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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa, cronica
e progressiva, associada a uma disfun¢io do movimento. Caracteriza-
se por uma perda selectiva de neurénios dopaminérgicos na substantia
nigra e pela presenca de corpos de Lewy — agregados maioritariamente
compostos pelas proteinas alfa-sinucleina e ubiquitina. Vdrias hipéte-
ses tém sido propostas para explicar a neurodegenerescéncia nesta pa-
tologia, que envolve factores ambientais (formas esporddicas) e/ou ge-
néticos (formas familiares). A alfa-sinucleina apresenta trés mutagoes
que causam a DP na forma autossémica dominante. Para além disso,
a duplica¢io e a triplicacdo do gene desta proteina estdo igualmente
associadas as formas familiares da doenca. A disfungao mitocondrial
tem também sido ligada & DP. Pretende-se assim neste trabalho de re-
viso clarificar o papel da alfa-sinucleina e sua relagio com a disfuncao
mitocondrial e a DP.
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ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is a chronic, progressive neurodegenerative
disorder, associated to impaired movement. It is characterized by a
selective loss of dopaminergic neurons from the substantia nigra and
by the presence of Lewy bodies — intracytoplasmic inclusions mainly
composed by alpha-synuclein and ubiquitin. Multiple hypotheses
have been proposed to explain the neurodegeneration in this pa-
thology, that involves environmental factors (sporadic forms) and/
or genetic predisposition (familial forms). Three point mutations in
alpha-synuclein gene cause autossomic dominant PD. Furthermore,
gene duplication and triplication of alpha-synuclein gene are also
associated to familial forms of the disease. Furthermore, mitochon-
drial dysfunction has long been linked to PD. Taking this in account,
herein we clarify the role of alpha-synuclein and its relationship with
mitochondrial dysfunction and PD.
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INTRODUCAO

A acumulagio de alfa-sinucleina na forma de agre-
gados filamentosos intracelulares é uma das caracteristicas
patoldgicas das doengas neurodegenerativas designadas por
sinucleinopatias, nas quais se inclui a doenga de Parkin-
son’. Nesta patologia, a proteina alfa-sinucleina na forma
fibrilhar é a principal componente dos corpos de Lewy, in-
clusdes proteicas, intracitoplasmdticas, presentes tanto nas
formas esporddicas como familiares desta doenga.

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neuro-
degenerativa, progressiva e irreversivel associada a um dé-
fice da fungao motora. Formas esporddicas desta doenga
afectam aproximadamente 2% da populagio mundial aci-
ma dos 65 anos de idade, havendo uma maior incidéncia
em individuos do sexo masculino®. Clinicamente, a DP
¢ caracterizada por rigidez muscular, tremor em repouso,
bradicinésia (lentidio anormal dos movimentos volunti-
rios), instabilidade postural; alguns pacientes apresentam
ainda sintomas relacionados com perturbagées psiquidtri-
cas e cognitivas®. Em termos patoldgicos, a DP ¢ descrita
através de uma profunda e selectiva perda de neurdnios
dopaminérgicos localizados numa zona do cérebro deno-
minada por substantia nigra pars compacta, e que projec-
tam para o estriado. Uma outra caracteristica importante
desta patologia ¢ a presenca dos corpos de Lewy, agrega-
dos proteicos compostos maioritariamente por proteinas
como a alfa-sinucleina, ubiquitina e sinfilina-1, entre ou-
tras®>. A neurodegenerescéncia selectiva que caracteriza a
DP tem sido associada a vdrios processos intracelulares,
nomeadamente a uma disfun¢io da mitocéndria, a um
aumento do stresse oxidativo e da excitotoxicidade, assim
como a alteragdes da conformagio das proteinas®.

Apesar dos avangos da Medicina e da investigagao
cientifica nesta drea, a etiologia da DP continua ainda
por esclarecer. Esta manifesta-se normalmente na forma
esporddica, que se pensa ser devida a uma exposi¢ao con-
tinua a toxinas ou factores ambientais, tais como pestici-
das, herbicidas, quimicos industriais ou metais, ao longo
da vida dos pacientes. A idade é também um factor de
risco muito evidente, pelo que a DP estd associada ao gru-
po das doengas do envelhecimento. No entanto, e mais
recentemente, a DP tem sido também atribuida a uma
predisposicio genética — formas raras, familiares — devido

a identificagio de mutagoes genéticas em determinados

genes que codificam para proteinas associadas a doenga, e
que tém tido um papel significativo no avanco do conhe-
cimento molecular desta patologia neurodegenerativa’®.
O primeiro gene (SNCA) mutado a ser identifi-
cado na DP codifica para a proteina pré-sindptica alfa-si-
nucleina. Trés mutagdes missense que causam a doenga na
forma autossémica dominante, assim como um aumento
da expressio desta proteina a nivel celular, tém sido as-
sociados a formagao de agregados de alfa-sinucleina’ e a
situagoes patogénicas. Inclusivamente, foi descrita uma
duplicagio e triplicagao deste gene em cinco familias in-

dependentes'*"!

. Especificamente, a triplicacio gendmica
do gene SNCA ¢ responsdvel por duplicar a expressio da
alfa-sinucleina no tecido cerebral e estd maioritariamente
associada a forma hereditdria que leva ao aparecimento
da doenca em idades precoces, associada a deméncia. A
duplicagio gendmica assemelha-se a forma idiopdtica e
parece surgir mais tarde na vida dos pacientes, havendo
nestes casos uma maior longevidade'?.

Em suma, mudangas na conformagio da alfa-sinu-
cleina, conducentes a sua agregagio e modificagoes pos-
traducionais, assim como alteragbes na fungiao mitocon-
drial, poderao ser eventos patogénicos chave associados a
DP®!, Como resultado, a elucidacio dos mecanismos
celulares que influenciam as alteragées que ocorrem na
bioquimica desta proteina e que levam a sua agregagao e
consequente disfungao neuronal, necessitam de ser cla-
rificados rapidamente para um melhor conhecimento e
percepgao desta patologia neurodegenerativa.

Apé6s uma perspectiva inicial sobre os principais
aspectos clinicos e neuropatoldgicos da DP, assim como
as principais caracteristicas da alfa-sinucleina, este arti-
go de revisao tem como objectivo principal analisar as
possiveis fungdes da alfa-sinucleina, a sua relagio com
a doenga de Parkinson e a disfun¢io mitocondrial, que
contribuem para o desenvolvimento desta patologia que

afecta a fun¢ao motora.

METODO

Para a elaboragdo do presente trabalho, analisimos
diversos estudos que investigaram as principais caracte-
risticas neuropatoldgicas e clinicas da doenga de Parkin-
son, assim como as suas possiveis causas. Para além disso,

focdmo-nos na recolha de informacio especifica acerca da



proteina alfa-sinucleina, que estd directamente envolvida
no desenvolvimento desta patologia, tanto nos casos es-
porddicos, como hereditdrios. Como tal, debrugdmo-nos
sobre as suas possiveis fung¢oes, estrutura, mutagoes gené-
ticas, agregagdo, modificagdes pds-traducionais e numa
possivel relagdo com a mitocondria, cujo complexo I se
encontra inibido nesta doenca.

A pesquisa dos artigos cientificos relacionada com
o tema desta revisio foi realizada através de busca na base
de dados online PubMed, utilizando palavras-chave, tais
como (em inglés): Parkinson’s disease, alpha-synuclein,
oxidative stress, complex I inhibition, mitochondrial dys-
function, aggregation, post-translational modifications,
que estabelecessem uma relagao entre a doenga de Parkin-

son, a alfa-sinucleina e a disfun¢io mitocondrial.

RESULTADOS

Para realizar o presente trabalho foram seleciona-
dos 99 artigos publicados em inglés e um em espanhol,
dos quais, 12 artigos de revisao e 87 originais. Os arti-
gos selecionados incluiram os artigos iniciais sobre a DP,

publicados entre as décadas de 70 e 90 e artigos atuais,
publicados entre o periodo de 2000-2010.

DISCUSSAO
ALFA-SINUCLEINA - PRINCIPAIS CARACTERISTICAS
Estrutura e localizacao

A alfa-sinucleina é uma proteina com 140 amino-
dcidos, com um peso molecular aproximado de 14 kDa,
que estd primariamente presente nos terminais pré-sindp-
ticos, mas que apresenta também uma localiza¢io nuclear
e, mais recentemente, foi detectada na mitocdndria'>'®.
O gene que codifica para a alfa-sinucleina, designado por
SNCA ou PARKI, estd localizado no cromossoma 4q21
e consiste em sete exdes, cinco dos quais codificam para a
proteina'’. O splicing alternativo resulta em trés variantes:
a forma full length da alfa-sinucleina, que codifica para
a proteina completa de 140 aminodcidos e que é predo-
minantemente expressa no cérebro, nomeadamente no
neocodrtex, hipocampo, estriado, tdlamo e cerebelo'®; a
variante da alfa-sinucleina com 126 aminodcidos que nao
possui 0 exdo 3; e a variante da alfa-sinucleina de 112
aminodcidos, que ndo apresenta o exio 5%.

A alfa-sinucleina pertence a uma familia de prote-

inas de forma nativa “desenrolada” (unfolded) e que nio
possui uma estrutura secunddria tipica. De facto, a alfa-
sinucleina é uma molécula muito dinimica, cuja estru-
tura secunddria depende do ambiente ao seu redor®*?.
Em condigoes patolégicas, a alfa-sinucleina desordena-
da pode sofrer alteragdes conformacionais, depositar-se
e agregar. Tal como referido anteriormente, fibrilhas de
alfa-sinucleina sio encontradas nos corpos de Lewy, que
estdo descritos como uma possivel base da neurodegene-
rescéncia associada a DP.

Estudos que incidiram na estrutura da alfa-sinu-
cleina revelaram trés dominios principais ou regies: uma
regidao N-terminal (regido anfipdtica: 1-60), uma regiio
central (dominio NAC (do inglés non-Abeta component
of Alzheimer s disease) hidrofébico: 61-95) e a regido C-
terminal (cauda hidrofilica acidica: 96-140). A regio
N-terminal é caracterizada por seis sequéncias repetidas
imperfeitas de 11 residuos (com um motivo KTKEGV)
e sabe-se actualmente que forma cinco hélices anfipati-
cas’®?. As hélices 1 — 4 pensa-se terem a capacidade de

2124 enquanto a hélice 5

se associar a vesiculas lipidicas
parece ser responsdvel pelas interac¢des proteina-protei-
na®. Por outro lado, a regiao C-terminal, acidica e rica
em residuos de glutamato, permanece desenrolada e nao
aparenta ter associagio com vesiculas ou outras molécu-
las*?. Por fim, a regido hidrofébica NAC tem caracteris-
ticas extremamente amiloidogénicas e, tal como outras
proteinas amiléides, esta confere-lhe uma capacidade de
alterar a sua estrutura de random coil para folha-beta®.

Por sua vez, este processo é acompanhado por uma exten-

sa agregacao e formacio de fibrilhas®.

Possiveis fung¢oes

Embora a fungio fisioldgica da alfa-sinucleina nao
seja ainda conhecida, vérias linhas de evidéncia tém su-
gerido um papel nos terminais nervosos pré-sindpticos,
relacionado com processos associados a membranas'®?.
A estrutura bioquimica da proteina prevé que esta pos-
sa funcionar como uma molécula chaperone, com ca-
pacidade para se ligar a outras proteinas intracelulares®,
uma vez que possui homologia com regides da familia

_328,29

das chaperones 14-3 . Esta familia de proteinas de-
sempenha um papel numa variedade de fungées celulares,

tais como, controlo e regulacdo da proliferacio celular



em mamiferos®, regulacio da exocitose e da actividade
da proteina cinase C!, estando integrada no grupo das
proteinas chaperones citoplasmdticas ubiquas. De acordo
com a hipétese das chaperones, também a alfa-sinucleina
interage nos terminais sindpticos com numerosas prote-
inas que regulam a homeostase da dopamina nos neuré-
nios dopaminérgicos nigroestriatais.

A delegao do gene da alfa-sinucleina em ratinhos
nio interfere com o seu desenvolvimento normal, mas
conduz a um aumento da libertagio de dopamina nos
terminais nigroestriatais, sugerindo que a alfa-sinucleina
pode participar como modulador negativo da neurotrans-
missao da dopamina®?. Para além disso, a expressao da al-
fa-sinucleina também altera a captacio de dopamina pelo
transportador membranar, enfatizando deste modo um
papel importante na neurotransmissio da dopamina®.
A actividade catalitica da tirosina hidroxilase, a principal
enzima envolvida na sintese da dopamina, é também re-
gulada pela alfa-sinucleina®?°. Esta tltima parece desem-
penhar um papel chave na fosforilacio da enzima tirosina
hidroxilase e, consequentemente, na sintese da dopamina
nos neurdénios dopaminérgicos®®. A alfa-sinucleina estd
ainda directamente envolvida no recrutamento da dopa-
mina e na compartimentalizagdo pré-sindptica da mes-
ma®*. Mais ainda, pensa-se que a interac¢io da alfa-sinu-
cleina com as vesiculas sindpticas poderd ser critica para
a sua funcdo normal e influenciar o seu papel patolégico
na DP. Por fim, foi proposta uma fungao anti-apoptética
da alfa-sinucleina, através de uma diminui¢io da fungao

da via da p53'47.

Agregacao da alfa-sinucleina — influéncia das muta-
¢coes pontuais

Os agregados proteicos consistem em fibras enri-
quecidas em folhas-beta, que contém proteinas que so-
freram alteracdes na sua conformacio. Vias intracelulares
responsdveis pela eliminagio destas proteinas alteradas,
tais como o sistema ubiquitina proteossoma (SUP) e o
processo de autofagia, tém sido relacionados com a for-
macio destas incluses®.

Existem diversos factores que tém sido descritos
por acelerar ou facilitar a agregacdo da alfa-sinucleina
e a formagio de fibrilhas, nomeadamente: i) Mutacoes
da alfa-sinucleina: A53T e A30P*; ii) Clivagem (alfa-

sinuclefna com 120 aminodcidos em vez de 140)%; iii)

Decréscimo do pH e aumento da temperatura®>#;

iv)
Interaccao com i6es metdlicos, tais como Fe**, Cu®, Al**
e Co* #%; v) Interaccao com lipidos, 1-metil-4-fenil-
1,2,3,4-tetrahidropiridina (MPTP), pesticidas (ex. rote-
nona) e dopamina?; vi) Modificagées pés-traducionais;
vii) Stresse oxidativo, uma vez que o aumento de radicais
livres pode quebrar a estrutura em hélice alfa e levar a
outras conformagoes patogénicas®; e/ou viii) Falha no
SUP49’50.

Trés mutagoes pontuais no gene da alfa-sinucleina
consideradas patogénicas e localizadas no terminal ami-
nico, estdo descritas pela sua associacio as formas fami-
liares da DP, nomeadamente as mutacoes A30P, A53T e
E46K. Embora sejam raras, estudos com estas mutagoes
tém contribuido para a elucidagio dos mecanismos mo-
leculares relacionados com a acumulagio intracelular de
alfa-sinucleina. As mutagées A30P, A5S3T e E46K causam
a DP na forma hereditdria autossémica dominante, re-
presentando 5% de todos os casos desta patologia neu-
rodegenerativa. Em 2004, Zarranz et al.’! identificaram
a mutagio E46K numa familia espanhola, igualmente li-
gada 4 forma hereditdria autossémica dominante da De-
méncia de Corpos de Lewy.

As formas mutantes da alfa-sinucleina formam
fibrilhas mais rapidamente do que a proteina wild-type
(WT) em solugio aquosa®>*. Este efeito tem sido atribu-
ido a elevada propensdo para agregacio dos intermedid-
rios parcialmente “enrolados™*. Para além disso, estudos
in vitro demonstraram que a proteina WT e as formas
mutantes A53T e A30P tém a capacidade de se auto-agre-
garem em fibrilhas, de uma forma dependente do tempo,
pH, temperatura e concentra¢io®>.

Embora as mutagées A30P e A53T parecam faci-
litar a agregacdo em fibrilhas, outros estudos mostraram
que a alfa-sinucleina mutante A53T possui taxas de agre-
gacdo mais elevadas comparativamente & mutagao A30P
e a forma W, talvez devido a uma ruptura da estrutura
em hélice alfa da regido anfipdtica do terminal aminico
da proteina®. Mais ainda, a mutagao A53T causa stresse
do reticulo endoplasmitico, contribui para uma disfun-
¢ao do armazenamento vesicular da dopamina e para a
sua acumulagio citosdlica, promove o stresse oxidativo

e alteragoes disfuncionais do metabolismo® e conduz a



uma elevada actividade da caspase 3°®. Nio obstante, a
mutagao A30P contribui para uma redistribuicao da alfa-
sinucleina para fora do terminal neuronal pré-sindptico
através da interrupcio da interacgdo desta proteina com
as vesiculas sindpticas e dominios lipidicos nas membra-
nas. Um defeito semelhante na ligagdo as membranas
lipidicas foi também associado & mutagio A53T*. Esta
dificuldade apresentada pela alfa-sinucleina mutante em
se ligar a membranas tem sido considerada um dos passos
iniciais que levam a sua agregacio e respectiva incorpora-
¢ao em filamentos.

A transfec¢io de um sistema celular com alfa-si-
nucleina mutante E46K mostrou um aumento da forma-
¢ao de agregados de alfa-sinucleina, quando comparado
com células que expressavam a forma WT ou as formas
mutantes A53T ou A30P®. Ao contrdrio do que ocorre
com as formas mutantes A53T e A30P, a alfa-sinucleina
mutante E46K tem uma capacidade mais elevada de se li-
gar a lipossomas carregados negativamente®, no entanto,
forma estruturas amildides com taxas semelhantes a alfa-
sinucleina mutante A53T e com elevadas taxas quando

comparada com a alfa-sinucleina W53,

MODIFICACOES POS-TRADUCIONAIS

Mais de 300 modificagoes pos-traducionais as-
sociadas as proteinas, incluindo protedlise, fosforilagio,
lipidacdo, oxidagdo, nitragao, glicosilagao, acila¢io e
ubiquitinagio tém sido frequentemente descritas e sao
consideradas importantes mecanismos reguladores da
estrutura e fungao das proteinas. Embora estas modifi-
cagdes envolvam uma variedade de processos, todas elas
resultam em alteragoes do tamanho, carga, estrutura e
conformagio das proteinas, conduzindo a mudancas das
caracteristicas chave, tais como actividade enzimadtica, afi-
nidade de ligacdo ou hidrofobicidade proteica®.

A estrutura primdria da alfa-sinucleina inclui vé-

rios locais susceptiveis a modificagoes pds-traducionais.

Fosforilagao da alfa-sinucleina

A fosforilagao de proteinas é a modificagio pds-
traducional mais estudada e provavelmente a mais im-
portante. A alfa-sinucleina pode ser fosforilada in vitro
em vérios residuos, incluindo os residuos de serina 87 e

1299304 ¢ trés residuos de tirosina localizados no terminal

carboxilico (tirosinas 125, 133 e 136)®. De entre estes
locais susceptiveis de serem fosforilados, a serina 129
surge extensivamente fosforilada em tecidos cerebrais de

pacientes com DP ou outras doengas relacionadas®®®,

su-
gerindo um papel da fosforilagio deste residuo na patogé-
nese da doenca. Foi mostrado num modelo de Drosophila
da doenga de Parkinson, que a fosforilagio no residuo
de serina 129, aumentava significativamente a toxicida-
de da alfa-sinucleina in vivo*. Estes resultados sugerem
que a alfa-sinucleina fosforilada neste residuo, nao sendo
jd a espécie toxica, é pelo menos critica para a formacio
da entidade proteica tdxica. Outro facto interessante foi
descrito por estes autores ao mostrarem que o bloqueio
da fosforilagdo no residuo de serina 129 estava associado
a uma redugio da toxicidade e da formagio de inclusoes.
Estudos mais recentes demonstraram que a fosforilagio
da alfa-sinucleina no residuo de serina 129 nao sé contri-
bui para a formagao dos corpos de Lewy, como também
para a ubiquitinagio, outra importante modificagio pos-

traducional®.

Ubiquitinagao da alfa-sinucleina

O SUP ¢ um sistema intracelular de degradagao
de proteinas, responsdvel pelo “rurnover” de proteinas
dentro da célula®. Neste sistema, as proteinas destinadas
a serem degradadas estao covalentemente ligadas com a
ubiquitina, uma proteina pequena, de 76 aminodacidos.
Este processo ocorre através da formagio de uma ligagao
iso-peptidica entre o grupo amina & de um residuo de
lisina do substrato e a glicina 76 localizada no terminal
carboxilico da ubiquitina. Esta reac¢do é complexa, pois
requer a acgao de enzimas sequenciais: enzima activado-
ra da ubiquitina (E1); enzima conjugadora da ubiquitina
(E2) e enzima ligadora da ubiquitina (E3). Normalmen-
te, este processo de ubiquitinagdo ¢é repetido vdrias vezes
até se formar uma cadeia de poliubiquitinas que se liga ao
substrato. A proteina poliubiquitinada ¢ depois endereca-
da para o proteossoma 26S para ser degradada enzimati-
camente. Durante a sintese da cadeia de poliubiquitina,
mondmeros individuais de ubiquitina sio covalentemen-
te ligados uns aos outros por uma outra via de ligagao
iso-peptidica entre o residuo de glicina localizado no ter-
minal carboxilico de cada ubiquitina e um residuo especi-

fico de lisina (o mais comum ¢ a lisina 48) do mondémero



anterior de ubiquitina. A molécula de ubiquitina contém
um total de sete residuos de lisina nas posicoes 6, 11, 27,
29, 33, 48 ¢ 637°. Embora a cadeia de ubiquitina envolva
tipicamente ligagoes através da lisina 48 que direcciona as
proteinas para degradagao no proteossoma, a poliubiqui-
tina¢ao pode ocorrer através de outros residuos de lisina
alternativos”'. A modificagdo de proteinas pela ubiquitina
¢ um dos principais mecanismos alvo para a degradagao
das mesmas no proteossoma. Na sua sequéncia primdria
de aminodcidos, a alfa-sinucleina contém 15 residuos de
lisina. Embora 4 desses residuos (21, 23, 32 e 34) tenham
sido alvo de estudo de ubiquitinagdo apenas iz vitro, a
ubiquitina¢io da alfa-sinucleina in vivo parece ocorrer
nas lisinas 6, 10 e 1272. Contudo, continua a nao estar
clarificado se a alfa-sinucleina monomérica necessita de
sofrer o processo de ubiquitinagao. Devido a forma nativa
da alfa-sinucleina, é possivel que iz vivo, esta nao requei-
ra o processo de ubiquitina¢do. Em vez disso, ela pode
entrar directamente para o proteossoma 20S, tal como
descrito para outras proteinas pequenas e desenroladas,
que podem ser degradadas pelo proteossoma de uma for-
ma independente da ubiquitina’®”%. No entanto, a pre-
senga de alfa-sinucleina ubiquitinada, foi j4 demonstrada
quando ocorre degrada¢io no proteossoma’. Mais ain-
da, estd descrito que maioritariamente um, dois e até trés
motivos de ubiquitina estdo conjugados com os corpos
de Lewy associados a alfa-sinucleina’. Adicionalmente,
estudos mostram que espécies de alfa-sinucleina de alto
peso molecular, mas nio a proteina monomérica, sio o
substrato para a oligoubiquitinagao da alfa-sinucleina em
doencas esporddicas de corpos de Lewy”>’¢. Foi também
demonstrado que a ubiquitinacdo através da ligagao pela
lisina 63 ocorre especificamente em acumulagées de alfa-
sinucleina dentro da célula®®. Tendo em conta todas estas
observagoes, pode sugerir-se que a ubiquitinacio da alfa-
sinucleina ¢ um evento patoldgico directamente associa-

do com a formagao de corpos de Lewy”>7¢.

Nitrac¢ao e oxidagao da alfa-sinucleina

Tanto a nitragdo como a oxidacio estio associadas
com a agregacao da alfa-sinucleina e tém sido propostas
como mecanismos responsédveis pela formagao de oligé-
meros de alfa-sinucleina®®”’.

Tal como em outras proteinas, a nitragio de resi-

duos de tirosina da alfa-sinucleina ¢ causada pela forma-
¢ao de espécies reactivas de nitrogénio e, portanto, por
stresse nitrosativo. A estrutura primdria da alfa-sinucleina
contém quatro residuos de tirosina, localizados nas po-
sicoes 39, 125, 133 e 136. Em particular, a nitragao do
residuo de tirosina 125 resulta numa dimerizagao da alfa-
sinucleina, enquanto a nitragao no residuo 39, leva a uma
reducdo da ligacdo as vesiculas lipidicas, aumentando as
propriedades de polimerizagio da alfa-sinucleina. Hodara
etal. (2004)”® revelaram que a alfa-sinucleina soldvel e ni-
trada nio ¢ eficientemente processada por proteases intra-
celulares, o que pode conduzir & acumulagao da mesma e
acelerar a formacao de fibrilhas. A alfa-sinucleina nitrada
no residuo de tirosina 39, assim como nos residuos de
tirosina 125, 133 e 136 tem sido detectada em corpos de
Lewy corticais e neurites distrficas da substantia nigra de
cérebros humanos com DP7”7, assim como em neurdnios
de hipocampo, apresentando nestes casos uma marcagio
citoplasmdtica difusa”.

Ao contrdrio do que foi mencionado anteriormen-
te, Norris et al. (2003)* mostraram que os residuos de
tirosina nio sio responsdveis pela formagio de dimeros
covalentemente ligados, nem de oligémeros, apds trata-
mento da alfa-sinucleina com agentes oxidantes puros.
Para além disso, a alfa-sinucleina nitrada em um ou mais
residuos de tirosina nao tem tendéncia para formar fibri-
lhas, enquanto a forma nativa e oxidada desta proteina
tem a capacidade de fibrilhogénese nas mesmas condigées
experimentais®.

Tendo em conta o papel do stresse oxidativo na
agregacao da alfa-sinucleina, foi demonstrado que a ex-
posicdo a FeCl, num modelo celular neuronal levava a
formagao de inclusées de alfa-sinucleina e oligémeros de
34, 54 ¢ 68 kDa e espécies de alto peso molecular®’. A
exposicao a FeCl, também causou um aumento da activi-
dade da CK2. Estes resultados sugerem que mecanismos
diferentes, mas inter-relacionados, tais como, o stresse
oxidativo e as modificacdes pds-traducionais da alfa-si-
nucleina podem contribuir para a agregacio da proteina.

Os passos que precedem a formagao de fibrilhas da
alfa-sinucleina incluem a alteragao conformacional de hé-
lice alfa para folha-beta. Para além disso, modificagoes no
stresse nitrosativo e oxidativo podem resultar em ligagoes

covalentes e na estabilizagao dos filamentos da alfa-sinu-



cleina, levando a formacio de protofibrilhas e fibrilhas'.
O que ¢ ainda mais interessante ¢ que compostos antioxi-
dantes demonstraram um efeito altamente potente anti-
alfa-sinucleina fibrilhogénica e como desestabilizadores
das fibrilhas de alfa-sinucleina, o que estd de acordo com
o aumento da formagcio de fibrilhas da alfa-sinucleina em
situacoes de oxidagao®2. Mais ainda, a geracdo de espécies
reactivas de oxigénio e de nitrogénio parece exacerbar os

efeitos toxicos das mutagoes pontuais da alfa-sinucleina.

DISFUNCAO MITOCONDRIAL NA DOENCA DE
PARKINSON - INFLUENCIA DA ALFA-SINUCLEINA

A mitocondria é um organelo celular muito im-
portante na producio de energia na forma de ATP. A dis-
fun¢ao mitocondrial tem sido implicada na patogénese
da DP desde hd muito tempo. De facto, vérios grupos
de investigacdo reportaram uma diminui¢io da activi-
dade do complexo I da cadeia respiratéria mitocondrial
na substantia nigra, musculo-esquelético, plaquetas e lin-
foblastos de pacientes com DP#-%. No entanto, ainda
permanece por provar que esta deficiéncia no complexo I
tem uma relacio de causa-efeito com a perda selectiva de
neurénios dopaminérgicos, caracteristica desta doenga.

O complexo I é o maior dos macrocomplexos da
cadeia respiratéria mitocondrial, e é constituido por 46
subunidades, sete das quais sdo codificadas pelo ADN
mitocondrial. As restantes 39 subunidades sao codifica-
das por genes nucleares, importadas para dentro da mito-
condria e conjugadas com as restantes subunidades codi-
ficadas pelo ADN mitocondrial®®. Assim, a actividade
do complexo I pode estar disfuncional devido a defeitos
genéticos no ADN mitocondrial e/ou ADN nuclear ou
ainda por factores que impecam ou danifiquem a uniio
das subunidades que fazem parte do complexo. Foi in-
clusivamente reportada a perda de uma subunidade de 8
kDa do complexo I mitocondrial em cérebros humanos
de doentes de Parkinson®. Esta disfungio pode levar a
auto-oxidac¢io das subunidades cataliticas, conduzindo a
disfungio do complexo I, e a uma perda da fungio bioe-
nergética da mitocondria.

As primeiras evidéncias de disfun¢io mitocondrial
apareceram apés observacio de um grupo de toxicode-
pendentes expostos acidentalmente a0 MPTP — uma to-

xina ambiental que resulta num sindroma parkinsénico

irreversivel>®. O MPTP ¢ um andlogo da meperidina
(heroina sintética), uma neurotoxina altamente lipofili-
ca. Apoés a sua admnistracao sistémica, o MPTP atraves-
sa rapidamente a barreira hemato-encefélica e entra no
cérebro. Uma vez no cérebro, o MPTP ¢é metabolizado
em 1-metil-4-fenil-2,3-dihidropiridinio (MPDP+) pela
monoamina oxidase B (MAO B), que estd localizada na
membrana externa da mitocéndria. O MPDP+ ¢ depois
espontaneamente oxidado em 1-metil-4-fenilpiridinio
(MPP+), a neurotoxina activa. O MPP+ ¢ internalizado
pelos neurénios dopaminérgicos nigroestriatais através
dos transportadores da dopamina (para os quais o MPP+
tem uma grande afinidade), localizados nos terminais
nervosos do estriado. O MPP+ também se acumula na
mitocdndria através de um mecanismo que envolve o po-
tencial transmembranar mitocondrial, inibindo o com-
plexo I (NADH-quinona oxidoredutase) e, deste modo,
interrompendo o transporte de electroes. Este processo
tem vdrias consequéncias prejudiciais para a célula, no-
meadamente: um aumento da produgio de espécies reac-
tivas de oxigénio, levando ao stresse oxidativo; um decrés-
cimo da produgio de ATP; um aumento intracelular da
concentracio de cdlcio; excitotoxicidade e danos celulares
relacionados com o0 aumento de éxido nitrico’. A inibicao
do complexo I da cadeia mitocondrial também resulta na
abertura do poro de transicio permedvel mitocondrial,
havendo a possibilidade de ocorrer libertagao de citocro-
mo ¢, que vai desencadear as vias de sinalizagio que con-
duzem a morte celular por apoptose. O MPP+ decresce
igualmente os niveis de dopamina no estriado, levando
a0 aparecimento dos sintomas caracteristicos da DP?*?!.
Um outro potente inibidor especifico do comple-
xo I — a rotenona (usado anteriormente como um pesti-
cida) — tem sido amplamente estudado, pois é também
responsével pela morte celular dopaminérgica’. Em estu-
dos anteriores, o grupo de Greenamyre, demonstrou que
ap6s a administragio deste inibidor selectivo do comple-
xo I a ratos, estes desenvolviam sintomas semelhantes aos
da DP, no Homem. Para além disso, a administragio de
rotenona conduzia a degeneragio neuronal e formagio de
inclusées ricas em alfa-sinucleina. No entanto, o grau de
inibicao do complexo I pela rotenona era apenas parcial
e insuficiente para danificar a fun¢io mitocondrial no

cérebro. Para além disso, os efeitos estavam relacionados



com um aumento da produ¢io de radicais livres e um
consequente aumento do stresse oxidativo mediado pela
mitocdndria®®”%. Uma vez que os inibidores do complexo
I accionam caracteristicas tipicas da DP, o seu uso poderd
ser muito util a nivel experimental na compreensao dos
mecanismos de morte celular que ocorrem ao longo do
desenvolvimento desta doenca neurodegenerativa.

Mas estard a inibi¢do do complexo I mitocondrial
relacionada com a disfungao da proteina alfa-sinucleina
e a DP? Tal como foi referido anteriormente, a alfa-si-
nucleina encontra-se predominantemente localizada nos
terminais sindpticos e no citoplasma dos corpos celula-
res. Sabe-se actualmente que as alteragdes desta proteina
tém um impacto, ainda que indirecto, mas significativo
na fun¢io mitocondrial neuronal®*. Para além disso,
vérios dados suportam a relagao muito préxima que exis-
te entre a alfa-sinucleina e os danos oxidativos celulares.
Mais ainda, a sobre-expressao de alfa-sinucleina mutante,
sensibiliza ainda mais os neurdnios para o stresse oxida-
tivo e para os danos causados pela dopamina e toxinas
mitocondriais, tais como o MPP+ e a 6-hidroxidopamina
(6-OHDA), resultando num aumento da carbonilagio
de proteinas, peroxidacio lipidica in vitro e in vivo>>*.
A 6-OHDA ¢ uma neurotoxina especifica dos neurd-
nios dopaminérgicos iz vitro e in vivo”. E um composto
muito instdvel, que ¢é facilmente oxidado para produzir
espécies reactivas de oxigénio, que poderéo causar a mor-
te dos neurénios dopaminérgicos por apoptose. Embora
a 6-OHDA seja formada in vitro a partir da dopamina,
pensa-se que 0 mesmo nao ocorrerd in vivo. Um factor
importante é que a 6-OHDA nio atravessa a barreira
hemato-encefilica. Como tal, tem sido usada em mode-
los animais para produzir um denominado hemiparkin-
sonismo através de injecgio estereotdxica directamente na
regido nigroestriatal”'.

A expressao de alfa-sinucleina mutante A53T cau-
sa alteragdes bioquimicas numa fase precoce, incluindo
uma redugio da actividade do proteossoma e um aumen-
to intracelular dos niveis de espécies reactivas de oxigénio
em culturas de células diferenciadas num fenétipo neuro-
nal dopaminérgico®®. Para além disso, tanto o stresse do
reticulo endoplasmdtico, como a disfungao mitocondrial
tém sido sugeridos por actuarem em conjunto, contri-

buindo desta forma para a morte celular induzida pela

alfa-sinucleina mutante (A53T) através de um decrésci-
mo do potencial membranar mitocondrial, liberta¢io de
citocromo ¢ e aumento da actividade das caspases 9 e 3,
envolvidas no processo de morte celular por apoptose’.
Muito recentemente, um estudo mostrou que em
leveduras que expressam altos niveis de alfa-sinucleina
(alfa-sinucleina HiTox), a disfungdo mitocondrial e o
stress oxidativo fazem parte de aspectos significativos da
toxicidade da alfa-sinucleina®?. A presenca da disfuncao
mitocondrial foi notdvel, tendo em conta as evidéncias jd
descritas que implicam a actuagio das toxinas mitocon-
driais envolvidas na patogénese da DP. Neste modelo de
células de levedura alfa-sinucleina HiTox, as mitocondrias
sofreram fragmentacio, dilatagio e produziram espécies

reactivas de oxigénio”®®.

CONCLUSAO

Os agregados de alfa-sinucleina no cérebro sdo uma
caracteristica molecular das sinucleinopatias, incluindo
a doenga de Parkinson. Esta doenga neurodegenerativa
possui uma etiologia multifactorial, que envolve factores
genéticos e ambientais. Modificagoes pos-traducionais
da alfa-sinucleina, a proteina que existe em maior quan-
tidade nos corpos de Lewy e a disfungao mitocondrial,
parecem estar envolvidas nos mecanismos patogénicos
que conduzem a esta doenga. A inibi¢do do complexo
I mitocondrial leva a uma falha energética na célula e a
formagao de radicais livres. Para além disso, alteracoes na
alfa-sinucleina podem promover o stresse oxidativo atra-
vés da regulacio da sintese de dopamina, da sua neuro-
transmissio, e da sua auto-oxidagdo. No entanto, o stresse
oxidativo/nitrosativo, também influenciam a oxidac¢io da
alfa-sinucleina e a sua capacidade de agregar. Mais ainda,
as mutagoes genéticas que podem ocorrer no gene desta
proteina causam a doenga de Parkinson na forma here-
ditdria autossémica dominante. A alfa-sinucleina parece
ainda ter influéncia na funcio do SUP e da mitocdndria,
o que levanta a possibilidade de que as modificagdes pds-
traducionais desta proteina (algumas claramente com um
papel importante na agregacio proteica), possibilitam
uma interacgdo entre vias bioquimicas comuns. Assim, é
necessdrio continuar a estudar e promover a investigagao
sobre a funcio da alfa-sinucleina, das suas modificagoes

p6s-traducionais e da sua relagio com a disfungao mito-



condrial, no sentido de clarificar a sua relevincia na pato-

génese da doenga de Parkinson.
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