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Sumario

A doenca de Parkinson é considerada a segunda doenca neurodegenerativa mais comum
no mundo, descrita primeiramente em 1817 pelo médico inglés James Parkinson. E um
distarbio crénico e progressivo do sistema nervoso central. Os principais sintomas da
doenca de Parkinson sdo tremor em repouso, bradicinésia, rigidez muscular e
instabilidade postural. E uma doenca multifactorial que é provocada pela destruicio dos
neurdnios dopaminérgicos e pela presenca de corpos de Lewy na substancia negra. Esta

patologia ndo tem cura e afecta com maior frequéncia homens do que as mulheres.

A etiologia da doenca de Parkinson encontra-se, em parte, por desvendar. Estudos
sugerem que o seu aparecimento pode ser devido a ocorréncia de multiplos factores que
parecem estar associados a causas ambientais (exposicdo a substdncias tdxicas) e
genéticas, producdo aumentada de radicais livres, anormalidades mitocondriais,

predisposicdo genética e envelhecimento cerebral.

O cobre, o ferro e 0 zinco sdo oligoelementos essenciais, responsaveis pela funcéo de
muitas enzimas e proteinas celulares; contudo esses mesmos elementos tornam-se
toxicos quando ocorre um desequilibrio na sua homeostase, proporcionando desordens

neurodegenrativascomo a doenca de Parkinson.

O tratamento medicamentoso na doenca de Parkinson visa o controlo dos sintomas. A
necessidade de eliminacdo desses metais (tOXicos ou essenciais) em excesso no
organismo pode ser feita através de uma terapia de quelatacdo em doencas

neurodegenerativas, usando agentes quelantes especificos para cada metal.
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Abstract

Parkinson’s disease is considered the second most common disease neurodegenerative
in the world, it was described in 1817 by James Parkinson. It is a chronic and
progressive disorder of the central nervous system. The main symptoms of Parkinson’s
disease are rest tremor, bradykinesia, muscular rigidity and postural instability. It is a
multifactorial disase that is caused by destruction of dopaminergic neurons and the
presence of Lewy bodies in the substantia nigra. This disease has no cure and affects

men more frequently than women

The etiology of Parkinson’s disease is, in part, Unknown. Studies suggest that their
appearance may be due to the occurrence of multiple factors that appear to be linked to
environmental causes (exposure to toxic substances) and genetic, increased production

of free radicals, mitochondrial abnormalities, genetic predisposition and aging brain.

Copper, iron and zinc are essential trace elements, responsible for the function of many
enzymes and cellular proteins, yet these same elements become toxic when is an
imbalance in homeostasis, providing neurodegenerative disorders such as Parkinson’s

disease.

Drug treatment in Parkinson’s diseases aims to control symptoms. The need to eliminate
these metals (toxic or essential) in excess in the body can be made through a chelation

therapy in neurodegenerative disease, using agents specific for each metal.
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I. Introducéo

A doenca de Parkinson (DP) é descrita pela primeira vez no inicio do século XIX, em
1817, pelo médico britanico James Parkinson como “paralisia agitante” em “An Essay
on the Shaking Palsy” (Parkinson, 1817). E um distlrbio neurolégico do movimento,
lentamente progressivo e de evolucdo longa e prolongada, que mais adiante leva a
incapacidade (Teive, 2005).

Segundo Nakabayashi et al. (2008), a DP € considerada a segunda doenca
neurodegenerativa mais comum no mundo. Afecta com maior frequéncia homens do
que mulheres, numa proporcéao de 3 para 2, e quase 1 % da populacdo acima de 60 anos
de idade. Em geral os sintomas comecam a aparecer na quinta década de vida. No
entanto, ja foram diagnosticados casos aos trinta anos de idade (Chwiej, 2010).

E uma doenca multifactorial (Elbaz e Tranchant, 2007), cujo aparecimento se encontra
associado a diferentes causas, nomeadamente, alteracdes bioquimicas, factores
ambientais e factores genéticos, incluindo aterosclerose, infecg¢fes virais, traumatismo

craniano e uso cronico de medicamentos antipsicoticos (Lana et al., 2010).

As complicagBes associadas normalmente & DP sdo traumatismos provocados por
quedas, broncoaspiracdo de alimento devida a disfuncdo dos movimentos involuntarios,
infeccBes do tracto urinario e lesdes da pele provocados pela progressiva reducdo da
mobilidade (Schapira, 2009).

O diagnostico baseia-se principalmente nos aspectos semiologicos com destaque para a
apresentacdo da sindrome extrapiramidal (caracteristica da doenca), marcada por tremor
de repouso, rigidez, perda do reflexo postural e bradicinésia (Wientraub, Comella e
Horn, 2008). A marcha caracteristica consta de pequenos passos com velocidade
crescente e tambem denuncia a presenca do disturbio. Acredita-se que em média deva
existir acima de 60 % de perda neuronal para que surjam esses sinais da doenca (Teive,
2005). Alteragdes da mimica facial, do humor, da caligrafia e da voz sdo também

marcos significativos da doenca (Moreira, 2007).
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A DP caracteriza-se pela presenca de disfungcdo monoaminoérgica multipla, incluindo o
deficit de sistemas dopaminérgicos, colinérgicos, serotoninérgicos e noradernérgicos
(Teive, 2005). E uma desordem cerebral que é caracterizada pela neurodegeneragio
especifica da substancia negra acompanhada pela diminuicao significativa de dopamina
em todos os componentes dos ganglios basais, e pela presenca de corpos de Lewy (CL),
inclusdes citoplasmaticas compostas por uma variedade de proteinas como a-sinucleina,

parkina e ubiquitina (Togo et al., 2001).

Na actualidade a presenca de deficiéncia dopaminérgica a nivel estriatral nos pacientes
com DP, observa-se através da utilizacdo de exames de neuroimagem, como a
tomografia por emissdo de positrées (PET, do inglés positron emission tomography) e
tomografia computarizada por emissdo de fotdo unico (SPECT, do inglés Single Proton

Emission Computerised Tomography) (Teive, 2005).

Na DP 90% dos casos sdo esporadicos e sem etiologia conhecida (Wientraub, Comella e
Horn, 2008). No entanto, existem alguns processos que levam a atrofia e morte dos
neurdnios dopaminérgicos do sistema nervoso. Os mais citados s&o o stress oxidativo, a
excitotoxidade, a disfuncdo mitocondrial e a agregacdo proteica. Em todos estes

processos 0s metais desempenham um papel importante (Chwiej, 2010).

O stress oxidativo é considerado um dos muitos mecanismos que contribuem para o
envelhecimento cerebral. O dano oxidativo de macromoléculas aumenta com a idade,
levando a um declinio progressivo da funcdo das células e tecidos. Além disso, 0s
radicais livres podem promover a lipoperoxidacdo, ou seja, a oxidacdo de lipoproténas
de baixa densidade (LDL, do inglés low density lipoprotein), reagir com proteinas
levando a sua inactivacdo e consequente alteracdo da sua funcéo, entre outros efeitos
(Ferrer et al., 2010).

Na DP verifica-se uma diminuicdo de actividade do complexo mitocondrial I, actividade
subnormal do complexo proteossomal e agregacao proteica anormal (Schapira, 2009). A
mitocondria € um dos grandes sistemas alvo no processo de envelhecimento pelo stress
oxidativo. A deposicdo de agregados proteicos provoca danos cerebrais e contribui

substancialmente para diversas patologias (Brown e Borutaite, 2004).
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Mais de um terco de proteinas precisam de iGes metalicos para o seu funcionamento. O
cobre, o ferro e o zinco sdo oligoelementos essenciais responsaveis pela funcédo de
muitas enzimas e proteinas celulares; contudo esses mesmos elementos tornam-se
toxicos quando ocorre uma acumulacdo excessiva a nivel intracelular (Kozlowski et al.,
2009). Na verdade, o cobre e o ferro podem contribuir para a producéo de radicais livres
e portanto, sdo susceptiveis de desempenhar um papel importante na regulacdo e
inducdo de apoptose. Ao contrario desses metais, o zinco pode de forma directa ou
induzido pelas metalotioneinas, ter um papel protector contra danos oxidativos.
(Fernandes e Mafra, 2005).

Assim, a interaccdo entre 0s metais e as proteinas no sistema nervoso parece ser um
factor crucial para o desenvolvimento ou auséncia de neurodegeneracdo. Elevadas
concentracdes destes metais no cérebro tém vindo consistentemente a ser observadas na
DP. Agentes quelantes de metais podem entdo ser usados como terapéutica em doencas

neurodegenerativas associadas a metais.

Actualmente a DP n&o tem cura e o tratamento visa o controlo dos sintomas (Moreira,
2007). O tratamento terapéutico visa restabelecer os niveis de dopamina no cérebro. As

cirurgias para certos doentes também poderdao tornar-se benéficas (Monteiro, 2008).

O trabalho proposto tem como objectivo a realizacdo de uma revisdo actualizada,
cuidada e critica da literatura cientifica publicada sobre o papel do cobre, ferro e zinco,

0S Seus mecanismos patogénicos e possiveis terapéuticas na DP.

Para tal foi feita a revisdo de artigos cientificos, efectuada através da biblioteca on-line
da Universidade Fernando Pessoa, utilizando os motores de busca: MEDLINE/Pubmed
e do Science Direct; bem como uma pesquisa atraves do Google de artigos cientificos e
sites de instituicdes crediveis e actualizados sobre “o papel do cobre, ferro e zinco na
doenga de Parkinson” preferencialmente, desde 2007 até 2011. Foi ainda feita uma

pesquisa na biblioteca da Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto.

Devido ao aumento da prevaléncia da DP em Portugal, uma vez que actualmente afecta
mais de vinte mil portugueses com quadros clinicos cada vez mais graves, e sendo uma

doenca para a qual ainda ndo existe cura, houve a motivacdo de elaborar esta
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Dissertacdo para uma actualizacdo da informacdo sobre 0s mecanismos basicos
etiopatogénicos da DP, para que possa ser mais eficazmente diagnosticada e fornecer

num futuro proximo agentes terapéuticos para que possa ser tratada.
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Il. A doenca de Parkinson

2.1. A doenca de Parkinson e o seu diagnostico

A DP esta entre os problemas neuroldgicos mais preponderantes hoje em dia. A DP é
actualmente umas das doencas neurodegenerativas com prevaléncia mais elevada na
populacdo mundial. E um distdrbio crénico e progressivo do sistema nervoso central,
caracterizada preferencialmente, mas ndo exclusivamente, pela degeneracdo dos
neurdnios dopaminérgicos na substancia negra e a presenca de agregados proteicos no
citoplasma neuronal, os CL. Hipdteses sobre a causa da perda de células
dopaminérgicas estdo relacionadas com o stress oxidativo, a disfuncdo mitocondrial e o
metabolismo de xenobioticos (Kruger, 2004). Estes mecanismos neurodegenerativos

serdo referidos mais a frente.

O diagnostico baseia-se em critérios clinicos, numa historia cuidadosa e exame fisico
(Jankovic, 2008). Os sintomas cardinais da DP sao:

1. Tremor em repouso: estd presente nas extremidades, desaparecendo ao
movimento; é comum também nos labios, queixo e lingua. O tremor em repouso
das mados aumenta com o andar e pode ser um sinal precoce, podendo ser
agravado pelo stress.

2. Rigidez: traduz-se na dificuldade de relaxamento muscular devido ao
desequilibrio entre os niveis de acetilcolina (que promove a contrac¢do
muscular) e dopamina (que inibe a contrac¢do muscular) (Monteiro, 2008).

3. Instabilidade postural: ocorrem na grande maioria das vezes tardiamente no
curso da doenga e ndo sdo especificas da DP. Inclina¢do da cabega, cifose (um
aumento anormal da concavidade posterior da coluna vertebral), bracos mantidos
a frente do corpo e cotovelos, joelhos flectidos, inversdo dos pes e inclinacéo
lateral do corpo (Moreira et al., 2007). Isto pode levar a queda e incapacidade de
se por de pé sem auxilio.

4. Bradicinésia: lentiddo dos movimentos, perda dos movimentos automaticos e
hipocinésia (diminuicdo da amplitude dos movimentos, especialmente os

movimentos repetitivos) (Nutt e Wooten, 2005).
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2.1.1. Histopatologia

Os sinais e sintomas de parkinsonismo provém de uma perturbacéo da funcdo em duas
regides dos nucleos da base - a substancia negra e o corpo estriado (nlcleo caudado e
putdmen). Essas massas nucleares centrais de substancia cinzenta contém praticamente

toda a dopamina do cérebro humano (Figura 1).

Substancia nigra

& Corte cerebral deixando
‘.f&\ ¢ visivel a porgdo da
¥ substincia nigra

R W R e
A e “: F/\ Diminuicao da substancia
3 8 H nigra como se observa na

?‘ cj' W\ Doenga de Parkinson
y ' ot
) Q ‘

Figura 1. Corte cerebral da principal regido de controlo dos movimentos voluntarios: substancia negra,
num cérebro normal e de pacientes com DP (adaptado de Doenca de Parkinson: terapéutica actual e
avancada, 2006).

Braak e colaboradores (2003) dividiram o processo patoldgico da DP em seis estagios:
Estagio 1. acometimento do nucleo motor dos nervos glossofaringeo e vago,
degeneracdo do bolbo olfatério e do nucleo olfatorio.

Estagio 2: comprometimento dos nucleos de rafe, nucleo reticular gigantocelular, e do
complexo locus ceruleous.

Estagio 3 e 4: comprometimento da parte compacta da substancia negra do mesenceéfalo.
(Chaudhuri et al., 2006).

Estagio 5 e 6: presenca dos CL nas estruturas limbicas e neocortex (Figura 2), presenga
de sintomatologia neuropsiquiatrica, como depressdo, declinio cognitivo e alucinacdes

visuais.
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Figura 2. Um corpo de Lewy (CL) no citoplasma de um neurénio dopaminérgico pigmentado na

substancia negra (adaptado de Lang e Luzano, 1998)

2.2. Mecanismos neurodegenerativos

2.2.1. Disfuncéo mitocondrial

As mitocondrias sdo organelos intracitoplasmaticos constituidos por duas membranas.
Sao responsaveis por muitos processos essenciais no desenvolvimento e na fungédo
normal do organismo, incluindo a producdo de ATP, apoptose, e geracdo de espécies

reactivas de oxigénio (ERO).

A mitocondria produz cerca de 90 % da energia celular (Piecznik e Neustadt, 2007).
Essa producdo energética é o resultado de dois processos metabdlicos coordenados: o
ciclo de Krebs e a cadeia de transporte de electrdes e fosforilacdo oxidativa. O fluxo dos
electrdes provenientes da nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) e flavina adenina
dinuclettido (FADH,) para o O, da-se através de complexos enzimaticos ancorados na
membrana mitocondrial interna, que constituem a cadeia de transporte de electrdes.
Estes complexos sdo: Complexo | (NADH-coenzima Q oxiredutase), Complexo Il
(Succinato-ubiquinona  oxiredutase), = Complexo IIl  (ubiquinona-citocromo-c
oxiredutase), Complexo IV (citocromo-c oxidase-COX), dois transportadores de
electrdes moveis, coenzima Q10 (ubiquinona) e o citocromo-c. O quinto complexo que

continua a fosforilacdo oxidativa é o Complexo V (ATP sintase) (Nasseh et al, 2001).
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As doencas mitocondriais resultam de uma disfuncdo na cascata bioquimica, sendo as
doencas mais estudadas e mais comuns as que afectam a cadeia respiratdria (Oliveira,
2009).

O cérebro é altamente dependente da energia produzida pela mitocdndria para o seu
funcionamento. A mitocondria utiliza grande quantidade de O, numa massa de tecido
relativamente pequena, 0 que torna esse tecido altamente susceptivel a accdo de

espeécies reactivas (Halliwell e Gutteridge, 2007).

As especulacGes de que anormalidades mitocondriais estariam relacionadas com a
etiopatogenia da doenca de Parkinson surgiram ap6s a definicdo da existéncia de
reducdo na actividade do complexo | mitocondrial, NADH CoQ1 redutase. Outra
anormalidade também detectada foi a do complexo alfa-cetoglutarato desidrogenase
(Teive, 2005).

A disfuncdo mitocondrial ocorre por diminuicdo da actividade dos complexos da cadeia
respiratéria com um consequente prejuizo no transporte de electrfes, o que leva a uma
disperséo de electrdes na forma de radicais livres potencialmente perigosos para a célula
(Halliwell e Gutteridge, 2007).

O papel da disfungdo mitocondrial na DP foi reforcado pelos estudos de parkinsonismo
por metil-fenil-tetrahidropiridina (MPTP), com evidéncia da presenca de inibicdo
selectiva do complexo | da cadeia respiratdria mitocondrial na parte compacta da
substancia negra do mesencéfalo (Teive, 2005). O MPTP € uma substancia toxica,
descoberta em 1971, que provoca um sindrome parkinsénico em tudo semelhante a
doenca de Parkinson. Esta substancia destréi selectivamente 0s neurdnios
dopaminérgicos da substancia negra compacta. O MPTP torna-se neurotoxico quando €
oxidado a MPP" pela enzima MAO-B (monoamina oxidase B). Os terminais
dopaminérgicos captam o MPP”, inibindo assim a enzima NADH CoQ1 redutase. A
inibicdo desta enzima leva a producdo excessiva de radicais livres provocando
citotoxidade, por inibicdo da respiracdo mitocondrial, o que contribui para a lesdo
neuronal e consequentemente morte neuronal progressiva na DP (apoptose). Desta

forma a disfuncdo mitocondrial decorrente de factores toxicos externos ou internos, bem
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como factores genéticos, provocaria uma cascata de reac¢fes que culminariam com a

apoptose ou morte celular programada (Henchcliffe e Beal, 2008).
2.2.2. Stress oxidativo - geracado de radicais livres

O stress oxidativo ocorre quando existe um desequilibrio entre factores que promovem
a formacao de radicais livres e os mecanismos de defesa anti-oxidativos. As reacc¢Ges de
oxidacdo e reducdo sdo catalisadas por metais de transicdo como o cobre, o ferro, e 0
manganés. Tem sido discutido que o stress oxidativo pode contribuir para o processo
patogénico da morte das células nigrais na DP. Varios factores estdo implicados com a
excessiva formacdo de peroxidos, como deficiéncia de glutationa (principal arma anti-
oxidante e protectora) e um aumento da reactividade ao ferro, levando a formacao de
oxi-radicais toxicos. Todos estes factores actuam de forma isolada ou em conjunto,
provocando o aparecimento da degeneracdo na parte compacta da substancia negra do

mesencéfalo (Teive, 2005).

Um desequilibrio entre a taxa de geracéo e a capacidade de remocdo celular de radicais
livres provoca stress oxidativo. Metais de transicdo, como o cobre e o ferro, podem doar
ou aceitar electrbes livres durante reaccBes intracelulares, catalisando a formacdo de

radicais livres, como na reaccao de Fenton (Figura 3):
H,0, (ERO) + Fe** o= Fe*" + OH (radical livre) + OH".

Figura 3. Reaccdo de Fenton: decomposicdo do H,0, dependente do ferro, com a producéo de radicais

hidroxilo reactivos (adaptado de Mancia et al., 2010)

Visto que a maior parte do ferro intracelular esta na forma férrica (Fe®*), este precisa de

ser reduzido a Fe** para poder participar na reaccdo de Fenton.

No estado metabélico normal, o superéxido favorece a oxidacéo de Fe?* a Fe**. No
entanto, se a concentracdo intracelular de superdxido é elevada, o equilibrio da reaccdo
favorece a reducéo de Fe®*" a Fe®", perturbando a reaccéo de Fenton e formando mais

radicais livres hidroxilo. Os niveis das ERO sdo minimizados pela ligacdo das proteinas
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de armazenamento e de transporte, que agem como quelantes, diminuindo a formagéo
de OH (Figura 4) (Fernandez et al., 2007).
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Figura 4. Perpetuacdo da formac&o de radicais hidroxilo pela reaccéo de Fenton na presenca de excesso

de superdxido (adaptado de Fernandez et al., 2007)

Os radicais livres podem ser gerados por todas as células vivas aer6bias, sendo os
principais: o anido superéxido (O%"), o radical hidroperoxilo (HO,) e o radical hidroxilo
(HO). Estas moléculas sdo derivadas do metabolismo do O,, sendo conhecidas como as
ERO. Dentre as ERO pode-se referir o peroxido de hidrogénio (H.O,). Este processo
favorece a ocorréncia de ataques dessas espécies reactivas a componentes celulares,
especialmente lipidos. Assim, a peroxidacdo lipidica provoca dano tecidual, o que esta

relacionado com a patogénese de varias doencas entre elas a DP.

As ERO sdo produzidas naturalmente no nosso organismo através de processos
metabolicos oxidativos que podem ser de extrema utilidade, como na activacdo do
sistema imunoldgico e da resposta inflamatoria ou na destoxificagdo de farmacos
(Schneider e Oliveira, 2004).

As ERO geradas no organismo podem provir de diferentes locais, sendo a principal
fonte a mitocondria, devido ao O, que escapou da cadeia de transporte de electrdes. A
geragdo dessas espécies € associada ao metabolismo do O, mitocondrial cuja
fosforilacdo oxidativa resulta na formacdo de adenosina trifosfato (ATP). Os substratos

oxidativos originam-se na glicélise, no ciclo de Krebs e na cadeia de transporte de
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electrdes, sendo o O, o receptor final de electrdes (Finland., Lac e Filaire, 2006). Na
parte terminal da cadeia de transporte de electrGes, a enzima citocromo oxidase remove
um electrdo de cada uma das quatro moléculas reduzidas de citocromo c, adicionando-
0s a0 oxigénio para formar agua, sendo esta reac¢do catalizada pela coenzima Q(CoQ).
A formacdo de ERO pela mitocondria é proporcional a actividade da cadeia de
transporte de electres, mas esta ndo € proporcional ao consumo de O, Um
desequilibrio entre a producdo e a remocdo dessas espécies, pode levar a eventos
nocivos, como apoptose de células saudaveis, o envelhecimento precoce, a alteracdo da

funcéo celular e o aparecimento de doencas degenerativas como a DP.

A morte celular ocorre tanto por necrose quanto por apoptose. Na morte celular por
necrose, a célula incha e rompe-se, libertando o seu contetdo para o meio extracelular.
Pode haver a libertacdo de antioxidantes, como a catalase e a glutationa, e também de
pré-oxidantes, como os ides de cobre, ferro e proteinas do grupo heme. Agentes esses
que podem afectar as células adjacentes, podendo até provocar nelas stress oxidativo.
Na apoptose, 0 mecanismo intrinseco de suicidio celular é activado, e ndo ha libertacdo
do contetdo celular. A morte celular por apoptose pode ser acelerada em doencas
neurodegenerativas, havendo envolvimento do stress oxidativo (Halliwell e Gutteridge,
2007).

Além disso, o stress oxidativo pode levar a um aumento de peroxidacdo lipidica, cujos
produtos malondialdeido (MDA) e 4-hidroxinonenal (HNE), entre outros, sdo

neurotoxicos, inibindo a actividade de diversas enzimas e alterando a funcéo celular.

A dopamina é uma catecolamina derivada da tirosina e é metabolizada no cérebro por
accdo da enzima MAO e catecol-o-aminotransferase (COMT) em acido homovelinico
(HVA) e acido 3,4-dihidrofenilacético. O metabolismo normal da dopamina produz
radicais e H,O,, 0s quais na presenca de depositos de ferro no cérebro, abundante nos
ganglios da base, pode gerar radicais livres de hidroxilo que interferem na cadeia

respiratoria celular, levando a neurotoxidade (Monteiro, 2008).

Os ides metalicos, dentre eles o cobre e o ferro, podem gerar ERO. Entre os ifes

metalicos, o ferro € o metal mais abundante no organismo e o que esta biologicamente
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mais capacitado para gerar as ERO e catalisar as reac¢oes de oxidacao das biomoléculas
(Mancia et al., 2010).

Os metais contém electrbes ndo emparelhados, o que os qualifica como radicais (com
excepc¢éo do zinco). Os factores de maior significado, em relacdo ao seu estado reactivo,
sdo as suas valéncias varidveis, o que permite modificacdes do potencial de oxidacao,

envolvendo um electrdo.

O ferro apresenta dois estados de oxidacdo mais comuns. Em solucéo, na presenca de
ar, o ferro (I11) é o mais estavel, enquanto os sais de ferro (I1) sdo redutores fracos. Se
uma solucdo de sais de ferro (I1) é deixada exposta ao ar, ela é vagarosamente oxidada
ao estado de ferro (I11). Esta é uma oxidacéo, e 0 O, dissolvido na solucéo é reduzido a

radical superdxido (Sequeira, Almeida e Arruda, 2006).

O alto conteddo de ferro favorece a lipoperoxidacdo e a autooxidacdo de
neurotransmissores através de radical hidroxilo formado na reaccdo de Fenton (Mancia
et al., 2010). Nesta reacgdo, uma mistura de H,O, e um sal de ferro (1) reage com
muitas moléculas organicas. Isto é devido a formag&o do radical hidroxilo. O ferro (111)
pode reagir com H,0O,. Assim a mistura de um sal de ferro e H,O, podem promover uma

série de reac¢bes com radicais (Grotto, 2008).

O cobre apresenta tambem dois estados de oxidagdo mais comuns, cobre (I) e cobre (11).
A diferenca de um electrdo permite ao cobre participar em reac¢fes de radicais. Sob
condicdes adequadas, os sais de cobre poderdo aceitar electrdes, ou ceder electrdes ao

radical superdxido.

O zinco tem somente um estado de oxidacéo e ndo promove reacgdes com radicais. Tem
sido sugerido que o zinco pode inibir algumas reacgdes de radicais in vivo, deslocando
outros metais de transi¢cdo, como o ferro, do local da ligacdo onde estejam a promover

as reaccoes (Kozlowski et al., 2009).
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Lipoperoxidagéo

A lipoperoxidacdo € um processo fisioldgico continuo que ocorre normalmente nas
membranas celulares. Além de ser um factor de renovacdo da membrana, é um processo
essencial na sintese de prostaglandinas e leucotrienos, bem como na fagocitose e
pinocitose. Por serem formadas em grande parte por lipidos insaturados e proteinas, as
membranas sao particularmente susceptiveis ao ataque oxidativo. Quando a producéo de
espeécies reactivas aumentar além da capacidade de desintoxicacdo, esse processo sera
exacerbado, e com isso a lipoperoxidacdo provoca alteragfes profundas na estrutura e
na permeabilidade das membranas celulares, o que provoca perda da selectividade na
troca ionica com libertacdo do conteudo de organelos e formacdo de produtos
citotoxicos como 0 MDA e HNE (Ferreira e Matsubara, 1997).

O MDA, a pH fisioldgico, ataca proteinas e bases de DNA, provocando lesdes
mutagénicas. O HNE parece ser citotoxico para células neuronais (Manzano-Ledn e
Mas-Oliva, 2006). Nesse contexto a formacdo de HNE precede a morte neuronal.
Concentragfes aumentadas desse produto lipidico sdo encontradas em tecido cerebral de
pacientes afectados por doencas neurodegenerativas. Por lesar proteinas de membranas
o HNE pode também inibir enzimas das membranas como Ca** ATPase, glicerol-3-
fosfato aciltransferase, glicose-6-fosfatase e Na', K* ATPase, e também canais de

potassio.

As etapas da lipoperoxidacdo sdo: iniciacdo, propagacdo e terminacdo. A iniciacdo é
provocada pelo ataque de qualquer espécie reactiva com capacidade de retirar um atomo
de hidrogénio de um grupo metileno (-CH2-) a um lipido da membrana. Nesse contexto,
radicais hidroxilo podem iniciar a lipoperoxidacédo. Uma vez que o atomo de hidrogénio
tem apenas um electrdo, ao captar um atomo de hidrogénio de um grupo metileno fica
um electrdo desemparelhado no carbono (-CH-). Esse radical é estabilizado por um
rearranjo molecular, que reage com o O, e forma radical peroxilo (ROO). Na fase de
propagacao o radical peroxilo capta um protdo de uma molécula lipidica. O radical de
carbono formado reage com o O, para formar outro radical peroxilo, e assim
sucessivamente. Quando dois radicais produzidos nas etapas anteriores reagirem entre

si, formam um produto estavel (Halliwell e Gutteridge, 2007).
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Defesas antioxidantes

Os organismos desenvolvem sistemas antioxidantes de defesa para proteccdo, como
também sistemas de reparacao, que previnem a acumulacdo de moléculas alteradas por
oxidagdo. O principal mecanismo de defesa do organismo contra a producéo de ERO é
feito pelos antioxidantes que sdo responsaveis pela inibicdo, reducdo e remocao das

lesGes celulares provocadas pelas mesmas (Singh, Sharad e Kapur, 2004).

Os antioxidantes sdo substancias exdgenas ou enddgenas que reduzem a formacdo de
radicais livres ou reagem com 0s mesmos, neutralizando-os. A célula é capaz de se
proteger contra o dano oxidativo através de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos
que actuam sempre em sinergismo e estdo localizados dentro das células ou na

circulagdo sanguinea.

Os antioxidantes enzimaticos compreendem a superoxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT) e a glutationa peroxidase (GPX) (Patil, Kodliwadmath e Kodliwadmath, 2007).
A SOD é a primeira linha de defesa contra as ERO por neutralizar a formacao de O, na
mitocondria e por neutralizar o O, e 0 H,O, do citosol, ou seja, catalisa a dismutacdo
do radical superdxido. A SOD é uma metaloenzima que em sistemas eucariéticos possui
zinco, cobre e manganés (Fernandes e Mafra, 2005). A CAT esté presente em todas as
células que usam O, para converter H,O, em H,O e O,. O O, produzido pelas CATs é
estavel (Gaetani et al., 2011). Os niveis de CAT sdo particularmente baixos em muitas
regides cerebrais, aumentando assim a susceptibilidade do cérebro ao dano provocado
por radicais livres (Halliwell e Gutteridge, 1996). A GPX esta presente na mitocéndria e
no citosol, catalisando a reaccdo da glutationa reduzida (GSH) com H,O, para formar
glutationa oxidada (GSSG) e H,O (Finald, Lac e Filaire, 2006).

Dos antioxidantes ndo-enzimaticos destaca-se a vitamina E (alfa tocoferol), a vitamina

C (acido ascorbico), a vitamina A (beta caroteno), o selénio, a glutationa e o acido Urico
(Finland, Lac e Filaire, 2006).
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2.3 Susceptibilidade genética

Vérios estudos indicam um maior risco para desenvolver a doenca associada a factores
ambientais como exposicao a pesticidas, traumatismo craniano e poluentes. Apesar dos

casos herdados de forma mendeliana, a maioria dos casos de DP € esporadica.

A importancia de factores genéticos na etiopatogenia da DP cresceu nos Gltimos anos
apos os estudos de Polymeropoulos e colaboradores (1997), culminando a definicdo de
algumas formas de doenca com heranca autossémica dominante recessiva, com a
definicdo de genes, l6cus genéticos e também pela pesquisa de factores genéticos de
susceptibilidade as neurotoxinas ambientais exdgenas e enddgenas. Varios genes
candidatos a susceptibilidade tém sido estudados, entre eles 0 CYP2D6, uma isoenzima
do complexo citocromo P450 (Teive, 2005). A susceptibilidade genética a toxinas
ambientais e o defeito capaz de gerar toxinas enddgenas e /ou dificultar a sua remocao
sdo mecanismos pelos quais os factores genéticos podem contribuir para a degeneracao

celular.

Varios estudos tém associado a maior frequéncia de aparecimento da DP em pacientes
que vivem em zonas rurais, que fazem uso de dgua de poco e que estdo mais expostos a

pesticidas e herbicidas (Teive, 2005).

As duas formas mais conhecidas de DP com heranca autossdbmica dominante e recessiva
séo as relacionadas com os genes Park 1 e Park 2 (Parkin), respectivamente. A forma
Park 2 é a mais frequente encontrada em todo o mundo, nos pacientes com

parkinsonismo de inicio precoce (Ganz, 2007).

Polymeropoulos e colaboradores (1997) descobriram a presenca de mutacdo no gene
Park 1 que codifica a a-sinucleina, que € uma proteina existente nas terminacfes
nervosas pré-sinapticas, envolvida na plasticidade neuronal. Observaram que no gene
desta proteina, ao nivel do nucleotideo 209, havia uma alteragdo na posi¢do 53, com
uma troca de alanina pela treonina (Ala53Thr). Estas alteracdes foram identificadas em
13 familias gregas. Na Alemanha foi encontrada outra mutacdo do gene a-sinucleina,

com uma troca de alanina por prolina (Ala30Pro) (Gasser, 2004).
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A mutacdo em Park 1 faz com que haja uma agregacdo proteica intracelular, que é
neurotdxica, impedindo a funcdo de células dopaminérgicas. Os agregados proteicos
citoplasmaticos séo identificados como CL que incluem a-sinucleina, Parkin, Hidrolase
L1 Ubiquitina Carboxiterminal (UCH-L1), ubiquitina, subunidade protedmica 26S e

outras moléculas.

A proteina Parkin exerce um papel importante na manutencdo ou sobrevivéncia dos
neuronios nigrais. Em caso de mutacdes do gene Parkin (Figura 5), pode haver
agregacdo proteica, como a o-sinucleinae a sinfilina, através do processo de
ubiquitinizacéo (a ubiquitina é o maior componente dos CL), formando assim inclusdes
citosélicas de ubiquitina positiva, que sdo dificilmente degradadas pelo complexo

proteossomal, o que leva a morte neuronal.

PARKIN ALFA-SINUCLEIMA UCH-L1
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Figura 5. - Mecanismo de morte neuronal na DP (adaptado de Ribeiro et al., 2004)

A B-sinucleina pode ser usada como uma nova estratégia de tratamento da DP porque

inibe a agregacéo da a-sinucleina (Figura 6).
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Figura 6. - Formagéo dos corpos de Lewy (CL). Na presenca de vesiculas intracitoplasmaticas de lipidos,
a a-sinucléina assume a estrutura helicoidal alfa, e em grandes concentracfes vesiculares, a forma beta de
fibrilas amildides (adaptado de Ribeiro et al, 2004).

No Japédo, Matsumine e colaboradores (1997) descreveram uma mutacdo de ponto ou
deleccdo na regido de Park 2, localizada no cromossoma 6: 6925, uma forma de
parkinsonismo juvenil autossomica recessiva. Observou-se nos estudos necropsia, a
presenca de degeneracdo selectiva de neurdnios na zona compacta da substancia negra,
contudo sem a presenca dos CL (Teive, 2005). O produto génico é a ubiquinona. Esta
caracteriza-se por ter inicio precoce (antes dos 40 anos), tendo uma boa resposta ao
tratamento com levodopa. As mutacbes em Parkin, consideradas uma das principais
causas de DP familiar, provocam a perda da actividade enzimatica e acumulacdo de
proteinas ndo ubiquitinadas, que ndo formam CL e levam a morte selectiva de células

neuronais.

Park 3 é outro gene ainda néo identificado, localizado no cromossoma 2p13 depois de
analise de ligagdo de seis familias europeias com heranga autossomica dominante e
tipica patologia de CL. Mutagdes neste gene podem ter sido subdiagnosticadas e os
pacientes confundidos com DP esporadica. Essas familias apresentam sinais de
deméncia e neuropatologia, aléem da perda neuronal na substancia negra e tipicos CL no
tronco (Ribeiro et al., 2004).
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No gene UCH-L1 (Park 5), em duas familias alemas, foi encontrada uma mutagdo em
que a isoleucina é substituida por metionina na posi¢do 93 (193M), produzindo a
reducdo da actividade enzimatica de UCH-L1, impedindo a depuracdo proteica, no qual
estd envolvido a desconjugacdo de ubiquitina. A disfuncdo da enzima leva a falta de
reciclagem dos mondmeros de ubiquitina com alteragdo no mecanismo proteossomal-
proteolitico. A acumulacdo anormal de proteinas e seus substratos é responsavel pela
patogénese da DP (Ribeiro et al., 2004).

No locus Park7, as mutagdes no gene DJ-1 provocam provavelmente perda de funcdo.
Nesses casos a doenca € de inicio precoce e a heranca envolvida é autossémica

recessiva (Healy et al., 2008).

Estudos de ligacdo em outras familias com DP ndo tém identificado mutages dos genes
conhecidos e sugeriram a presenca de outros genes envolvidos na etiologia da DP, como

0 gene "tau™ no cromossoma 17 (inicio tardio de sintomas).

O numero de genes candidatos para a DP tem aumentado rapidamente. Muitos genes
candidatos tém sido descritos em familias especificas. A énfase actual das bases
genéticas da DP tem como objectivo desvendar a etiologia da doenca, contribuindo para

a terapia.

2.4. Inibicao do sistema proteossomal da ubiquitina

O sistema proteossomal da ubiquitina representa o mecanismo primario responsavel
pela eliminacdo de proteinas intra-celulares mutantes danificadas, e também esta
relacionado com a regulagdo dos niveis de proteinas de vida curta que medeiam
actividades celulares como a transcrigdo de genes e a neurotransmissao (Teive, 2005).
Este sistema é formado por proteossomas conhecidos como 26S e 20S, que sdo
proteases com acg¢ao multicatalitica encontradas no citoplasma, reticulo endoplasmatico,
na regido peri-nuclear e no nucleo das células eucarioticas. Neste sistema proteossomal-
ubiquitina as proteinas anormais sdo inicialmente conjugadas com cadeias de moléculas
de ubiquitina, ou seja, ubiquitilacdo que consiste na formagdo de uma ligagéo
isopeptidica entre a ubiquitina e a proteina-substrato, funcionando assim como um sinal

para o reconhecimento e degradacéo pelo sistema proteossomal. Isto envolve a accdo de
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trés classes de enzimas: E1 (enzima activadora da ubiquitina), E2 (enzima conjugadora

da ubiquitina) e E3 (ligase de proteina ubiquitina) (Figura 7).
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Figura 7. Passos enzimaticos principais da via proteolitica dependente de ubiquitina/proteossoma. E1 —
enzima activador de ubiquitina, E2 — enzima conjugador de ubiquitina, E3 — ligase de ubiquitina—

proteina, Ub — ubiquitina ou grupo ubiquitil (adaptado de Ramos, 2005)

Em primeiro lugar, ocorre a activacdo do grupo carboxilico da glicina existente no
terminal C da ubiquitina, catalisada por E1, formando um adenilato de ubiquitina
intermediario, com a concomitante hidrélise de ATP, ocorrendo também a transferéncia
da ubiquitina activada para o centro tiol da enzima E1 (com a libertacdo de AMP).
Depois, a ubiquitina activada é transferida, por transacilagdo, para um grupo tiol de uma
segunda enzima, pertencente a familia das proteinas E2. Estes ésteres de tiol formados
entre E2 e ubiquitina sdo dadores de ubiquitina para a formacdo da ligacdo isopeptidica
entre o residuo de glicina do terminal C da ubiquitina e grupos amina de residuos de
lisina das proteinas-substrato. A E3 é responsavel pela seleccdo da proteina-substrato
através do reconhecimento de um sinal de degradacdo existente nessa proteina. As
reacgdes repetidas em sequéncia levam & formacdo de uma cadeia de poli-ubiquitina
conjugada a proteinas, que associada a proteinas ndo ubiquitinadas serdo degradadas
pelo sistema proteossomal 26S e 20S. (Ramos, 2005) Este sistema complexo contém
subunidades alfa e beta, e é composto de diferentes activadores que sdo proteinas
conhecidas como PA700 que fazem parte do grupo de proteinas chamadas proteinas de
choque térmico, as quais actuam como “chaperonas moleculares”, participando na

remocao de proteinas anormais ao nivel celular neuronal (Nussabaum e Ellis, 2003)
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Tem-se evidenciado uma perda das subunidades alfa do sistema proteossomal 20S,
dentro dos neurdnios dopaminérgicos nigrais. A perda da subunidade alfa leva a uma
instabilidade do sistema proteossomal, com perda de funcdo e subsequente

desencadeamento do processo neurodegenerativo.

A presenca da mutacdo da a-sinucleina, nos casos de DP idiopatica com heranca
autossomica recessiva, pode interferir com a ac¢do do sistema proteossomal-ubiquitina,
através de uma acc¢do inibitdria, ou mesmo levando a uma saturacdo deste sistema,
provocando desta forma acumulacdo de proteinas intra-celulares pobremente degradas,
levando a morte neuronal (Teive, 2005).

A proteina Parkin envolvida com uma forma de parkinsonismo de inicio precoce,
decorrente de uma mutacdo génica, é na verdade uma ligase da ubiquitina E3, que tem
um papel importante no processo de degradacdo de substratos alvos, mediada pelos
proteossomas (Teive, 2005). A presenca de mutacdo nesta proteina provoca uma
disfuncdo do sistema proteossomal-ubiquitina ao promover a depuracdo de proteinas
anormais que seriam acumuladas e desencadeariam a morte neuronal (Teive, 2005). Um
dos substratos da proteina Parkin € uma forma glicosilada da a-sinucleina,
estabelecendo um elo de ligacdo entre a proteina Parkin e a a-sinucleina e a DP
idiopatica, decorrente de um defeito do sistema proteossoma-ubiquitina. (Rawl et al.,
2002).

A mutacdo no gene 4pl4, que codifica a hidrolase-L1 terminal C da ubiquitina, pode
provocar perda da sua actividade enzimatica, interferindo com o processo de
ubiquitinizacdo e por consequéncia afectar o processo de depuracdo proteica com

acumulagdo de proteinas e morte neuronal (Teive, 2005).
A propensdo da DP ocorrer em pacientes de idade avangada sugere que o sistema
proteossomal neuronal torna-se insuficiente na sua funcdo de depuracdo das proteinas

anormais, que podem acumular com o passar da idade (Teive, 2005).

Assim um desequilibrio entre uma carga elevada de proteinas anormais, associadas a

uma baixa actividade do sistema proteossomal, e a presenca de baixos niveis de

35



O papel do cobre, ferro e zinco na doenca de Parkinson

activadores proteossomais (PA700 e Pa28), na parte compacta da substancia negra do

mesencefalo, levam a processos neurodegenerativos.
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I11. Cobre na doenca de Parkinson

3.1. Funcdes bioldgicas do cobre

O cobre é um elemento essencial para inimeras fungdes fisiologicas e bioquimicas,
através da sua participagdo no metabolismo energético, na homeostase de ferro, em
mecanismos de proteccao antioxidante e como componente de muitas metaloproteinas e
metaloenzimas (Speich et al., 2001). Diversos trabalhos demonstram que o cobre é
cofactor de enzimas como a SOD, lisil oxidase (Bairele et al., 2010), citocromo ¢
oxidase e ceruloplasmina. Algumas das principais enzimas e proteinas cobre-

dependentes sdo apresentadas na Tabela 1.

Proteina Funcdes bioldgicas
Citocromo c oxidase Transporte de electrdes na mitocondria
Ceruloplasmina (ferroxidase I) Transporte de cobre no plasma,

ferroxidase, quelante de i6es superoxido

gerados na circulacéo

Lisil oxidase Formacdo de ligagdes cruzadas no
colagenio e elastina

Dopamina f hidroxilase Cataliza a conversdo da dopamina em

noradrenalina

Cobre-zinco SOD Desintoxificacdo do ido superoxido
Tirosinase Sintese de melanina
Metalotioneinas Importante na manutencéo de

concentragdes adequadas de cobre

intracelular, evitando a toxicidade

Hefastina Promove o efluxo de ferro dos enterécitos

Tabela 1. Exemplo de enzimas e outras proteinas cobre-dependentes (adaptado de Koury e Donangelo,
2007)
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O cobre é co-factor de varias enzimas como a SOD e ceruloplasmina que possuem
actividade antioxidante, protegendo diferentes estruturas celulares da ac¢do de ERO. A
enzima mitocondrial citocromo c oxidase & importante para a producdo celular de
energia, uma vez que esta envolvida na cadeia de transporte de electrdes, onde ocorre a
reducdo do O, a H,O com formacéo de ATP. As ferroxidases, como a ceruloplasmina
(ferroxidase 1) e a ferroxidase Il, sdo enzimas cobre-dependentes que mantém a
homeostase do ferro no organismo. A ceruloplasmina tem funcdo de limpador de
radicais livres. Cerca de 85 a 95 % do cobre estd ligado covalentemente a
ceruloplasmina sérica (Bairele et al., 2010). A lisil oxidase participa na formacao,
manutencdo e estabilizacdo do tecido conjuntivo. A dopamina — — monoxigenase
converte dopamina em noraepinefrina. A enzima cobre-zinco SOD encontra-se no
citoplasma das células e no meio extracelular, e esta envolvida na dismutacdo do radical

livre anido superdxido a H,O, e H,0.

No entanto, o ido cobre livre pode apresentar efeitos toxicos, tanto em estado oxidado
(Cu®"), como em estado reduzido (Cu®), podendo catalizar a formacéo de ERO e actuar

como pro-oxidante.

Para que as cobre-proteinas desempenhem as suas fungbes essenciais de forma
satisfatoria, tais como antioxidantes, o ido cobre precisa de estar presente em
concentracdes intra e extracelulares adequadas. Embora o cobre seja um elemento

essencial para o organismo, quando em excesso pode provocar efeitos toxicos.

3.1.1. Ceruloplasmina

A ceruloplasmina é uma glicoproteina presente no plasma, onde sdo incorporados seis
atomos de cobre durante a sua biossintese hepatica. Possui uma ac¢do de ferroxidase,

pois é capaz de oxidar o ido ferroso em ido férrico.

A funcéo antioxidante da ceruloplasmina consiste ndo so na capacidade de manter os
ibes de cobre e ferro ligados as suas proteinas especificas, evitando que 0s mesmos
participem na reaccdo de Fenton, mas também no seu efeito limpador sobre os anides
superoxido e outras ERO. A ceruloplasmina inibe a oxidagdo de lipidos, protegendo

estruturas proteicas e DNA de lesdes.
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A concentracdo do cobre extracelular exerce efeito directo sobre a qualidade de sintese
e secrecao de ceruloplasmina. Quando ha reducdo na incorporacdo do cobre durante a
sintese, como no caso de deficiéncia de cobre, ocorre uma libertacdo de um produto
instavel (apoceruloplasmina) desprovido de actividade ferroxidase (Koury e Donangelo,
2007).

3.1.2. Superoxido dismutase (SOD)

O anido superéxido é um radical livre potencialmente lesivo as células, processo
favorecido nas mitocéndrias. Apesar da citocromo ¢ oxidase proteger esta reducédo, a

libertacdo de uma pequena quantidade deste anido € inevitavel.

A funcdo da SOD ¢ reduzir a ac¢do lesiva do anido superoxido, que é formado pela
reducdo de O, por um electrdo, catalisando sua conversdo a espécies menos reactivas

(Koury e Donangelo, 2007).

A SOD possui trés isoformas, sendo duas intracelulares (manganés- dependente, na
mitocondria e cobre- zinco-dependente no citosol) e cobre-zinco extracelular. A cobre-
zinco SOD é uma enzima muito estavel, tendo o cobre como cofactor essencial para a
sua actividade catalitica, enquanto o zinco desempenha uma funcéo estrutural (Koury e
Donangelo, 2007).

O centro activo da cobre-zinco SOD ¢é carregado positivamente e circundado por um
anel de radicais com carga negativa. O anido superdxido é atraido electrostaticamente
para 0 centro activo e liga-se a0 Cu?*, provocando a transferéncia de um electréo
formando o Cu® e 0 O, que é libertado. O segundo ani&o superdxido penetra no centro
activo e liga-se ao Cu*, & arginina e ao H*, adquirindo um electrdo. Assim o Cu®* é
recuperado e € formado o H,0,. A enzima catalase, ferro-dependente, impede que o
mesmo sofra ac¢do de ides livres como o ferro e o cobre, actuando sobre ele (Koury e
Donangelo, 2007).
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3.1.3. Metalotioneinas (MTs)

As metalotioneinas (MTs) sdo proteinas monomeéricas compostas de dois dominios
globulares com capacidade de se ligarem a sete &tomos de qualquer metal divalente. Sdo
ricas em residuos de cisteina, com afinidade para iGes de metais pesados, como o cobre
e zinco, possibilitando a formacéo de clusters tiol-metal. Em mamiferos sdo encontradas
em diferentes isoformas. A MT-1 e a MT-IV sdo pequenas proteinas de 61 a 68
aminoacidos, com estrutura terciaria composta por distintos dominios, alfa e beta
(Figura 8). As MT do tipo | e Il sdo as mais abundantes no cérebro, encontradas
primeiramente nos astrocitos. A MT-111 tem sido observada principalmente no cérebro e
em baixos niveis nos tecidos periféricos. Estudos apontam para uma deficiéncia desta
isoforma no cérebro de individuos com doenca de Alzheimer (Kozlowski et al., 2009).
A MT-IV é mais abundante em tecidos estratificados e ndo se encontra a nivel cerebral.
As diferengas entre os diferentes tipos de MTs ndo s&o meramente estruturais, e hoje
sabe-se que a MT-I e a MT-II podem ser induzidas por varias condi¢bes de stress e

compostos, tais como citoquinas e ERO.

Dominio B Dominio o

Figura 8. Sitios para ligacdo com metais presentes na metalotioneina (MT). Os circulos denotam i6es
metalicos divalentes (ex. Zn®*, Cd**, Mn?*, Cu?*) (adaptado de Niter6i, 2006).

Ainda ha muito para esclarecer sobre as fung¢bes das MTs, mas devido a propriedade de
quelatar zinco, a proteina tem sido apontada como um importante controlo na
homeostase desse metal essencial. Cada molécula de MT tem a capacidade de se ligar
até 12 atomos de cobre e zinco. As MTs desempenham um papel fundamental na
manutencdo de niveis adequados destes metais dentro das células. Este papel torna-se

importante quando o processo de efluxo celular do cobre esta comprometido, seja por
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alteracbes na ATP7A ou ATP7B, ou quando ha uma exposicdo aguda a elevadas
concentracOes de cobre. Entre outras fungdes, as MTs sdo também capazes de proteger
contra o stress oxidativo. As MTs reduzem a toxicidade do cobre, limitando a sua
participacdo em reaccbes que favorecem a liberacdo de ERO (Koury e Donangelo,
2007).

A MT nos mamiferos adopta uma conformacdo com diferentes grupos de tiol-metal,
localizados em dois dominios com estequiometria de M3 (Scys)9 (no dominio N-
terminal) e M4 (Scys)11 (no dominio C-terminal) para iGes metalicos divalentes
(Kozlowski et al., 2009). O enrolamento da cadeia de proteina ao redor dos clusters, €
inteiramente conduzido pela coordenagdo dos iGes metalicos. O mecanismo exacto de
quelatacdo dos iGes metalicos ndo estd bem esclarecido até agora. Mas esta é a chave

para perceber o papel das MTs na célula.

O ndmero maximo de ligacdo dos i6es metalicos aos dominios alfa e beta das MTs, é
determinado pelas propriedades do ido metalico. Quatro Cd(Il), Zn(ll) ligam-se ao
dominio alfa e trés no beta, enquanto no caso de Cu(l), Ag(l) e Hg(ll) ligam-se tanto ao
dominio alfa ou beta, ligando quatro, seis ou nove iGes metalicos (Kozlowski et al.,
2009).

A cobre-MT actua como depdsito de cobre, transferindo-o para cobre apo—proteinas
e/ou cobre apo—chaperonas e, além disso, tem um papel na desintoxificacdo do cobre
Kozlowski et al., 2009). A cobre-MT possui 53 amindacidos, dos quais 12 sdo cisteina e
6-8 i6es de Cu(l). O dltimo modelo estrutural da ligacdo da MT ao Cu(l) mostrou 10
residuos de cisteina envolvidos por 8 atomos de cobre. A homeostase do cobre e do
zinco é fortemente regulada e é essencial para a fisiologia do cérebro. Alteragdes neste

metabolismo estdo envolvidas nas doengas neurodegenerativas.
3.2. Homeostase do cobre
A manutencdo da homeostase do cobre no organismo exige mecanismos bastante

complexos de absorgdo, transporte, captacédo, distribuicdo e desintoxificacdo celular,

alguns deles dependentes de nutrientes (Koury e Donangelo, 2007).
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O cobre é transportado para dentro das células ligado a uma ou mais proteinas
transmembranares, como o transportador do cobre (CTR1, do inglés copper
transporterl) (Figura 9). Este possui dois centros de atrac¢ao para o metal, um dominio
extracelular rico em metionina (terminal N extracelular), apresentando um forte impacto
no transporte de Cu(l), e outro intracelular rico em cisteina e histidina (terminal C
intracelular) com fungdo ainda desconhecida, mas que pode estar envolvida na
mobilizacdo do cobre dos vactolos (Kozlowski et al., 2009). O CTR1 localiza-se no
plasma membranar e no interior das vesiculas, transportando o metal para as cobre-
chaperonas do citosol. No citosol o cobre liga-se a um grupo de proteinas receptoras
(metalochaperonas) que direccionam e transferem o cobre para as estruturas celulares
contendo as diversas apo-cuproproteinas, substancias sem a incorporacdo do cobre
(Koury e Donangelo, 2007). As chaperonas também auxiliam na proteccédo intracelular

contra o poder 6xido-redutor do cobre (Gaeteke e Chow, 2003).
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Figura 9. Esquema das vias de transporte do cobre(l) em mamiferos (adaptado de Kozlowski et al., 2009)

As cobre-chaperonas dividem-se em trés classes funcionais: CCS (direcciona o cobre
para o citoplasma para a sintese de cobre-zinco superdxido dismutase), Atx1 (direcciona
0 cobre para as ATPases 7A e 7B, que servem como mediadores no transporte de cobre
dependente de energia, para o lumen do complexo de Golgi, para futura sintese de
ceruloplasmina e lisil oxidase) e COX17 (direcciona o cobre para as mitocondrias para a

sintese de citocromo c oxidase).
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Quando o cobre se encontra em concentragdes elevadas, as ATPases que o translocam
sdo redistribuidas para dentro de vesiculas citoplasméticas. Através de mecanismos de
exocitose, este mar de cobre intracelular vai ser destinado ao efluxo, evitando assim a
acumulacdo do cobre em niveis toxicos dentro das células. As MTs sdo outro
mecanismo de controlo de toxicidade do cobre intracelular. A expressao das isoformas |

e Il encontra-se elevada em doencas neurodegenerativas.

3.3. Mecanismo neurodegenerativo do cobre

Qualquer desequilibrio entre o influxo e o efluxo de iGes de cobre pode levar a
citotoxicidade e contribuir para o desenvolvimento de diversas patologias como o

cancro, doencas neurodegenerativas e envelhecimento (Kozlowski et al., 2009).

O ido de cobre livre participa na formacdo de radicais livres tanto na forma cuprica
(Cu*) como na forma cuprosa (Cu®). Na presenca de ides superéxido ou de agentes
redutores, como o 4cido ascorbico e glutationa, o i&o clprico (Cu®*) pode ser reduzido a
cuproso (Cu™), sendo capaz de catalisar a formagdo de radicais hidroxilo, a partir do
H.0,, via reac¢do de Fenton, (Kozlowski et al., 2009), promovendo a imediata oxidacao

dos residuos de aminoéacidos vizinhos.

O radical hidroxilo é o radical livre mais lesivo as células, podendo causar danos em
praticamente todas as moléculas biol6gicas através da peroxidacdo de lipidos das
membranas celulares e da oxidacdo do DNA e estruturas proteicas (Koury e Donangelo,
2007). O H,0, € capaz de fragmentar a estrutura da ceruloplasmina (Halliwell e
Gutteridge, 1989), libertando assim o ido do cobre que estara livre para participar nas
reaccOes quimicas que libertam o hidroxilo. A reducéo da actividade de ferroxidase da
ceruloplasmina, associada a perda do cobre ligado, favorece a participacdo do ido
ferroso livre na reaccdo de Fenton, aumentando ainda mais a formagéo do radical

hidroxilo.
A proteina precursora do péptido p amildide (PPA) é uma proteina transmembranar

glicosilada, abundante a nivel cerebral e constitui uma familia de varias isoformas com

diferentes nameros de residuos de aminoacidos (Figura 10). Ha véarios dominios
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distintos dentro da estrutura da PPA, incluindo os dominios de ligacdo do cobre e do

zinco e a regido toxica PPA.

heparin bmdmg domain o ) AB-region
. P\d 208D, collagen binding domain
ys rich domain /l \, I
ol
NH, A6 ‘ COOH

CuBD GCIdIC region rich in Asp and Glu /

transmembraine domain

124SDALLVPDKCKFLHQERMDVCETHLHWHTVAKE
TCSEKSTNLHDYGMLLPCGIDKFRGVEFVCCPL 449

Figura 10. Representacéo dos dominios da PPA (adaptado de Kozlowski et al., 2009)

O dominio de ligacdo do cobre na PPA localiza-se na extremidade N, um dominio rico
em cisteina. A expressdo da PPA é a chave da modelacdo neuronal da homeostase do
cobre. Este dominio influencia a neurotoxicidade mediada por Cu(l). O aumento da
concentragdo do cobre influencia o metabolismo da PPA, reduzindo a producao de A e

aumentando as ligagdes membranares que secretam PPA.

De acordo com estudos feitos em animais, a PPA desempenha uma funcdo importante
na homeostase do cobre e do ferro. Uma das fungbes da PPA é o transporte do cobre do
meio extracelular para o meio intracelular. O fragmento tdxico do péptido amil6ide
(BA), que estd directamente envolvido na formacdo de placas de Alzheimer, é um
péptido gerado durante o processamento proteolitico da PPA por duas proteases e

secretases.

A PPA induz a oxidacdo proteica, peroxidacdo lipidica, producdo de ERO e outros
factores de stress oxidativo. Ha também observacdes sobre o funcionamento deficiente
do complexo | mitocondrial, com a consequente agregagcdo e acumulagéo de o-

sinucleina.

Além da producéo de ERO, o cobre, bem como outros metais como o ferro e o zinco,
tém um papel importante na neurodegeneracgdo, através da ligacdo em locais especificos
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nas proteinas envolvidas. Apenas a SOD é uma cupro-enzima, mas a PPA e 0s seus
fragmentos (BA), a proteina prido e a a-sinucleina possuem sitios especificos de ligacéo
do cobre(ll) (Kozlowski et al., 2009). Além disso, a caracterizacdo da interaccao do
cobre(ll) com a a- sinucleina demonstra a capacidade deste metal na aceleracdo da
agregacdo de proteinas em concentracdes fisiologicamente relevantes, sem alterar as

estruturas fibrilares resultantes.
O PBA inibe a actividade da citocromo oxidase e da alfa—cetoglutarato desidrogenase na

mitocdndria. Uma superexpressao da o-sinucleina prejudica a funcdo mitocondrial e

aumenta o stress oxidativo.
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IV. Ferro na doenga de Parkinson
4.1. Homeostase do Ferro

O ferro € um elemento essencial para varias funcGes metabdlicas, participando no
transporte de O,, sintese de DNA, reaccGes redox na cadeia de transporte de electrdes,
além de fazer parte da estrutura molecular de diversas proteinas e enzimas (Siqueira,
Almeida e Arruda, 2006). Nos mamiferos é utilizado principalmente na sintese da
hemoglobina (Hb) nos eritroblastos, da mioglobina nos masculos e dos citocromos no
figado. Um individuo adulto tem no seu organismo 4 a 5 g de ferro, sendo que cerca de
2,5 g na forma de Hb (Grotto, 2008). A deficiéncia de ferro € um dos problemas
nutricionais mais comuns, que acomete populacdes em todo o mundo, sendo a anemia a
manifestacdo mais relevante. A deficiéncia de ferro compromete o desenvolvimento
cognitivo, aumenta a morbimortalidade materna e infantil, reduz a capacidade de
trabalho e a resisténcia imunologica (Siqueira, Almeida e Arruda, 2006). O ferro pode
ser potencialmente prejudicial quando em excesso devido a producdo de ERO pela
reaccdo de Fenton (Viatte e Vaulont, 2009). Assim, a homeostase deste elemento exige
do organismo uma regulacdo extremamente eficaz, entre a concentragdo de ferro

absorvido, reciclado e excretado.

A capacidade de excrecdo do ferro, em mamiferos, é limitada uma vez que nao existe
uma via reguladora activa para tal. Dessa forma, a homeostase sistémica do ferro é
controlada, principalmente, pela regulacdo entre a quantidade absorvida no intestino e

reciclada pelo sistema reticuloendotelial (Constante et al., 2006).

Para que ocorra a absorcéo de ferro inorganico (Fe**), forma encontrada nos alimentos
de origem vegetal e nos cereais, é necessaria a sua reducdo a forma ferrosa (Fe?")
(Siqueira, Almeida e Arruda, 2006). Esta tarefa € realizada na superficie apical dos
enterocitos pela enzima citocromo-b duodenal (DCytb) (Santos et al., 2009) A absorcéao
do ferro é realizada pelos enterdcitos no intestino delgado proximal, perto da juncgéo
gastro-duoedenal.

A proteina transportadora de metais divalentes (DMT-1), presente na superficie apical

da célula, além do Fe®*, transporta Cu**, Co**, Mn?* e Zn**. Para exercer a sua funcdo, a
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DMT-1 necessita que o ferro tenha sido convertido de Fe** para Fe**. O ferro resultante
é transportado para o enterécito (Ganz, 2007). O ferro absorvido pelos enterdcitos pode
ser armazenado como ferritina ou ser transferido para o plasma. (Atanasiu et al., 2006).
O ferro ferroso é transferido para a circulacdo portal através da ferroportina (FPN),
presente na membrana basolateral do enterdcito. A FPN é a Unica proteina responsavel
pelo efluxo de ferro das células. Apds deixar o enterdcito, o ferro ferroso, para se ligar a
transferrina (Tf), deve ser oxidado a ferro férrico (Fe®"). Esta oxidacéo é potencializada
pela hefaestina (Heph) (Santos et al., 2009). Muta¢6es que inactivam a FPT ou a Heph
levam ao prejuizo na absor¢do e acumulacdo de ferro no enterdcito e nos macréfagos. A
Tf é uma glicoproteina plasmaética, que se liga firmemente e de forma reversivel ao
ferro, tendo afinidade pelo ferro na forma férrica. E responséavel pelo transporte do ferro
para os tecidos que possuem receptor de transferrina 1 (TfR1) (Siqueira, Almeida e
Arruda, 2006). 30% da Tf esta saturada com ferro.

Quando complexado a Tf, a internalizacdo do ferro é iniciada pela ligacdo a um receptor
especifico (TfR) presente na membrana plasmatica das células. Esse receptor € um
homodimero transmembranar constituido de duas subunidades idénticas ligadas por
pontes dissulfeto. A afinidade do TfR a Tf diférrica parece ser determinada pela
proteina da hemocromatose (HFE) produzida pelo gene da hemocromatose, também
presente na membrana plasmatica dos eritroblastos. Dentro do citosol a HFE forma um
complexo com a Tf (Grotto, 2008). O complexo Tf-TfR-HFE ¢é endocitado pelas células
endoteliais. Este compartimento endossomal é acidificado por bombas de protdes,
levando a reducdo do pH, induzindo a libertacdo do ferro férrico da Tf, por reduzir a
afinidade desta proteina com o ferro férrico. A DMT1 presente na membrana do
endossoma transporta para o citoplasma apenas o ferro ferroso (Dunn et al., 2007). A
reducdo do ferro neste compartimento é realizada possivelmente pela proteina redutora
sexto antigenio epitelial transmembranar da prostata 3 (STEAP, do inglés six
transmembrane epithelial antigen of prostate 3) permitindo assim o transporte do ido
para fora do endossoma através da DMT1 (Atanasiu et al., 2006). Tanto a Tf sem ferro

(apotransferrina) como o TfR1 retornam a superficie da célula para um ciclo posterior.

O ferro na forma heme, contido nas carnes vermelhas, é melhor absorvido do que a
forma inorgéanica (Kozlowski et al., 2009) A internalizacdo do ferro heme da dieta é

feita pela proteina transportadora do heme-1 (HCP-1), presente na membrana apical das
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células do duodeno. O heme liga-se @ membrana em escova dos enterdcitos duodenais e
a proteina transportadora, atravessando intactamente a membrana plasmatica,
importando o0 heme extracelular que ira ligar-se a membrana das vesiculas no

citoplasma (Figura 11).

Fe+ Fe2+
0© Dcytb o0
=) °°o

Enterécito

HFE Fe2+

} Hefaestina
.................. > Fe3+

v

Transferrina + Fe®* ‘

Figura 11. O enterécito e as proteinas envolvidas na absor¢do do ferro. Dcyth: ferroredutase; DMT-1:
transportador de metal divalente- 1; HCP-1: proteina transportadora do heme-1; Nu: nicleo; HFE:

proteina da hemocromatose; TfR: receptor da transferrina (adaptado de Grotto, 2008)

A frataxina, proteina localizada na membrana interna e na matriz mitocondrial, regula a
utilizacdo do ferro mitocondrial, destinando o ferro a sintese do heme ou a génese dos
clusters Fe-S (Figura 12). Ainda ndo estad totalmente esclarecido o mecanismo de
entrada do ferro na mitocondria. Em eritroblastos de murino foi descrito um
transportador conhecido como mitoferrina (Grotto, 2008). A frataxina tem um papel
importante na prevengdo de formagdo de radicais livres na mitocondria, ao formar um
complexo com o ferro. Assim, a falta de frataxina promove a acumulacdo de ferro

mitocondrial, em detrimento do ferro citosélico.
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o © o

Estresse
oxidativo

Figura 12. Internalizagdo do ferro na mitocondria e a regulagdo exercida pela frataxina na sintese do
heme e dos “clusters” Fe-S. A conversdo do ferro férrico em ferroso é importante para que a
ferroquelatase reconheca o ferro e o incorpore no anel pirrélico

para formar o heme (adaptado de Grotto, 2008)

As proteinas reguladoras de ferro (IRP) participam na manutencdo da homeostase de
ferro intracelular. As IRP1 e IRP2 ligam-se a elementos reguladores de ferro (IRE)
presentes no MRNA que codifica proteinas envolvidas com o metabolismo de ferro,
controlando as suas traducdes. Os IRE séo sequéncias de mRNA constituidos por 30
nucleétidos, localizados nas regides nao codificadoras 3"ou 5°. Quando os IRE estdo na
extremidade 37, a ligacdo com a IRP protege 0 mMRNA da degradacdo e prossegue a
sintese proteica. A ligacdo da IRP com o IRE localizado na extremidade 5"inibe a
traducdo do mRNA em proteina, diminuindo a sua sintese. Quando h& excesso de ferro
intracelular, as IRP sdo inactivadas por dois mecanismos distintos: a IRP1 é uma
proteina citosélica bifuncional que contém um cluster Fe-S. Na presenca de ferro, a
IRP1 age como uma aconitase e na sua auséncia, a IRP liga-se aos IREs de varios
transcriptos da homeostase do ferro. Por outro lado, a IRP2 é inactivada por um
mecanismo dependente de ferro. Os elementos IRE proximos da regido ndo codificadora
3", quando ndo estdo ligados ao IRP existe uma clivagem do mMRNA e
consequentemente a sintese protéica sera interrompida. A nédo ligacdo do IRP aos IRE
localizados préximos a regido 5' induz a sintese proteica porque o complexo de

inicializacdo da traducéo esta activado (Grotto, 2008).
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O TfR e a ferritina sdo dois alvos importantes das IRP e sdo responsaveis,
respectivamente, pela captagdo e armazenamento do ferro celular. Dai o ferro poder
activar o sistema IRP/IRE; ser sequestrado por chaperonas ou proteinas de
armazenamento (ferritina, neuromelanina, hemossiderina, MTs); ser oxidado a Fe** e
ser libertado da célula via ceruloplasmina. ou ferroportina; ou gerar ERO, participando
em reaccdes catalisadas por ele (Fernandez et al., 2007).

A hepcidina é um peptido circulante recentemente descrito, desempenhando um papel
fundamental na homeostase do ferro. A FPN é o receptor da hepcidina e a interaccao
hepcidina-FPN controla os niveis de ferro nos eritrécitos, hepatécitos e macréfagos. O
complexo hepcidina-FPN ¢é internalizado nos dominios da membrana basolateral dos

macrofagos e a FPN é degradada, bloqueando a libertacdo do ferro dessas células.

4.2. Mecanismo neurodegenerativo de ferro

O cérebro é o segundo 6rgdo a seguir ao figado que contém concentragdes mais
elevadas de ferro. A alta concentracdo de ferro no cérebro estd relacionada com o
aumento da taxa do metabolismo oxidativo para manter o gradiente i6nico da

membrana, o transporte axonal e a transmissao sinaptica (Kozlowski et al., 2009).

As concentracdes intracelulares de ferro nos eritrécitos permanecem baixas, 0 que
determina a absorc¢do continua de ferro. No cérebro as concentragdes ndo sdo fixas, mas
aumentam com a idade e em varias doencas, e diminuem em caso de deficiéncia do
ferro na dieta. As concentracdes elevadas de ferro no encéfalo humano adulto
encontram-se nos nucleos da base, especialmente no globo palido e na substancia negra
(Fernandez et al., 2007). A barreira hemato-encefalica (BHE) e a barreira hemato-
liquodrica (BHL) controlam a captacdo do ferro para dentro do cérebro pela regulacéo da

expressao de receptores de proteinas de transporte.

Uma grande quantidade de ferro estd armazenada no sistema nervoso pela
neuromelanina. O ferro pode migrar progressivamente para o citosol durante a
patogénese da DP, aumentando as ERO, fazendo com que os neurdnios dopaminérgicos

nigrais sejam susceptiveis ao stress oxidativo.
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Um terco a trés quartos de todo o ferro cerebral estd armazenado dentro das células
gliais, ligado & ferritina (Fe**) na sua forma soltvel, protegendo as células do dano
oxidativo causado pelo ferro livre (Fe?*). A hemossiderina armazena ferro na sua forma
insoltvel (Fernandez et al., 2007). Os oligodentrdcitos sdo as células cerebrais que mais
contém ferro A neuromelanina ndo é detectdvel durante o primeiro ano de vida,
aumentando a partir da segunda década até aos 80 anos. A ferritina na substancia negra
€ muito baixa no primeiro ano de vida, aumenta até aos 20 anos e permanece constante
até aos 90 anos de idade (Fernandez et al., 2007). Nos individuos normais, os niveis de
ferro aumentam até a quarta década de vida, permanecendo estaveis até aos 90 anos na
substancia negra. Quando ha alteracdo na BHE, o ferro é capturado continuamente pelo

cérebro, levando a uma acumulacgéo excessiva deste metal.

Estudos mostraram a associacdo entre a DP e 0s varios genes envolvidos no

metabolismo e homeostase do ferro:

Fellestchin et al. (2003) e Fogilieni et al. (2007) identificaram mutacGes nos genes que
codificam as cadeias leves da ferritina (FTL) em neuroferritinopatias e ceruloplasmina
em aceruloplasminemia (FTH1) (Song et al., 2010).

Borie et al. (2002) investigaram a presenca de mutacGes no exdo 7, de G para A, da

transferrina, e correlacionaram-na com a DP.

Hochtrasser et al. (2004) sequenciaram o0 exdao do gene da ceruloplasmina e
investigaram a associacdo da mudanca de A a T no exao 9 que resulta da mudanca na

posicdo 544 com a DP e com hiperecogenicidade.

Na hemocromatose hereditaria existe uma absorcéo exacerbada do ferro, em funcéo da
mutacdo na proteina HFE. Esta é uma proteina que influencia a absor¢do do ferro
celular, o que constitui um factor de risco para o desenvolvimento da DP (Fernandez et
al.,, 2007) As variantes C282Y e H63D estdo associadas com a doenga da
hemocromatose (Gonzalez- Baptista et al., 2007).

Mutagdes na DMT-1, envolvida no transporte do ferro e que protege contra os danos de

6- hidroxidopamina (6-OHDA) (neurotoxina que induz efeitos semelhantes a DP
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quando injectada em roedores) (Salazar et al., 2008) e MPTP, podem levar a
acumulacdo de ferro e consequentemente a DP (Mancia, 2010).
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V. Zinco na doenca de Parkinson

5.1. Homeostase do zinco

Depois do ferro, o zinco é o elemento mais abundante no corpo. Uma concentracdo mais
alta do zinco é encontrada a nivel cerebral e nas células B pancreaticas. A quelatacdo do
zinco, por agentes quelantes, a nivel cerebral ocorre maioritariamente a nivel do
hipocampo, amigdala e cortex. Na sua forma ionica o zinco exerce um papel importante

na modulagdo, na neurotransmissdo e funcao sinaptica (Fernandes e Mafra, 2005).

O zinco € componente estrutural da SOD. A SOD extracelular encontra-se em niveis

reduzidos em situacOes de deficiéncia de zinco.

Além da actividade antioxidante, o zinco é indispensavel para actividades de enzimas
envolvidas directamente com a sintese de DNA e RNA, como por exemplo, da DNA e
RNA polimerase e, parece ter efeito modulador e protector para 0 crescimento de
células cancerosas (Fernandes e Mafra, 2005). O zinco influencia também a divisao
celular, pela actividade da dioxitimidina quinase e adenosina (57) tetrafosfato (5°)-
adenosina. Defeitos na sintese da funcdo do mRNA parecem ser induzidos pela perda de
zinco, pois 0 mesmo desempenha papel em diversos factores de transcri¢do, proteinas
que reconhecem sequéncias especificas de DNA e regulam a transcricdo de genes
(Fernandes e Mafra, 2005).

As MTs exercem um papel importante na homeostase do Zn(ll). A MT-3 apresenta um
papel relevante na homeostase neuronal do Zn(lI1) em regiées como o hipocampo. Como
ja foi dito anteriormente, as MTs sdo pequenas proteinas de 61-68 aminoacidos com
residuos de cisteina e com dois dominios para a ligacdo de Zn(Il). O stress oxidativo

interfere com a ligacdo do Zn as MTs.

O zinco participa na estrutura da MT, que tem propriedades antioxidantes em condicdes
como exposicao a radiacdes, drogas e metais pesados, inibindo a propagacéo de radicais
livres através de ligacBes selectivas de ibes de metais pro-oxidantes como o ferro e o
cobre. Especula-se que em situacdes de stress oxidativo, a MT liberta o zinco ligado a

sua molécula (Kozlowski et al., 2009).
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A deficiéncia do zinco é acompanhada por consequéncias dramaticas como a erosao do
tracto gastrointestinal, lesdes de pele, insuficiéncia cardiaca, ou malformacGes do
cérebro e do sistema reprodutor masculino. O zinco livre € um factor chave na morte
neuronal associada com isquémia bem como outras doencas neuropatologicas. A
distribuicdo do metal em concentracBes adequadas na membrana plasmatica e nos
compartimentos intracelulares, e um fornecimento adequado de zinco, previne a

acumulacao e os efeitos toxicos deste metal (Kozlowski et al., 2009).

A complexidade da homeostase do zinco deve-se as inUmeras proteinas envolvidas no
seu transporte. Existem pelo menos 10 membros da familia dos transportadores de Zn
(1) (ZnT) e 3 distintas isoformas de MTs (Kozlowski et al., 2009). Os ZnT ja
caracterizados s&o ZnT-1, ZnT-2, ZnT-3 e ZnT-4. Os ZnT-1 localizam-se na membrana
basolateral de enterdcitos e células tubulares renais e sdo reguladas pela quantidade de
zinco ingerido. Os ZnT-2 estdo envolvidos na captacdo do zinco no intestino, rins e nos
testiculos. Ja 0 ZnT-3 esta presente nas vesiculas neuronais e nos testiculos. Por ultimo,
0 ZnT-4 localiza-se a nivel neuronal e nas glandulas mamarias (Fernandes e Mafra,
2005). Os ZnT-1 e ZnT-3 sdo altamente expressos no cérebro (Kozlowski et al., 2009).
A expressdo de ZnT-1 esta relacionada com o aparecimento do zinco sinaptico e esta

envolvida na reducdo da toxicidade de Zn(Il).

O zinco é encontrado principalmente no compartimento intracelular, contudo, uma
fraccdo pequena deste metal encontra-se na circulagdo, estando ligada a proteinas
plasmaticas como a albumina, alfa-2-macroglobulina e Tf. Os niveis plasmaticos de

zinco sao homeostaticamente regulados.

A mitocondria possui uma capacidade elevada de captacdo de zinco. Um blogueio neste
processo leva a acumulacéo de Zn(l1) a nivel do citosol. A mitocéndria por si s6 pode
fornecer uma reserva intracelular de zinco e sob determinadas condi¢Oes pode

sequestrar o zinco relibertando-o para o citoplasma.

O zinco é um neuromodulador nas sinapses excitatorias e possui um papel consideravel
na resposta ao stress oxidativo e faz parte de enzimas que contribuem para a

manutencdo e integridade funcional do cérebro. Na DP ocorre uma diminuicdo das
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concentragdes de zinco no fluido cerebroespinhal e um significante aumento na

substancia negra.

5.2. Mecanismo neurodegenerativo do zinco

Um desequilibrio na homeostase do zinco esta relacionado com a disfuncéo
mitocondrial e o stress oxidativo, envolvendo-o no envelhecimento cerebral e /ou
neurodegenracao. O zinco esta envolvido em processos de apopotose e necrose celular,
podendo assim activar diferentes mecanismos de morte dentro dos neurénios
(Kozlowski et al., 2009).

O Zn(Il) é libertado juntamente com o glutamato em muitas sinapses excitatorias
(Figura 13). Este pode entrar nos neurénios através dos receptores de N-metil-D-
aspartato (NMDA) e 4cido propidnico 2-amino-3-(5-metil-3-0x0-1,2-0xazol-4-il)
(AMPA), através dos canais de célcio, ou ainda dos ZnTs. Assim, os dendritos a nivel
dos neurdnios pré-sinapticos sdo carregados por Zn-T3, que vao transportar 0 zinco ao
longo do axo6nio. Nos terminais pré-sinapticos, as vesiculas contém glutamato e zinco
livre. Sob determinadas condicdes, ocorre a exocitose do zinco e do glutamato,
ocorrendo despolarizacdo e abertura dos canais permeaveis do zinco, ligando aos seus
receptores na célula poés-sindptica. Todos os canais de céalcio tém alguma

permeabilidade ao zinco.
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Figura 13. Transporte sindptico do zinco (Adaptado de Barnham e Bush, 2008)

Como ja foi dito, as MTs s@o pequenas proteinas que contém residuos de cisteinas e

ligam-se a metais, incluindo o zinco (Konoha; Sadakane; Kawahara, 2006). Quando
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ocorre oxidacao ou nitrosilacdo, estas libertam zinco para o fluido extracelular. O 6xido
nitrico (NO") ou o peroxinitrito interagem, preferencialmente com a MT-3, e promovem
a libertacdo de Zn(ll) das MTs. Pode haver inibicdo da citocromo oxidase, levando ao
aumento da libertacdo de electrdes e formacao de superoxido. NO™ pode reagir com 02™
formando peroxinitrito (ONOQO’). A geracdo de peroxinitrito in vivo pode levar a
oxidagdo e nitracdo de lipidios, DNA e proteinas.

Estudos in vivo e in vitro mostraram gque uma exposi¢do a concentracfes elevadas de
Zn(Il) levam a morte neuronal e elevacdo neuronal dos niveis de Zn complexado.
SupBe-se que estes danos sejam atribuidos aos movimentos trans-sinapticos do catido
desde a sua libertacdo dos terminais nervosos até aos neurdénios pos-sinapticos. Este

processo designa-se por translocacdo do Zn(ll).

Por si s6 0 zinco ndo é um agente oxidante. O Zn(Il) pode levar a producdo de ERO
através da via mitocondrial ou extramitocondrial. Estudos realizados a nivel das
mitocondrias mostraram que o zinco inibe a respiracdo celular interferindo com o canal
de transporte do electrdo; inibe o complexo Il da mitocéndria no Citocromo bcl
(Ubiquinona-citocromo c¢ oxidorredutase) e inibe o complexo | mitocondrial por

inibicdo de alfa cetoglutarato desidrogenase (Kozlowski et al., 2009).

A nivel extra mitocondrial, 0 zinco aumenta a actividade da NADPH oxidase (enzima
que cataliza a producdo de superoxido a partir do O, e nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato (NADPH)) e induz a enzima éxido nitrico sintase. O Zn(ll)

sensibiliza a libertacdo de ERO.

O zinco promove também a activacdo de Poli-ADP-ribose polimerase (PARP),
promovendo a necrose celular. O stress oxidativo activa a PARP, que transfere frac¢oes
de ADP-ribose da NAD" para as proteinas alvo. A continuagio desta activagdo resulta
na deplecio de NAD" e ATP e consequente morte celular (Christopher., Koh., Bush
2005).

Estudos recentes mostraram que a interaccdo entre a-sinucleina e os metais como o
cobre, o ferro e 0 zinco leva a agregacdo proteica mas ainda surgem davidas se estas

observacgdes in vitro sdo fisiologicamente relevantes (Barnham e Bush, 2008).
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V1. Abordagem Terapéutica da doencga de Parkinson

A DP ndo tem cura. O tratamento visa 0 controlo dos sintomas, aumentando
consideravelmente a expectativa de vida dos pacientes tratados. Sem tratamento, a DP
progride entre 5 a 10 anos até um estdgio rigido, acinético, onde o paciente ndo
consegue cuidar de si mesmo (Melo, Barbosa e Caramelli, 2006). Nenhum farmaco ou
abordagem cirdrgica impedem a progressdo da doenca porque as células cerebrais nédo
sofrem renovacdo como outras células no organismo. O tratamento passa pela terapia

protectora, sintomatica e cirargica (Rodrigues e Campos, 2006).

Pode-se dividir as estratégias de tratamento da DP em medidas farmacologicas, medidas

ndo farmacoldgicas e tratamento cirdrgico.

O tratamento medicamentoso tem por objectivo aumentar os niveis de dopamina, que se
encontram reduzidos, a nivel da substancia negra, mantendo a amplitude dos
movimentos, prevenindo a rigidez e contrac¢bes musculares, diminuindo os tremores e

estimulando a expresséo facial e as actividades motoras que impliquem preciséo.

As alternativas farmacologicas disponiveis, na actualidade, para a DP limitam-se as

seguintes opcdes:

e Dopaminomiméticos: levodopa (L-dopa)
e Agonistas dopaminérgicos

e Anticolinérgicos

e Inibidores selectivos da MAO

e Inibidores da COMT

e Amantadina

e Quelantes de metais

6.1. Dopaminomimeéticos: Levodopa (L-dopa)

Uma vez que a dopamina é uma amina, ndo consegue ultrapassar a BHE. Por isso,

administra-se levodopa (L-dopa) que € precursor da dopamina. A L-dopa no cérebro €
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transformada em dopamina, através de descarboxilacdo, pela accdo da enzima dopa-
descarboxilase (Figura 14) restabelecendo assim os niveis em deficiéncia daquele

neurotransmissor.

NH;
L-dopa

Dopamina
descarboxilase

dopamina

Figura 14. Sintese de dopamina a partir de L-dopa (adaptado de Nova esperanca de tratamento para o
mal de Parkinson, 2011)
Grande parte da L-dopa administrada € descarboxilada pela MAO, sendo que apenas 1-
3 % aproximadamente da dose administrada chega inalterada ao cérebro. Para diminuir
a concentracdo de L-dopa degradada na via sistémica, esta € associada a um de dois
inibidores da descarboxilase periférica actualmente disponiveis: carbidopa ou
benserazida (Rodrigues e Campos, 2006). O Sinemet ® é a associacdo de cardidopa e L-

dopa. O Madopar ® é a associacdo de benserazide e L-dopa.

6.2. Agonistas dopaminérgicos

Bromocriptina

A bromocriptina age fortemente sobre os receptores D2 da dopamina e € um agonista
parcial dos receptores D1. Este farmaco é mais eficaz do que a L-dopa no tratamento da
fase final da DP porque ndo necessita de conversao enzimatica para realizar a sua
actividade e ndo depende da capacidade funcional dos neuronios nigroestriatais. Os
agonistas dopaminérgicos apresentam uma ac¢do mais duradoura do que a L-dopa
(Pahwa et al., 2006).
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Pergolida

A Pergolida € um agonista dopaminérgico que estimula directamente os receptores D1 e
D2. E eficaz em pacientes que ainda ndo comecaram tratamento com L-dopa (Rodrigues
e Campos, 2006).

Pramipexole

O pramipexole é um agonista selectivo para os receptores D2 e pode ser utilizado em
monoterapia ou em associacdo com a terapia de L-dopa. Tem como funcdo atenuar os
efeitos motores em pacientes que ja experimentam estes efeitos induzidos pela

diminuicdo da resposta a L-dopa (Rodrigues e Campos, 2006).

6.3. Anticolinérgicos

A dopamina apresenta um efeito inibitorio na liberacdo da acetilcolina. Na DP os niveis
de dopamina diminuem e consequentemente aumentam o0s niveis de acetilcolina. Os
anticolinérgicos bloqueiam a accdo da acetilcolina enddgena ou de agonistas exdgenos.
Apresentam um largo espectro de acgéo e sdo eficazes na diminuicdo dos tremores e da
rigidez (Pahwa et al., 2006).

Exemplos de acetilcolinérgicos sdo o tri-hexifenidilo (Artane®), a benzatropina
(Cogentin®) e o biperideno (Akineton®).

6.4. Inibidores selectivos da monoaminooxidase (MAO)

Selegilina

Existem dois tipos de isoenzimas que séo a MAO-A e a MAO-B. A MAO-A metaboliza

principalmente noradrenalina e serotonina, enquanto a MAO-B metaboliza a dopamina.

A selegilina (Eldepryl®) inibe a enzima MAO-B, aumentando assim a concentragéo
sinaptica da dopamina, prolongando o seu periodo durante o qual permanece na fenda

sinaptica (Pahwa et al., 2006). Pode ser utilizada como adjuvante no tratamento DP com
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L-dopa, uma vez que ela intensifica e prolonga os efeitos desta. A selegilina pode
aumentar os efeitos adversos provocados pela L-dopa, pelo que é controverso o seu uso
cronico na DP (Rodrigues e Campos, 2006).

6.5. Inibidores da catecol-o-aminotransferase (COMT)

A COMT ¢é uma enzima envolvida no metabolismo das catecolaminas. Esta enzima
actua na L-dopa produzindo 3-O-metildopa (30MD). Os inibidores da COMT inibem a
COMT, prolongando o tempo de permanéncia da dopamina na fenda sinaptica (Pahwa
et al., 2006).

Um exemplo de inibidor da COMT é a entacapona (COMTAN®).

6.6. Amantadina

E um farmaco antiviral utilizado na terapéutica inicial da DP moderada. Actualmente
sugere-se que 0 seu mecanismo de accdo na DP passa pelo aumento da libertacdo de

dopamina.

6.7. Quelantes de metais

Os iBes metalicos sdo importantes cofactores para muitos transportadores, factores de
transcricdo e enzimas. Qualquer distirbio na homeostase dos metais leva a formacao de
ERO, provocando danos a nivel das células, desenvolvendo diferentes doencas

neurodegenerativas.

As novas estratégias para o tratamento de doencas neurodegenerativas continuam a
crescer. O uso de agentes quelantes que captam ides metalicos livres presentes em
excesso a nivel cerebral, pode apresentar uma promissora opcao terapéutica. Este
tratamento ajuda a remover ides como o cobre, ferro e o zinco responsaveis pela

inducdo de efeitos neurotoxicos (Bolognin et al., 2009).

O objectivo desta terapia pode ser alcangado através da complexacdo do metal em
excesso, interagindo com as proteinas e restaurando o equilibrio correcto entre os

principais biometais.
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E importante que os quelantes possuam a capacidade de atravessar a BHE para se
ligarem selectivamente aos ides metalicos sem alterarem a homeostase destes no
organismo e apresentem uma afinidade adequada para removerem o excesso de ides

envolvidos na DP (Bolognin et al., 2009).

Estudos recentes mostraram que os quelantes de ferro oferecem uma neuroproteccao
significativa in vitro e in vivo. A incorporacdo de um quelante de ferro seguro e eficaz
no regime terapéutico actualmente usado para DP, permite a reducdo da dose efectiva
do medicamento e complementa as suas ac¢des. O quelante de ferro tem o potencial de
prevenir a inducdo de ERO por parte do ferro, o stress oxidativo ¢ a agregagdo de a-

sinucléina.

A desferrioxamina (Figura 15) é um quelante hidrofilico que possui afinidade para se
ligar ao cobre, ferro e zinco (Zheng et al., 2005; Bolognin et al., 2009). Possui
caracteristicas importantes na reducdo do stress oxidativo e inibicdo dos radicais livres
(Angel et al., 2002). Tem uma biodisponibilidade oral mas ndo consegue ultrapassar a
BHE ( Duce e Bush, 2010).

OH 0 0 OH

| H |
HZNMNNHWNMNMNV
0 0 0

OH

Figura 15. Estrutura da desferrioxamina (Wikipedia, the free encyclopedia, 2011)

O 5-(N-metil-N-propargyaminometil)-8-hidroxiquinolina (M30) (Figura 16) é também
um quelante de ferro com uma potencialidade equivalente a desferrioxamina. Mostrou
ser eficaz na inibi¢do da peroxidagdo lipidica induzida pelo ferro (Zheng et al., 2005).
Estas propriedades juntamente com a inibicdo selectiva de MAO-B, fazem com que o

M30 seja um bom candidato para o tratamento da DP.
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Figura 16. Estrutura do M30 (adaptado de Bolognin et al., 2009)

O 5-[4-(2-hidroxietil) piperazina-1-metil]-quinolina-8-ol (VK28) (Figura 17) representa
uma nova classe de farmacos que complexam o ferro, com uma potencialidade igual a
desferroxamina na inibicdo da peroxidacdo lipidica provocada pelo excesso de ferro a
nivel cerebral. Estudos em ratos, mostraram a eficacia deste quelante na proteccao
contra 6-hidroxidopamina (6-OHDA) na inducdo de lesdo nos neurdnios
dopaminérgicos, sem afectar o metabolismo de noradrenalina ou serotonina (Bolognin
etal ., 2009).

i

OH

Figura 17. Estrutura do VK-28 (adaptado de Bolognin et al., 2009)

Estudos em ratos mostraram que apds uma isquémia transitoria do prosencéfalo,
quelantes de zinco acumularam, especificamente, nos neurénios em degeneracédo. Isto
foi impedido pela injecgdo intraventricular de um agente quelante de zinco, Célcio-
acido etilenodiamino tetra-acético (Ca-EDTA) (Angel et al., 2002).

O DP-b99 é um quelante hexadentado derivado do &cido 1,2-bis (2-aminofeniloxi)
etano-N,N,N"N-tetra acético) (BAPTA), tendo a capacidade de se ligar a metais

bivalentes, quelatando os metais cobre e zinco, diminuindo a acumulacdo destes a nivel
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dos neurénios. Foi mostrada a sua eficacia em diminuir os efeitos de excitotoxicidade in

vivo e in vitro. (Bolegnin, 2009).

O 5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina (clioquinol) (Figura 18) é um quelante lipofilico
que atravessa livremente a BHE, ligando-se selectivamente ao Cu®* e Zn** (Schéfer et
al., 2007), prevenindo a neurotoxocidade in vivo induzida pelo MPTP (Bolognin et al.,
2009).

Cl

\

OH

Figura 18. Estrutura do clioquinol (Wikipedia, the free encyclopedia, 2011)

Diversas abordagens estdo actualmente em desenvolvimento para doencas
nerodegenerativas agudas e crénicas que visam modificar as funcdes dos iGes metalicos
através da terapia de quelatacdo. Sera necessario fazer mais estudos in vivo neste ambito
para poder progredir com sucesso nesta via terapéutica.
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VII. Conclusao

O envelhecimento da populacdo é hoje um fendmeno mundial caracteristico dos paises
desenvolvidos, pelo que é espectavel que a incidéncia e a prevaléncia da DP venham a
aumentar no futuro. A DP consiste numa patologia crénica e progressiva esporadica e
idiopética, que se deve primeiramente a morte dos neurénios dopaminérgicos da parte
compacta da substancia negra mesencefalica e consequente diminui¢cdo de dopamina.
Devido a atrofia e a degeneracdo dos nucleos da base, o paciente com DP apresenta

distarbios motores frequentes, como tremor, rigidez e bradicinésia.

As causas e 0s mecanismos responsaveis pela DP ndo sdo bem conhecidos. Sdo varios

os factores envolvidos nessa doenca, mas nenhum foi confirmado como factor de risco.

O tratamento farmacoldgico é essencial para a minimizagdo de alguns sintomas da
doenca, permitindo aos pacientes manterem a sua independéncia para realizacdo das
actividades do dia-a-dia e melhorando a sua qualidade de vida. A terapia farmacologica,
a nutricdo e a fisioterapia, juntos tém um papel primordial no tratamento desta
patologia, reabilitando o paciente no aspecto funcional e introduzindo-o novamente na

sociedade. E importante a educacio dos pacientes e dos seus familiares.

A DP caracteriza-se pela presenca de inclus@es intraneurais citoplasmaticas, conhecidas
por CL. Estes encontram-se localizados a nivel das células nervosas na substancia

negra.

O stress oxidativo, a disfungdo mitocondrial e a predisposicdo & degeneracdo celular
pela susceptibilidade genética as toxinas ambientais e defeitos genéticos geram toxinas
enddgenas e /ou dificultam a sua remoc¢éo. Tendo como mecanismo bésico a disfungédo
do sistema proteossomal e da ubiquitina que leva a acumulagéo de proteinas, do tipo a-
sinucleina, Parkin, entre outras. Desta forma ocorre a degeneracdo dos neuronios

dopaminérgicos.

Os i0es metalicos sdo essenciais para 0 metabolismo celular, actividades enzimaticas,
fungBes mitocondriais, neurotransmissdo e desenvolvimento. O desequilibrio da

homeostase dos biometais como o cobre, o ferro e 0 zinco leva a acumulacdo destes a
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nivel cerebral. Estes induzem directa ou indirectamente o stress oxidativo levando a
formacdo de radicais livres que provocam citotoxicidade das células neuronais,

relevando a sua importancia na patogénese da DP.

A terapia quelante é muito importante para a complexacdo de metais acumulados a nivel
cerebral. Dai a especificidade e selectividade do agente quelante serem cruciais para um
tratamento eficaz. E importante conseguir perceber a etiologia da doenca para permitir

um melhor diagnostico e tratamento.
Assim o conhecimento dos mecanismos patofisiolégicos da DP facilita a procura de um

unico alvo patogénico a ser tratado, evitando a progressdo da doenca, podendo num

futuro préximo, quem sabe, chegar a cura.
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