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RESUMO

Poletti-Guimardes, R. Papel da enzima fosfodiesterase 10a na atividade dos neuronios
médios estriatais durante a ocorréncia das discinesias induzidas pela L-Dopa. 2021. 75 p.
Dissertagdo de Mestrado — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo

O tratamento da Doenca de Parkinson (DP) com L-DOPA a longo prazo ¢ associado a efeitos
colaterais chamados discinesias induzidas por L-DOPA (LIDs). O estriado ¢ uma estrutura
chave dos nticleos da base relacionado com as LIDs. Os neurdnios espinhosos médios (MSNs)
constituem aproximadamente 95% dos neurdnios do estriado e compde as vias diretas e
indiretas do controle motor. O tratamento cronico com L-DOPA ¢ capaz de modular essas vias.
Muitas evidéncias sugerem que as LIDs surgiriam como resultado de um desequilibrio entre as
vias diretas e indiretas. A enzima fosfodiesterase 10A (PDE10A) ¢ expressa principalmente
em MSNs no corpo estriado e metaboliza os segundos mensageiros (cAMP e cGMP),
exercendo assim uma forte modula¢do da atividade dos MSNs. Assim, nossa hipdtese € de que
a inibicao da fosfodiesterase 10A teria um efeito antidiscinético ao modular a atividade dos
MSNSs. Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética local (CEUA-FFCLRP
/ USP (18.5.35.59.5).

Palavras-chave: Discinesia, L-DOPA, Fosfodiesterase 10A, Eletrofisiologia, Parkinson.



ABSTRACT

Poletti-Guimaraes, R. Role of the phosphodiesterase 10A in the activity of medium spiny
striatal neurons during the occurrence of L-DOPA induced dyskinesias. 2021. 75 p.
Master's Dissertation - Faculty of Philosophy, Sciences and Letters of Ribeirdo Preto,
University of Sao Paulo

Long-term treatment of Parkinson's disease (PD) with L-DOPA is associated with side effects
called L-DOPA-induced dyskinesias (LIDs). The striatum is a key structure of the striatum
related to the LIDs. The medium spiny neurons (MSNs) constitute approximately 95% of the
striatal neurons and comprise the direct and indirect motor control pathways. Chronic treatment
with L-DOPA is able to modulate these pathways. Much evidence suggests that LIDs would
emerge as a result of an imbalance between direct and indirect pathways. The enzyme
phosphodiesterase 10A (PDE10A) is expressed mainly in MSNs in the striatum and
metabolizes the second messengers (CAMP and cGMP), thus exercising a strong modulation
of the activity of MSNs. Thus, our hypothesis is that the inhibition of phosphodiesterase 10A
would have an antidiscinetic effect by modulating the activity of MSNs. All procedures were
approved by the local ethics committee (CEUA-FFCLRP/USP (18.5.35.59.5).

Keywords: Dyskinesia, L-DOPA, Phosphodiesterase 10A, Electrophysiology, Parkinson.
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NUCLEOS DA BASE E CONTROLE MOTOR

Anatomia e fisiologia dos niucleos da base. Os nucleos da base sdo compostos por um
conjunto de regides neuroanatdmicas que tem como uma de suas principais fun¢des modular e
controlar os movimentos. As principais regides dos nucleos da base relacionadas a funcao
motora sdo: globo palido externo (GPe) e interno (GP1), nticleo subtalamico (NST), substancia
negra compacta (SNc) e reticulada (SNr) e o estriado, composto pelos nucleos caudado e
putamen, e estrutura de maior foco deste trabalho (SMITH et al., 2004; STEINER; TSENG,
2017) (Figura 1).
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Figura 1: Ilustracio exemplificando as principais estruturas envolvidas no controle motor nos niicleos da

base em humanos. Adaptado de https://www.physio-pedia.com

O estriado (composto pelos nucleos caudado e putamen em humanos) ¢ a maior
estrutura que compde os niicleos da base e a principal regido relacionada ao processamento das
informagdes motoras. Cerca de 95% da populacdo neuronal do estriado ¢ composta por
neurdnios de projecdo, chamados de neurdnios espinhosos médios (MSNs), que sdo os
principais alvos de entrada e de saida de informagdes do estriado. Os MSNs sdo neurdnios
morfologicamente caracterizados principalmente por grande quantidade de espinhas nos

dendritos e projecdes colaterais, e utilizam o 4acido gama-aminobutirico (GABA) como
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neurotransmissor, desempenhando papel inibitdrio sobre as regides para onde se projetam
(STEINER; TSENG, 2017).

Os MSNs sdo subdivididos de acordo com seu alvo de projecdo, expressdao de tipos
especificos de receptores dopaminérgicos e co-localizagdo de neuropeptideos. De acordo com
o modelo cléssico de funcionamento dos nucleos da base (DELONG, 1990), os neurdnios que
compdem a via direta (dIMSNs), ou via estriato-nigral, se projetam para a substancia negra
reticulada (SNr) e tem como caracteristica celular a expressdo de receptores dopaminérgicos
do tipo D1 e dos neuropeptideos dinorfina e substancia P. Os neur6énios que compdem a via
indireta (iIMSNs), ou via estriato-palidal, se projetam para globo pélido externo, e suas
caracteristicas celulares principais sdo a expressao de receptores dopaminérgicos do tipo D2 e
do neuropeptideo encefalina (DELONG, 1990; GERFEN et al., 1990).

Além disso, a menor parte da populagdo neuronal do estriado ¢ composta por
interneuronios. Os interneurdnios sdo classificados de acordo com a expressdo de
neuropeptideos e neurotransmissores, e sao subdivididos em pelo menos seis principais grupos:
(i) grandes interneurdnios colinérgicos, identificados através da expressdo de acetilcolina
transferase (ChAT), (ii) interneur6nios GABAérgicos que expressam parvalbumina, (iii)
interneuronios GABA¢érgicos que expressam calretinina, (iv) interneuroénios que expressam
somatostatina, oxido nitrico sintase (nNOS) e NADPH-diaforase, (v) interneuronios de
poténcial de agdo de baixo limiar (LTS), expressam canais de calcio com baixo limiar de
disparo e (vi) interneur6nios GABAérgicos que expressam tirosina hidroxilase (STEINER;

TSENG, 2017).

Dopamina. A dopamina ¢ um dos principais neurotransmissores envolvidos no processamento
do controle motor nos nucleos da base. Os neurénios dopaminérgicos sdo caracterizados pela
expressdo da enzima tirosina-hidroxilase, que participa do processo de conversao da L-DOPA
(molécula precursora dopamina) em dopamina no meio intracelular (BJORKLUND; A, 1984;
GERFEN; HERKENHAM; THIBAULT, 1987). A SNc e a area tegmental ventral (ATV) dao
origem as principais vias dopaminérgicas, a via nigro-estriatal, mesolimbica e¢ a via
mesocortical. A via nigro-estriatal tem papel fundamental na modulagdo dos sinais
glutamatérgicos provenientes das aferéncias do cortex e do tdlamo nos MSNs estriatais, e se
projeta da SNc para os nucleos caudado e putdmen, disponibilizando a dopamina necessaria
para auxilio do processamento do controle motor nos nucleos da base (COOPER; BLOOM,;

ROTH, 2003; STEINER; TSENG, 2017).
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A dopamina desempenha fungdes opostas nas vias direta e indireta do controle motor,
uma vez que cada uma das vias expressa receptores dopaminérgicos de tipos diferentes. Os
receptores dopaminérgicos do tipo D1 (compostos pelos subtipos D1 e DS5) sdao acoplados a
uma proteina G estimulatoria (Gs e Goir), entdo, quando a dopamina se liga ao receptor do tipo
D1, ativa a proteina G estimulatoria e resulta em atividade excitatdria sobre os neurdnios. Os
receptores dopaminérgicos do tipo D2 (compostos pelos subtipos D2, D3 e D4) sdo acoplados
a uma proteina G inibitdria (Gi), entdo, quando a dopamina se liga ao receptor do tipo D2, ativa
a proteina G inibitdria e resulta em atividade inibitoria sobre os neurdnios (STEINER; TSENG,

2017).

Controle motor nos nucleos da base. O modelo classico do funcionamento e controle motor
dos nucleos da base compreende diversos mecanismos neurofisiolégicos mais complexos
relacionados a circuitaria que envolve o estriado e outras estruturas cerebrais. As principais
aferéncias que chegam ao estriado sdo projecdes glutamatérgicas provenientes do cortex e do
talamo, que exercem atividade excitatoria sobre os MSNs. Os MSNs irdo se projetar para
estruturas cerebrais distintas, caracterizando as vias direta e indireta do controle motor
(STEINER; TSENG, 2017) (Figura 2-A).

Na via direta, os MSNs vao se projetar para o complexo formado pelo GPi e SNr,
exercendo func¢do inibitoria através do neurotransmissor GABA. Esse complexo exercera
atividade inibitéria GABAérgica tonica sobre os neurdnios pré-motores excitatorios presentes
no tdlamo, estrutura que se projeta para o cortex, fechando a circuitaria (STEINER; TSENG,
2017) (Figura 2-A).

Na via indireta, os MSNs vao se projetar para GPe, através de projecdes GABAérgicas,
exercendo fung¢do inibitéria. O GPe, por sua vez, também ira se projetar ao NST com funcao
inibitoria através do neurotransmissor GABA. Por tltimo, o NST ir4 se projetar para os nticleos
de saida GPi/SNr exercendo fungdo excitatoria através do neurotransmissor glutamato. Assim,
ao excitar o complexo GPi/SNr, os neurdnios provenientes do NST sdo capazes de desinibir a
atividade inibitoria GABA¢érgica tonica do complexo GPi/SNr, fazendo com que os nucleos de
saida consigam exercer sua atividade inibitdria tonica sobre os neuroénios pré-motores presentes
no talamo (DELONG; WICHMANN, 2007; GERFEN et al., 1990; STEINER; TSENG, 2017)
(Figura 2-A).

Dados os conceitos apresentados, o que propde o modelo bindrio classico de

funcionamento dos nucleos da base ¢ que a agdo excitatdria da dopamina sobre os neurénios
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da via direta estimularia e facilitaria o movimento, enquanto a acdo inibitéria da dopamina
sobre os neurdnios da via indireta inibiriam o movimento, compondo entdo as duas principais
vias do controle motor nos nicleos da base. O desequilibrio entre essas vias e a disfun¢do do
sistema dopaminérgico estao relacionados com diversos distirbios do controle motor, como a
doenga de Huntington e a doenca de Parkinson (GERFEN et al., 1990). Um outro modelo,
propde ainda a existéncia de uma via do controle motor denominada hiperdireta, e sugere que
o cortex envia proje¢des diretamente ao NST, o que resultaria em uma neurotransmissao mais
rapida do que o que acontece nas vias direta e indireta (NAMBU; TOKUNO; TAKADA,
2002).

DOENCA DE PARKINSON

Historico e incidéncia. Em 1817, ao publicar um ensaio intitulado “Ensaio Sobre a Paralisia
Agitante”, James Parkinson descreveu pela primeira vez os sintomas de uma condigdo
patologica que posteriormente viria a ser conhecida como a doenga de Parkinson (DP). Alguns
dos principais sintomas da DP ja se encontravam nessa publicacdo, porém apenas em 1888 um
renomado neurologista do século XIX, Jean-Martin Charcot, acrescentou algumas
caracteristicas-chave da doenca, como a bradicinesia (dificuldade de iniciar um movimento) e
a rigidez postural, e a nomeou Doenca de Parkinson. Apesar das observagdes feitas a respeito
dos principais sintomas e caracteristicas da doenga, ainda ndo se sabia quais mecanismos
patoldgicos estavam relacionados a causa da doenca. Apenas em 1893, Paul Blocq e George
Marinesco sugeriram que a substancia negra (SN) estaria envolvida e desde entdo uma série de
descobertas vém contribuindo para elucidagdo dos mecanismos patologicos da doenga
(OBESO et al., 2017; PARENT; PARENT, 2010).

No momento, a doenga de Parkinson ¢ a segunda doenga neurodegenerativa mais
comum no mundo, sendo a primeira a doenga de Alzheimer. Cerca de 1% da populacio
mundial acima de 60 anos possui o diagndstico da doenga de Parkinson (TYSNES;
STORSTEIN, 2017). Uma estimativa realizada pelo Global Burden of Disease Study
demonstrou que o nimero de pacientes com DP no mundo vai quase dobrar de 7 milhdes
(estimativa de 2015) para 13 milhdes em 2040, sugerindo que doengas neurodegenerativas
como a DP possam se tornar um problema ainda maior para a sociedade (JANKOVIC; TAN,

2020).



16

Fisiopatologia da DP. A DP tem como caracteristicas neuropatolégicas principais a
neurodegeneragdo progressiva cronica de neurdnios dopaminérgicos na SNc e a aglomeragdo
de placas de proteinas contendo a-sinucleina, conhecidas também como corpos de Lewy
(GIBB; LEES, 1988). Visto que os neurénios dopaminérgicos da SNc projetam seus axonios
para o estriado por meio da via nigro-estriatal, a neurodegeneracdo de neurdonios na SNc
acarreta em um déficit dopaminérgico no estriado (STEINER; TSENG, 2017).

A auséncia de dopamina no estriado acarreta no desequilibrio das atividades das vias
direta e indireta do controle motor, o que, por sua vez, ¢ responsavel pelos principais sintomas
motores da DP: a acinesia (dificuldade em iniciar movimentos), bradicinesia (lentidao dos
movimentos), rigidez muscular e o tremor de repouso (DEXTER; JENNER, 2013; OBESO et
al., 2008; TYSNES; STORSTEIN, 2017)

Mais detalhadamente, a auséncia da dopamina no estriado ira acarretar em aumento da
atividade dos MSNs da via indireta e, consequentemente, na inibicdo do GPe e desinibicao
NST. A atividade excitatéria do NST, por sua vez, exerce atividade excitatoria no complexo
GPi/SNr, que possui atividade inibitoria GABAérgica tonica, e exercerdo forte atividade
inibitoria sobre os neurdnios pré-motores taldmicos (GERFEN et al., 1990) (Figura 2-B).
Sendo assim, a auséncia de dopamina na DP resulta em maior atividade da via indireta do

estriado, causando os principais sintomas motores da doenca.
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Figura 2: Esquema ilustrando as principais estruturas, vias e neurotransmissores do controle motor nos
nucleos da base.
(A) Vias direta e indireta em condic6es normais; (B) Alteracdo na atividade das vias direta e indireta na

doenca de Parkinson; (C) Alteraciio na atividade das vias direta e indireta nas LIDs. As linhas grossas
representam aumento na atividade da via e as linhas finas representam a reducfo da atividade. Via direta
ilustrada em verde, via indireta ilustrada em vermelho e via dopaminérgica ilustrada em amarelo. (AMSN
= neuronios espinhos médios estriatais da via direta; iMSN. = neurénios espinhos médios estriatais da via
indireta; D1 = receptores dopaminérgicos do tipo D1; D2 = receptores dopaminérgicos do tipo D2; SN¢ =
substancia negra compacta; GPi = globo palido interno; SNr = subtancia negra reticulada; GPe = globo
palido externo; NST = nicleo subtalamico; GLU = neurotransmissor glutamato; GABA =

neurotransmissor GABA). Criado com BioRender.

Além dos sintomas motores, os pacientes apresentam também sintomas ndo-motores,
como por exemplo, comprometimento do olfato, distirbios gastrointestinais e do sono,
disttrbios psicologicos como depressao e ansiedade, fadiga, dentre outros (PFEIFFER, 2016).
Esses sintomas muitas vezes podem aparecer antes mesmo dos sintomas motores, visto que os
sintomas motores classicos da DP s6 comegam a se manifestar apos perda de 70-80% dos
neurdnios dopaminérgicos da SNc (OBESO et al., 2017; WIRDEFELDT et al., 2011).

A causa da neurodegeneragdo dopaminérgica ainda nao ¢ conhecida. Estudos apontam
que ndo ha apenas um fator, mas varios envolvidos na patogénese na DP, como o estresse
oxidativo, a neuroinflamacao, excitotoxicidade, acimulo de proteinas, disfungdo mitocondrial,

dentre outros (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; XILOURI; BREKK; STEFANIS, 2013).



18

Além disso, diversos estudos sugerem a relagdo com fatores genéticos e também epigenéticos
(quando ha influéncias ambientais) nos processos de morte celulares que estdo envolvidos na
DP. Visto isso, os mecanismos patogénicos envolvidos na DP ainda precisam ser melhor

elucidados.

Tratamento da doenc¢a de Parkinson. Visto que a auséncia de dopamina ¢ a principal causa
dos sintomas motores da DP, a reposi¢ao nao fisioloégica da dopamina €, geralmente, a primeira
escolha. Porém, essa reposi¢do ndo ¢ feita através da administragdo de dopamina porque sua
carga molecular ndo permite sua passagem pela barreira hematoencefélica. Uma estratégia para
esse problema, foi utilizar a molécula precursora da dopamina, conhecida como L-DOPA ou
Levodopa (OSTER; SORKIN, 1942), que tem sua passagem pela barreira hematoencefalica
facilitada através de transportadores de aminodcido, por sua semelhanga estrutural. Dentre as
farmacoterapias sintomaticas, a L-DOPA demonstrou rdpida capacidade de reverter a
hipocinesia causada pela DP (HORNYKIEWICZ, 2010).

Apods ser transportada para dentro dos neurdnios através de transportadores de
aminodcidos, a L-DOPA ¢ convertida em dopamina através da enzima dopa-descarboxilase
neuronal (JENNER, 2004; MARSDEN; PARKES; QUINN, 1981). Porém, apenas uma
pequena fracdo da L-DOPA chega ao seu alvo, devido a presenga da dopa-descarboxilase
periférica, enzima que converte a L-DOPA em dopamina , e COMT periférica, enzima que
degrada a dopamina. Por isso, a L-DOPA tem sido constantemente associada a outros farmacos
capazes de inibir a atividade dessas enzimas, como a Benserazida e a Carbidopa (inibidores da
DOPA descarboxilase periférica), a Entacapona (inibidor da COMT), dentro outros, o que gera
maior eficiéncia para o tratamento (DONG et al., 2016).

Apesar da sua eficicia, a L-DOPA também ¢ conhecida por apresentar complicacdes
motoras e efeitos colaterais relacionados ao seu uso prolongado. Uma das complicagdes
motoras mais citada ¢ o aparecimento de movimentos involuntarios anormais (AIMs),
conhecidos também como discinesias induzidas por L-DOPA (LIDs). Por isso a busca por
novos farmacos e novas formas de terapia tem sido constante (STEINER; TSENG, 2017).

A busca por tratamentos mais eficientes para a DP ¢ constante e vém abrangendo
diversas formas de inovagdo além da farmacoterapia. Atualmente os tratamentos mais comuns
sdo focados em atenuar os sintomas motores da doenga, as farmacoterapias mais comumente
utilizadas s3o: A Levodopa, combinada a outros firmacos citados anteriormente; Agonistas
dopaminérgicos, os mais comum sdo ropinirole, pramipexol, rotigotina e apomorfina;

Inibidores da catecol-O-metil transferase (COMT), entacapona e nebicapona sdo os mais
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comuns; Inibidores da enzima monoamina oxidase (MAO), como a selegilina, rasagilina e
safinamida; Anticolinérgicos, como o benzatropina e triexafenida; Por utlimo, amantadine,
medicamente antiviral que ¢ capaz de eliminar os sintomas primdrios da DP. Outras formas de
terapia também estdo sendo aplicadas, como a deep brain stimulation (DBS) (MALEK, 2019),
terapias genéticas (SUDHAKAR; RICHARDSON, 2018) e transplante celular (MORIZANE,
2019). Existem também terapias farmacoldgicas focadas nos sintomas ndo-motores, como a
depressdo e distirbios gastrointestinais, além de terapias alternativas, como a pratica de

exercicios fisicos, yoga, dentre outros (DONG et al., 2016).

LIDs. Ap6s um periodo de 5 a 10 anos de tratamento com a L-DOPA, cerca de 75-80% dos
pacientes relatam complicagdes motoras caracterizadas por AIMs, também conhecidos por
discinesias (CALABRESI et al., 2010). As LIDs sdo caracterizadas por manifestagdes motoras
casuais, sem finalidade e involuntérias, que quando estabelecidas podem se tornar debilitantes
e ainda piores do que os proprios sintomas da DP para a qualidade de vida dos pacientes
(DELONG, 1990.

Os fatores principais que parecem contribuir para o desenvolvimento das LIDs estdao
relacionados a duracdo da doencga, idade do paciente no inicio da DP e altas dosagens do
medicamento durante o tratamento. Estudos sugerem que a longa duracdo da doenga em
conjunto com a severidade da lesdo dopaminérgica esta relacionada com o aparecimento das
LIDs (RAJPUT et al., 2002; SHARMA; BACHMANN; LINAZASORO, 2010). A idade do
paciente no inicio da doenga também parece ter relagdo com o alto risco para desenvolvimento
das LIDs (KOSTIC et al., 1991; SHARMA; BACHMANN; LINAZASORO, 2010). Além
disso, altas dosagens de L-DOPA durante o tratamento estdo fortemente relacionadas ao
aparecimento das LIDs (WARREN OLANOW et al., 2013).

Apesar dessas evidéncias, ainda ndo se sabe exatamente todos os mecanismos
fisiologicos e moleculares que estdo relacionados a patogénese das LIDs. Dois fatores
principais sdo constantemente discutidos: a estimulagdo pulsatil dos receptores dopaminérgicos
e a degeneracdo da via nigro-estriatal. Esses dois fatores em conjunto acarretam em uma
hipersensibiliza¢do na resposta motora que envolve o cortex motor e o estriado (JENNER,
2008).

A degeneragdo dos neurdnios dopaminérgicos na SNc em conjunto com a reposi¢ao
farmacologica de L-DOPA faz com que a atividade estriatal fique totalmente instavel. Isso
acontece porque a morte dos neurdnios faz com que a dopamina ndo seja mais armazenada nas

vesiculas dos neurdnios pré-sindpticos, fazendo com que a cada administracdo da L-DOPA os
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niveis extracelulares de dopamina aumentem (ABERCROMBIE; BONATZ; ZIGMOND,
1990). Sugere-se que a causa do aumento dos niveis extracelulares de dopamina no estriado
acontega porque a auséncia de neurénios dopaminérgicos faz com que maior parte da L-DOPA
seja convertida a dopamina dentro de neurdnios serotoninérgicos. Porém, os neurdnios
serotoninérgicos ndo sao capazes de regular a liberagcdo de dopamina, diferente do que acontece
nos neurdnios dopaminérgicos que regulam a disponibilidade de dopamina através de feedback
negativo mediado por autorreceptores e receptagdo por transportadores de DA (CARTA et al.,
2006).

Visto isso, os altos niveis extracelulares de dopamina vao acarretar em uma excessiva
co-estimulacdo dos receptores D1, acoplados a proteinas Gs, € D2, acoplados a proteinas Gi.
Isso resultard em ativacdo e inibicdo concomitantemente da cascata de sinalizacdo do AMPc,
aumentando os niveis de AMPc na via direta e diminuindo os niveis de AMPc na via indireta
(SPIGOLON; FISONE, 2018). Evidéncias sugerem que os receptores dopaminérgicos do tipo
D1 estdo mais intimamente relacionados ao aparecimento das LIDs STEINER; TSENG, 2017.
Um estudo demonstrou que a inativagdo de receptores do tipo D1 através de camundongos
knockout bloqueou as LIDs, e que a inativagdo dos receptores do tipo D2 ndo foi capaz de
bloquear as LIDs, pelo contrario, foi capaz de potencializa-las (DARMOPIL et al., 2009),
indicando que os receptores do tipo D2 ndo sdo capazes de gerar ou bloquear LIDs, porém sio
capazes de modular sua incidéncia.

Além disso, os resultados de estudos que administraram agonistas de receptores do tipo
D1 em modelo animal de ratos da DP, demonstraram que os animais também foram capazes
de desenvolver LIDs (WESTIN et al., 2007;TAYLOR; BISHOP; WALKER, 2005), enquanto
estudos que administraram antagonistas de receptores do tipo D1, demonstraram que o fArmaco
foi capaz de reduzir as LIDs, apesar do reaparecimento do parkinsonismo (SANTINI et al.,
2009; WESTIN et al., 2007).

Por esses fatores, o modelo cléssico que descreve a fisiopatologia das LIDs sugere que
as LIDs apareceriam como resultado de um desequilibrio entre as vias diretas e indiretas do
controle motor. Diversas evidéncias sugerem que, ao contrario do que acontece na DP, durante
a incidéncia das LIDs a via direta do controle motor (onde hé expressdo dos receptores
dopaminérgicos do tipo D1) estaria mais ativada, enquanto a via indireta estaria mais
suprimida, o que acarretaria em comportamento discinético (CENCI, 2007; FILION;
TREMBLAY, 1991) (Figura 2-C).

Um estudo recente demonstrou, utilizando a técnica de optogenética, que durante a

incidéncia das LIDs a taxa de disparos dos dMSNs era maior que o dobro da taxa de disparos
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nos dMSNss de ratos saudéaveis controle, e além disso, demonstraram também que os iMSNs
diminuiram sua taxa de disparos durante a incidéncia das LIDs. Por ultimo, comprovaram ainda
que ao estimular AMSNs de ratos parkinsonianos as LIDs surgiam instantaneamente. Sendo
assim, fica claro que a reposi¢do da dopamina com L-DOPA ¢ capaz de modular as duas vias
do controle motor e causar as LIDs (RYAN et al., 2018).

Além do estriado e dos MSNs, outra estrutura que estd intimamente relacionada a
fisiopatologia das LIDs ¢ o cortex e a via cortico-estriatal. Diversos estudos, utilizando a
técnica de Imagem de Ressonancia Magnética (MRI), em pacientes com PD e LIDs vem
demonstrando que a atividade cortical esta hiperativada ou desregulada (CERASA et al., 2015;
HERZ et al., 2015, 2016), porém a causa dessa hiperatividade na neurotransmissao da via ainda
¢ bastante especulada e os mecanismos moleculares precisam ser melhor elucidados (CENCI
et al.,2018). Em especial, o cortex motor primario (M1) ¢ citado em diversos estudos como
estrutura envolvida no aparecimento das LIDs (LINDENBACH et al., 2016).

O glutamato regula a atividade dos MSNs no estriado através de receptores NMDA e
AMPA. Devido a proximidade de neuronios da via nigro-estriatal e cortico-estriatal, estudos
sugerem que os receptores NMDA e dopaminérgicos do tipo D1 sdo capazes de interagir e
formar um complexo NMDA/DI1, causando atividade anormal e potencializando as sinapses
cortico-estriatais de forma irreversivel (CENCI, 2007). Visto isso, apds a administragdo da L-
DOPA, devido a atividade anormal da via cortico-estriatal, os MSNs apresentam dificuldade
em discriminar informagdes corticais relevantes, acarretando em prejuizo ao controle motor e
incidéncia das LIDs. Um estudo demonstrou que o desacoplamento do complexo NMDA/D1
foi capaz de atenuar a incidéncia das LIDs em um modelo animal em ratos (SONG et al., 2018).

O tnico farmaco com evidéncias clinicas e aprovado pela FDA pra uso no tratamento
das LIDs ¢ a amantadina, um antagonista de receptores NMDA e receptores muscarinicos
colinérgicos (PEREZ-LLORET; RASCOL, 2018). Porém, em um estudo realizado em 2017,
cerca de 49,3% dos pacientes reportaram efeitos colaterais devido ao uso da amantadina. Entre
os efeitos colaterais mais comuns estavam quedas (25,1%), alucinagdes (19,3%), edema
periférico (13,0%), constipacao (12,6%), nduseas (8,1%), boca seca (7,2%), insonia (7,2%) e
tontura (6,7%). Sendo assim, fica clara a necessidade de aprimorar os mecanismos patoldgicos
relacionados as LIDs para possibilitar a busca por fArmacos mais eficientes (PEREZ-LLORET;

RASCOL, 2018).
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FOSFODIESTERASE 10A

Sinalizacdo molecular nos ntcleos da base. No estriado, a dopamina atua sobre os MSNs
através de receptores acoplados a proteina G. A proteina G ¢ composta por um complexo
contendo as subunidades a, 3, € y. Durante a agdo da dopamina nos receptores, o complexo afyy
se dissocia, dando inicio a diversas reagdes bioquimicas e cascatas de sinalizagao intracelular
que regulam a sintese e degradag@o de nucleotideos ciclicos (mensageiros secundarios) como
0 AMPc e o GMPc (PADOVAN-NETO; WEST, 2017).

A sintese de AMPc ¢ complexa e necessita da integracdo de mecanismos extracelulares
e intracelulares. No interior das células, a sintese de AMPc ¢ mediada pela enzima adenilato-
ciclase (AC) que utiliza como substrato a adenosina trifosfato (ATP). A atividade enzimatica
da AC também ¢ regulada por outros meios como, por exemplo, influxo de calcio e proteinas
quinases (MONS et al., 1998; SEIFERT et al., 2015). No estriado, a sintese de AMPc ¢
facilitada através da ativacao de proteinas G estimulatorias (Gs e Goir) ativadas através da acao
da dopamina sobre receptores dopaminérgicos do tipo D1. A inibi¢do da sintese de AMPc ¢
mediada pela dopamina através da ligacdo em receptores dopaminérgicos do tipo D2 ligados a
proteina G inibitéria (Gi) (PADOVAN-NETO; WEST, 2017) (Figura 3).

A sintese de GMPc ocorre através da atividade da enzima guanilil ciclase (GC) em suas
duas formas: guanilato-ciclase membranar (pGC), mediada por peptideos natriuréticos, e
guanilato-ciclase soluvel (sGC), mediada pelo neuromodulador 6xido nitrico (NO), um radical
livre gasoso que ndo ¢ armazenado nas vesiculas pré-sinapticas e ¢ liberado de acordo com a
demanda. O NO, por sua vez, ¢ sintetizado pela enzima NO sintase (NOS) que possui quatro
isoformas: NOS neuronal (NOSn), NOS induzivel (NOSi1), NOS mitocondrial (NOSmt) e NOS
endotelial (NOSe). A ativacdo da sGC no estriado através do NO catalisa a conversdao do
substrato GTP em GMPc. No interior dos neurdnios, o GMPc desencadeia varias cascatas de
sinalizacdo através da ativacdo de canais de ions, proteinas quinases G (PKG) e enzimas

fosfodiesterases (PADOVAN-NETO; WEST, 2017) (Figura 3).
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Figura 3: Esquema ilustrando a sinaliza¢io molecular nos niicleos da base.

Glu = glutamato; D2R = receptores dopaminérgicos do tipo D2; DIR = receptor dopaminérgico do tipo D1;
NMDAR = receptor N-metil-D-aspartato; AMPA = receptor alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico;
mGluRS = receptor metabotrofico de glutamato 5; AMPc = monofosfato ciclico de adenosina; GMPc =
monofosfato ciclico de guanosina; PDE10A = fosfodiesterase 10 A; AC = adenilato ciclase; sGC = guanilato
ciclase soluvel; DA = dopamina; NO = oxido nitrico; Ca** = calcio; nNOS = 6xido nitrico sintase neuronal; PSD-
95 = proteina.

A fosfodiesterase 10A. As fosfodiesterases (PDEs) sdo enzimas capazes de modular a
atividade sinaptica através da regulagdo da disponibilidade de AMPc e GMPc, e sdo
constituidas por 11 familias de acordo com sua especificidade para metabolizag¢ao de substratos
(BENDER; BEAVO, 2006). Um estudo quantificou a expressdo das familias de PDEs em
diversas estruturas cerebrais através de qPCR e constatou que as PDE10A sdo as mais
expressas no estriado (KELLY et al., 2014). As PDE10A sao duplamente especificas, capazes
de metabolizar tanto AMPc quanto GMPc (Figura 3). Evidéncias sugerem que a PDE10A ¢
capaz de regular o acimulo de nucleotideos ciclicos proximos as membranas dos neurénios e
assim modular a transmissdo de informagdes glutamatérgicas e dopaminérgicas aos MSNs

(XIE et al., 2006).
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Estudos sugerem que a elevada quantidade de nucleotideos ciclicos proximos a
membrana facilita a excitabilidade de MSNs (THRELFELL; WEST, 2013). Além disso, drogas
que sdo capazes de aumentar a disponibilidade de nucleotideos ciclicos (como os inibidores de
fosfodiesterases) ou impedir sua degradacao (como estimuladores de ciclases) parecem facilitar
a neurotransmissdo na via cortico-estriatal, enquanto que drogas que diminuem a
disponibilidade de nucleotideos ciclicos parecem suprimir a neurotransmissdo da via
(PADOVAN-NETO; WEST, 2017).

Dessa maneira, fica evidente que a PDE10A possui papel importante na regulagdo da
transmissdo sinaptica dos MSNs e é capaz de modular a atividade da via cortico-estriatal
através da regulacdo da disponibilidade da nucleotideos ciclicos. Ademais, por sua capacidade
de regular a atividade dos MSNs, as PDE10A atuam também regulando o controle motor nos
nuicleos da base (SEEGER et al., 2003; XIE et al., 2006). Um estudo demonstrou que a delegdo
da PDEI0OA induziu hipolocomo¢do em camundongos, demonstrando intima relacdo entre a
atividade das PDE10As e o controle motor (SIUCIAK et al., 2006).

Através de sua capacidade de aumentar a disponibilidade de AMPc e GMPc nos MSNs,
ativando tanto a via direta como a via indireta do controle motor, as PDE10A exercem a mesma
funcdo de agonistas de receptores dopaminérgicos tipo D1 e antagonistas dos receptores do
tipo D2 (MEGENS et al., 2014). Essa capacidade de modular as vias do controle motor nos
nucleos da base tem tornado as PDE10A um importante alvo para a busca de novos tratamentos
de distirbios motor como a doenga de Huntington e doenga de Parkinson (PADOVAN-NETO;
WEST, 2017).

Diante desses mecanismos farmacoldgicos tUnicos, este trabalho busca avaliar o
potencial anti-discinético de um novo inibidor da PDE10A, e investigar qual a influencia da
inibicdo da PDE10A nos neurdnios espinhosos médios estriatais durante a ocorréncia das LIDs.
Nossa hipotese ¢ de que as LIDs ocorrem devido a alteragdes na atividade da via cortico-
estriatal e também da atividade espontdnea dos MSNs no estriado. Esperamos que a inibicao
da PDE10A seja capaz de diminuir as LIDs através da regulagao da atividade da via cortico-

estriatal e da atividade dos MSNis estriatais.
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Em conclusao, nossos resultados demonstraram que o inibidor da PDE10A demonstrou
ter efeito dose-dependente. O tratamento cronico com a dose de 1 mg/kg foi capaz de reduzir
as LIDs no pico de incidéncia e manteve niveis basais na atividade da via cortico-estrital. O
tratamento com a dose de 3 mg/kg prolongou a duragio da incidéncia das LIDs até 150 minutos
apos a administracdo da L-DOPA e facilitou a neurotransmissao da via cortico-estriatal. Nao
foram demonstradas diferengas na atividade espontdnea dos MSNs no estriado entre os grupos
amostrais. Portanto, acreditamos que esses resultados ajudardo a elucidar os conhecimentos

neurofisiologicos e a influéncia da PDE10A sobre a incidéncia das LIDs.
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