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Nas grandes batalhas da vida, o primeiro passo para
a vitéria é o desejo de vencer.”
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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda desordem neurodegenerativa mais
comum entre a populacdo idosa, ndo possui cura e a terapia ouro para oS sintomas
motores da doenca é a levodopa (L-DOPA). A longo prazo a L-DOPA pode levar ao
surgimento de sintomas adversos, como flutuacdo motora, discinesia e alucinacdes
visuais. E estudos demonstram uma possivel associacdo entre o estresse oxidativo (OE)
e a terapia com L-DOPA. A via de reparo por excisao de bases (BER) é responsavel por
controlar os danos causados pelo OE, sendo as proteinas APE1 e XRCC1 fundamentais
neste processo. Variagdes nos genes que codificam estas proteinas podem influenciar na
eficiéncia do reparo, tornando o cérebro suscetivel aos danos causados pelo OE. Desta
forma, o presente estudo objetivou avaliar a relacéo entre a presenca dos polimorfismos
nos genes Aspl148Glu e Arg399GIn dos genes APE1 e XRCCL1, respectivamente, com 0
surgimento de flutuacdo motora, discinesia e alucinagdes visuais decorrentes da resposta
farmacoldgica a L-DOPA, em pacientes com a DP. Foram avaliados 110 pacientes
submetidos a terapia com L-DOPA por um periodo de 5 anos. Os pacientes foram
estratificados em dois grupos de acordo com a dosagem diaria de L-DOPA, grupo |
tomando < 600mg/dia e o grupo II tomando >600mg/dia. Os polimorfismos Asp148Glu
e Arg399GIn dos genes APE1 e XRCC1, foram analisados através da técnica de qPCR e
PCR-RFLP, respectivamente. A analise de regressdo logistica demonstrou associacao
com maior duracdo da terapia com L-DOPA (PR 1,1; IC -1,1-1,19; p = 0,001),
surgimento de flutuagdo motora (PR 1.7; IC 1,3- 2,2; p = 0,001) e a presenca do
gendtipo polimérfico AA do gene XRCCL1 (PR 1,54; IC 1,04-2,27; p = 0,028). Além da
presenca do genotipo GA para o gene XRCC1 conferindo protecdo em pacientes
tratados com altas doses de L-DOPA (PR 0,7; IC 0,5-0,9; p =0,022). Nossos dados
sugerem que esta variagcdo no gene XRCCL1 pode influenciar na resposta farmacoldgica
da L-DOPA em pacientes com a DP, enquanto que a variagdo no gene APE1 ndo parece

influenciar no tratamento.
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ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disorder
among an elderly population, it has no cure and gold therapy for motor symptoms of the
disease is levodopa (L-DOPA). In the long term, L-DOPA can lead to adverse
symptoms, such as motor fluctuation, dyskinesia and visual hallucinations. And studies
show a possible association between oxidative stress (OE) and L-DOPA therapy. The
base excision repair (BER) pathway is responsible for controlling the damage caused by
OE, the APE1 and XRCC1 proteins being fundamental in this process. Variations in the
genes that encode these proteins can affect the efficiency of the repair, making the brain
susceptible to damage caused by OE. Thus, the present study aimed to evaluate the
relationship between the presence of polymorphisms in the Asp148Glu and Arg399GIn
genes of the APE1 and XRCC1 genes, respectively, with the appearance of motor
fluctuation, dyskinesia and visual hallucinations with response of the pharmacological
response to L-DOPA, in PD patients. 110 patients were obtained from L-DOPA therapy
over a period of 5 years. Patients were stratified into two groups according to the daily
dosage of L-DOPA, group I taking < 600mg / day and group II taking> 600mg / day.
The Aspl148Glu and Arg399GIn polymorphisms of the APE1 and XRCC1 genes were
performed using the gPCR and PCR-RFLP technique, respectively. The analysis of
logistic regression association with longer duration of therapy with L-DOPA (PR 1.1,
Cl -1.1-1.19; p = 0.001), appearance of motor fluctuation (PR 1.7; Cl 1.3-2 , 2; p =
0.001) and the presence of the polymorphic genotype AA of the XRCC1 gene (PR 1.54;
Cl11.04-2.27; p = 0.028). In addition to the presence of the GA genotype for the XRCC1
gene providing protection in patients treated with high doses of L-DOPA (PR 0.7; CI
0.5-0.9; p = 0.022). Our data occurred that this variation in the XRCC1 gene can
influence the pharmacological response of L-DOPA in patients with PD, whereas the

variation in the APE1 gene does not seem to influence the treatment.
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INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda desordem neurodegenerativa mais
comum entre a populagdo acima dos 60 anos de idade. Sua prevaléncia mundial é de
cerca de 1% e no Brasil acomete aproximadamente 200 mil pessoas (MUNCHAU,
2000). E uma neuropatologia degenerativa, progressiva e cronica, responsavel por
causar a perda de neurdnios dopaminérgicos na substancia negra pars compacta (SNpc)
gerando um conjunto de sintomas motores como bradicinesia, tremor e instabilidade
postural, ocasionando graves prejuizos na qualidade de vida dos pacientes
(ALDAKHEEL; KALIA; LANG, 2014; BRAAK et al.,, 2003; KALIA; SANKAR;
LOZANO, 2013). E uma doenca idiopatica e os fatores relacionados ao seu surgimento
ainda sdo pouco esclarecidos, o que configura um fator agravante no desenvolvimento
de terapias direcionadas a cura desta patologia (BJORKLUND; DUNNETT, 2007).

As medidas terapéuticas atuais apenas permitem o alivio dos sintomas motores e
sdo baseadas no emprego de farmacos que visam repor os niveis de dopamina cerebral,
sendo a L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), um precursor dopaminérgico, o
medicamento padrdo ouro no tratamento da DP (GOLDSTEIN, 2009). Entretanto, 0 uso
prolongando desta terapia farmacologica pode levar ao surgimento de adversos, como
discinesias, flutuacdo motora e alucinagdes visuais (BRUNTON; BRUNTON;
CHABNER, 2012).

CALABRESE et al. (2005) demonstraram que algumas condicdes celulares e
moleculares podem estar envolvidas na patogénese da DP, das quais se destacam o
proprio envelhecimento celular, presenca de agregados de a-sinucleina, disfuncdes
mitocondriais, apoptose e 0 estresse oxidativo. Cérebros post-mortem de pacientes
diagnosticados com a DP tendem a apresentar altos niveis de espécies reativas de
oxigénio (ROS) derivadas do metabolismo do oxigénio na mitocdndria das células
neuronais, este acumulo de ROS no cérebro provoca a condicdo de estresse oxidativo
responsavel por induzir danos na dupla fita do DNA, modificacbes de bases e
aberragdes cromossomais (KIM et al., 2012).

A demanda de oxigénio e a caracteristica pos-mitética do cérebro, o tornam mais
predispostos aos danos causados pele estresse oxidativo. Alem disto, estudos
demonstraram que o proprio metabolismo da dopamina na SNpc e altas concentragdes

de drogas do tratamento da DP podem influenciar na formacdo de ROS (ALI;
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BINIENDA; IMAM, 2011). O mecanismo responsavel por atuar na manutencdo dos
neurbnios expostos ao estresse oxidativo € a via de reparo por excisdo de bases (BER).
A BER atua a partir de um conjunto de proteinas encarregadas de reconhecer, reparar
e/ou sinalizar para outras proteinas as lesbes gendmicas. Dentre todas as proteinas
envolvidas na BER, a APE1 e XRCC1, se destacam pelo seu papel fundamental no
processamento e reparo de danos (ZHARKOQOV, 2008).

A endonuclease apurinica/pirimidinica 1 (APE1) é uma proteina multifuncional,
caracterizada por possuir dois sitios operacionais distintos. O primeiro atua como uma
endonuclease responsavel por reparar os sitios abasicos (AP) originados pela acdo do
estresse oxidativo ou alquilagdo do DNA. E o outro desempenha uma fungéo redox,
atuando na ligacéo de fatores de transcricdo como p53, NF-kf, HIF-1, Myb, PAX, Egr-
1 e AP-1 (DYRKHEEVA; LEBEDEVA; LAVRIK, 2016). J& a proteina de
complementacdo cruzada de reparo de raios-X 1 (XRCC1) atua como sinalizadora da
cascata enzimatica da via BER, sendo indispensavel no recrutamento das proteinas que
iniciam e finalizam (glicosilases, APE1, DNA ligase Illa, DNA polimerase 3, PARP1 e
PARP 2) o processo de reparo (CALDECOTT, 2019a).

Alguns estudos demonstraram que variantes polimorficas nos genes que
codificam as proteinas APE1 e XRCC1 influenciam na eficacia do reparo, através da
alteracdo de endonucleases e inibicdo da comunicacdo entre as proteinas, gerando um
risco aumentado de desenvolver neuropatologias (GENCER et al., 2012; HADI, 2000;
VODICKA, 2003). Entretanto, existem poucos estudos que avaliem a associacao destas
variantes com a doenca de Parkinson, e até 0 momento ndo existem estudos que as
relacionem com o surgimento de efeitos adversos decorrentes da progressao desta
patologia. O que fundamenta a proposta deste estudo em avaliar a associacdo dos
polimorfismos de APE1l (rs1130409) e XRCC1 (rs25487) com a progresséo e o
surgimento de sintomas adversos na DP, visando contribuir com dados que orientem a

promogcé&o de terapias direcionadas e aumentem a qualidade de vida dos pacientes.
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1. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Doenga de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) foi descrita pela primeira vez em 1817, pelo
médico inglés James Parkinson, como uma sindrome neuroldgica inicialmente
denominada como “paralisia agitante” (LAMONICA; FUKUSHIRO; MIGUEL, 1997).
Inicialmente observou-se que consistia em uma doenga de evolucédo lenta, caracterizada
por movimentos trémulos involuntarios, alteracdo da marcha, tendéncia a inclinar o
corpo para frente e reducdo do tébnus muscular, afetando os sentidos e o intelecto
(PARKINSON, 2002). Apos cinco décadas o neurologista francés Jean-Martin Charcot,
ao desenvolver pesquisas sobre a “paralisia agitante”, além de sugerir sua renomeacao
para doenca de Parkinson, a distinguiu da Esclerose Multipla (EM) pelo tipo de tremor,
definiu os quatro sinais cardinais da doenca, apresentou parametros para o diagndstico e
o0 primeiro tratamento farmacoldgico eficiente no tratamento do tremor, utilizando um
precursor dos alcaloides de beladona que possuem atividade anticolinérgica (GOETZ,
2011).

De modo geral, a DP corresponde a uma doenca neurodegenerativa, cronica e
progressiva que afeta o Sistema Nervoso Central (SNC), sendo caracterizada pela
reducdo de neurdnios dopaminérgicos na substancia negra compacta (SNpc) e presenca
de disfuncdo monoaminérgica maultipla que abrange os sistemas dopaminérgicos,
colinérgicos, noradrenérgicos e serotoninérgicos, acarretando em desordens de
movimento como rigidez, acinesia, bradicinesia, tremor de repouso e instabilidade
postural, além de sintomas ndo motores que podem anteceder ao diagnéstico da DP em
quase uma década (MCLAUGHLIN et al., 2014; TEIVE, 2019). Entretanto, cerca de
90% dos casos de DP sdo esporadicos, ou seja, ndo demonstram uma heranca genética
familiar e possuem etiologia idiopatica, sendo seu surgimento associado a um conjunto
de fatores ambientais e geneticos ainda ndo esclarecidos (KALIA; LANG, 2015;
PEREIRA; GARRETT, 2010; SOUZA et al., 2001).

Estudos vém sendo desenvolvidos no sentido de elucidar os mecanismos que
influenciam no processo neurodegenerativo da DP, sendo o0 processo de envelhecimento
a causa mais obvia na vulnerabilidade de neurdnios dopaminérgicos, tendo em vista que
0 envelhecimento acarreta em déficits naturais dos processos celulares (ALI;
BINIENDA; IMAM, 2011; HOROWITZ; GREENAMYRE, 2010; KIM et al., 2012).
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Porém, a DP se apresenta como uma patologia multifatorial, podendo ser acometida
também por fatores externos como neurotoxinas ambientais, habitagdo em zona rural,
utilizacdo de agua de pogo e exposicdo a pesticidas, aléem de fatores internos como
anormalidades mitocondriais, defeitos na oxidacdo fosforilativa, auséncia de fatores
neurotroficos, excesso de ferro livre, estresse oxidativo e mutacGes genéticas (DE LAU;
BRETELER, 2006; SOUZA et al., 2001; TEIVE, 2019).

2. 2 Epidemiologia

A doenca de Parkinson é a segunda desordem neurodegenerativa mais comum
entre a populacdo idosa no mundo, perdendo apenas para a doenca de Alzheimer (DE
LAU; BRETELER, 2006). Possui uma variavel quanto ao surgimento de suas
manifestacdes clinicas, podendo ocorrer de forma precoce ou tardia, tendo como média
de inicio os 60 anos idade (VAN DER VEEN; TANG, 2015). Considerada como uma
doenca cosmopolita pela portaria N° 228 do Ministério da Saude, a DP afeta ambos os
sexos, todas as classes econémicas e ragas, sendo a sua abrangéncia determinada pela
exposicdo ambiental e habitos culturais da populacdo. Estudos tém demonstrado que
negros e asiaticos sdo menos predispostos a desenvolver a DP do que caucasianos,
provavelmente pelo diferencial na expectativa de vida, e que a doenga possui uma
frequéncia de acometimento maior no sexo masculino (DE LAU; BRETELER, 2006).

No Brasil, a DP ndo é determinada como uma doenca de notificacdo
compulsoria, 0 que proporciona apenas dados estimados de sua prevaléncia, o estudo
mais recente apontou que ha cerca de 220 mil pacientes com a doenca (IBGE, 2013).
Em paises industrializados esta prevaléncia varia entre 0-3% na populacdo geral, com
aproximadamente 1675.703 casos por 100.000 habitantes e 1% na populacdo acima de
60 anos, apresentando cerca de 31.970 casos por 100.000 habitantes. Nos paises mais
populosos do mundo a prevaléncia de individuos com DP com mais de 50 anos é de
aproximadamente 4,1 a 4,6 milhdes, com perspectivas de duplicar para 8,7 a 9,3
milhGes atée 2030 (WIRDEFELDT et al., 2011). Ja para individuos de 80 a 85 anos de
idade esta prevaléncia sobe para 8,5%, aumentando para 14,3% em individuos acima de
85 anos, com estimativas de que 36 mil novos casos ocorram anualmente no Brasil
(FIOCRUZ, 2008; SOUZA et al., 2011).
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Os dados de incidéncia variam principalmente de acordo com o aumento da
idade, correspondendo a aproximadamente 3% em pacientes com idade igual ou
superior a 64 anos (SOUZA et al., 2014). Os casos notificados da DP para 2011 foram
de 16-19 por 100.000 pessoas ao ano, porém estudos de incidéncia da DP direcionados
a populacdo acima de 60 anos demonstram cerca de 410-529 casos por 100.000 pessoas
ao ano, havendo uma reducdo destas estimativas na popula¢do préxima aos 80 anos,
devido principalmente ao acimulo de doencas proprias do processo de envelhecimento
que dificultam o diagndstico da doenca de Parkinson (DE LAU; BRETELER, 2006;
WIRDEFELDT et al., 2011).

A doenca de Parkinson tende a expandir principalmente pelo aumento da
expectativa de vida da populacgdo brasileira, que demonstrou um crescimento de 21% no
namero de individuos acima dos 65 anos (SOUZA et al., 2001). Dados do IBGE
estimaram que em 2015 a populacao total de idosos fosse de 34,5% (16.143.832) com
probabilidade de converter-se para 206,16% (54.411.600) em 2060, um aumento de
361,81%, o que representa um aumento de 440,80% (881.457) no nimero de individuos
diagnosticados com a DP em 2060 (IBGE, 2013). Levando em consideracdo que a DP ¢
progressiva e ndo possui cura, estes dados demonstram uma grande preocupacao, tendo
em vista as exigéncias de salde relativas a doenca. Pacientes diagnosticados com
Parkinson exigem do Sistema Unico de Saude (SUS) encargos permanentes de
consultas, internamentos, medicamentos e acompanhamento domiciliar, além da
incapacidade de contribuir produtivamente para o Estado (BOVOLENTA; FELICIO,
2016).

1.3 Fisiopatologia

A caracteristica mais proeminente na determinacdo da DP é a perda progressiva
de neurbnios dopaminérgicos na substancia negra pars compacta (SNpc) e a partir da
perda de mais de 60% destes neurbnios que surgem o0s sinais cardinais da doenca
(DICKSON et al., 2009; TEIVE, 2019). As vias dopaminérgicas envolvidas no processo
neurodegenerativo da DP sdo a nigroestrial, mesolimbica e mesocortical. A progressao
da doenca afeta de forma gradual estas vias, iniciando pela nigroestriatal responsavel
por prejudicar as fungdes motoras ocasionando as principais manifestacfes clinicas da

doencga, o tremor, rigidez e bradicinesia. As vias subsequentes estdo mais comumente
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associadas a atividades ndo motoras, a via mesolimbica sob as condic¢des patoldgicas da
DP provocam transtornos de comportamento, aprendizagem, memdria e perda da
sensacdo de prazer. Ja a mesocortical altera os estimulos de atencdo, podendo provocar
deméncia, psicose e hiperatividade (AARSLAND; ALVES; LARSEN, 2005).

A regido responsavel pelo controle dos movimentos e da apredizagem no
cerebro sd@o os nucleos de base (NB), localizado no encéfalo. Sdo constituidos por
estrutruras subcorticais do telencéfalo, diencéfalo e mesencéfalo (ndcleo caudado,
putdmen, globo palido, nucleo subtalamico e SN), atuando de forma interligada com
outros circuitos que envolvem os ndcleos subtalamico, ventrais e a substancia negra
(MUTARELLI; OMURO; ADONI, 2006). O principal neurotransmissor do NB é a
dopamina, que atua como um fator determinante no funcionamento correto deste
circuito e coordena principalmente os movimentos inconscientes. Quando ocorre a
perda deste neurotransmissor pela DP a transducéo de sinal € prejudicada, ocasionando
0s sintomas motores da doenca (MINK, 2003).

Além disto, evidéncias tem demonstrado que o déficit do sistema dopaminérgico
na via nigroestriatal ndo a Unica regido afetada no processos neurodegenerativo da DP, o
que demonstra que a sua fisiopatologia é complexa e envolve varias estruturas e funcdes
do SNC (NICHOLSON; PEREIRA; HALL, 2002). Ja se sabe que regiées como bulbo
olfatério, nucleo basal de Meynert, locus coeruleus, nucleo dorsal do vago, cortex
cerebral e o trato digestivo também estdo associadas com a DP (SHANNON et al.,
2012). Neurotransmissores referentes aos sistemas noradrenérgico, serotoninértico e
colinérgico sdo apresentados como potenciais desencadeadores dos sintomas da DP. O
sistema noradrenérgico esta associado a regides do SNC, como o locus coeruleus e 0
nucleo dorsal do vago, hipotalamico supraodptico e paraventricular, onde foi observada a
perda de 50 a 80% de neurdnios. Nos sistemas serotoninérgico e colinérgico, ocorre a
perda de neur6nios no nucleo dorsal de rafe, de 57,8% e cerca de 60%, respectivamente
(BRAAK; BRAAK, 2000).

A presenca de corpos de Lewy, ainda é o marcador mais preciso da progressdo
da DP, e correspondem a agregados proteicos citoplasmaticos formados no
mesencéfalo, mais precisamente na substancia negra. Estas estruturas sdo geradas por
uma resposta protetiva das células neuronais quando expostas a um meio altamente

citotoxico (KALIA; LANG, 2015). A DP apresenta agregados proteicos de a-sinucleina,
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sintetizados pelo gene SNCA, que possui uma mutacdo descrita como fator de
predisposicdo a DP monogénica. Estas inclusdes citoplasmaticas sdo comumente
observadas no cérebro, porém devido sua relagdo com a progressio da DP, a o-
sinucleina pode ser identificada ainda na medula espinhal e sistema nervoso periférico
(GOLDMAN et al., 2012).

Em relacdo as caracteristicas histopatolégicas da DP, o estudo de Braak et al
(2002) demonstrou que a progressdo da doenca pode ser dividida em seis estagios
determinados pela regido afetada e as caracteristicas clinicas correspondentes. Este
estudo utilizou neuromarcadores especificos para identificagdo da migragdo da o-
sinucleina durante o desenvolvimento da DP, observando que o estagio | atinge o
nacleo motor dorsal dos nervos glossofaringeos e vago, zona reticular intermediéria e
nucleo olfatorio; o estagio Il progride para os nucleos de rafe, nlcleo gigantocelular e
locus coeruleus; o estagio 111 afeta a substancia negra pars compacta no mesencéfalo; os
estagios IV e V compremetem regibes do prosencéfalo, mesocortéx temporal e
neocértex pré-frontal; e o estagio VI inclui toda a regido do neocortéx, regides pré-

motoras e motora pirmaria (BRAAK et al., 2003).

1.4 Sintomatologia e diagndstico

O envelhecimento promove o surgimento de patologias com sinais e sintomas
semelhantes a doenca de Parkinson, entretanto os estudos de James Parkinson e Jean-
Martim Charcot proporcionaram a caracterizagdo concreta de suas manifestages
clinicas (JANKOVIC, 2008). Parkinson determinou que o tremor e disturbio postural
sdo os sinais patognomonicos da doenca, sendo posteriormente complementado por
Charcot que observou a presenca de sintomas motores como alteragdo postural e
imobilidade, e ndo motores como perda de memoria e disfuncdo cognitiva (BALDIVIA
et al., 2011). A partir destas avaliacBes, atualmente é possivel determinar o surgimento
da DP através da presenca do tremor de repouso seguido por rigidez muscular,
bradicinesia, acinesia e alteracdes posturais (MARRAS; LANG, 2013).

O tremor de repouso é o sintoma mais evidente na DP e ocorre em mais de 50%
dos casos da doenga, € caracterizado por ocorrer de forma involuntaria, com frequéncia
de 4 a 6 ciclos por segundo, podendo ser intensificado em situacOes de estresse e

esforco fisico, desaparecendo durante os movimentos voluntarios. O tremor costuma
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atingir inicialmente os membros superiores de maneira unilateral, principalmente as
mdos através da flexdo e extensdo e/ou aducdo e abducdo do polegar. E com a
progressdo da doenca, este sintoma ocorre de forma bilateral e ainda afeta os membros
inferiores, labios, mandibula e lingua (JANKOVIC, 2008; NICHOLSON; PEREIRA,;
HALL, 2002).

A rigidez muscular afeta 0 movimento passivo, fazendo com que a resposta do
membro a um determinado estimulo seja retardada. Isto ocorre por que 0 processo
neurodegenerativo da DP origina comandos incorretos no cerebro, que desregulam o
processo de intercalacdo entre o funcionamento dos musculos, tornando-os rigidos e
com mobilidade reduzida (CORTE; LODOVICI NETO, 2009). A rigidez pode atingir
apenas um membro de forma uni ou bilateral, como também estender sua acao para todo
0 corpo. Ainda pode ser classificada de duas formas distintas, popularmente
denominadas de “roda dentada”, quando a resisténcia a0 movimento ocorre de forma
descontinua, ou “cano de chumbo”, quando a resisténcia é constante (SAMII; NUTT;
RANSOM, 2004).

O sinal clinico mais perceptivel e debilitante na DP é a bradicinesia, sendo
caracterizada pela presenca de movimentos mais lentos e diminuicdo do reflexo,
influenciando na deambulacdo, aptiddo no desenvolvimento de movimentos diarios
comuns, capacidade de desempenhar fun¢des motoras mais finas, como a escrita, tocar
instrumentos, escovar os dentes e pentear o cabelo. Além de funcbes involuntarias,
como frequéncia do piscar dos olhos e degluticdo (GOEDE et al., 2001; PEREIRA,
2016). A possivel causa da bradicinesia esta relacionada com a perda neuronal,
provocando o retardo na sinalizagdo das informacBes nos nlcleos de base e
consequentemente afetando a organizacao do sistema motor (MATA; BARROS; LIMA,
1999). Ja a acinesia, diferentemente da bradicinesia, caracteriza-se pela total inapeténcia
em iniciar um movimento, ocasionando principalmente a perda de expressdo
denominada de “face de mascara” e hipofonia (FERREIRA et al., 2007).

O sintoma tardio mais comum na DP é a instabilidade postural, caracterizada
pelos sinais clinicos mais marcantes da doenca. Os pacientes tendem a manifestar
dificuldade em manter a postura ereta, perda de reflexos e incapacidade de permanecer
de pé, principalmente quando h& desvio de atencdo (O’SULLIVAN, 2004). Estas
condi¢cdes podem ocorrer durante a marcha ou mudanga abrupta de direcdo e atinge
diretamente o centro de gravidade, suprimindo o senso de equilibrio, o que potencializa
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0 risco de quedas, principalmente em circunstancias que demandem agilidade, situacdes
de estresse e fadiga (ARAGAO, 2018).

Além das manifestacbes motoras, a DP também apresenta sintomas de ordem
ndo motora, que podem provocar distdrbios sensoriais, autonémicos e/ou
neurocomportamentais (DUNCAN; EARHART, 2014). Sintomas de carater
autondmico, como a hipotensdo ortostatica e disfuncdo erétil e do esfincter sdo muito
comuns em pacientes com DP, principalmente nos estgios mais avangados da doenca
(JANKOVIC, 2008; PURSIAINEN et al., 2007). As sindromes do sono podem ser
divididas em insbnia, sonoléncia excessiva e ataques de sono. A insdnia apresenta
prevaléncia de cerca 0,50%, em quanto que aproximadamente 32% do pacientes com
DP demonstram distlrbios comportamentais durante o sono, como sonhos, chutes,
gritos e outros movimentos motores intensos (BOEVE et al., 2007; MONDERER;
THORPY, 2009). Os sintomas sensoriais incluem dores orais, genitais, parestesia e
hiposmia, sendo este ultimo associado como fator de predisposi¢do para DP, tendo em
vista que o estudos realizado por POSEN et al (2001) avaliaram que ap0s cerca de 2
anos do inicio deste sintoma 0s pacientes apresentaram um risco aumentado de 10%
para progressdo da doenca.

Dentre todos os sintomas ndo motores da DP, 0s neurocomportamentais sao 0s
mais amplamente dinfundidos. A depressdo, por exemplo, é um sintoma muito comum
na DP, atingindo aproximadamente 40% dos pacientes, podendo ser considerada como
um fator de risco ou uma consequéncia da doenca, sendo comumente associada ao
isolamento e incapacidade determinados pelos efeitos da doenga, 0 que causa grande
diminuicdo na qualidade de vida do paciente (SILBERMAN et al., 2006; TUMAS et al.,
2008). Alem disto, estudos tém demonstrado que a progressdo da DP tende a aumentar a
ocorréncia de deméncia, aproximadamente 84% dos pacientes com diagndstico superior
a 20 anos apresentaram este sintoma e disturbios associados, como alucinagdes,
ansiedade e apatia. Muitos destas condigdes ndo motoras podem ocorrer antes do
surgimento dos sintomas motores, entretanto a maioria acontece em decorréncia da
progressdo da DP e estdo diretamente relacionadas com a diminuigdo da qualidade de
vida dos pacientes (AARSLAND; ALVES; LARSEN, 2005; RAVINA et al., 2007)

O diagnostico da DP ocorre principalmente pela avaliacdo clinica do paciente e
observacdo da presenca dos sintomas cardinais da doenca, a bradicinesia, rigidez e
tremor de repouso. Além disto, a investigacdo da auséncia de outras neuropatologias e a
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resposta positiva dos sintomas motores a administracdo de L-DOPA sdo os metodos

diagndsticos adicionais mais precisos no diagnostico da DP (GOLDSTEIN, 2009). Os

critérios orientadores para avaliacdo e pesquisas clinicas da DP sdo os determinados
pelo Banco de Cérebros da Sociedade de Parkinson do Reino Unido ((UKPDSBB), o
qual possui até 90% de precisdo no diagnostico da doenca (Tabela 1) (HUGHES et al.,

2002).

Tabela 1. Critérios do Banco de Cérebros da Sociedade de Parkinson do Reino Unido para o

diagndstico clinico da Doenga de Parkinson. Adaptado de HUGHES et al., 1992.

a. Bradicinesia e pelo menos um dos
seguintes sintomas:

b. Rigidez muscular.

I.  Critérios necessarios para c. Tremor de repouso 4-6 Hz: avaliado
diagnostico de doenca de Parkinson clinicamente.

d. Instabilidade postural ndo causada por
distrbios visuais, vestibulares,
cerebelares ou proprioceptivos.

a. Historia de AVC de repeticéo.

b. Histéria de trauma craniano grave.

c. Histdria definida de encefalite.

d. Crises oculogiricas.

e. Tratamento prévio com neurolépticos.

Il.  Critérios negativos (excludentes)

f. Remissdo espontanea dos sintomas.

para doenca de Parkinson:

g. Quadro clinico estritamente unilateral
apos trés anos.

h. Paralisia supranuclear do olhar.

Sinais cerebelares.

Sinais autondmicos precoces.
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Deméncia precoce.
Liberacdo piramidal com sinal de
Babinski.
Presenca de tumor cerebral ou
hidrocefalia comunicante.
n. Resposta negativa a altas doses de
L-DOPA.

Exposicao a metilfeniltetraperidinium.

Critérios de suporte positivo para o
diagnostico de doenca de Parkinson
(trés ou mais SA0 necessarios para o

diagnostico):

Inicio unilateral.

Presenca do tremor de repouso.

Doenca progressiva.

Persisténcia da assimetria dos sintomas.
Boa resposta a L-dopa.

Presenca de discinesias induzida pela L-
DOPA.

Resposta a L-dopa por 05 anos ou mais.

Evolucéo clinica de 10 anos ou mais.

A caracteristica progressiva da DP demanda ainda a necessidade de métodos que

avaliem o avanco da doenga, assim como a eficacia da resposta terapéutica. Para isto,

escalas foram desenvolvidas para mensurar caracteristicas clinicas, aspectos motores,

ndo motores, mentais e a qualidade de vida dos pacientes. A Escala Unificada de

Avaliacdo na DP - UPDRS e Escala de Estagios de Incapacidade de Hoehn e Yahr séo

comumente utilizadas na pratica clinica e no desenvolvimento de pesquisas
(GOULART et al., 2004). Entretanto, a escala Hoehn e Yahr possui maior

confiabilidade e praticidade, sendo mundialmente reconhecida pela sua capacidade de

classificar a doenca em estagios que determinam a severidade da doenca, em inicial,

moderado e grave, como demonstrado na tabela 2. Estes dados auxiliam ainda na
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escolha da terapia apropriada e avaliar a resposta do medicamento para 0s sintomas
motores (CABREIRA; MASSANO, 2019; HOEHN; YAHR, 1967).

Tabela 2. Escala de Hoehn e Yahr, determinando os estagios (1-5) de progressao da doenca de
acordo com os seus sinais clinicos. Fonte: Adaptada de SCHENKMAN et al (2001).

Estagios Sintomas
0 Nenhum sinal da doenca.
1 Doenca unilateral.
1,5 Doenca unilateral e axial.
2 Doenca bilateral sem déficit de equilibrio.
2,5 Doenga bilateral leve, com recuperagdo no “teste de empurrdo”

Doenga bilateral leve a moderada; alguma instabilidade postural,

3
capacidade de viver independente.
Incapacidade grave, ainda capaz de caminha ou permanecer em pé
4
sem ajuda.
5 Confinado a cama ou cadeira de rodas a nao ser que receba ajuda.

O objetivo da escala de Hoehn e Yahr é classificar cada paciente de acordo com
0 seu grau de incapacidade e consequentemente de progressdo da DP. O estagio inicial
que vai de 1 a 3 é o periodo em que 0 paciente ainda possui sintomas leves e capacidade
de controlar os movimentos e o tratamento € direcionado ao retardo da progressao da
doencga. Ja os estagios 4 e 5 corresponde ao periodo em que os sintomas causam total
incapacidade do paciente e dependéncia total do auxilio de outras pessoas para realizar
as atividades cotidianas (GOETZ et al., 2007). Neste estagio tardio o tratamento visa
principalmente a melhoria da qualidade de vida, através de farmacos que aliviem 0s
sintomas motores e exercicios fisioterapéuticos que estimulem a atividade motora
(GOULART et al., 2004).

Outro método diagnostico vidvel sdo os exames de imagem, que apesar de
possuirem maior sensibilidade em distinguir a DP de outras patologias neuroldgicas,

também exigem maior custo para sua realizacdo. Atualmente os metodos mais eficazes
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sdo a tomografia por emissdo de positrons (PET) e tomografia computadorizada por
emissdo de fétons (SPECT) (BROOKS; PAVESE, 2011; PICCINI; BROOKS, 2006). A
perda neuronal no SNpc € o fator diagndstico mais importante da DP e que a diferencia
de outras patologia, e sdo estas tecnologias de imagem que permitem visualizar esta
caracteristica neuropatoldgica da doenca, através da marcadores que avaliam a reducgéo
de dopamina nos terminais nervosos da SNpc (DICKSON et al., 2009; IRANZO et al.,
2014).

1.5 Tratamento

A doenca de Parkinson é cronica, progressiva, multifatorial e os métodos
terapéuticos disponiveis sdo direcionados apenas para reducdo dos sintomas motores da
doenca, através da administracdo de farmacos, fisioterapia e, em ultimo caso, tratamento
cirargico (BRAVO; NASSIF, 2006). Estudos demonstram que as caracteristicas
fisiopatologicas da DP demandam um tratamento multifacetado, que atuem de forma
eficaz diante das particularidades de sinais, sintomas e resposta medicamentosa de cada
paciente. Além disto, a terapéutica deve ser direcionada as diversas vias moleculares
que podem estar relacionadas ao processo neurodegenerativo, como a disfuncéo
mitocondrial, acumulo de a-sinucleina, neuroinflamagdo e estresse oxidativo
(ALDAKHEEL; KALIA; LANG, 2014; KALIA; LANG, 2015; KWOLEK, 2003;
TRAN et al., 2014).

O tratamento farmacoldgico destina-se a recuperar 0s niveis de dopamina
cerebral, através do aumento de sua concentracdo intracelular ou ativacdo de seus
receptores, sendo o inicio da terapia, o tipo de medicamento e suas concentracfes
determinadas pelo estagio da doenca e a gravidade dos sintomas motores. Atualmente
0s medicamentos mais utilizados sdo o0s agonistas dopaminérgicos (AD),
anticolinérgicos, inibidores da catecol-O-metiltransferase (COMT) e monoamina
oxidase B (MAO-B) e a levodopa (CONNOLLY; LANG, 2014; FOX, 2014).

Os AD agem atraves da estimulagdo direta de receptores dopaminérgicos e sao
indicados na monoterapia para sintomas leves ou em associacdo com a levodopa para
sintomas mais graves. Os AD mais comumente utilizados sd&o o pramipexol e
bromocriptina (DROZDZIK; BIALECKA; KURZAWSKI, 2014). Os anticolinérgicos
atuam no SNC através do bloqueio de receptores muscarinicos, o que impede a
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transmisséo colinérgica nos neurdnios do estriado, desempenhando papel importante no
tratamento de tremores (MISULIS; HEAD, 2008). Os inibidores de COMT ¢ MAO
atuam como blogueadores do metabolismo da dopamina, prolongando o seu tempo de
vida. A principal droga que atua como inibidoras de COMT é o entacapone em
associacdo com a levodopa (MULLER, 2013). E a selegenina € a principal inibidora de
MAO-B, atuando principalmente na inibicdo da formacdo de ROS durante o
metabolismo da dopamina e no aumento de dopamina no ndcleos de base
(BORGOHAIN et al., 2014).

[ Anticolinérgicos ]

[ Antagonistas A2a ] .

Neuronio

Dopaminérgicos Colinérgico

[ Agonistas

'[ Glutamatérgicos ]

Neuronios
dpaminérgicos
nigroestriatais
A b Neuronios
| inibidoresde COMT | [ InibidoresdeMAO | elutamatérgicos
corticostriatais

Figura 1. Figura esquematica dos tipos de medicamentos farmacol6gicos empregados
na terapéutica da DP. Fonte: Adaptada de ELLIS; FELL (2017).

Desde a sua disponibilizagdo em 1917, a L-dihidroxifenilalanina ou Levodopa
(L-DOPA) é o medicamento padrdo ouro na terapia dos sintomas motores da DP,
principalmente a rigidez, acinesia e o tremor (ASANUMA; MIYAZAKI;, OGAWA,
2003). A administragdo da dopamina pura ndo atende as necessidades terapéuticas, ja
que suas propriedades quimicas ndo permitem sua passagem pela barreira
hematoencefalica (BHE) (HALL; GUYTON, 2011). Desta forma, a alternativa para

estimular os niveis de dopamina intracerebral € o emprego da L-DOPA, que atua como
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um precursor da dopamina, capaz de transpassar a BHE, ser absorvida pelas células
nervosas e convertida em dopamina. Para que isto ocorra, a L-DOPA precisa estar
associada a uma enzima aminoacido aromético descarboxilase (carbidopa), responsavel
por auxiliar na passagem da droga pela BHE, evitando seu metabolismo sistémico no
trato digestivo, aumentando a eficdcia do medicamento mesmo em dosagens mais
baixas e amenizando a geracéo de efeitos colaterais (DONG et al., 2016; DROZDZIK;
BIALECKA; KURZAWSKI, 2014).

Apesar de ser o medicamento que traz maior resposta para 0s sintomas da
doenca, o uso da Levodopa pode levar a efeitos adversos, afetando diretamente a
qualidade de vida dos pacientes. Inicialmente, o estimulo provocado pelo medicamento
nos receptores periféricos da dopamina, pode causar nausea e hipotensdo ortostatica
(JENNER, 2015). Ja o uso prolongado, pode levar a complicacdes mais sérias, que
envolvem sintomas como confusdo, delirios, alucinacbes visuais, flutuacdo motora e
discinesia. Estes sintomas parecem estar relacionados com o excesso de estimulo nos
receptores de dopamina no estriado e a proximidade nas concentracdes de levodopa
intracerebral e plasmatica. Além disto, em 80% dos pacientes que realizam a terapia
com L-DOPA por mais de 10 anos, o efeito do medicamente demonstrou uma tendéncia
a diminuir sua eficacia. Isto ocorre por que no decorrer da progressao da doenca, se
perde a capacidade do sistema nigroestriatal de converter a L-DOPA em dopamina e
armazena-la nas vesiculas pré-sinapticas, o que ocasiona uma liberacdo desordenada de
dopamina, com uma resposta imprevisivel e ineficaz. Quando isto ocorre ha necessidade
de mudancas na dose e/ou frequéncia de administracdo da L-DOPA, assim como a
implementacdo de terapias suplementares (MARRAS; LANG, 2013; SCHAPIRA,
2009; STACY; HICKEY; STACY, 2011).

A cirurgia como tratamento para DP era comum na década de 50, porém com o
surgimento da L-DOPA este método caiu em desuso, passando a ser indicado apenas
em casos muito especificos, como pacientes jovens que nao respondiam a terapia
farmacolégica (ARAUJO; ANDRAUS, 2002). Entretanto, estudos tém demonstrando
que o tratamento cirdrgico, através da estimulagdo cerebral profunda do nucleo
subtalamico ou do globus pallidus internus, é eficaz no controle de tremores e
principalmente nos sintomas ocasionados por efeitos adversos da terapia
medicamentosa, com a discinesia, flutuagdo motora e anormalidades comportamentais
(KALIA; SANKAR; LOZANO, 2013). Sua indicacdo depende de varios determinantes,
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como estagio evolutivo da doenca, suas condigdes clinicas e a resposta ao tratamento
farmacoldgico, levando cerca de 10 a 13 anos depois do diagnostico da doenca para ser
considerado como uma terapia complementar (REIS, 2004). Outra ferramenta utilizada
como tratamento suplementar é a fisioterapia direcionada a coordenacdo motora e
fortalecimento muscular, evitando a atrofia muscular caracteristica da progressdo dos
sintomas da DP. Além disto, a prética de exercicios fisicos estimula as fungdes
respiratdrias, a capacidade funcional e psicolégica do paciente (FERREIRA et al.,
2007).

1.6 Estresse oxidativo

Quando uma molécula apresenta um numero impar de elétrons em sua Ultima
camada eletrébnica é denominada de radical livre, podendo ser originadas nas
mitocdndrias, membranas celulares e citoplasma. Estas moléculas sdo altamente
reativas, pois sua instabilidade leva a uma interacdo rapida com outras moléculas
(GREEN; BRAND; MURPHY, 2004; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Esta
interacdo pode ocorrer a partir de uma reacdo de reducédo pela liberacdo do elétron ou
oxidagdo pela diminuicdo do elétron na Gltima camada da molécula afetada. Os dois
principais radicais livres que desencadeiam o estresse oxidativo sdo as espécies reativas
de nitrogénio (ERNS) e as espécies reativas de oxigénio (ROS) (DALLE-DONNE et al.,
2006).

Radicais livres sdo formados por processo fisiol6gicos naturais do organismo e
desempenham func¢des bioldgicas importantes, como metabolismo da glicose, geracao
de energia (ATP), defesa contra agentes patogénicos em processos infeciosos e
sinalizacdo de genes (ALI; BINIENDA; IMAM, 2011; KUMAR et al., 2012). Porém,
quando ha instabilidade entre a formacao destes radicais e a taxa de antioxidantes no
organismo, ocorre o fendbmeno denominado de estresse oxidativo. Esta condi¢cdo possui
a capacidade de interagir com componentes celulares como lipidios, proteinas e acidos
nucléicos, podendo ocasionar impermeabilidade da membrana plasmatica,
irregularidade na atividade enzimatica, mutacfes genéticas e inducdo a apoptose
(MILLER et al., 2009; VARCIN et al., 2012). O excesso de radicais livres pode ocorrer

de forma intracelular através de reacdes bioquimicas, metabolismo celular e resposta
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inflamatdria, ou por fontes externas como exposicdo a radiagdo ionizante, luz
ultravioleta (UV) e agentes quimicos (FRY; BEGLEY; SAMSON, 2005).

O desempenho de diversas funcfes vitais em organismos aerdbicos depende do
oxigénio (O). A metabolizagdo do O, ocorre na mitocondria, onde por meio da cadeia
transportadora de elétrons aproximadamente 85% a 90% deste metabolito é consumido,
principalmente para producdo de ATP (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Ainda
na mitocondria 0 O, passa por um processo de redugdo, mediado pela enzima
catalisadora citocromo oxidase, responsavel por retirar um elétron de quatro moléculas
de citocromo C, convertendo o O, em agua (H,0O) (Figura 5). Porém, falhas sdo comuns
em qualquer processo bioldgico e neste caso a formacéo de radicais livres pode ocorrer
pela reducdo do O, a forma univalente, a partir do desvio do oxigénio da mitocondria
para outras vias metabdlicas (KALYANARAMAN, 2013).

e e 2H' e H' e H
O_$—> 0, LL, H,0, &L. QH'&L. 2 H,0

Radical Peroxido de Radical

s Agua
superoxido hidrogénio hidroxila g

Oxigénio
Figura 2. Metabolizacdo do oxigénio (O,) na mitocondria a partir de sua reducao
tetravalente até a formacéo de H,O. Fonte: Adaptada de NORDBERG; ARNER (2001).

A reducdo univalente do O, associada a reacOes catalisadas por enzimas
especificas e ions de ferro e cobre, ddo origem a trés tipos de radicais livres, o
superéxido (O;7), radical hidroxila (OHe) ¢ o per6xido de hidrogénio (H,O;)
(GUTOWSKI; KOWALCZYK, 2013; WELCH et al., 2002).

O radical anion superéxido (O,") pode ser formado na mitocondria durante a
geracdo de ATP, em microssomas ou peroxissoma, ocorrendo quando o dioxido de
oxigénio (O, molecular) recebe um elétron (VALKO et al., 2007). O O, apresenta meia
vida longa e apesar de ser considerado o radical livre menos reativo, demonstra
potencial para causar danos celulares devido a sua capacidade de formar ROS
secundarios. De acordo com o ambiente e 0 pH, o O," pode ocorrer na forma de
hidroperoxil, um radical com alta permeabilidade em membranas bioldgicas, ou

desencadear o processo de dismutacdo, mediado pela enzima superoxido dismutase
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(SOD), onde dois radicais superoxidos reagem entre si, dando origem ao peroxido de
hidrogénio (H,0,) (GUTOWSKI; KOWALCZYK, 2013).

O radical hidroxila (OHe) possui um tempo de meia vida curto o que confere
uma alta instabilidade, e consequentemente um grande potencial de reatividade, devido
a sua urgéncia em obter elétrons e sua capacidade de interagir e danificar diversos tipos
de moléculas, como fosfolipidios, aminoécidos, acidos organicos, RNA e DNA
(GRANT et al., 2012; LOBO et al., 2010). A formagao do radical OHe pode ocorrer a
partir de trés mecanismos, pela interagdo do peroxido de hidrogénio (H,O2 com uma
forma reduzida do cobre, pela reacdo de Fenton, através da ligacdo entre O-O da
molécula de peréxido de hidrogénio quando em associacdo com ions de ferro, ou pela
reacdo de Haber-Weiss quando o peréxido de hidrogénio interage com O, como
demonstrado na figura 6 (KOURY; DONANGELO, 2003; WELCH et al., 2002).

i.Cu*+H,0, ---> Cu2+*OH +OH-
ii. Fe2+ H,0, ---> Fe®+*OH + OH-

iil 02- * + H202 i 02 + Hzo + *OH

Figura 3. ReacOes de formacdo do radical hidroxila (OHse). i. Perdxido de hidrogénio
com cobre; ii. Reacdo de Fenton; iii. Reacdo de Haber-Weiss. Fonte: Adaptada de
BERRA; MENCK; DI MASCIO (2006).

O perdxido de hidrogénio (H,0O,) é formado a partir da reacdo de dismutacédo do
O," e ndo possui um elétron desemparelhado na sua Gltima camada eletrbnica, o que
essencialmente nédo o caracteriza como um radical livre (PIGNATELLO; OLIVEROS;
MACKAY, 2006). Entretanto, o H,O, possui a capacidade de interagir e danificar
células, devido a sua atuacdo no processo de formacdo do OHe, o radical livre mais
reativo e com maior capacidade deletéria. Além disto, possui longo tempo de meia vida
e um alto potencial de penetragdo em membranas celulares hidrofobicas, devido a sua
facil solubilidade em meio aquoso (WANG et al., 2012). Em condic¢des fisiologicas
normais, este radical é rapidamente degradado por enzimas antioxidantes, como a
catalase e a glutationa peroxidase (GSH). Quando ocorre instabilidade entre a formagéo

de H,0O, e antioxidantes, proteinas heme podem ser afetadas, gerando uma liberagéo
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excessiva de ferro, e consequentemente danos a moléculas bioldgicas a partir da
inativacdo de enzimas e estresse oxidativo (DE LAAT; LE, 2006).

No decorrer do processo evolutivo humano, diversos mecanismos de defesa
contra a acdo de ROS foram desenvolvidos. Porém, alguns 6rgdos sdo naturalmente
suscetiveis ao estresse oxidativo, devido principalmente as suas condicdes fisioldgicas
(CALABRESE et al., 2005). As células cerebrais sdo as mais vulnerdveis aos ROS, pois
apesar de representar uma pequena porcao do peso total do corpo, o cérebro é o 6rgao
gue mais consome oxigénio, cerca de 20% do total disponibilizado para todos os 6rgaos
do corpo. Além disto, o cérebro apresenta altos niveis de compostos suscetiveis a acdo
de radicais livres, como fosfolipidios e &cidos graxos poliinsaturados, déficit de enzimas
supressoras de radicais livres, dificuldade na recep¢do de antioxidantes através da
barreira hematoencefalica, e carater pos-mitotico, o que confere maior probabilidade de
disfuncdo permanente em células danificadas (ALI; BINIENDA; IMAM, 2011; DIAS;
JUNN; MOURADIAN, 2013).

Estas caracteristicas associam 0 estresse oxidativo ao desenvolvimento e
progressdo de varias doencas neurodegenerativas, dentre elas a doenca de Parkinson
(ROSSOR et al., 2010). Estudos em cérebros post-mortem de pacientes com a DP
avaliaram niveis elevados de oxidacdo em lipideos, proteinas e DNA, reducdo dos
antioxidantes GSH, catalases e superoxido dismutase e alta concentracdo de ferro no
globo pélido e a substancia negra (HWANG, 2013; KIM et al., 2012; MOORE et al.,
2005). Adicionalmente, a presenca de enzimas geradoras de ROS, como a tirosina
hidroxilase e monoamina oxidase A (MAO-A) nos neurdnios dopaminérgicos conferem
maior predisposi¢do ao estresse oxidativo. Em condigdes normais, a MAO-A atua na
reacdo de oxidacdo da dopamina nos neurdnios, sendo responsavel por gerar o O, e
H,0,, conferindo um estado de constante exposi¢édo ao estresse oxidativo (BLANDINI,
2013). Além disto, o metabolismo da dopamina (DA) pode gerar espécies de dopamina
quinona, as quais sdo capazes de alterar varias proteinas, como a a-sinucleina. Quando
danificada, a a-sinucleina perde o controle de permeabilidade da membrana, causando
0 escoamento de dopamina para o citoplasma, prejudica a degradacdo natural de
proteinas e pode ser convertida para sua forma citotoxica (CONWAY, 2001).

As condigdes de suscetibilidade do cerebro e neurbnios dopaminérgicos ao
estresse oxidativo, levaram ao desenvolvimento de varias hipOteses acerca da sua
influencia e atuacdo na doenca de Parkinson, das quais se destacam as disfuncdes
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mitocondriais, disfuncdo no sistema ubiquitina-proteassoma (SUP) e metabolismo da
DA (KOPPULA et al., 2012; MILLER et al., 2009). Pacientes diagnosticados para DP,
apresentavam atividade reduzida do complexo | e baixos niveis da enzima ubiquinona
oxidoredutase na substancia negra, o que estimula a producdo excessiva de ROS, a
baixa sintese de ATP e morte celular (CHINTA; ANDERSEN, 2008). A atividade
desregulada do SUP também est4 associada com ao acumulo de produtos toxicos,
devido a degradacéo ineficaz das proteinas (HOROWITZ; GREENAMYRE, 2010). E a
hipdtese da formacdo de ROS pelo metabolismo da DA sugere que os oxirradicais e 0
perdxido de hidrogénio sdo produzidos pela oxidacdo da DA mediada pela MAO e que
0S mecanismos antioxidantes ndo séo suficientes para lidar com a alta rotatividade de
dopamina intracelular. O que também pode indicar uma relacdo entre a terapia com
levodopa e o acumulo de radicais livres em pacientes com a DP (KAUR; ANDERSEN,
2004; MANOHARAN et al., 2016).

1.7 Viade reparo por excisdo de bases (BER)

O DNA contém todas as informacfes genéticas necessarias para a manutencao
da homeostase nos organismos vivos. Porém, O DNA é naturalmente suscetivel a
geracdo de danos em suas sequéncias genémicas, devido a instabilidade quimica de suas
moléculas em meio celular e constante exposicdo a fatores exdgenos e enddgenos, tais
como radiagdo ionizante, agentes quimicos, luz UV e metabdlitos celulares, que podem
ocasionar alteracdes quimicas como metilacdo, desaminacdo, alquilacdo e oxidacdo de
bases (ERROL et al., 2006; SHARMA; DIANOV, 2007). Estas alteracbes podem levar
a insercdo incorreta de bases como a uracila, purinas N-alquiladas (7-metilguanina, 3-
metiladenina, 3-metilguanina), pirimidinas fragmentadas, 8-oxo-7,8dihidroguanina (8-
Oxo0G) e timina glicol (CHRISTMANN et al.,, 2003). Estes danos, quando n&o
reparados, comprometem as atividades de replicacdo, transcri¢do e tradugdo do DNA,
promovendo distirbios metabdlicos e/ou mutagénese (RONEN; GLICKMAN, 2001).

Insercdo, delecdo, quebras de fita simples (SSBs), de fita dupla (DSBs),
modificagdes quimicas das bases ou acUcares e formacdo de sitios apurinicos-
pirimidinicos (AP) sdo exemplos das circunstancias em que as lesdes do DNA podem
acontecer (CALDECOTT, 2003). Os diversos fatores e condi¢des que ocasionam danos

ao DNA exigem do organismo uma abrangéncia e especificidade de mecanismos

32



responsaveis por reconhecer e reparar cada tipo de lesdo. A atuacdo destes mecanismos
de reparo pode ocorrer, na maioria dos casos, a partir de recombinacdo, pela reverséo
direta da lesdo, sem hidrélise da ligagdo fosfodiéster, ou por sua excisdo completa
(HOEIJMAKERS, 2001). Estas vias de reparo sdo distribuidas de acordo com o seu
mecanismo de reparo em: reparo por recombinacdo homologa (HR), juncdo de
extremidades ndo-homdlogas (NHEJ), via translesdo (TLS), reparo de mal pareamento
(MMR), reparo por excisdo de nucleotideos (NER) e de bases (BER) (FU; CALVO;
SAMSON, 2012; SIMONELLI et al., 2017).

A via de reparo por excisdo de bases (BER) € o mecanismo responsavel por
restaurar danos causados por SSBs e modificacfes que ndo alterem a dupla hélice do
DNA (BARTKOVA et al., 2005). Estes tipos de lesbes podem ocorrer pela acdo de
alquilacdo, desaminacdo ou oxidacdo de bases e ocorrem constantemente no DNA,
afetando uma célula cerca de 10.000 a 20.000 vezes por dia, 0 que torna a BER um dos
mecanismos mais essenciais na estabilidade gendmica (JACOBS; SCHAR, 2012;
WEISSMAN et al., 2007).

O ponto de atuacéo da via BER situa-se no ciclo celular, mais especificamente
na fase G1, verificando a auséncia de erros durante a transcricdo e certificando que a
sequéncia de DNA esta apta para a replicacdo. Quando este mecanismo funciona de
forma ineficaz, pode ocorrer o surgimento de diversas doencgas, como cancer e
desordens neurodegenerativas (CABELOF, 2012; WALLACE; MURPHY; SWEASY,
2012).

O estudo que deu inicio a descoberta da via BER foi realizado por Tomas
Lindahl em 1974, onde a investigacdo de atividade enzimatica em citosinas
desaminadas deu origem a descoberta de uma nova enzima, denominada de uracil-DNA
glicosilase (UDG), com capacidade de remover uma base danificada do DNA. A partir
disto, diferentes glicosilases foram evidenciadas, com funcdo equivalente a UDG de
reconhecer e remover pequenos danos, normalmente ocasionados pela prépria
instabilidade quimica do DNA (LINDAHL; NYBERG, 1974; MI; KLUNGLAND;
YANG, 2016).

2.7.1 Mecanismos de ac¢éo da via BER
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O funcionamento da via BER depende da atuacdo de um conjunto de enzimas
responsaveis por identificar e retirar as bases danificadas, e realizar a insercdo do
nucleotideo correspondente a sua posi¢do na sequéncia de DNA (DIANOV et al., 2000).
Esta atividade enzimatica ocorre sequencialmente, ou seja, o produto da atividade da
primeira enzima sera instantaneamente processado pela enzima posterior, o que implica
na necessidade do funcionamento equilibrado de todos os componentes desta via, tendo
em vista que instabilidades podem ocasionar o acimulo de espécies tdxicas (WILSON,
2007).

Como demonstrado na figura 8, a via BER ocorre ao longo de cinco etapas
essenciais: o reconhecimento da base danificada; remog&o de uma purina ou pirimidina
pela acdo de uma glicosilase; incorporacdo de um agUcar-fosfato no local abésico;
processamento e eliminacdo dos residuos de acUcar; reparacdo do local AP; e conserto
das estruturas de DNA alteradas durante o processo (ANDRADE et al., 2012; CHAIM
et al., 2017). Cada etapa do processo de reparo depende do desempenho de enzimas
especificas que sdo divididas em quatro categorias fundamentais: as glicosilases; as
endonucleases; DNA polimerases; e DNA ligases (PASCUCCI et al., 2012).

DNA glicosilase - «— Base danificada
5t 2 3’
Sitio AP \ 1_
r & 3 Quebras de fita de DNA
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l APE1
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. TDP 1/2, PNKP,
Aprataxin
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Figura 4. Esquema simplificado das etapas do reparo por excisdo de bases (BER) e as

respectivas proteinas envolvidas. Fonte: Adaptada de DIANOV; HUBSCHER (2013).
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As DNA glicosilases séo proteinas monoméricas pequenas que possuem um alto
potencial de distingdo entre bases danificadas e normais, removendo uma grande
quantidade de pequenas lesdes no DNA (VAN DER VEEN; TANG, 2015). No BER, as
glicosilases possuem especificidade para cada tipo de dano e sdo responsaveis por
reconhecer a base de DNA danificada e iniciar a clivagem da ligacdo entre a base e a
desoxirribose (N-glicosidica). Isto ocorre atraves da ligacdo da glicosilase ao sulco
menor do DNA, dobramento da regido danificada e expulsdo da base incorreta,
formando um sitio abasico (AP), que se ndo corrigido pelas etapas subsequentes do
BER, podera resultar num elevado grau de citotoxicidade e mutagénese (HUFFMAN;
SUNDHEIM; TAINER, 2005; KROKAN; BJORAS, 2013). As glicosilases também
podem ser classificadas em monofuncionais, quando encerram sua atuagdo na formacao
do sitio AP, ou bifuncionais que também possuem a capacidade de exercer a funcdo de
AP liase, clivando a ligacdo fosfodiéster no sitio AP (SVILAR et al., 2011).

As endonucleases AP sdo as principais responsaveis por iniciar o processo de
reparacdo dos sitios AP, e por este motivo sdo as enzimas mais importantes da via BER,
tendo em vista que a estabilidade quimica do genoma depende do reparo correto destas
lesbes originadas no DNA (DYRKHEEVA; LEBEDEVA; LAVRIK, 2016). Sao
conhecidas duas familias de endonucleases AP, a endonuclease IV e exonuclease IlI,
que variam de acordo com a semelhanca de suas sequéncias de nucleotideos
(ROYCHOUDHURY et al., 2017).

A APEL, representante das exonucleases Ill, é a principal endonuclease da via
BER, sendo amplamente sintetizada no organismo humano e atuante em diversos
processos bioldgicos, incluindo o reparo de sitios AP (WILSON; BARSKY, 2001). A
polimerase B ¢ uma enzima da classe X das polimerases e corresponde a principal
polimerase humana, atua na via BER atraves da incorpora¢do de um novo nucleotideo
destinado ao preenchimento do sitio AP e lise da ligacdo dRP (BEARD; WILSON,
2006; GOELLNER et al., 2014). A DNA ligase ¢ a ultima enzima atuante na via BER e
tem um papel fundamental no sucesso do reparo, sendo responsavel por reestabelecer a
ligagdo fosfodiéster. Entretanto, a funcionalidade desta enzima depende de sua
associacao com a proteina XRCC1 (MORTUSEWICZ, 2006).

De modo geral, a resposta do BER aos danos celulares acontece de forma réapida,
podendo ser totalmente realizada em poucos minutos. Entretanto, a via BER tem a
capacidade de desempenhar o reparo a partir de dois caminhos distintos, denominados
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de short-patch e long-patch (LAN et al., 2004). A determinacédo da via a qual decorrera
0 processo de reparo ainda € pouco esclarecida, porém estudos demonstram que alguns
fatores podem estar relacionados nessa selecdo. Dentre eles, destaca-se a quantidade de
nucleotideos danificados, a fase do ciclo celular em que o dano ocorreu, a
especificidade da glicosilase e do tipo de célula danificada (KROKAN; BJORAS, 2013;
TICHY et al.,, 2011). Além disto, o papel da endonuclease AP demonstrou ser
fundamental no direcionamento para o short-patch ou long-patch, isto por que o
produto 5’-dRP, produzido na atuacédo desta enzima, € normalmente processado pela pol
B durante o short-patch e quando isto ndo ocorre, o reparo € direcionado para a sub-via
long-patch (Figura 9) (FORTINI; DOGLIOTTI, 2007; WALLACE; MURPHY;
SWEASY, 2012).

A concentracdo de ATP também foi descrita como um fator determinante, tendo
em vista que quando ha baixos niveis de ATP no local onde o sitio abasico foi gerado, o
long-patch ¢ recrutado e atua a partir das polimerases 3 ¢ 8/ associadas a varias outras
proteinas (CNA, FEN1, PARP1 e Ligl), na retirada de um fragmento de 2 a 13 bases da
fita anterior e a reconstituicdo correta da sequéncia clivada (PETERMANN; KEIL; OEl,
2006; SVILAR et al., 2011).
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Figura 5. Representacdo esquematica do mecanismo das sub-vias de curta distancia
(SN-BER) e longa (LP-BER) de reparo por excisdo de base (BER). A endonuclease

apurinica/pirimidinica 1 (APEL) / fator efetor redox 1 (Ref-1) funciona como uma
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endonuclease AP no SN-BER, iniciada pela DNA glicosilase (DG) monofuncional e
como uma fosfodiesterase 3" na LP-BER, iniciada pela bifuncional DG. Pol 3, XRCC1
e ligase Illo s@o necessérias para 0 SN-BER realizar o reparo de SN, enquanto antigeno
nuclear de célula em proliferacdo (PCNA), Pol ¢, endonuclease de retalho 1 (FEN-1) e
ligase | sdo necessarios para que o LP-BER conduza o reparo multinucleotideo em
células de mamiferos. Fonte: Adaptada de IGNATOV; BONDARENKO;
MAKAROVA, (2017).

O principal condicionante no desempenho da via BER é o nivel das proteinas
envolvidas, tendo em vista que o reparo ao DNA precisa ser executado de forma rapida
e precisa. Entretanto, estes niveis dependem de alguns fatores, como as peculiaridades
de cada individuo e o tecido afetado (JEPPESEN; BOHR; STEVNSNER, 2011). Dentre
0s tipos de danos reparados pela BER, os locais AP, ocasionados pela acdo das ROS,
sdo os mais comumente identificados como agentes de inducdo a apoptose. As células
cerebrais sdo as mais afetadas por este tipo de lesdo, sendo formados aproximadamente
50.000 a 200.000 sitios AP por célula, principalmente devido as altas taxas de
metabolizacdo de oxigénio e niveis baixos de antioxidantes no cérebro
(KUCHERLAPATI et al., 2002).

Esta predisposi¢cdo dos neurdnios ao estresse oxidativo, demanda um esforgo de
resposta ainda maior da via BER, tendo em vista que o acimulo destas lesdes podem
levar ao desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer e a doenca
de Parkinson. Além disto, quando ocorrem modificacbes moleculares, como
polimorfismos genéticos, nos genes que codificam as proteinas que atuam na BER,
pode ocorrer um déficit deste mecanismo em responder aos danos no DNA
(LEANDRO; SYKORA; BOHR, 2015; MARKKANEN, 2017).

1.8 Genes de reparo na doenca de Parkinson

1.8.1 Gene APE1

O gene endonuclease apurinico/pirimidinico 1 (APE1l) estd localizado no
cromossomo 14 (14g11.2) é formado por uma sequéncia de cerca de 3 kb, possui 5
exons e 4 introns (ROY; CHUN; POWELL, 2012) (Figura 10). Sua regido promotora
ndo apresenta TATA box, podendo estabelecer sua transcricdo a partir de varios sitios
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de inicio e sua fase de leitura aberta esta localizada nos ultimos quatro éxons, sendo
responsavel por sintetizar uma proteina multifuncional denominada de APE 1
(endonuclease apurinica/pirimidinica 1), composta por 318 aminoéacidos (35,5 kDa) e
responsavel por atuar na regulacdo transcricional e reparo do DNA (LI; WILSON,
2014).
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Figura 6. Localizacio do gene APEl1 no cromossomo 14 (14qll.2). Fonte:
https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=APEX1&keywords=APEL.

A proteina APE1 é amplamente sintetizada nas células e corresponde a principal
endonuclease humana (ROYCHOUDHURY et al., 2017). Pertence a superfamilia
fosfodiesterase e possui sequéncia homdloga a outras nucleases, em especial a
exonuclease 11l (ABSHIRE et al., 2018). E uma proteina multifuncional que atua em
diversos processos bioldgicos, sendo imprescindivel na manutencdo das funcgdes
celulares, como a sinalizacdo de crescimento, de vias inflamatorias, proliferacdo,
diferenciacdo e controle danos no DNA que podem induzir a apoptose (FUNG;
DEMPLE, 2005; SHAH et al., 2017). Desempenha papel importante na via de reparo
por excisdo de bases (BER), através do reparo de sitios apurinicos/pirimidinicos (AP)
gerados por agentes enddgenos, exdgenos ou estresse oxidativo. Porém, também esta
relacionada com o controle da expressdo génica, através da sua funcdo redox que
permite a ligacdo do DNA a fatores de transcricdo, como AP-1 (Fos, Jun), NF«kp (fator
nuclear kapa B), HIFla (fator indutivel de hipoxia-la) e p53 (LANDO et al., 2000;
VASCOTTO et al., 2011)
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Causas para ativagao da APE1 Fungoes biologicas
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Figura 7. Capacidade multifuncional da endonuclease AP humana (APE1) de atuar na
via de reparo por excisdo de bases (BER), regulacdo do fator de transcricdo e
sinalizacdo oxidativa. Fonte: Adaptada de THAKUR et al (2014).

A caracteristica pleiotropica deste gene é fundamental na homeostase genémica
e a resposta correta ao estimulo correspondente ocorre através da presenca de sitios
ativos especificos para cada funcdo desempenhada pela proteina APE1 (CHEN et al.,
2015). No geral, a APE1 possui duas funcdes distintas, a redox e a de reparo do DNA.
A atividade redox desta enzima, responsavel por denomina-la também como REF1
(fator redutor efetor 1), é codificada pela regido N-terminal, onde estd situada a
sequéncia de localizacdo nuclear composta por 1 a 36 residuos (MOL et al., 2000;
SHAH et al., 2017). Ja a atividade de reparo do DNA é codificada pelo sitio C-Terminal
da APEL, onde os residuos Fen266, Trp280 e Leu282 sao responsaveis por reconhecer e
se ligar aos sitios apurinicos/pirimidinicos formados no DNA (KELLEY;
GEORGIADIS; FISHEL, 2012; MANTHA; SARKAR; TELL, 2014).

A relagéo entre funcdo de reparo da APE1 com a manutencdo dos mecanismos
de funcionamento da via BER é amplamente conhecida. A APEL é responsavel por
atuar diretamente no controle de danos que podem levar a substitui¢des, insergdes ou
delecdes de base, que se ndo reparados conferem um alto potencial mutagénico ao DNA
(LI; WILSON, 2014; PRAKASH; JOHNSON; PRAKASH, 2005). Além disto, a
expressao correta e 0 desempenho preciso desta enzima sdo fatores imprescindiveis na

manutencdo gendmica, tendo em vista que a sua prépria atuacdo de clivagem na BER
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causa um desequilibrio que demanda o reparo rapido e eficiente (BELANGER et al.,
2016; WHITAKER et al., 2017).

No BER, a APE1 se liga ao sitio AP, formado através da excisdo da base
danificada pela DNA glicosilase, ¢ provoca a quebra do local 5° no esqueleto
fosfodiéster do DNA, gerando uma regido composta por um grupo iniciador 3’-hidroxil
e um fosfato de 5’-desoxirribose (5’dRP) (SCHERMERHORN; DELANEY, 2013).
Enquanto uma das fitas do DNA permanece com uma base independente, o sitio AP
localizado na fita oposta fica totalmente ligado ao sitio ativo da APE1, permanecendo
assim até o inicio da atuagdo da proxima enzima (POLP) da via, com o intuito de
assegurar a continuidade do mecanismo de reparo (MOL et al., 2000; PEDDI et al.,
2006).
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Figura 8. Atividade da APE1 endonuclease (preto) e exonuclease (azul) na verificacdo
de incompatibilidades e remocdo de danos (vermelho) na regido na 3'. Fonte:
WHITAKER; FLYNN; FREUDENTHAL (2018).

Uma das principais atividades da APE1 na via BER é o reparo de danos
causados pelo estresse oxidativo, o que pode sugerir uma relacdo desta enzima com o
surgimento de diversas patologias, principalmente as neurologicas. Vérias patologias
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer e a doenca de Parkinson, estdo
associadas aos altos niveis de radicais livres, tendo em vista que as células cerebrais
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possuem altas taxas metabdlicas e maior suscetibilidade a producdo de danos ao DNA
(REYNOLDS; STEWART, 2013). Por esta condicdo, o cérebro demanda uma maior
resposta dos mecanismos de reparo aos danos causados por ROS e quando isto ndo
ocorre, estes danos podem levar ao desenvolvimento ou progressdo destes disturbios
neuroldgicos. Entretanto, estes indicativos ndo sdo suficientes para confirmar o papel da
APE1 com estas doencas, apenas é possivel afirmar que esta enzima desempenha um
fator protetivo nas células neuronais (LEE et al., 2009; LI; WILSON, 2014).

Ainda sdo escassos 0s estudos que comprovem a contribuicdo da APE1 e BER no
desenvolvimento das patologias associadas ao estresse oxidativo, porém, alguns
trabalhos que investigaram a possivel associacdo desta proteina em condicOes
neuropatoldgicas, demonstraram alteracdo na expressdo da APE1, mutacfes em regiGes
estruturais da molécula e de ligacdo do fator de transcricdo do gene e a relacdo do
envelhecimento com o retardo da resposta da APE1 em condicdes de estresse oxidativo
(EDWARDS et al., 1998; OLKOWSKI, 1998; HEGDE et al., 2012). Além disto, um
estudo mais recente demonstrou altos niveis de uma varidvel responsavel por inativar a
funcdo de endonuclease AP em cérebros post-mortem de pacientes diagnosticados com
a doenca de Alzheimer ou Parkinson (HUANG et al., 2010). Gencer et al. (2012),
verificaram em seu estudo, que o gendtipo polimérfico APEL Glu/Glu confere risco
significativo para o surgimento da DP.

Os polimorfismos genéticos de base Unica (SNP) descritos para o gene APEL
incluem a alteracdo dos aminoacidos GIn51His, Ile64Val e Asp148Glu (HUNG et al.,
2005). E dentre estes, o mais amplamente estudado é o SNP rs113040 que esta
localizado no éxon 4, cdédon 148 e e responsavel pela troca da base timina (T) por uma
guanina (G), dando origem a um aminoacido de glutamato (Glu) ao invés do aspartato
(Asp) (ALI et al.,, 2014; LI; WILSON, 2014). Esta troca de aminoacidos esta
relacionada a reducdo ou inativacdo da funcdo de reparo do DNA da APEl e
suscetibilidade ao desenvolvimento de doencas. O alelo G foi identificado como fator
de alteracdo na comunicacdo da APE1 com as outras enzimas da BER, além da
inativacdo da sua atividade endonuclease. Esse possui frequéncia alélica mundial de
62% para o alelo T e 38% para o alelo G (DAI, 2015).

1.8.2 Gene XRCC1
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O gene de complementacdo cruzada de reparo de raios-X 1 (XRCC1) esta
localizado no cromossomo 19 (19913.2) (Figura 13), possui 17 éxons, codifica uma
proteina “scafolld” de mesmo nome (XRCC1l) e representa um componente
fundamental na via de reparo do DNA por excisdo de bases (THACKER,;
ZDZIENICKA, 2003).
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Figura 9. Localizagdo do gene XRCC1l no cromossomo 19 (19q13.2). Fonte:
https://www.genecards.org/cgi-in/carddisp.pl?gene=APEX1&keywords=XRCC1.

A proteina XRCC1 possui 633 aminoacidos (70kDa), pertencente ao grupo de
proteinas “scaffold” que atuam em varias processos de sinalizacdo enzimatica. Esta
diretamente relacionada com o reparo de quebras SSB na via BER e apesar de néo
desenvolver uma funcdo enzimética, a XRCC1 é fundamental no recrutamento e
controle dos componentes de reparo desta via, atuando principalmente na interacdo e
coordenacdo das proteinas responsaveis por todas as etapas de reparo desta via
(CALDECOTT, 2019a; STERPONE; COZZI, 2010).

A XRCCL1 é responsavel pela transducdo de sinal e localizacdo de proteinas
como as glicosilases, APE1, DNA ligase Illa, DNA polimerase , PARP1 ¢ PARP 2,
organizando-as em complexos referentes as suas funcdes especificas (DE VOS;
SCHREIBER; DANTZER, 2012). Este processo coordenado da XRCC1 ocorre devido
as suas caracteristicas estruturais, apresentando dominios funcionais especificos pela
sinalizacdo das proteinas correspondentes (THOMPSON; WEST, 2000). Estes
dominios sdo subdivididos em N-terminal (NDT), BRCT-I central e BRCT-II terminal,
separados por dois outros dominios intercalados de sinalizagdo celular e fosforilacdo da
polinucledtideo fosfatase quinase (PNKP). O N-terminal &€ composto por 160
aminoacidos, responsavel por interagir com a Polf. O BRCT-l central com 90
aminoéacidos interage com a PARP1, PARP2, poli (ADP-ribose) e 0 DNA, enquanto que
0 BRCT-II possui 100 aminoacidos e atua formando um complexo com a DNA ligase
I11 (BRESLIN et al., 2017; POLO et al., 2019).
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Figura 10. Demonstracdo da ligacdo das proteinas, envolvidas na via BER, no dominio
correspondente (NTD, BRCT1 e BRCT2) do gene XRCC1. Fonte: CALDECOTT,
(2019).

O desempenho da XRCC1 na BER é imprescindivel na manutencdo das funcGes
celulares, principalmente nas fases G1 e S do ciclo celular, tendo em vista que a analise
em ratos demonstrou que a auséncia na expressdo da XRCCL1 influenciou na morte
destes individuos na primeira fase da formacdo embrionaria (FAN, 2004; KULKARNI
et al., 2008). Além disto, como a via BER é responsavel pelo reparo de danos
ocasionados pelo estresse oxidativo e a XRCC1 é responsavel por controlar
praticamente toda a cascata enzimatica desta via, existe um forte indicativo de que
alteracdes que influenciem na execucdo das funcdes desta proteina podem aumentar o
risco de desenvolvimento de neuropatologias (BREM, 2005).

GENCER et al (2012) demonstraram uma relagdo entre o polimorfismos
Arg399GIn com o risco aumentado para DP e ROSS; TRUANT, 2017 relataram que
mutagOes que causam a inativacdo de XRCC1 em ratos foram capazes de iniciar um
processo degenerativo nas células neuronais. Desta forma, estudos sugerem que as
alteracdes provocadas por polimorfismos no gene XRCC1 sdo capazes de prejudicar o
reparo do DNA devido a inibigdo de sua fungdo de sinalizacdo enzimatica (JIAO et al.,
2006; MATEUCA et al., 2006; ROSSIT et al., 2002). Aproximadamente 60
polimorfismos ja foram descritos para o gene XRCC1, mas os SNPs mais comumente
estudados séo o Arg194Trp, Arg280His e Arg399GIn (LACZMANSKA et al., 2006).

O Argl194Trp ocorre no éxon 6 (rs1799782) e é responsavel pela modificacéo de
um aminoé&cido de arginina por um triptofano e da base de citosina (C) para timina (T).

O Arg280His localiza-se no éxon 9 (rs25489) e troca uma arginina por histidina e a base
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G para A. O ultimo SNP é encontrado no éxon 10 (rs25487), substiuindo uma arginina
projetpor uma glutamina (Arg399GiIn) e a base G por A (WANG et al., 2008).

Os estudos analisados acima demonstram a necessidade de mais pesquisas que
avaliem as variantes do gene APEL (rs1130409) e do gene XRCC1 (rs25487) em
doencas neurodegenerativas, principalmente na doenca de Parkinson, tendo em vista
que estes genes estdo associados a principal via de reparo do estresse oxidativo, um dos
fatores mais amplamente discutidos no processo neurodegenerativo da DP. Além disto,
as causa do estresse oxidativo ainda é pouco esclarecida e a relagcdo com a terapia pode
ser um aspecto importante para o esclarecimento das condi¢cdes que influenciam na
progressao da DP e desenvolvimento de terapias personalizadas através do perfil

genético dos pacientes.
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2. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a relacdo entre os polimorfismos funcionais dos genes de reparo do DNA
APE1 e XRCC1 e os efeitos da terapia com levodopa em pacientes atendidos e
diagnosticados com a doenca de Parkinson pelo ambulatorio Pré-Parkinson do Hospital
das clinicas da UFPE.

3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar a distribuicdo do polimorfismo Asp148Glu (rs1130409) do gene de reparo
APE1 em individuos com a doenca de Parkinson atendidos no ambulatério Pro-
Parkinson do Hospital das clinicas da UFPE.

e Auvaliar a distribuicdo do polimorfismo Arg399GIn (rs25487) do gene de reparo

XRCC1 em individuos com a doenca de Parkinson atendidos no ambulatério Pro-

Parkinson do Hospital das clinicas da UFPE.

o Investigar a relacdo entre os polimorfismos em estudo com o0s aspectos

farmacogenéticos e o surgimento de sintomas adversos na populacédo de estudo.
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Abstract

Parkinson's disease is the second most common neurodegenerative disorder
among the elderly population. It is a progressive disease, has no cure and treatment with
Levodopa (L-DOPA) acts to attenuate the motor symptoms of the disease. Its etiology is
poorly understood, and studies suggest a possible relationship between oxidative stress
(OS) and L-DOPA therapy. The base excision repair (BER) pathway is the main
mechanism for repairing the OS, which underlies the objective of our study to evaluate
the variants in genes encoding the main functional proteins of this pathway, APE1 and
XRCC1. A total of 110 Brazilian patients from the Pro-Parkinson Service of Clinics
Hospital of Pernambuco diagnosed with sporadic PD and treated with L-DOPA were
enrolled. PD patients were stratified into two groups according to the daily levodopa
dose. The APE1 Aspl148Glu (T>G, rs1130409) was genotyped by qPCR and XRCC1
Arg399GIn (G>A, rs25487) by RFLP-PCR. Multiple regression logistic of Poison
revealed significant association between higher doses of levodopa therapy, longer
duration of therapy (PR 1.1; Cl -1.1-1.19; p = 0.001); presence of motor fluctuation (PR
1.7; Cl 1.3- 2.2; p = .001) and the presence of XRCC1 399AA variant genotype (PR
1.54; CI 1.04-2. 27; p = 0.028). Whereas, the XRCC1 399GA genotype had a protective
effect in patients taking high doses of L-DOPA (PR 0.7; Cl 0.5-0.9; p = .022). Our data
suggest that genetic variation in the XRCC1 gene may contribute to progression of PD
and pharmacological response.

Key-words: Parkinson's disease, L-DOPA, BER, APE1, XRCC1 genes.

Introduction

The prolongation of life expectancy in the world population has increased the
prevalence of diseases associated with old age, like Parkinson's disease (PD). PD affects
about 1% of the elderly population, with prospects of 8.7 to 9.3 million individuals with
the disease by 2030 *. It is a chronic disease of the Central Nervous System (CNS),
characterized by the progressive loss of dopaminergic neurons (ND) in the substantia
nigra pars compacta (SNpc), which can cause the motor and non-motor symptoms .

Until now, there is no known cure for PD, and the therapy of motor symptoms is
with Levodopa (L-DOPA) use. However, patients undergoing long-term therapy have
an increased tendency to develop motor complications, including abnormal involuntary
movements and motor fluctuations, levodopa-induced-dyskinesia, and visual

hallucinations, contributing to the decrease in the quality of life of PD patients >*.
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The etiology of PD is little known and studies that found high levels of reactive
oxygen species (ROS) in post-mortem brains suggested the relationship between
oxidative stress (SO) and the development of the disease. This relationship is probably
due to the oxygen supply that the brain demands and the limited access of antioxidants
in the CNS through the blood-brain barrier, causing an increase in the formation of ROS
5|6.

Some studies suggest that prolonged therapy with L-DOPA may be related to
increased loss of dopaminergic neurons in PD, through the accumulation of ROS
produced by dopamine metabolism in the cytoplasm ’. The post-mitotic nature of the
brain makes it susceptible to damage caused by the OS, due to low levels of DNA
synthesis and repair, inducing the cell to apoptosis or necrosis °.

In brain cells exposed to the OS, the Base Excision Repair (BER) is responsible
for recognizing and repairing of oxidation and alkylation base damage,
apurinic/apyrimidinic (abasic sites) and single-strand breaks (SSBs), acting to reduce
mutations in post-mitotic cells ', Although the role of BER proteins in the
development of PD is unclear, some studies show increased expression of some BER
proteins in dopaminergic neurons in the substantia nigra of PD patients .

APE1 (apurinic/apyrimidinic endonuclease 1) and XRCC1 (X-ray repair cross-
complementing 1) are vital proteins in the DNA repair process by BER. APE1 acts in a
multifunctional way, as endonuclease AP in the repair of abasic sites originated by the
OS or playing the role of binding transcription factors. XRCC1 is a scaffolding protein
fundamental in recruiting the set of enzymes responsible for BER repair steps *>*°.

Studies have suggested that single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the
APE1 and XRCC1 genes may influence the ability to act in the repair of DNA damage

and contribute to the development of pathologies associated with oxidative stress 2.
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The SNP rs1130409 from APEL replaces the T base for G (aspartate - glutamate) at
codon 148 (exon 5) and is associated with enzymatic modulation that influences the
increase in DNA oxidation of neuronal cells, due to the repair deficiency (YANG et al.,
2010). The rs25487 G for A (arginine-glutamine) at codon 399 (exon 10) influences the
loss of communication between XRCC1 and BER proteins, uncoordinated the DNA
repair cascade *°.

Although several studies have suggested the direct relationship between
oxidative stress and Parkinson's disease and the possible influence of prolonged therapy
in increasing ROS, the literature has scant data on the relationship between OS repair
genes and neurodegenerative diseases. To date, no study has evaluated the relationship
between genetic variants of APE1 Asp148Glu (rs1130409) and XRCC1 Arg399Gin
(rs25487) with the emergence of adverse effects in PD. Thus, our study aimed to
evaluate the possible association between the SNPs of the repair genes APE1l
(rs1130409) and XRCC1 (rs25487) and the response of therapy with high doses of
Levodopa in patients diagnosed with PD. These data can help understand the factors

that influence the progression of PD, and the improvement of patients' quality of life.

Methods

The ethics committee approved all procedures performed in this study of the
Ministry of Health of Brazil (CAAE: 45614415.0.0000.5208). The patients included
verbally and in writing about the research objectives, benefits and procedures and
authorized their participation by signing the informed consent form. As clinical-
epidemiological variables, interviews with patients and family members, filling in the

questionnaire and access to medical records were interrupted.
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Study subjects

A cross-sectional study was carried out with 110 patients diagnosed with
idiopathic PD, according to the United Kingdom Parkinson's Disease Society Brain
Bank criteria °. The study population consisted of individualsfrom northeastern Brazil
(Recife) treated at the PRO-PARKINSON service at Hospital das Clinicas de
Pernambuco, from January 2016 to December 2017. The patients included were
evaluated in the first five years of treatment and those who did not use L-DOPA therapy
were excluded from this study. To assess the relationship between APE1 Aspl148Glu
(T>G, rs1130409) and XRCC1 Arg399GIn (G>A, rs25487) polymorphisms and the
effect of L-DOPA dosing, patients were divided into two groups according to the
amount of the daily dose of L-DOPA. The first group consisted of PD patients treated
with dose <600 mg/day; and group Il consisted of patients treated with doses

>600 mg/day according to *.

DNA extraction and genotyping

Genomic DNA was extracted from 3 mL of peripheral venous blood of PD
individuals using a Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison,
Wisconsin) and stored in a -20 °C freezer. This procedure was performed at the
Biochemical Genetics and DNA Sequencing Laboratory Profa. Tania Falcdo at the
Federal Rural University of Pernambuco.

A 615 bp fragment of the XRCC1 (rs25487) gene polymorphism was amplified
using the RFLP-PCR and the restriction enzyme Mspl was used to digest the 615 bp
fragment, resulting in fragments of 374 and 221 bp for the Arg allele and no cut for the
Gln allele . Regarding APE1 (rs1130409), genotyping was performed by TagMan

(Applied Biosystems) technology using the Real-Time PCR (Real-Time Polymerase
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Chain  Reaction)  technique. The assay used was C_8921503 10
(AATTCTGTTTCATTTCTATAGGCGA[G/T]GAGGAGCATGATCAGGAAGGCCG
GG) with fluorochrome markers specificity for the alleles G (VIC) and T (FAM)
following the protocol of Santos et al %
Statistical analysis

The genotype distribution and the allele frequencies of the polymorphisms were
obtained by direct counting. Univariate analyses were performed using the Bioestat 5.0
software (Maniraua, Amaz6nia, Brazil). Student's T-test was used for continuous data
with a normal distribution and the Wilcoxon-Mann-Whitney test was performed for data
without normal distribution. Genotypic frequencies were analyzed using the y2 test and
the odds ratio (OR) with a 95% confidence interval (Cl). Multivariate analyses were
performed using the SPSP 16.0 statistical program with the determination of a
significance level of 5%. Poisson multiple regression analysis was used to assess the
relationship between high doses of Levodopa, with clinical characteristics and the

investigated polymorphisms of the APE1 and XRCC1 genes.

Results

The distribution genotype and allelic frequencies of the APE1 (rs1130409) and
XRCC1 (rs25487) gene polymorphisms between patients treated with low levodopa
doses (groups |1 <600 mg /day) and high levodopa doses (group Il > 600 mg/day) are
shown in table 1. All genotype frequencies for both APE1 (rs1130409) and XRCC1
(rs25487) polymorphisms were more frequent in group | than group Il. However, no
association was found among subgroup analysis (p> 0.05). The association between

motor and non-motor symptoms of PD and the studied polymorphisms was evaluated
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by univariate analysis, none of these polymorphisms appeared associated with the
presence of any of the complications (motor fluctuations, dyskinesia and visual
hallucinations) (Table 2).

Multiple logistic regression analysis was performed to investigate the
relationship between rs1130409 and rs25487 polymorphisms and the occurrence of
motor fluctuation, dyskinesia and visual hallucinations, controlling for the conceptual
confounders factors described earlier (Table 3). High daily levodopa doses was
associated with greater duration of therapy (prevalence ratio (PR) 1.1; Cl -1.1-1.19; p =
0.001), presence of motor fluctuation (PR 1.7; ClI 1.3-2.2; p = 0.001) and the presence
of XRCC1 399AA genotype (PR 1.54; CI 1.04-2.27; p = 0.028). However, we also
observed a possible protector effect for individuals carrying heterozygous genotype of
the XRCC1 (rs25487) polymorphism with high levodopa doses (PR 0.7; Cl1 0.5-0.9; p =

0.022).

Discussion

The presence of oxidative stress and the resulting damage in PD is well
documented in the literature, but the cause of its appearance is still unclear %. Studies
have evaluated the relationship between the excessive production of free radicals during
the neurodegenerative process of PD and the appearance of motor and non-motor

symptoms'®2*.

Furthermore, some reports also have shown that the dopamine
metabolism in patients treated with L-DOPA may be associated with increased
formation of reactive oxygen species in the brain, causing oxidative stress’?>.

Previous studies have shown a significant association between prolonged

therapy with L-DOPA and the appearance of motor fluctuations, dyskinesia and visual

hallucinations®*. However, to date, no study has evaluated whether the functional
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genetic variability of the DNA repair genes, APE1 and XRCC1, can influence the
response to Levodopa in individuals with PD, as well as the occurrence of motor
fluctuations, dyskinesia and visual hallucinations. For this reason, our study investigated
the relationship between polymorphisms of the repair genes APE1 Aspl48Glu
(rs1130409) and XRCC1 Arg399GIn (rs25487) in patients treated with high doses of L-
DOPA.

Under univariate analysis, none of these polymorphisms appeared associated
with the presence of motor or non-motor complications. However, after multivariate
analysis, high levodopa doses (>600 mg/day) were associated with longer duration of
therapy, presence of motor fluctuation, and the presence of XRCC1 399AA variant
genotype, suggesting that XRCC1 (rs25487) polymorphism might influence the
response to therapy with Levodopa and the occurrence of motor fluctuations. In
contrast, individuals with the XRCC1 399GA genotype showed a protective
relationship, demonstrating that patients treated with high doses of L-DOPA and who
have the heterozygous genotype are not predisposed to develop motor fluctuations.

Similary our results, many studies explain the relationship between high doses of
L-DOPA, duration of therapy and the susceptibility to develop motor symptoms like
dyskinesis and motor fluctuations 2°%°. Besides, high doses associated with longer
treatment times can be an aggravating factor for oxidative stress, since studies have
shown that increased dopamine turnover contributes to the formation of free radicals,

reduced antioxidants and, consequently, loss neuronal *°. As demonstrated in the

2
I 5 |31

studies by Sabens et al” and Fedorova et al®", who evaluated that high doses of L-
DOPA subject preserved neurons to susceptible oxidative episodes, considering that the

pro-oxidant characteristic of Levodopa influences the increase in free radicals and
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consequent cell death. These data propose the relationship between oxidative stress and
the duration of therapy and the appearance of adverse symptoms in Parkinson's disease.

This study is the first to found a relationship between the XRCC1 399AA
genotype with high levodopa therapy duration. However, most studies have evaluated
the polymorphic variant associated with the functional alteration of the XRCC1 gene,
considering that it directly influences the BRCT1 domain responsible for the interaction
with the BER protein cascade *** In a study by Gencer et al®*, the polymorphic
variable was more frequent in patients than in controls, where the genotypes AA and
GA had a greater influence on the risk for the development of Parkinson's disease. This
study suggests the XRCC1 (rs25487) polymorphism is associated with enzyme
modulation, suppression of repair capacity and a tendency to greater susceptibility to the
development of neuropathology.

Regarding the APE1l gene, studies have shown the Aspl48Glu variant is
associated with a deficiency in repair activity in some neurodegenerative diseases, like
amyotrophic lateral sclerosis (ALS) 3% Rao et al*® also postulated the APE1
(rs1130409) polymorphism could act indirectly in the oxidation of dopamine through
the enzymatic inactivation of APEL in DNA repair. Although in the present study, no
association was found between the polymorphism in the APE1 gene and the therapeutic
response to Levodopa and admitted the scarcity of studies evaluating different
populations and their variables does not allow an exact determination of the relationship
between APE1 (rs1130409) polymorphism and the progression of neurodegenerative

diseases.
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Conclusion
Our data evidence that the genetic variation in the XRCC1 gene influences the

progression of PD and the pharmacological response.
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Table 1. Distribution of the genotypic frequencies of the APE1 rs1130409 and XRCCL1 rs25487 gene
polymorphisms in patients treated with high and low doses of Levodopa.

Group | Group Il
Levodopa Levodopa x2 (P o *
Genotypes <600mg/day >600mg/day value) OR (95%C) P
n = 70(%) n=40 (%)
APE1 (rs1130409)
TIT 29 (20.3) 11 (4.4) 3.6 (0.1) Reference Reference
TIG 24 (16.8) 21 (8.4) 2.3(0.9-5.7) 0.11
G/IG 17 (11.9) 8(3.2) 1.2 (0.4-3.6) 0.94
T/G(;))G/G 41 (28.7) 29 (11. 2) 2.1(0.2) 1.8 (0.8-4.3) 0.20
XRCC1 (rs25487)
GIG 13 (9.1) 8(3.2) 0.8 (0.6) Reference Reference
G/IA 50 (35.0) 30 (12.0) 0.9 (0.3-2.6) 0.83
AIA 7(4.9) 2(0.8) 0.4 (.07-2.8) 0.67
G/'?(;)')A‘/A 57 (39.9) 32 (12.8) 0.03 (0.9) 0.9 (0.3-2.4) 0.94

Abbreviations: * - Chi-square test; OR — odds ratio; CI — confidence interval; P* - P value of the odds

ratio.
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Table 2. Univariate analyzes of the ratio of APE1 rs1130409 and XRCC1 rs25487 on the occurrence of motor fluctuation, dyskinesia and visual hallucination in patients
with Parkinson’s disease.

Motor Fluctuation p* OR Dyskinesia p* OR Visual Hallucinations ~ P* OR
Al (95%Cl) (95%Cl) (95%Cl)
Present Absent Present Absent Present Absent
110 48 62 16 94 9 101
rs1130409
TIT (%) ( 4190) 14 (6.72) 26 (16.1) 0.1  Reference 5(0.8) 35(329) 038 Reference 4(0.36) 36(36.3) 0.6 Reference
45 2.3 1.2 0.8
TIG (%) (49.5) 25(12.0) 20 (12.4) (0955) 7(1.12) 38(35.7) (03-4.4) 4(0.36) 41 (41.4) (02:37)
25 1.0 1.3 0.3
G/G (%) (27.5) 9(4.32) 16 (9.92) (0.3-2.9) 4(0.64) 21(19.7) (0.3-5.5) 1(0.09) 24(24.2) (0.03-3.5)
TIG + GIG 70 1.7 1.3 0.6
(%) (77.0) 34 (16.3) 36 (22.3) 0.1 (0.7-3.9) 11(1.76) 59 (55.4) 0.8 (0.4-4.0) 5(0.45) 65(65.6) 0.5 (0.1-2.7)
rs25487
GIG (%) 21 9(4.32) 12 (7.44) 0.3 Reference 2(0.32) 19(17.8) 0.2 Reference 3(0.27) 18(18.1) 04 Reference
(23.1)
80 11 2.0 0.4
0,
GIA (%) (88.0) 37(17.7)  43(3.01) (0.4:3.0) 14 (2.24) 66 (2.64) (0.4.9.6) 5(0.45) 75 (75.7) (0.08-1.8)
AA (%) 9(99) 2(096)  7(4.34) (0_0%?2.2) 0 9 (8.46) NT 1(0.09) 8 (8.08) (0_0%78_3)
G/A+A/A 89 1.0 1.7 0.4
(%) (97.9) 39 (18.7) 50 (31.0) 0.8 (0.32.7) 14 (2.24) 75(70.5) 0.7 (0.3-8.4) 6(0.36) 83(83.8) 0.2 (0.09-1.8)

Abbreviations: OR, odds ratio; CI, confidence interval; P* - p value; NT, not calculated.
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Table 3. Multiple Poisson regression model adjusted for patients treated with high or low doses of Levodopa and

clinical variables, polymorphisms APE1 rs1130409 and XRCC1 rs25487.

Prevalence Ratio 95% CI

Age 0.9 0.9-1.0
Gender (Male) 1.1 0.8-14
Levogopa_therapy 11 11-1.19

uration

HY 0.9 0.8-1.1

Motor fluctuation 1.7 1.3-2.2
Dyskinesia 1.2 0.9-1.6
Visual hallucinations 0.9 0.7-1.3

rs1130409
TIG 0.8 0.6-1.1
GIG 0.9 0.6-1.4
rs25487
G/A 0.7 0.5-0.9
AIA 15 1.0-2.2

p - value
0.56
0.47

0.001

0.87
0.001
0.08
0.80

0.39
0.87

0.022
0.028

Abbreviations: HY, Hoehn e Yahr scale; 95%ClI, 95% confidence interval.
Significant p-values are shown in bold (p < 0.05).
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