneragao dos neurdnios dopaminérgicos da
substancia nigra pars compacta (SNc) no mesencéfalo, afectando um dos principais circuitos
neuronais que passam pelos nicleos da base, o chamado nigroestriado.(Messing, 2007)

A dopamina, principal neurotransmissor afectado, é sintetizada pelos neurdnios da
substancia nigra pars compacta, cujos axonios se projectam para o corpo estriado
(caudado+putamen). Este neurotransmissor tem um efeito naturalmente inibitorio sobre os
neurdnios gabaérgicos do estriado, ou seja, a dopamina inibe o efeito do neurotransmissor
acido-gama-aminombutirico (GABA). A neurodegeneragao dopaminérgica leva, por um lado
a uma perda deste efeito inibitorio, e por outro potencia o efeito dos neurdnios colinérgicos
(acetilcolina, ACh) sobre o GABA. O efeito final € um aumento da actividade gabaérgica e
escassez de movimentos (Messing, 2007).

Além da neurodegeneragao dopaminérgica, a DP caracteriza-se também pela presenca de
agregados proteicos conhecidos como Corpos de Lewy(Tufekci et al, 2011). Estes sao
inclusoes intracitoplasmaticas presentes no SNC (tronco cerebral, nicleos da base, espinal-
medula), que tém entre 5 a 25 pym de diametro, formados principalmente por agregados
oligoméricos soltveis de uma proteina denominada como a-sinucleina. Além deste, os

Corpos de Lewy contém também parquina, ubiquitina, e neurofilamentos.



Estas agregacoes proteicas podem ser promovidas por mutagoes no gene da proteina a-
sinucleina (formas autossémicas dominantes de Parkinson) ou por polimorfismo da mesma
(forma idiopatica). Podem ser toxicas para a célula, quer por mecanismos intra ou
extracelulares.

Ao nivel citoplasmatico, algumas espécies oligoméricas desta proteina suprimem o
sistema de ubiquitinizagao, a via autofagica lisossomal e as chaperonas, levando a morte
celular por desequilibrio da homeostase proteica. A nivel extracelular podem formar um
poro na membrana celular, levando ao aumento do influxo de cdlcio, com consequente
activacao de caspases e morte neuronal (Kalia et al., 2014).

Apesar de serem frequentemente apontados como uma caracteristica pré-sintomatica de
DP, os Corpos de Lewy , nao sao necessariamente um sinal de perda neuronal. Autopsias
feitas a individuos de idade avangada, mostraram a presenca de Corpos de Lewy sem
caracteristicas clinicas de DP ou outra doenga neurodegenerativas. Isto significa que os

Corpos de Lewy nao sao, por si s6, indicativos da doenga (Kalia et al., 2014).

2.3 Diagnéstico

Devido a falta de biomarcadores e achados imagiolégicos especificos da DP, o diagnostico
€ baseado em critérios clinicos. Tremor em repouso, bradicinesia e rigidez muscular sao,
normalmente, os sintomas principais associados a DP. Aliado a observagao desses sintomas
exclui-se outros danos neurologicos e historial de farmacos, exposicao a agentes toxicos ou
episodios anteriores que possam, eventualmente provocar os mesmos sintomas.

InUmeros investigadores criaram escalas de avaliagao das varias fases da doencga, baseadas
em sinais clinicos visiveis. A Escala Estagios de Incapacidade de Hoehn e Yahr foi o primeiro
conjunto de critérios a ser estabelecido para comparar grupos de doentes e indicar o seu
estado geral de forma rapida e pratica. Permite avaliar a gravidade da doenca e classifica o
individuo quanto ao nivel de incapacidade. Foi criada em 1967 com 6 niveis, sendo que o
nivel 0 exclui qualquer hipétese de DP e o nivel 5 aplica-se a doentes acamados ou em
cadeira de rodas. Foi revista mais tarde, acrescentado dois estadios intermédios a escala
original (Jankovic, 2008).

Uma das escalas mais estabelecidas para avaliar a incapacidade e progressao da DP é a
UPDRS (Unified Parkinson’s Disease Rating Scale) criada pela MDS (Movement Disorder Society).
Esta constroi-se baseada num inquérito preenchido pelo doente composto por 4 partes: |)

Sintomas nao motores na vida diaria; Il) Sintomas motores na vida diaria; Ill) Exame motor e



IV) Complicagoes Motoras. Cada uma das perguntas tem quatro niveis de resposta, da

menor a maior gravidade (Movement Society Disorder, 2008).

2.4 Sintomatologia

A desregulagao dos circuitos dos nilcleos da base, que regulam a iniciagao, a amplitude e a
velocidade dos movimentos, causam distirbios dos mesmos e precipitam uma série de
sintomas motores, como bradicinesia, rigidez muscular e tremor. Ja os sintomas nao
motores, como manifestacoes cognitivas e psiquiatricas sao, normalmente associados as

deposigoes dos Corpos de Lewy.

24.1 Sintomas motores:

o Bradicinesia: caracteriza-se por uma acentuada lentidio dos movimentos e é um
dos principais sintomas da DP. Esta intimamente relacionada com uma disfungao ao nivel dos
ganglios basais e verifica-se por uma dificuldade em planear, iniciar e executar movimentos
ou acgoes sequenciais ou simultaneas. A manifestagao inicial comega em movimentos didrios
que requerem um controlo motor fino como abotoar uma camisa ou usar pequenos
utensilios. Outras manifestacdes incluem a perda de movimentos espontineos, de
gesticulagao, pestanejar menos frequente e a falta de coordenagao do movimento dos bragos
com o andar. Apesar de nao se saber exactamente qual a fisiopatologia da bradicinesia, sabe-
se que é proporcional a perda de dopamina. Os doentes com bradicinesia sao incapazes de
estimular os musculos apropriados de forma iniciar e manter os movimentos (Jankovic,
2008).

o Rigidez muscular: aumento do tonus muscular em descanso, aumento da
resisténcia ao estiramento. Estao envolvidos os musculos flexores e extensores, embora
sejam os flexores os mais afectados numa fase inicial da doenga. A rigidez pode estar
associada a dor; a dor no ombro é uma manifestagao inicial frequente da DP e que,
normalmente, é subdiagnosticada como artitrite ou bursite (Jankovic, 2008).

o Tremor em repouso: é um dos sintomas mais frequentes e facilmente
reconhecidos na DP. E unilateral, com uma frequéncia de 4-6 Hz em descanso. Na fase inicial
da doenga, acontece apenas nas maos, dando origem ao classico tremor “pill-rolling”.
Posteriormente pode estende-se para as pernas e labios; os musculos axiais raramente sao

afectados. Por norma, o tremor em repouso desaparece durante uma acgao e durante o

sono (Jankovic, 2008).



2.4.2 Sintomas nao-motores:

Por tras dos sintomas motores tipicos que caracterizam a DP, existe um largo espectro
de sintomas nao-motores desde uma fase precoce da doenga, até fases mais avancadas e que
sao, muitas vezes limitativos da sua qualidade de vida. Os sintomas motores desempenham
um papel predominante e quase exclusivo na altura do diagnéstico e do tratamento, sendo a
componente nao motora desvalorizada e, muitas vezes, nao tratada. Calcula-se que cerca de
98% dos doentes tém sintomas nao-motores.

Dada a sua importancia na qualidade de vida dos doentes, é importante reconhecer estes
sinais na altura da entrevista ao doente através, por exemplo, de um questionario de
sintomas nao motores, internacionalmente reconhecido e validado (Maass and Reichmann,
2013).

o Disfuncao executiva: relaciona-se com a dificuldade no planeamento estratégico
e resolucio de problemas, dificuldades de concentragao, e incapacidade de controlo de
certos comportamentos (iniciar, executar, monitorizar ou suprimir uma sequéncia de
acgoes). Estes sinais sao visiveis durante a realizagao de testes de fungao executiva que
avaliam a capacidade de planeamento e execugao de determinadas acgoes ou a supressao de
determinados comportamentos habituais face a uma situagao especifica, comparativamente a
controlos (pessoas sem doencga) (Rodriguez-Oroz et al., 2009).

o Disturbios do sono: presentes em cerca de 60 a 90% dos doentes, os disturbios
do sono mais frequentes sao insonias (inicial e tardia), sindrome das pernas inquietas, apneia
do sono e nicturia. Podem surgir também pesadelos durante a fase REM do sono (Maass and
Reichmann, 2013).

o Disturbios Psiquiatricos: em pacientes nao tratados, a depressao (37%), apatia
(27%), distarbios do sono (18%) e ansiedade (17%) sao os sintomas neuropsiquatricos mais
comuns. A depressao ocorre em cerca de 40-50% dos doentes ao longo do curso da
doenga, mas é comummente subdiagnosticado. (Rodriguez-Oroz et al.,, 2009) Esta associada
a uma progressao rapida dos sintomas motores e aumento da mortalidade. Estao descritos
alguns factores de risco para o desenvolvimento da depressao na DP como a gravidade dos
disturbios executivos, sexo feminino, primeiros sintomas e diagndstico antes dos 40 anos.
Os sintomas depressivos sao reconhecidos durante todas as fases da doenca (Goetz, 201 1).

A apatia é falta de motivagao e interesse nas actividades em geral. Pode coexistir com
depressao ou deméncia ou ocorrer isoladamente como manifestacio major. Ansiedade

generalizada, ataques de panico ou determinadas fobias sao também frequentes; nervosismo,



irritabilidade, pensamentos catastréficos, palpitagoes e hiperventilagio fazem parte do
quadro psiquiatrico.

e Outros: hiposmia (perda de neurdnios dopaminérgicos no bolbo olfactivo)
(Jankovic, 2008), discurso lento e monotono em fases mais tardias, ligeiro arrastar de pé

(Rodriguez-Oroz et al.,, 2009), salivacao excessiva (Goetz, 201 I).

2.5 Epidemiologia

A DP é o distirbio do movimento mais comum em todo o mundo e a segunda doenga
neurodegenerativa mais frequente a seguir a Doenca da Alzheimer. E estimado que 6,3
milhoes de pessoas em todo o mundo sofram de DP. Na Europa os valores apontam para
[,2 milhdes de pessoas.(European Parkinson’s Disease Association, [s.d.]) A maioria das
pessoas desenvolve a doenga aos 60 anos de idade numa forma idiopatica. No entanto, ha
uma pequena parte da populagao em que € diagnosticada a doenga em idades mais precoces,
normalmente por causas genéticas.

A distribuicao global da doenga nao é uniforme. Isto pode ser explicado por fraco acesso
aos cuidados de salde (subdiagndstico da doenga), factores genéticos e ambientais e
diferentes metodologias de estudo epidemiologico. Assim, o maior nimero de casos €
reportado aos caucasianos na Europa e Norte da América; um numero intermédio é
observado na Asia e a menor taxa é da raca negra. A DP acomete maioritariamente
individuos do sexo masculino (World Health Organization, 2006).

O primeiro estudo nacional de avaliagao da prevaléncia da doenga foi realizado em 2013
pela Associagao Portuguesa de Doentes de Parkinson, em colaboragao com o Ministério da
Sadde. O questionario, aplicado a uma amostra de 5 042 individuos com 50 anos ou mais,
revela que existem cerca de |3 mil pessoas com DP em Portugal (Estudo inédito revela que

existem |3 mil doentes de Parkinson em Portugal, 2014).

2.6 Etiologia

A etiologia da Doenga de Parkinson tem sido um dos principais focos da neurociéncia nas
ultimas décadas. Sabe-se hoje que, tanto factores genéticos, como ambientais, contribuem
para os primeiros sinais da doenga. No entanto, a idade é apontada como o principal factor
de risco: a degeneragao dos neuronios dopaminérgicos é acompanhada de processos
celulares e bioquimicos mais lentos e, por isso, os mecanismos de reparagao sao cada vez

menos eficazes com o passar da idade (Schapira and Jenner, 201 I).



Factores que diminuem o risco de desenvolver a doenga também podem ser boas “pistas”
para concluir acerca da sua etiologia. Sabe-se, por exemplo, que fumadores e consumidores
de café tém uma probabilidade significativamente menor de desenvolver DP relativamente
aos nao consumidores. O efeito neuroprotector nao se deve a cafeina ou a nicotina por si
sO, mas a compostos do café e do tabaco, nao se sabendo exactamente o mecanismo de
acgao (Trinh et al., 2010).

Cerca de 90-95% dos casos diagnosticados com DP sao idiopaticos(Hwang, 2013) e
podem ser bastantes os factores de risco associados, desde o uso ocupacional de herbicidas
(ex: paraquato) ou pesticidas (ex: rotenona) ao uso de solventes organicos, toxinas ou
mesmo infecgoes virais ou bacterianas (Schapira and Jenner, 201 I).

De entre as principais neurotoxinas mencionadas na patogenia da DP falamos da |-metil-
4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP). A MPTP é um subproduto da sintese de um
derivado opidide sintético da meperidina. O uso ilicito de preparagoes opiodides
contaminadas por MPTP na década de 1980 causou varios casos de parkinsonismo (sintomas
tipicos da DP, mas sem diagnostico confirmado)(Messing, 2007).

Os restantes 5-10% dos casos sao chamados “formas familiares” de DP causadas por
varios tipos de mutagoes em genes envolvidos na doenga. (Hwang, 2013) Os principais genes
envolvidos sao LRRK-2 (leucine rich repeat kinase) e a-sinucleina, Parkin , phosphatase and
tension homologue (PTEN)- induced kinase | (PINKI) e DJ1(Zuo and Motherwell, 2013).

Tanto nas formas idiopatica como genética, o stresse oxidativo € um mecanismo comum
subjacente, que leva a disfungao celular e neurodegeneragao. Embora, o mecanismo preciso
que gera o stresse oxidativo na DP seja desconhecido, a teoria mais aceite é de que a
neurodegeneragao resulta de um excesso de radicais livres devido a disfungao mitocondrial

(Zuo and Motherwell, 2013).

2.7 Tratamento

A DP continua a ser uma doenca progressiva incuravel, mas os firmacos hoje disponiveis
melhoram substancialmente a qualidade de vida e a capacidade funcional. O mecanismo de
accao de grande parte da terapéutica farmacologica nao é eliminar as causas da doenga, mas
atenuar os sintomas (Smith et al,, 2012).

Desde a descoberta de que o défice de dopamina nas vias nigro-estriada era a principal
causa dos sintomas motores, a terapéutica focou-se em tentar corrigir esses niveis. A
introdu¢ao de um precursor da dopamina, a levodopa (L-dopa) na década de 60 veio

revolucionar o tratamento da doenga. Durante cerca de 5 décadas, a L-dopa foi o



tratamento padrao privilegiado para alivio dos sintomas motores, no entanto, constatou-se
que essa opgao levava a complicagbes motoras como discinesias, apos uso croénico. Estas
complicagoes levaram ao uso de agonistas dos receptores da dopamina (ropinirole,
rotigotina, pramipexole), que oferecem efeitos anti-parkinsénicos e nao provocam
discinesias a longo prazo. Dai serem usados em pessoas mais jovens com DP. Apesar de nao
provocar efeitos motores, acentuam distUrbios psiquiatricos, gastrointestinais e edema dos
tornozelos. Os inibidores das enzimas metabolizadoras da dopamina, incluindo a Monoamina
Oxidase (MAO) B e a dopa descarboxilase fazem também parte da terapéutica da DP. Os
inibidores da MAO B (seligilina, rasagilina) aumentam os efeitos da dopamina endogena e
exogena, enquanto os inibidores da dopa descarboxilase (benserazida, carbidopa) diminuem
o metabolismo periférico da L-dopa e permitem a sua passagem pala BHE para ser
metabolizada no cérebro. No entanto sao menos eficazes que a L-dopa ou os agonistas da
dopamina.

Paralelamente a terapéutica dos sintomas motores, € necessario aliar uma terapéutica
para os sintomas nao motores. O tratamento da depressao, alucinagoes e deméncia deve ser

especialmente levado em conta dado o elevado numero de doentes com este quadro (Smith

et al, 2012).

3 Mitocondria

A mitocondria é um organelo intracelular com cerca de 1-10 pym (Tufekci et al, 2011)
existente na maioria das células eucaridticas e que desempenha um papel imprescindivel na
homeostase celular. Esta dividida em dois compartimentos bem definidos: a matriz, envolvida
pela membrana interna (MI) e o espago intermembranar, rodeado pela M| e pela membrana
externa (ME). A mitocondria contém o seu proprio genoma: duas a dez duplas cadeias de
DNA com 16 569 pares de bases, comummente designado por DNA mitocondrial
(DNAmt). O DNAmt codifica 22 moléculas de RNA de transferéncia (tRNAs), 2 moléculas
de RNA ribossomal (rRNAs), aléS e 12S, e |3 proteinas mitocondriais que participam nos
complexos respiratorios |, ll, IV e V. (Lin, Liou and Chen, 2009) Devido a limitada
capacidade codificante do DNAmt, as restantes proteinas da mitocondria, incluindo aquelas
necessarias a sua replicagao e sintese de novas proteinas mitocondriais, sao codificadas por
genes nucleares.(Chakrabarti et al., 201 1) As proteinas resultantes da expressao do DNAmt
tém uma elevada taxa de mutagoes cuja reparagao € progressivamente comprometida, com

o envelhecimento (Lin et al., 2009).



A dindmica mitocondrial € um processo complexo que envolve a biogénese da mesma,
fusao e fissao e uma degradagao selectiva, que mantém a célula viavel e bioenergeticamente

competente (Laar and Berman, 2010).

3.1 Biogénese

A biogénese da mitocondria é um processo complexo que requer a multiplicagao do
DNAmt, proliferagao e aumento da mesma. Envolve um rigoroso controlo entre factores
genéticos da propria mitocondria e do nucleo da célula. A familia de co-activadores
transcripcionais PGC (PPAR-y-co-activator), nomeadamente o PGC-lq, interage com
factores de transcricio como o factor nuclear respiratorio | (NRFI), o factor nuclear
respiratorio 2 (NRF2), ou factor de transcricao A (Tfam), activando-os. (Chakrabarti et al.,
2011) Os genes alvos codificam proteinas essenciais a replicagio do DNAmt, transcrigao e
sintese dos componentes da cadeia respiratoria (Lin et al., 2009).

A biogénese mitocondrial é induzida quando ha stresse oxidativo na célula.

3.2 Fusdo e fissdao

A fusao e fissao mitocondriais sao dinamicas importantes na manutengao da integridade
da mitocondria, no seu turn over e na estabilizacio e proteccio do DNA mitocondrial. O
primeiro passo é a fusao da ME, mediadas pelas mitofusinas | e Il presentes na superficie da
mitocondria, seguido da fusao da MI, mediada pela OPAI (optic atrophy protein 1), que se
encontra no seu interior.

Ja a fissao é coordenada por duas proteinas: dynamin-related protein | (Drpl) e a Fission |
(Fisl), que interagem entre si, formando uma estrutura em espiral que envolve e divide a
mitocondria (Lim et al., 2012).

E nos neurdnios que a fusio e a fissio desempenham uma importincia particular, dado
serem células com elevada necessidade de energia. Esta dinamica mitocondrial permite gerar

mitocondrias bioenergeticamente mais activas e eliminar regides ou a propria mitocéndria

nao funcional (Laar and Berman, 2010).

3.3 Dinamica da membrana interna
A mitocondria desempenha um importante papel na sinalizagao intracelular, apoptose,
metabolismo de aminoacidos, lipidos, colesterol e nucleotidos. No entanto, a sua principal

fungdo é o metabolismo energético, nomeadamente a 3-oxidagao de acidos gordos, ciclo de
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Krebs e producao de ATP, através da cadeia respiratoria (Ferreira, Aguiar and Vilarinho,
2008).

Os componentes da cadeia respiratoria, localizados na M| da mitocondria, dividem-se em
quatro complexos: o complexo | (NADH-ubiquinona oxiredutase), o complexo |l
(succinato-ubiquinona oxiredutase) o complexo Il (ubiquinol-citocromo C oxiredutase) e o
complexo IV (citocromo C oxiredutase). Estes complexos, na presenca de mais dois
transportadores de electroes (ubiquinona e citocromo C) oxidam o NADH e FADH?2,
provenientes de outras vias aerobias, e transportam os electroes para o aceitador final, o
oxigénio. Durante o transporte de electroes ao longo dos varios transportadores, libertam-
se ides H' para o espago intermembranar, criando um potencial electroquimico de
membrana e que vai ser utilizado na sintese de ATP a partir de ADP e Pi. Este processo de
fosforilagao do ADP da-se no complexo V ou ATP sintase e forma o sistema de fosforilagao

oxidativa (Ferreira et al., 2008).

3.4 Stresse oxidativo

Durante a fosforilagao oxidativa, os electroes sao transferidos para o oxigénio molecular,
considerado o aceitador final de electroes. Gragas ao seu potencial oxidante (+800 mV) é
reduzido a agua através de etapas subsequentes de redugao por um electrao, num total de
quatro etapas. Esta reagao de redugao a H,0 tem lugar no complexo IV, por meio de
citocromo oxidases (Grivennikova and Vinogradov, 2013).

O,+4*+4H"—> 2H,0

Cerca de 90% do oxigénio consumido é totalmente reduzido a agua, no entanto, uma
pequena parte € reduzida apenas parcialmente, e produz aquilo a que se chamam espécies
reactivas de oxigénio (ROS’s). (Grivennikova and Vinogradov, 2013) As ROS’s sao moléculas
altamente reactivas com electroes desemparelhados. As células produzem pequenas
quantidades de ROS de forma a controlar os processos fisiologicos normais incluindo
respostas do sistema imunitario, estimulagao de factores de crescimento e respostas anti-
inflamatorias (Kumar, Lim, et al., 2012).

O problema surge quando a quantidade de ROS’s produzida é superior a quantidade de
antioxidantes endogenos. Neste caso gera-se o chamado stresse oxidativo. As ROS podem
ter varias origens, mas a mitocondria € sem duvida, a maior fonte de produgao intracelular
(Kumar, Lim, et al., 2012).

Os principais ROS produzidos na mitocondria sao radical aniao superoxido (O, ),

peroxido de hidrogénio (H,O,) e radical hidroxilo (OH’). Sao gerados por redugao do

11



oxigénio molecular por um, dois ou trés electroes, respectivamente, ou por reacgoes

sucessivas a partir de um dos ROS :

1) O+ le— O,

O radical aniao superéxido é considerado o ROS"primario”, por resultar da reducgao do
O, por um Unico electrao;
2) 2 O,"+2H—> O,+H,0,
A reacgao seguinte da origem ao H,O, por acgao da enzima superdxido dismutase (SOD).

A pH nao fisiologico é reduzido de forma nao enzimatica, por ac¢ao de metais de transigao;

3) H,0,+ | & —> OH+OH"

A redugao por um electrao do H,0O, forma o radical hidroxilo (Chinta and Andersen,

2009);
4)Reacio de Fenton: Fe** + H,0, —> Fe** + OH+OH"

Na presenca de metais reduzidos, como o Fe **

, o H,O, pode ser reduzido a radicais
hidroxilo, numa reagao conhecida como Reagao de Fenton (Chinta and Andersen, 2009). O
radical hidroxilo é a espécie de oxigénio mais reactiva, mas pelo O, e H,O, participarem na
sua formacgao, também estes sao chamados de espécies reactivas de oxigénio (Grivennikova
and Vinogradov, 201 3).

Além dos ROS, também as espécies reactivas de nitrogénio (RNS), incluindo o éxido
nitrico (NO) e o peroxinitrito (NO;") contribuem para a geragao de radicais livres.

As ROS reagem de forma nao especifica com acidos nucleicos, proteinas e membranas
lipidicas. Nas membranas causam peroxidagao lipidica, levando a alteragao da permeabilidade
das mesmas; causam alteragoes proteicas com oxidagao dos grupos tiol e formagao de
grupos carbonilo com consequente activagao/desactivagao de sistemas enzimaticos;

mutagoes no DNA com alteragao da expressao genética. Todas estas alteragoes causam

danos celulares que contribuem para a patogénese da DP. (Kumar, Lim, et al., 2012).

4 Disfuncao mitocondrial:
4.1 ...naforma idiopatica da Doenca de Parkinson:

Tal como ja referido, a maioria dos casos de DP nao tém uma causa completamente
esclarecida (forma idiopatica). Acredita-se que seja provocado por causas multifactoriais,
com combinacao de factores ambientais e genéticos. Varias sao as toxinas, cuja exposigao

pode levar ao desenvolvimento de DP.
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Na década de 1980, toxicodependentes nos Estados Unidos desenvolveram sintomas
semelhantes aos da DP apds uso intravenoso de MPTP, um subproduto gerado
acidentalmente durante a sintese de meperidina.

Gragas a sua lipofilia, o MPTP atravessa a barreira hemato-encefilica e é oxidado a sua
forma téxica, o MPP* (ido |-metil-4-fenilpiridinio) pela monoamina oxidase, tipo B (MAO-B).
Rapidamente se acumula na mitocondria dos neurdnios dopaminérgicos, via transportadores
da dopamina, inibindo o complexo | da cadeia respiratéria. Como consequéncia, a produgao
de ATP fica diminuida, enquanto aumenta a produgao de ROS e RNS. Em dltima analise,
activa os membros da familia Bcl-2, p53 e caspases, levando a morte neuronal. O seu
mecanismo molecular levou a comunidade cientifica a questionar o papel do complexo | da
cadeia respiratoria em doentes com DP (Winklhofer and Haass, 2010).

O paraquato é um herbicida que, tal como o MPP+, inibe o complexo | da cadeia
respiratéria, mas que nao entra nos neuroénios através de transportadores da dopamina, nem
se liga aos seus receptores. Nao se sabe ainda exactamente qual o mecanismo pelo qual se
acumula nos neurdnios da substancia nigra SN. A sua capacidade de induzir a produgao de
ROS é cerca de 10 vezes superior ao do MPP+.

A rotenona é outro inibidor do complexo | da mitocondria: in vitro inibe a oxidagao do
piruvato e outros substratos fisioldgicos, com consequente decréscimo da sintese de ATP na
mitocondria. Modelos animais administrados com rotenona, mostraram caracteristicas
bioquimicas e comportamentais semelhantes a humanos com DP: morte irreversivel de
neurdnios dopaminérgicos e formagao de inclusdes citoplasmaticas semelhantes aos Corpos
de Lewy (ao contrario da toxicidade induzida por MPP+, em que nao se encontram Corpos
de Lewy).

Os trés compostos levam a disfungao mitocondrial e consequente morte dos neuronios
por |) inibicao do complexo |, 2) défice bioenergético, 3) diminuicao de ATP e 4) morte

celular (Winklhofer and Haass, 2010).

42 ...naforma familiar da Doenca de Parkinson:

Nos ultimos anos, tém sido reconhecidas algumas formas raras da DP, cuja etiologia se
relaciona com mutagoes genéticas. Esta “forma familiar” de DP constitui apenas 10% do total
de casos da Parkinson e a identificagao dos genes mutados tem constituido o maior impulso
na descoberta dos mecanismos moleculares envolvidos na patogénese da doenga. A mutagao
desses genes, cujas proteinas sao importantes na dindmica da mitocondria, como a sua

biogénese, fissao e fusao, causa défices que levam a diminuicao da produgao de ATP e, em
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dltima instancia, a morte celular. Seguem-se, sumariamente, os 5 genes associados a DP que
tém sido sugeridos como tendo um papel directo ou indirecto na disfungao mitocondrial na
patogénese da doenca:

e da-sinucleina: é uma proteina soluvel, expressa predominantemente no SNC, ao nivel
dos terminais pré-sinapticos. Mutagoes missense no gene da a-sinucleina (SNCA) afectam a
sua conformagao nativa e estao na origem de formas raras autossémicas dominantes de DP.
E o principal constituinte dos Corpos de Lewy na forma de agregados fibrilares e estd
presente noutras doengas neurodegenerativas, como a Doenga de Alzheimer. Esta proteina
é tida como um componente major na patogénese da doenga. O mecanismo pela qual a-
sinucleina induz neurodegeneragao pode envolver varias vias incluindo a propria agregagao e
a sua ligagao a proteinas chaperonas (envolvidas na regulagio do crescimento celular e no
normal desenvolvimento neuronal), inibindo-as. Sabe-se também que a sua sobre-expressao
aumenta a sensibilidade dos neurodnios ao stresse oxidativo e a toxinas como o MPTP
(Recchia et al., 2004).

e Parkin: o gene que codifica a parkin foi identificado em 1998 como gene que causa a
forma autossomica recessiva da DP. Parkin funciona como E3 ubiquitina liagase :contem um
dominio designado ubiquitin-like (UBL) que se liga ao proteossoma 26S, catalisando a
ubiquitinizagao de proteinas danificadas. Assim, mutagoes na Parkin levam a alteragoes na
resposta ao stress proteico, com consequente acumulagao dos seus substractos e morte dos
neuronios na SNpc. Tem impacto na fungao da mitocondria: modelos de Drosophila com o
gene de parkin mutado mostraram um tempo de vida mais curto e apoptoses excessivas
(Mandemakers, Morais and Strooper, De, 2007).

¢ PINK-1 (PTEN-induced putative kinase-1): o gene que codifica esta proteina esta
ligado a forma autossomica recessiva da DP. PINK-1 é uma proteina cinase, pouco soluvel,
com tendéncia para agregar, o que explica a sua presenca em cerca de 10% dos Corpos de
Lewy (29). Pode ser encontrada tanto na Ml como na ME da mitocondria ou até no
citoplasma. Neuronios dopaminérgicos de modelos de ratos knock-out da proteina,
apresentaram sensibilidade aumentada ao uso de MPTP; outros modelos com a fun¢ao da
proteina diminuida demonstraram danos na mitocondria: alteragao da sua morfologia e
dindmica, diminuicao do potencial de membrana e alteragdes na cadeia respiratoria. Os
mecanismos de protegao da integridade da mitocondria mediados pela PINKI ainda nao sao
completamente esclarecidos. Sabe-se que outros genes como DJ-1 e Parkin actuam em

paralelo com PINK-| para conferir protegao a célula (Exner et al., 2012).
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e DJ-1: é uma proteina homodimérica localizada no espago intermembranar e na matriz
da mitocondria. Uma mutagao no gene desta proteina (PARK7) causa uma forma rara
autossomica recessiva de DP. A sobre-expressao desta proteina protege as células da morte
celular induzida pelo stress oxidativo, actuando como uma espécie de sensor redox. Sabe-se
que actua por inibicio da ligagao do Nrf2 ao seu inibidor, Keapl, e consequente
ubiquitinizagao. Esta proteina esta constitutivamente presente no liquido cefalorraquidiano
(LCR) e pode ser utilizado como um potencial biomarcador da doenga; varios grupos de
pesquisa mediram os niveis desta proteina, em combina¢ao com a-sinucleina no LCR e
detectaram padroes especificos em doentes com PD. Estas medigbes mostraram-se
altamente sensiveis na diferenciagdo de outras doengas neurodegenerativas (Clements et al.,
2006).

e LRRK2 (Leucine-Rich Repeat Kinase 2): muta¢oes no gene LRRK2 sao a causa mais
comum de DP familiar; sio associadas a formas autossémica dominantes, de inicio tardio. E
uma proteina constituida 5 dominios que funcionam conjuntamente para regular multiplas
vias de sinalizagao importantes para o normal funcionamento neuronal. LRRK2 é o unico
gene relacionado com a DP que, devido a uma mutacao missense, G2019S, determina nao
apenas a forma familiar mas também a forma idiopatica de DP (cerca de 3% dos casos). Por
ser o gene mais envolvido na forma familiar de doenca, uma vez que a maioria das formas
familiares de DP resulta de uma mutagao neste gene, LRRK2 tem surgido como um alvo

terapéutico no combate a doenga (Gandhi, Chen and Wilson-Delfosse, 2009).

5 Via Nrf2/ARE
5.1 Nrf2 (nuclear factor erythroid 2 (NF-E2)-related trasncription factor)

Para manter o balango redox fisiologico, as células estao equipadas com mecanismos
de regulagao endogenos, que sao estimulados em casos de stress oxidativo e levam a
produgao de enzimas de regulagao. A activagao do factor de transcricao Nrf2, € um desses
mecanismos e responde aos ROS por activagao da transcrigao de enzimas de metabolizagao
de fase Il. Ao ser activado, liberta-se do seu repressor e sofre translocagao para o nucleo,
onde se liga ao ARE na regiao promotora dos genes alvo.

O Nrf2 é um factor de transcricao bZip (basic leuzine-zipper) e pertence a familia de
proteinas reguladoras Cap’n’Collar; foi descrito pela primeira vez por Moi et al. em 1994 (Moi
et al, 1994).

Este factor de transcricao é constituido por 605 aminoacidos e esta dividido em 6

dominios funcionais, Neh -6 (Nrf2-ECH homology):
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e Neh 2 é o dominio N-terminal de regulacao negativa ao qual se liga o Keap!| (Kelch-
like ECH associated proteinl), uma proteina do citoplasma que em condigoes de nao-stress
promove a sua ubiquitiniza¢ao.

e Neh 4 e Neh 5, sao dominios de activagao trasncripcional que se ligam a um outro
co-activador, o CBP, levando a transactivagao dos genes alvo. (Zhang, 2006).

e Neh6, na parte central da molécula, regula também o turn over do Nrf2 em situagoes
de stresse celular, de uma forma independente do Keap| (McMahon et al., 2004).

e Nehl| compreende trés regioes distintas, a regiao CNC, homologa entre todos os
membros da familia NF-E2, a regiao de ligagao ao DNA (bZip), que promove a ligagao no
nucleo a factores de transcricdio da mesma familia, as sMaf (small musculoaponeurotic
fibrossarcoma proteins) e a regiao de heterodimerizagao do Nrf2. (Moi et al., 1994).

e Neh3, na regiao C-terminal. Modula a transactivagao dos genes derivados de ARE,
em paralelo com os dominios Neh4 e Neh5. E um dominio de interacgio proteina-proteina,

uma vez que a este se ligam o coactivador CHD6, que potencia a actividade deste dominio

(Nioi et al., 2005).

A Keap1 binding Transactivation CNC-type bZIP
domain domain domain
1 16 86 112 134 183 201 338 388 435 562 605
| | | | |
\ [
Nrf2 Neh2 (Neh4 ‘Fensj Neh6 Nehi Neh3
| |
| |
LG ETGER

Figura 1: Dominios Funcionais do Nrf2. (Baird and Dinkova-Kostova, 2011)O Nrf2 é
composto pelos dominios Neh2 (ligagao ao Keapl), Neh4 e Neh5 (activagao
transcripcional), Neh6é (controlo do Nrf2 independente do Keapl), Nehl ( dominio de

ligagao bZip ao DNA e de heterodimerizagao) e Neh3 (ligagao ao coactivador CHDé).

52 Regulacdo da activacao do Nrf2

Virias sao as conclusoes de que a actividade basal do Nrf2, bem como a magnitude da sua
activagao em resposta ao stresse, € estritamente controlada. A questao que tem sido
estudada é como é que o Nrf2 é activado e se desloca para o nicleo para se ligar ao ARE.

O modelo mais aceite para a regulagao da via Nrf2/ARE é o modelo de estabilizagao do
factor de transcrigao, proposto por Baird e Dinkova-Kostova (2011). Este modelo sugere
que, em condigoes homeostaticas, o Nrf2 esta ligado ao Keap no citoplasma; o complexo
Keap|-Nrf2 serve de substrato a Culina 3 (Cul 3-based E3 ligase), que utiliza o Nrf2 para

ubiquitinizagao e degradagao no protessoma 26S (Baird and Dinkova-Kostova, 201 ).
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Assim, o Keap | é considerado um repressor do Nrf2. E uma proteina de 624
aminoacidos, constituida por 3 dominios fundamentais: o dominio BTB (Broad-Complex,
Tramtrack, e Bric-a-Brac) de dimerizagcao e recruta da Culina 3; dominio IVR (Intervening
region), rico em cisteina que funciona como sensor redox, e o dominio Kelch, responsavel
pela ligagao do Keap | as regices DLG e ETGE, do dominio Neh2 do Nrf2 (Kobayashi et al.,
2006).

Quando a célula é exposta a ROS ou compostos electrofilicos, a ligagao Keapl-Nrf2 é
quebrada, por modificagoes nas cisteinas do dominio IVR, e o Nrf2 é translocado para o
nucleo. No nucleo, o Nrf2 hetrodimeriza com uma sMaf e liga-se ao ARE. A formagao deste
complexo leva a transcricao de genes de protecgao celular (Baird and Dinkova-Kostova,
2011).

Outros mecanismos de regulagao da actividade do Nrf2, independentes do Keapl, tém
sido estudados nos ultimos anos, por exemplo, regulacio do Nrf2 por interagao com novas

proteinas ou regulacao epigenética da sua expressao (Hayes and Dinkova-Kostova, 2014).

B Binding with Cul3 Binding with Nrf2

1 78 178 327 609 624

Keap1l NTR BTB IVR Kelch (DGR domain) CTR

1 1
Ci51 C273C288

Figura 2: Dominios Funcionais do Keapl. (Baird and Dinkova-Kostova, 2011)O Keapl €
composto por 3 dominios principais: o BTB (ligagao a Cul3), IVR (a sua modificagao altera a

ligagao ao Nrf2) e Kelch (local de ligagao ao Nrf2).

5.3 Genes regulados pela via Nrf2/ARE

Uma ampla gama de genes citoprotectores com fungoes anti-oxidantes, proteinas
envolvidas na sintese e regeneragao da glutationa e proteinas de fase || do metabolismo de
xenobiodticos sao transcritos pela activagao da via Keap | -Nrf2-ARE.

Itoh et al (2000) (Itoh et al, 1997) fizeram um estudo com macréfagos peritoneais de
murganhos expostos a agentes electrofilicos e ROS e observaram indugao de transcrigao de
genes como heme-oxigenase-1 (HO-1), e a peroxiredoxina MSP23 (Ishii et al., 2000).

Assim, de uma forma geral, as enzimas reguladas pelo Nrf2 incluem enzimas de regulagao
redox [superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxiredoxina (Prdx)], sintese e
metabolismo da glutationa [glutationa peroxidase (Gpx), glutationa reductase (GR)],

reciclagem da quinona [NAD(P)H quinona oxiredutase (Nqol)] e homeostase do ferro [
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heme oxigenase (HO-1), ferritina]. Alguns destes antioxidantes tém papéis mais activos que
outros no cérebro, dependendo da condigao da doenga, do ambiente celular e tipo de célula
(Joshi and Hhonson, 2012).

A NAD(P)H- quinona oxiredutase (Nqol) é uma flavoproteina que catalisa a redugao da
quinona a hidroquinona, evitando que as quinonas sejam reduzidas a radicais semiquinona e,
consequentemente, produzam ROS. Foi observado que, neste tipo de doentes, os niveis de
expressao de Nqol na substancia nigra pars compacta, estio aumentados como forma de
resposta adaptativa a sua potencial acumulagao (Dinkova-Kostova and Talalay, 201 1).

A enzima heme-oxigenase (HO-I) catalisa a degradacao do grupo heme a biliverdina, a
qual por sua vez é reduzida a bilirrubina. Tanto a biliverdina como a bilirrubina mostram
propriedades antioxidante e imunomoduladora (Joshi and Hhonson, 2012).

O sistema glutationa é composto pela glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada
(GSSG); A GSSG é reciclada a GSH pela glutationa redutase (GR). GSH é largamente
reconhecida como um anti-oxidante endégeno nao enzimatico e um captador de radicais
livres e, portanto, critico para manter o ambiente celular reduzido e proteger a célula de
danos oxidativos. Os niveis de GSH podem estar reduzidos em algumas areas do SNC em
varias doengas neurodegenerativas com o concomitante aumento dos niveis de GSSG,
levando a um aumento do stresse oxidativo.

A glutationa-S-transferase (GST) é uma enzima chave que catalisa a conjugagao de varios
electrofilos e outros xenobidticos ao GSH. Estes GSH-S-conjugados sao removidos das
células pela MRP-1 (multidrug resistance protein-1). Esta proteina faz parte integrante da
membrana plasmatica e exporta os conjugados de glutationa para fora da célula de uma

forma ATP-dependente (Joshi and Hhonson, 2012).
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Figura 3: Controlo redox dos genes da via Nrf2/ARE. (Chakrabarti et al., 2011). O stresse
oxidativo activa a via Nrf2/ARE por destabilizacido da ligagao Keapl-Nrf2, libertando o
segundo. O Nrf2 é translocado para o nlcleo e inicia-se a transcricao dos genes

dependentes da via.

6 A via Nrf2/ARE e a Doenca de Parkinson

Através do uso de inUmeros modelos expostos a agentes toxicos, as conclusoes sao de
que murganhos Nrf2 -/- sio mais sensiveis a danos oxidativos. Estudos mostram que tecidos
cerebrais de cadaveres com DP apresentam niveis aumentados de enzimas derivadas da via
Nrf2/ARE com a Nqol e HO-I. A primeira evidéncia surgiu num estudo de autdpsia, que
examinou a expressao e a localizagdo do Nrf2 em neuronios de tecidos cerebrais de doentes
com DP: a conclusao foi de que o Nrf2 esta aumentado na SN nestes doentes, mesmo que
esse aumento nao seja suficiente para proteger os neuronios da degeneragao.

Bogdanov et al. estudaram, em doentes com e sem DP, possiveis biomarcadores fulcrais
no diagndstico. Entre eles, foram encontrados niveis aumentados de GSH em doentes com
DP. Este aumento do GSH, sintetizado pela via Nrf2/ARE pode ser interpretado como uma
resposta neuronal adaptativa a estimulos oxidativos (Bogdanov et al., 2008).

A questao que tem sido levantada é se neurodnios e células da glia tém o mesmo efeito
neuroprotector na activagao da via Nrf2/ARE. Uma andlise microarray feita para avaliar o
potencial de neuroprotecgao das células da glia versus neurédnios utilizou a tBHQ (tert
butilhidroquinona) e o sulfurano como como activadores da via Nrf2/ARE. Nesta analise

observou-se que a activagao da mesma e a expressao genética se dao maioritariamente nos
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astrocitos em vez dos neurodnios. Conclui-se entao que a activagao da via Nrf2/ARE nos
astrocitos confere protecgao aos neurodnios vulneraveis. (Kraft, Johnson and Johnson, 2004)

A ligagao entre a via Nrf2/ARE e a DP tem também sido estudada com modelos animais in
vivo com DP induzido por neurotoxinas. Jakel, et al, mostraram que a 6-hidroxidopamina (6-
OHDA), uma espécie reactiva oxidante e inibidora do complexo | e IV da cadeia
respiratéria, em combinacao com outros factores oxidativos, activa a via Nrf2/ARE tanto in
vivo como in vitro Também a tBHA activa a mesma via, por estabilizagao do Nrf2, mas com
um potencial indutor muito maior que a primeira. Para calcular o nivel de protecgao da via
Nrf2/ARE contra a 6-OHDA, foi feito um transplante de astroécitos infectados com adeno-
Nrf2 em cérebros de murganhos e tratados depois com 6-OHDA. Verificou-se que a via
Nrf2-ARE era significativamente activada nestes astrocitos (Jakel et al., 2008).

Chen et al, estudaram o efeito neuroprotector da via Nrf2/ARE em murganhos com DP
induzida pelo MPTP, e qual o papel dos astrocitos nesta protecgao. Neste estudo serviram-
se de murganhos Nrf2 +/+ e Nrf2-/- transgénicos que expressavam uma enzima codificada
por um gene com a sequéncia ARE na sua regiao promotora. Depois de injectados com
MPTP, conclui-se que os modelos Nrf2-/- apresentam mais sensibilidade ao MPTP. De
seguida estudaram o potencial neuroprotector dos astrocitos. Apos injecgao com MPTP,
verificou-se que os astrocitos eram menos sensiveis aos efeitos do MPTP, comparativamente
as restantes células Estes resultados demonstram que, por si so, os astrocitos que
sobreexpressam Nrf2, sao suficientes na protec¢ao contra os danos do MPTP e que a via
Nrf2/ARE (por meio dos astrocitos) tem um papel crucial na dindmica microglial (Chen et al,

2009).

7 Activadores da via Nrf2/ARE

Os dados anteriores sugerem que a activagao do Nrf2 nos astrécitos confere uma
proteccao significativa nos neuronios in vitro e que compostos que activem esta via podem
ser eficazes na prevencao de morte celular. Além da tBHQ e do sulfurano supracitados,
existem outros farmacos que estao em fase de teste.

e Terpenoides:

Os triterpendides naturais sao uma importante base para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas. Derivados sintéticos de triterpenoides, analogos do acido
oleandlico, sao conhecidos por activarem a via Nrf2/ARE. (Kumar, Koppula, et al., 2012)

Recentemente, Yang et al, estudaram o efeito neuroprotector de um triterpenoide

sintético designado de CCDO metilamida (2-cyano-3, [2-dioxooleana-1, 9-dien-28-oic acid) -
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CCDO-MA. Neste estudo usaram modelos de ratos com DP induzida por acido
nitropropionico e MPTP e constataram que este composto atenua a neurodegeneragao
dopaminérgica nigrostriatal, a peroxidacgao lipidica e acumulagao de a-sinucleina (Yang et dl,

2009).

e Compostos electrofilicos:

Nem todos os agentes electrofilicos sao capazes de regular a actividade da via Nrf2/ARE.
A maioria dos compostos electrofilicos é representada por enonas ou catecois. Os
compostos NEPP (electrophilic neurite outgrowth-promoting prostaglandin) sao um exemplo de
enonas bem estudado, captados principalmente pelos neurdénios (em parte, gragas a sua
lipofilia) e que se ligam ao Keapl. Ao ligarem-se ao Keap| inibem a ubiquitinizagdo do Nrf2 e
permitem que este se desloque para o nucleo (Kumar, Koppula, et al., 2012). Satoh et al
estudaram o NEPP com um indutor de enzimas de fase |, nomeadamente HO-1, por meio
da activacdo da via Nrf2/ARE. A activacao da via foi demonstrada in vitro em modelos
expostos a toxicidade do glutamato e in vivo em modelos cerebrais com isquémia ou défices
na perfusao sanguinea, em concentragoes nao toxicas de NEPP. Os resultados mostraram
que a activagao da via e consequente inducao da HO-I é suficiente para prevenir a morte
celular e, uma vez que o NEPP se acumula principalmente nos neuroénios, este pode ser um
factor chave na terapéutica contra doengas neurodegenerativas e Acidentes Vasculares
Cerebrais (AVC) (Satoh et al., 2006).

A tert-butil hidroquinona é outro composto electrofilico do tipo catecol. Ao contrario do
NEPP, activa a via Nrf2/ARE nos astrocitos e os seus efeitos citoprotectores sao
essencialmente nestas células.

Uma abordagem para o tratamento de doengas cronicas neurodegenerativas € o estudo
de farmacos pro-electrofilicos: nao reactivos fora do local de acgao mas que se convertem
com compostos electrofilicos (Kumar, Koppula, et al., 2012).

Além destes ha ainda outros compostos que sao ja usados como anti-parkinsonicos e
sobre os quais tém sido feitos estudos que comprovam a sua relagio com a via Nrf2/ARE.
Um deles é a Apomorfina (Apo), um agonista dos receptores da dopamina, que promove a
translocagao do Nrf2 para o nucleo e induz a expressao do HO-l de uma forma dose-
dependente. Outro exemplo é a bromocriptina, também com indicagao neurolégica para a
DP, é um agonista da dopamina que diminui os défices motores por activar o receptor D2
da dopamina; induz a expressao da NED(P)H quinona oxiredutase-1 (Nqol) e aumenta a sua
actividade. Além disso também induz a expressao do Nrf2 e a sua translocagao para o

nucleo (Vries, de et al., 2008).
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8 Conclusado

As doengas neurodegenerativas constituem umas das dareas mais estimulantes e
desafiadoras no campo de investigacao. As incognitas sao bastantes e, apesar da pesquisa
intensiva, hd ainda uma série de desafios que tém que ser superados e respostas que urgem
em surgir. A DP é uma doenga neurodegenerativa com relativa prevaléncia em Portugal e no
mundo e, apesar de descrita pela primeira vez em 1817, continua sem uma terapéutica que
leve a cura.

Como evidenciado ja por varias analises de tecidos em autopsias e modelos in vivo e in
vitro Nrf2 knock-out, a disfungao mitocondrial desempenha um papel central na DP, levando
ao stress oxidativo, danos no DNA e alteracao da dinamica interna da mitocondria. Assim,
agentes terapéuticos que tenham como alvo a mitocondria sao compostos promissores no
tratamento da doenca.

Mecanismos que estimulem a produgao de anti-oxidantes enddgenos e induzam a
biogénese e fusao/fissio mitocondrial mostraram ser mais eficazes no controlo e regressao
da doenga comparativamente a estratégias terapéuticas antioxidantes exdgenas ou a
tentativa de reposicao dos niveis de dopamina perdidos pela neurodegeneragao.

A via Nrf2/ARE, por ser activada na presenca de ROS, desempenha um papel importante
na homeostase redox das células. O facto de promover a transcricao de genes fulcrais no
combate ao stresse oxidativo e ser regulado por mecanismos endogenos que funcionam
como uma espécie de sensor redox fazem desta via uma via de exceléncia na procura de
solugoes.

Além de ser activada por ROS, também pode ser activada por compostos sintéticos, o
que viabiliza a sua utilizagao na terapéutica.

Apesar do caminho ainda ser longo, a descoberta de uma nova visao terapéutica na cura
para a DP esta cada vez mais proxima e esse serd, certamente, um dos pontos altos na area

das neurociéncias.
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