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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais frequente
no mundo, e € causada por uma destruicdo progressiva de neurdnios
dopaminérgicos na substancia nigra pars compacta (SNpc). Isto compromete o
equilibrio e vias de outros neurotransmissores (como acetilcolina, noradrenalina e
serotonina) e resulta no desenvolvimento de sintomas motores (bradicinesia, rigidez
muscular, tremor em repouso e perda de estabilidade postural) e nao-motores
(distarbios autonémicos, altera¢des do sono, depressao e deméncia). Nos neurbnios
também sdo observadas inclusdes citoplasmaticas de agregados de a-sinucleina
denominadas Corpusculos de Lewy (CL) que, juntamente com 0s sintomas motores
classicos, determinam o diagnostico patognoménico da DP. Alteracbes genéticas
foram identificadas como responsaveis por cerca de 10% dos casos, relacionadas
principalmente com a producédo de a-sinucleina defeituosa, disfuncdes mitocondriais
e falhas na execucdo de processos autofagicos. Entretanto, a causa da destruicdo
neuronal para os demais casos ainda permanece desconhecida e indicios sugerem
a acdo de multiplos fatores. O estresse oxidativo/nitrosativo (EO/EN) desempenha
um papel singular no desenvolvimento da doenca por estar envolvido na formacao
de CL, no dano mitocondrial e na neuroinflamacao, resultando em dano crénico a
importantes biomoléculas. Apesar do seu papel ser extensivamente estudado na DP,
alteracdes genéticas de elementos que possam modular favoravelmente o EO/EN
ainda ndo sdo completamente conhecidas. Considerando isso, foram selecionados
polimorfismos genéticos que poderiam influenciar o equilibrio redox e a inflamacgéo
para um quadro pré-oxidativo/nitrosativo. Assim, os objetivos deste trabalho foram
identificar a distribuicdo dos genétipos dos polimorfismos -94 ATTG ins/del NFKB1
(rs28362491); c.*126G>A NFKBIA (rs696); e c.47C>T MnSOD (rs4880) em
individuos com DP e sujeitos livres de doenca; avaliar os biomarcadores de EO/EN:
hidroperoxidos lipidicos (LOOH), produtos avancados de oxidagdo proteica (AOPP),
metabdlitos do o6xido nitrico (NOx), grupamentos sulfidrila (SH), atividade da
paraoxonase-1 (PON-1), capacidade total antioxidante (TRAP), e os biomarcadores
bioquimicos: colesterol total (CT), triglicerideos (TG), e lipoproteinas de alta e baixa
densidade (HDL e LDL, respectivamente) em todos os participantes; e avaliar
possiveis associacdes entre os polimorfismos genéticos e o0s biomarcadores
bioguimicos e de EO/EN. 110 individuos foram convidados a participarem do estudo,
sendo 55 na composi¢cao do grupo caso e 55 para a composi¢ao do grupo controle.
Todos os polimorfismos foram avaliados nos modelos genéticos codominante (AA X
Aa x aa), dominante (AA x Aa + aa) e recessivo (aa x AA + Aa). A distribuicdo dos
polimorfismos, nos trés modelos genéticos foi semelhante entre os grupos. No grupo
caso, o gendtipo del/del do polimorfismo NFkB1 foi associado a niveis elevados de
LOOH no modelo dominante e niveis elevados de SH no modelo codominante. No
polimorfismo NFKBIA, niveis elevados de NOx foram associados ao genétipo GA no
modelo codominante, e a combinacdo genotipica AA + GA, no modelo recessivo.
N&o foi observada diferenca na distribuicdo dos biomarcadores de EO/EN em



relacdo aos genotipos/modelos avaliados no polimorfismo MnSOD. Entre os grupos,
niveis elevados de LOOH e reduzidos de NOx foram observados no grupo caso,
reforcando o possivel envolvimento do EO/EN na DP. Desta forma, é possivel
concluir que a identificacdo de alteracdes genéticas de elementos envolvidos na
inflamacdo e EO/EN pode representar um potencial foco na elucidacéo da etiologia
da doenca.

Palavras-chave: doenca de Parkinson; estresse oxidativo; polimorfismo genético;
NF-kappa B; superdxido dismutase
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ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the world’s second most common neurodegenerative
disease, and it is caused by the progressive destruction of dopaminergic neurons in
the substance nigra pars compacta (SNpc). This compromises the balance and
pathways of other neurotransmitters (such as acetylcholine, norepinephrine and
serotonin) and results in the development of motor (bradykinesia, muscle stiffness,
tremor at rest and loss of postural stability) and non-motor symptoms (autonomic
disorders, sleep disturbances), depression and dementia). In neurons, cytoplasmic
inclusions of a-synuclein aggregates called Lewy Bodies (LB) are also observed,
which, along with classic motor symptoms, determine the pathognomonic diagnosis
of PD. Genetic alterations were identified as responsible for around 10% of cases,
mainly associated with production of defective a-synuclein, mitochondrial
dysfunctions and failures in the execution of autophagic processes. However, the
cause of neuronal destruction for the remaining cases is still unknown and evidence
suggests the action of multiple factors. Oxidative/nitrosative stress (OS/NS) plays a
unique role in the development of the disease as it is involved in the formation of CL,
mitochondrial damage and neuroinflammation, resulting in chronic damage to
important biomolecules. Despite its role being extensively studied in PD, genetic
alterations of elements that can favorably modulate OS/NS are not yet fully
understood. Considering this, genetic polymorphisms were selected that could
influence redox balance and inflammation towards a pro-oxidative/nitrosative
condition. Thus, the objectives of this work were to identify the distribution of the
genotypes of the -94 ATTG ins/del NFkB1 (rs28362491); ¢.*126G> NFKBIA (rs696);
and c.47C> T MnSOD (rs4880) genetic polymorphisms in individuals with PD and
subjects free of disease; evaluate OS/NS biomarkers: lipid hydroperoxides (LOOH),
advanced protein oxidation products (AOPP), nitric oxide metabolites (NOXx),
sulfhydryl groups (SH), paraoxonase-1 (PON-1) activity, total capacity antioxidant
(TRAP), and biochemical biomarkers: total cholesterol (TC), triglycerides (TG), and
high and low density lipoproteins (HDL and LDL, respectively) in all participants; and
to evaluate possible associations among the genetic polymorphisms and the
biochemical and OS/NS biomarkers. 110 individuals were invited to participate in the
study, 55 in the composition of the case group and 55 in the composition of the
control group. All polymorphisms were evaluated in the codominant (AA x Aa X aa),
dominant (AA x Aa + aa) and recessive (aa x AA + Aa) genetic models. The
distribution of polymorphisms in the three genetic models was similar between
groups. In the case group, the del/del genotype of the NFkB1 polymorphism was
associated with higher LOOH levels In the dominant model and higher SH levels in
the codominant model. In the NFKBIA polymorphism, higher NOx levels were
associated with the GA genotype in the codominant model, and with the genotypic
combination AA + GA, in the recessive model. No differences were observed in the
distribution of OS/NS biomarkers regarding the genotypes/models evaluated in the
MnSOD polymorphism. Between groups, increased LOOH levels and reduced NOx



levels were observed in the case group, reinforcing the possible involvement of
OS/NS in PD. Thus, it is possible to conclude that the identification of genetic
alterations of elements involved in inflammation and OS/NS could represent a
potential focus on elucidating the disease etiology.

Key-words: Parkinson disease; oxidative stress; polymorphism, genetic; NF-kappa
B; superoxide dismutase
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1 INTRODUCAO

1.1 Doencade Parkinson

A doenca de Parkinson (DP), originalmente descrita por James Parkinson em 1817
como uma “paralisia agitante” (PARKINSON, 1817), é a segunda doenca neurodegenerativa
mais comum, sendo a doenca de Alzheimer a primeira. A doencga afeta 1-2% de individuos
com 55-65 anos e as chances aumentam com o avango da idade, chegando a atingir 3,5%
das pessoas com idade acima de 85 anos (TAN et al., 2019). De acordo com Dorsey et al.
(2016), a doenca afeta aproximadamente seis milhdes de pessoas no mundo todo. No
Brasil, estima-se que 200 mil pessoas tenham a DP, mas por ndo ser uma doenca de
notificagdo compulsoria, € possivel que esse nimero seja consideravelmente maior. Além
disso, estudos sugerem que até o ano de 2030 a prevaléncia da doenga ir4 crescer mais
que o dobro (BOVOLENTA et al., 2016, DORSEY et al., 2007). A DP é mais frequente em
homens do que mulheres, estudos sugerem que o estrégeno atue como um possivel fator
neuroprotetor por meio de mecanismos anti-inflamatdrios, antioxidantes e antiapoptéticos
(MEONI, MACEROLLO & MORO, 2020).

A DP é uma doenca complexa, caracterizada principalmente pela destruicdo crénica
de neurbnios dopaminérgicos na substancia nigra pars compacta (SNpc), progressivamente
diminuindo os niveis de dopamina (DA) resultando em perda do controle motor (TAN et al.,
2019). Isto resulta no desenvolvimento de sintomas motores, sendo 0s principais a
diminuicdo dos movimentos voluntarios (bradicinesia), rigidez muscular, instabilidade
postural e tremor em repouso (VARADI, 2020). Além disso, varios sintomas n&o-motores
também estdo presentes como distarbios gastrointestinais e urinarios, perda de olfato
(hiposmia), alteracdes cognitivas, insbnia, depressdo e deméncia (CHENG & SU, 2020),
supostamente como consequéncia do comprometimento de outras vias de
neurotransmissores, como o colinérgico, noradrenérgico e serotoninérgico (DEL-REY et al.,
2018).

Uma caracteristica determinante na doenca é a presenca de inclusdes neuronais
citoplasméticas denominadas Corpusculos de Lewy (CL), que sdo constituidos por acimulo
da proteina a-sinucleina. Os CL s&do achados neuropatoldgicos classicos da DP, apesar de
também estarem relacionados com outras doengas, como a Deméncia por Corpos de Lewy
e Atrofia de Mltiplos Sistemas, também chamadas de sinucleinopatias (GOMEZ-BENITO et
al., 2020). A a-sinucleina € uma proteina constituida de 140 aminoacidos, codificada pelo

gene SNCA, presente em abundancia em compartimentos pré-sinapticos, onde
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desempenha seu papel fisiolégico na regulacdo de vesiculas de neurotransmissores
(LAMONACA & VOLTA, 2020). A proteina normalmente esté presente nas células na forma
monomérica, mas possui capacidade de autoconstrucdo, e alteracbes genéticas podem
favorecer a a-sinucleina a assumir formas oligoméricas e gerar grandes agregados
insolaveis, promovendo a formacédo dos CL (HOENEN et al., 2016). Além disso, sabe-se que
a a-sinucleina pode se ligar a lipideos, o que permite sua interacdo com membranas e
organelas. Esta interacdo pode comprometer a integridade e funcionamento normais destas
estruturas e resultar na morte celular, o que explica seu importante papel no processo
fisiopatologico da doenca (LINDHOLM et al, 2016). A o-sinucleina € normalmente
degradada por sistemas de depuragdo proteicas, como autofagia lisossomal ou sistema
ubiquitina-proteassoma. As alteragfes na conformacdo da a-sinucleina, bem como defeitos
nesses sistemas regulatérios sao alguns dos fatores responsaveis pelo acumulo dos citados
agregados insolUveis nos neurdnios dopaminérgicos, que desempenham papel crucial nos
eventos envolvidos no desenvolvimento da doenga (LINDHOLM et al., 2016; BLESA et al.,
2015).

Além de se acumular, a a-sinucleina também pode ser secretada no meio
extracelular e desencadear respostas inflamatérias ao ser reconhecida por células da glia
(CAPLAN & MAGUIRE-ZEISS, 2018). As células da glia, constituidas principalmente por
oligondendrdcitos, astrécitos e microglia, sdo as representantes imunoldgicas no sistema
nervoso central (SNC), sendo a microglia considerada a principal controladora da imunidade
inata neste ambiente (ILLES et al., 2020). Em seu estado inativo, estas células apresentam
morfologia filamentosa que se estendem e se contraem, vigiando o ambiente, e na presenca
de diversos estimulos, como residuos de bactérias, virus, fungos, proteinas enddgenas
anormais, citocinas e quimiocinas, essas células sdo ativadas e assumem uma conformagao
amebodide, conferindo-lhes maior capacidade fagocitica, além de secretarem moléculas pro-
inflamatérias como interleucinas, quimiocinas e espécies reativas de oxigénio/nitrogénio
(ERO/ERN) (GUZMAN-MARTINEZ et al., 2019; ILLES et al., 2020). As células da micréglia
também secretam citocinas imunosupressoras e anti-inflamatérias como interleucina 4 (IL-
4), interleucina 10 (IL-10) e fator de crescimento transformante-beta (TGF-B), para controlar
a inflamacgé&o e promover reparacgédo celular (KEMPURAJ et al., 2016). Estas respostas pro e
anti-inflamatérias da micréglia foram caracterizados como fendtipos M1 e M2,
respectivamente (CAPLAN & MAGUIRE-ZEISS, 2018), e o desequilibrio entre eles pode
resultar em um quadro pro-inflamatério crénico, observado na DP e em outras doencgas
neurodegenerativas (KEMPURAJ et al., 2016).

O fator nuclear kappa B (NF-kB) € uma familia de fatores de transcricdo capazes de

controlar a expressdao de proteinas que regulam diversas respostas celulares:
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proinflamatorias, imunoldgicas, proliferativas e apoptéticas. A familia de fatores é constituida
por homo e heterodimeros de cinco diferentes proteinas: RelA (p65), RelB, c-Rel, p105/p50
(NFkB1) e p100/p52 (NFkB2). Todas as proteinas NF-kB contém um dominio Rel homdélogo
(Rel homology domain - RHD), que I|hes confere a capacidade de dimerizagéo,
reconhecimento e ligacdo com o &cido desoxirribonucléico (DNA). Os dois heterodimeros
mais estudados sdo o p50/p65 (ou NFkB1/RelA), envolvido na ativacdo canbnica do NF-kB,
e o0 p52/RelB (NFkB2/RelB), envolvido na ativacdo ndo-canbnica (KURUTAS, 2016).

Por ser um fator de resposta rapida, o NF-kB permanece em estado inativo no
citoplasma das células enquanto estiver associado as proteinas inibitérias de kB (IkB). A
presenca de estimulos indutores como ERO/ERN, citocinas, patdgenos e moléculas
associadas a dano celular, ativam as quinases de IkB (inhibitor of kB kinase - IkK), que
realizam a ativacdo dos dimeros de NF-kB. Na via candnica, a IkK realiza a fosforilagdo do
complexo IkB-p65/p105, degradando IkB e convertendo p105 em p50 (NFkB1), gerando
p65/p50, dimero ativo de NF-kB. Ja na via ndo candnica, IkKa atua na fosforilagdo do
complexo pl100/RelB, realizando a conversédo de pl00 em p52, gerando p52/RelB, outro
dimero ativo de NF-kB (SIVANDZADEA et al., 2019). Independente da via de ativacao, o
NF-kB rapidamente transloca-se para o nucleo, onde se liga a sequéncias especificas de
DNA e promove a transcricdo e expressao de citocinas, quimiocinas e outras proteinas
proinflamatérias, como interleucina-1 beta (IL-1B), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a),
oxido nitrico sintase induzivel (INOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2), que, liberadas pela
microglia, resultam na propagacdo da neuroinflamacdo. Apesar de ser um mecanismo
normalmente de neuroprotecdo contra patdgenos e outras ameacgas, a neuroinflamacéo
persistente favorece o acimulo de danos aos neurdnios, sendo um importante mecanismo
na fisiopatologia da DP (WAHAB et al., 2019).

Canonical NF-kB signaling pathway Non-canonical NF-xB signaling pathway
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Figura 1: Representacdo simplificada das vias candnica e ndo-candnica de ativacdo do NF-
kB (adaptado de ESPIN-PALAZON & TRAVER, 2016)

A mitocOndria € a organela responsavel por produzir energia para suprir todas as

necessidades metabdlicas celulares. Isto acontece através da fosforilagdo oxidativa, um
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complexo processo em que a mitocondria usa de seus complexos enziméticos estruturais e
da energia liberada da oxidacdo de nutrientes para produzir moléculas de adenosina
trifosfato ou ATP (BLESA et al., 2015). Os complexos enziméaticos | a V compdem a cadeia
transportadora de elétrons (CTE), e a transferéncia de elétrons para o oxigénio (O,) ocorre
naturalmente nos Complexos | e Ill, produzindo anions superéxido ("O,"), um metabdlito
comum deste processo. A mitocbndria, por sua vez, dispbe de mecanismos para se
defender e eliminar a ERO. Na primeira linha de defesa esta a enzima superoxido dismutase
(SOD), que possui a capacidade de transformar o "0, em peroxido de hidrogénio (H,O,).
Apesar do H,O, também ser considerada uma ERO, esta molécula é mais estavel e
apresenta menor ameaca do que a primeira, eliminada posteriormente por outros
mecanismos (TRIST, HARE & DOUBLE, 2019).

A SOD é uma familia de enzimas que, apesar de desempenharem a mesma funcao,
possuem trés isoformas diferentes: SOD 1, 2 e 3. A capacidade das SOD ¢é derivada dos
metais de transicdo existentes em seus sitios ativos. As SOD1 e SOD3 séo cobre-zinco
dependentes (CuzZnSOD), enquanto a SOD2 ¢é manganés-dependente (MnSOD)
(KURUTAS, 2016). A SOD1 é mais comumente observada no citosol (e em menores
gquantidades entre as membranas da mitocéndria), e a SOD3 normalmente se encontra fora
da célula, sendo também chamada de SOD extracelular. A MnSOD é encontrada
exclusivamente na matriz mitocondrial, sendo fundamental na neutralizagdo das ERO/ERN
constantemente produzidas pela CTE (HOLLEY et al., 2011). Distdrbios mitocondriais tém
sido frequentemente associados com a patogénese da DP e se manifestam principalmente
como diminuigdo da atividade da CTE, mutagbes no DNA mitocondrial, desequilibrio nos
metabolismos de ferro e calcio, alteracdes na permeabilidade de membranas e acumulo de
ERO/ERN (LINDHOLM et al., 2015; TRIST, HARE & DOUBLE, 2019).

~ SOD1
— H ,0, Intermembrane

H* space

'_§+ o993 g rreefirrres
13668 348 v 1S v _

NADH NAD* FADH FADH 2 O, H,0 ADPH'ATP

SOD2
Di » H,0,

Figura 2: Acdo da SOD1 e SOD2 na converséo de "O;" a H,O, no espago intermembrana e

matriz mitocondrial, respectivamente (adaptado de LI et al., 2013).
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1.2 Estresse oxidativo e nitrosativo

A producédo e acumulo de ERO/ERN na SNpc é um fator de extrema relevancia na
DP e ndo estd associado apenas com distarbios mitocondriais, mas também com
praticamente todos elementos envolvidos no processo de neurodegeneracdo da doenca. A
formacdo de ERO/ERN é fisiolégica em organismos aerObicos, presente em processos
como producdo energética, fagocitose, sinalizacdo, entre outros (KIM et al., 2015). As
ERO/ERN s&o moléculas derivadas do metabolismo do oxigénio e nitrogénio, altamente
reativas, podendo apresentar um elétron desemparelhado (espécies radicalares) ou nao
(espécies nao radicalares). As principais espécies radicalares sao o ~O,", o radical hidroxila
(OH") e radicais lipoperoxila (LOO®), enquanto as principais espécies nao radicalares
englobam o H,0,, o éxido nitrico (NO), peroxinitrito (ONOO~) e hidroperédxidos lipidicos
(LOOH) (GANDHI & ABRAMOV, 2012; ULLAH et al., 2019). As ERO/ERN, por serem
altamente reativas, podem ameacar a homeostase celular caso ndo sejam controladas.
Desta forma, o organismo dispde de mecanismos antioxidantes que sdo capazes de
neutralizar essas moléculas ao estabilizarem seu elétron desemparelhado ou transforma-las
em moléculas estaveis e indcuas. Os mecanismos antioxidantes sao classificados de acordo
com sua forma de atuacdo, sendo normalmente enzimaticos e ndo enzimaticos. As
principais enzimas sdo a SOD, catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GPx) e as
paraoxonases (PON). A SOD transforma o O, em H,O,, que pode ser ainda convertido em
H,O pela acao da GPx, ou em H,O e O, pela acdo da CAT. A PON-1 é uma enzima
associada a particula de HDL, que atua impedindo que lipideos, como os de membrana
celular e os associados a LDL, sejam alvo das ERO/ERN, evitando assim a ativacdo de vias
proinflamatérias (LEVY, REICHERT & BYDLOWSKI, 2019). Por outro lado, as vitaminas C e
E, o &cido urico (AU) e os grupamentos sulfidrila (SH) constituem os principais mecanismos

antioxidantes ndo-enzimaticos (KIM et al., 2015).
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Figura 3: Elementos e processos envolvidos na producdo e neutralizacdo de ERO/ERN
(adaptado de KIM et al., 2015).
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A manutencdo dos ERO/ERN em niveis controlados é definido como equilibrio redox.
Quando as espécies reativas sdo produzidas em excesso, ou quando a capacidade dos
sistemas antioxidantes est4 depletada, ou caso ambas condicbes acontecam
simultaneamente, as ERO/ERN em excesso ficam descontroladas e em desequilibrio,
substituindo o quadro de equilibrio redox pelo denominado estresse oxidativo/nitrosativo
(EO/EN), resultando em danos a biomoléculas importantes como DNA, lipideos e proteinas
(REKATSINA et al., 2020). Os produtos oxidados/nitrosados resultantes diminuem atividade
biolégica, que conduzem a desregulacdo metabdlica e alteracbes em sinalizacao,
importantes no desenvolvimento de diversas doengas (ULLAH et al., 2019). Na DP, o
EO/EN é um fator muito importante, pois esta envolvido direta e indiretamente com os
diversos processos patogénicos ja citados, como acumulo da a-sinucleina, formagéo dos CL
(JESKO et al., 2019), estimulo e propagacdo da neuroinflamacdo (GUZMAN-MARTINEZ et
al., 2019), disfuncé@o mitocondrial (STANGA et al., 2020), além de outros como desregulacdo
do metabolismo do ferro e oxidag&o da dopamina (TRIST, HARE & DOUBLE, 2019).

1.3 Genética

Ao longo dos anos, mutagdes em varios genes foram associados, de alguma forma,
ao desenvolvimento da DP. Essas alteracGes genéticas representam aproximadamente 10%
de todos o0s casos e sdo chamados como forma familiar ou de heranga
monogénica/Mendeliana da doenca (HERNANDES, REED & SINGLETON, 2016), enquanto
os demais 90% sdo denominados idiopaticos, esporadicos ou de heranga ndo-Mendeliana.
Mutagbes em seis genes foram identificadas como as principais responsaveis pela forma
monogénica da DP, sendo as dos genes SNCA (PARK1) e LRRK2 (PARKS8) de heranca
autossbmica dominante, enquanto as mutagbes dos genes Parkin (PARK2), PINK-1
(PARKS6), ATPasel3A2 (PARK9) e DJ-1 (PARK7) sdo de heranca autossdmica recessiva
(ANTHONY et al., 2013).

Apesar de mutagfes especificas terem sido associadas diretamente com a doenca,
pouco se sabe sobre outros elementos que possam influencia-la indiretamente, ao modular
processos relacionados a fisiopatologia da doenca como a neuroinflamacdo e o EO/EN.
Polimorfismos genéticos sdo os tipos mais comuns de variacdo genética em humanos, pois
estdo presentes em mais de 1% da populacdo, ndo necessariamente associados a um
doenca especifica, enquanto mutacbes ocorrem em frequéncias muito baixas, em um
namero restrito de individuos, e estdo comumente relacionadas a alguma doenca genética
(CHIARELLA et al., ). Os polimorfismos podem ser resultado de uma ou mais alteracées de

nucleotideos, sendo a substituicdo de nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphism -
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SNP) o tipo de polimorfismo mais frequente que existe, ocorrendo um a cada 1.000 pares de
base (pb) no genoma humano, podendo aparecer em regides importantes, sejam elas
codificantes (resultando na producéo proteina alterada) ou nao-codificantes (interferindo na
regulacdo da expressao génica) (KARKI et al., 2015).

Alteracdes genéticas que interfram na expressdo de agentes como o NF-kB,
elemento chave na transcricdo de citocinas e na ativacdo de diversas vias inflamatérias,
poderiam facilitar o estabelecimento de um quadro proinflamatério. No gene NFkB1, regido
que codifica a proteina pl05/p50, sabe-se de um polimorfismo genético em que ha a
possibilidade de delecdo de quatro pb na posi¢éo -94 do gene, também conhecido como -94
ATTG ins/del NFkB1 (rs28362491). A delecdo da sequéncia ATTG resultaria em uma perda
na capacidade do NFkB de se ligar a proteinas nucleares, reduzindo a atividade de
transcricdo mediada por p50 (WANG et al., 2015). Outro exemplo é um polimorfismo
presente no gene NFKBIA, regido que codifica o IkB. Neste gene, ha uma possivel
substituicdo de uma Guanina (G) por uma Adenina (A), e esta troca resulta na expresséo
diminuida do inibidor, permitindo que dimeros de NF-kB fiqguem desassociados e livres para
atuar por mais tempo (SIMONIAN et al., 2018). Alternativamente, um polimorfismo favoravel
ao desenvolvimento do EO/EN é a substituicdo de uma Citosina (C) por uma Timina (T) na
posicdo 47 no gene MnSOD, cuja troca interfere no transporte desta entre as membranas
mitocondriais. A presen¢a de C traduz a inser¢cdo de um aminoacido Alanina na proteina
final, enquanto a substituicdo por um T resulta na inser¢cdo de um aminoacido Valina. A
enzima que apresenta o alelo variante T (Valina) ndo consegue alcancar a matriz
mitocondrial adequadamente e, livre da acdo da MnSOD, o ~ O, produzido durante a
respiragdo celular pode interagir com outras estruturas, com consequente dano a

biomoléculas e, possivelmente, levando a disfuncdo mitocondrial (BRESCIANI et al., 2013).

1.4 Tratamento
1.4.1 Tratamento medicamentoso

Uma vez que se compreendeu que a DP é consequéncia da perda dos neurdnios
produtores de dopamina, o tratamento da doenca inicialmente teve como foco principal
corrigir o déficit desse neurotransmissor. A introducdo da levodopa, droga precursora da
dopamina, revolucionou o tratamento da doenca, ao aliviar o tremor em repouso, a
bradicinesia e os disturbios de marcha e equilibrio, considerados sintomas motores cardinais
da doenca (SMITH et al., 2012). Por mais de cinquenta anos, a levodopa permaneceu como
tratamento de padrdo-ouro para a DP e outros parkinsonismos, e praticamente todos os

pacientes parkinsonianos precisardo ser tratados com este agente (POEWE et al., 2017).
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Por ser uma pré-droga ou droga precursora, a levodopa precisa ser convertida em dopamina
para desempenhar seu papel. Entretanto, se administrada isoladamente, a levodopa é
convertida por enzimas dopamina-descarboxilase na periferia e pode ser metabolizada
antes mesmo de atravessar a barreira hematoencefélica (BHE). Desta forma, a levodopa é
normalmente administrada em associacdo com um inibidor de dopamina-descarboxilase,
sendo os mais comuns a benserazida e a carbidopa. Estes possuem propriedades fisico-
guimicas que impedem sua passagem pela BHE, garantindo que a converséo de levodopa a
dopamina ndo seja inibida no SNC, somente na periferia (KRAUR & BRACHER, 2018). Além
disso, ao bloguearem a conversao periférica da levodopa, estes inibidores auxiliam
minimizando efeitos colaterais do tratamento como distUrbios gastrointestinais e vasculares
(WILLIS, 2013). Ainda assim, o uso prolongado da droga possui efeitos colaterais que
acompanham a evolucdo da doenca, como a flutuagbes da resposta motora e discinesias
(POEWE et al., 2017).

Desta forma, outros medicamentos séo utilizados no tratamento, complementando a
acao da levodopa, aumentando a biodisponibilidade de dopamina ou até mesmo atenuando
possiveis efeitos colaterais. Os agonistas dopaminérgicos sao drogas que mimetizam a
acao do neurotransmissor por se ligarem aos receptores de dopamina, como a amantadina,
o pramipexol e a apomorfina. Diferentemente da levodopa, estes compostos ndo necessitam
ser convertidos em compostos bioativos e seus efeitos sdo independentes do metabolismo
da dopamina, diminuindo consideravelmente a incidéncia de discinesia. Entretanto, seus
efeitso sdo menos potentes que os da levodopa, e ainda podem desencadear Transtornos
do Controle do Impulso, resultando em comportamentos compulsivos como ludomania,
hiperfagia e hiperatividade sexual (POEWE et al., 2017; KIM, JEON & JENNER, 2017).
Dentre todos, a amantadina € um dos medicamentos mais eficazes para o controle da
flutuagdo dos sintomas motores e da discinesia resultantes do tratamento com a levodopa
(ARMSTRONG & OKUN, 2020).

A Monoamino oxidase B (MAO-B) € uma enzima presente na membrana mitocondrial
externa de células do SNC. Esta enzima desempenha papel chave na patogénese da
doenca, pois atua no processo de degradacdo oxidativa da dopamina, produzindo grandes
niveis de ERO/ERN e propagando o EO/EN (KINCSES & VECSEI, 2011). Assim, o uso de
inibidores da MAO-B é uma abordagem terapéutica bastante utilizada por aumentarem a
vida (til da dopamina nos neurbnios e reduzirem o dano oxidativo derivado de sua
degradacao. Os inibidores de MAO-B, como a rasagilina, aumentam e prolongam os efeitos
de manutencao motora da levodopa, de forma que a administracdo destes dois farmacos em
conjunto € uma pratica terapéutica comum (KIM, JEON & JENNER, 2017). Além da MAO-B,

outro grupo enzimatico de interesse séo as catecol-O-metil transferases (COMT), que atuam
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na degradacdo da levodopa. Inibidores da COMT, como o0 entacapone, reduzem o
metabolismo da levodopa a 3-O-metildopa na periferia, aumentando a biodisponibilidade da
droga precursora para o SNC e estendendo ainda mais a duracéo de seus efeitos (SMITH et
al., 2012).

1.4.2 Tratamento ndo-medicamentoso

A estimulacao cerebral profunda (Deep Brain Stimulation - DBS) é um procedimento
efetivo para o tratamento da DP, em alguns casos especificos. A DBS envolve o implante de
eletrodos, uni ou bilateralmente, no nucleo subtaldmico ou no globo palido interno, que sao
conectados a um gerador de pulsos, semelhante a um marcapasso. Os eletrodos séo
programados para promover uma modulacao da atividade neuronal por meio da estimulacao
da area cerebral alvo de maneira especifica, de forma a aliviar as flutuagbes motoras que
persistem mesmo com o tratamento farmacolégico adequado, como tremores e discinesias
(ARMSTRONG & OKUN, 2020). Infelizmente nem todas as formas clinicas da DP
respondem ao DBS, de forma que rigorosos critérios de inclusdo e exclusdo devem ser
seguidos. O tratamento e manutencao dessa terapia é realizado por equipe multiprofissional,
com envolvimento de neurologistas, neurocirurgides e psicoterapeutas, que avaliam a
qualidade dos estimulos e a adaptacéo constante dos pacientes WILLIS, 2013).

Outra intervencgédo terapéutica ndo-farmacolégica muito explorada € a fisioterapia. A
fisioterapia aplica uma abordagem que busca restaurar e maximizar a qualidade do controle
motor dos pacientes e, consequentemente, manter sua independéncia funcional. A pratica
de exercicios fisicos € uma das interven¢des mais comuns e esta associada a melhora de
habilidades motoras como destreza da marcha, coordenacéo, trocas posturais e equilibrio,
além da diminuicdo da deterioracéo funcional e redugéo da progressdo da doenca (BOUCA-
MACHADO et al.,, 2019; CHENG & SU, 2020). Além disso, estudos apontam que o
treinamento fisico possui propriedades neuromoduladoras por estar associado a maior
expressao de fatores neurotroficos pelo cérebro e pelas células da glia, promovendo o
estabelecimento de novas vias de sinaliza¢do, novas sinapses, Novos vasos sanguineos e
até novos neurdnios (PALASZ et al., 2019).

1.5 Justificativa

Uma vez que os dados na literatura sobre a relacdo dos polimorfismos genéticos - 94
ATTG ins/del NFkB1, c.*126G>A NFkBIA e c.47C>T MnSOD com o EO/EN na DP séo
insuficientes ou conflitantes, a obtencdo de novas informacdes para expandir o

entendimento de possiveis fatores no desenvolvimento da doenca justificam este trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar a frequéncia dos polimorfismos genéticos -94 ATTG ins/del NFkB1

(rs28362491), ¢.*126G>A, NFKBIA (rs696) e c.47C>T MnSOD (rs4880), bem como avaliar a

relacdo de biomarcadores bioquimicos e de EO/EN em individuos com DP e em sujeitos

livres de doenca, de Londrina, Parana.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar dados sociodemograficos como idade, sexo e etnia em individuos com DP
(grupo caso) e sujeitos livres de doencga (grupo controle) da regido de Londrina;
Quantificar os parametros bioquimicos acido Urico, lipoproteinas de alta e baixa
densidade, triglicerideos e colesterol total dos individuos dos grupos caso e controle;
Quantificar os biomarcadores de EO/EN hidroperéxidos lipidicos, metabdlitos do
oxido nitrico, produtos avancados de oxidacdo proteica, capacidade antioxidante
total, grupamentos sulfidrila e atividade total da paraoxonase-1 dos individuos dos
grupos caso e controle;

Verificar a distribuicdo dos genotipos dos polimorfismos genéticos -94 ATTG ins/del
NFkB1 (rs28362491), c.*126G>A, NFKBIA (rs696) e c.47C>T MnSOD (rs4880), nos
modelos codominante, dominante e recessivo, nos individuos dos grupos caso e
controle;

Comparar os resultados dos parametros bioquimicos, de EO/EN e gendtipos entre os
individuos dos grupos caso e controle;

Analisar possiveis associa¢cdes dos polimorfismos genéticos com os biomarcadores

bioquimicos e de EO/EN nos individuos do grupo caso.
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3 METODOS

3.1 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da Universidade Estadual de Londrina/Hospital Universitario Regional Norte do
Parana, como previsto nos pareceres n.°1.819.877 do CEP e n.°1.872.067 da CONEP,
CAAE: 58604216.9.0000.5231. Todos os individuos foram convidados a participar
voluntariamente da pesquisa e informados, em detalhes, sobre o estudo a ser desenvolvido.
Apbs tomarem ciéncia do projeto e sendo plenamente esclarecidos, assinaram o termo de
consentimento (APENDICE ).

3.2 Amostragem

O estudo, de delineamento transversal do tipo caso-controle, foi desenvolvido por
amostra estimada em 31 individuos considerando a prevaléncia da DP de 2% e erro padréo
méximo de 5% (POURHOSEINGHOLI et al., 2013). Para composicao do grupo caso, foram
convidados 55 individuos atendidos no setor de Neurologia do Ambulatério de
Especialidades do Hospital Universitario (AEHU) e do Ambulatério de Fisioterapia
Especializada em DP da UEL, diagnosticados com DP segundo os critérios do banco de
cérebros da sociedade de Parkinson do Reino Unido (HUGHES et al., 1992). Os pacientes
ainda foram selecionados de acordo com o estadiamento da doenga, sendo incluidos
somente aqueles entre as fases 1 e 3 da escala de Hoehn e Yahr (GOETZ et al., 2004). O
grupo controle foi composto por 55 individuos clinicamente e laboratorialmente saudaveis
provenientes de diversas regides de Londrina como participantes de projetos de atividade
fisica em farmacias, mercados, igrejas, funcionarios da UEL, entre outros, e foram pareados
com os individuos do grupo caso considerando idade, sexo e etnia. Foram excluidos do
estudo sujeitos com comorbidades de carater inflamatoéria ou crénica (diabetes, doencas
autoimunes, céancer) e individuos que fizessem uso de suplementos antioxidantes, para

evitar interferéncias na interpretacdo dos parametros de EO/EN.
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3.3 Coleta e processamento de amostras

Foram coletados aproximadamente 28 mL de sangue por puncéo venosa, de todos
os voluntéarios apds jejum de 10h: 8 mL de sangue em tubos com vAacuo (vacutainer®)
contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) para a obtencdo da amostra de DNA para
a analise dos polimorfismos (leucécitos), e 20 mL de sangue em tubos com vacuo
(vacutainer®) sem anticoagulante para a avaliacdo dos biomarcadores de EO/EN e
bioguimicos (descritos com mais detalhes nos itens 3.6 e 3.7). Os tubos foram centrifugados
por 10 minutos a 3.000 rpm em centrifuga EVLAB®, (Londrina, PR, Brasil) e aliquotas de
soro foram armazenadas em freezer a -80°C (Kendro®, Asheville, NC, EUA) até o momento

das analises.

3.4 Extracdo de DNA e avaliagdo dos polimorfismos

O DNA gendmico foi obtido de leucocitos de amostras de sangue periférico dos
voluntarios por meio de uso de kit de extracdo BioPur® (Biometrix, Sdo José do Pinhais,
Parana, Brasil), de acordo com as instru¢des do fabricante. A determinacgéo da qualidade do
DNA extraido foi avaliada por leitura espectrofotométrica a 260 nm utilizando o equipamento
NanoDrop 2000c™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e a pureza do DNA
estimada pela razéo das leituras 260 nm/280 nm. Para cada amostra, em torno de 100 ng
de DNA foi amplificado por reagdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction -
PCR), utilizando aproximadamente 0,20 uM de primers de sequéncia especifica para cada
polimorfismo, 100 uM de dinucleotideos (ANTP), 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,),
tampédo de PCR 1X e 1 unidade (U) da enzima Taqg Polimerase (Invitrogen, Sdo Paulo). A
detecgdo dos gendtipos foi realizada por digestdo enzimatica dos fragmentos amplificados
pela técnica de polimorfismo de fragmento de restricdo (Restriction Fragment Length
Polymorphism - RFLP), utilizando endonucleases especificas para cada polimorfismo,

descritas com mais detalhes a seguir.

3.4.1 Polimorfismo genético -94 insercéo/delecdo ATTG NFkB1 (rs28362491)

Para este polimorfismo foram utilizados os primers sense: 5’- TGG GCA CAA GTC
GTT TAT GA -3’ e antisense: 5- CTG GAG CCG GTA GGG AAG -3'. Condicbes de
amplificacdo: desnaturacgdo inicial de 5 minutos a 95°C; 35 ciclos de 30 segundos a 95°C
para desnaturacdo, 30 segundos a 65°C para o anelamento e 30 segundos a 72°C para

extensdo; e 5 minutos a 72°C para a extensao final (adaptado de KOC et al., 2014). Para a
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avaliacado dos gendtipos foi utilizada 1 U da endonuclease PfIMI para a digestdo enzimética
dos fragmentos amplificados, incubados por 24 horas a 37°C. O alelo delecdo (del) gerou
um fragmento de 281 pb, enquanto o alelo com insercao (ins) de 4 pb, gerou um fragmento

com 285 pb e sofreu clivagem, produzindo dois fragmentos, um de 240 pb e outro de 45 pb.

3.4.2 Polimorfismo genético NFKBIA ¢.*126G>A (rs696)

Para este polimorfismo foram utilizados os primers sense: 5- GGC TGA AAG AAC
ATG GAC TTG -3’ e antisense: 5- GTA CAC CAT TTA CAG GGA GGG -3'. Condicdes de
amplificacdo: desnaturacdo inicial de 5 minutos a 95°C; 35 ciclos de 30 segundos a 95°C
para desnaturacdo, 30 segundos a 61°C para o anelamento e 40 segundos a 72°C para
extensdo; e 5 minutos a 72°C para a extensao final (adaptado de YENMIS et al., 2015 e
OLTULU et al., 2014). Para a avaliacdo dos genotipos foi utilizada 1 U da endonuclease
Haelll para a digestdo enzimatica de cada um dos fragmentos amplificados, incubados por
24 horas a 37°C. O alelo A gerou um fragmento de 424 pb, enquanto o alelo G sofreu
clivagem gerando dois fragmentos, um de 316 pb e outro de 108 pb.

3.4.3 Polimorfismo genético MnSOD c¢.47C>T (rs4880)

Foram utilizados os primers sense: 5- GCC CAG CCT GCG TAG ACG GTC CC -3'e
antisense: 5’- TGC CTG GAG CCC AGA TAC CCC AAG -3'. Condi¢cdes de amplificagéo:
desnaturagdo inicial de 5 minutos a 95°C; 35 ciclos de 30 segundos a 95°C para
desnaturagdo, 30 segundos a 66°C para o anelamento e 30 segundos a 72°C para
extensdo; e 5 minutos a 72°C para a extenséo final (adaptado de PALUDO et al., 2013).
Para a avaliagdo dos genotipos foi utilizada 1 U da endonuclease BsaW! para a digestdo
enzimatica dos fragmentos amplificados, incubados por 24 horas a 37°C. O alelo T sofreu
clivagem gerando dois fragmentos, um de 81 pb e outro de 30 pb, enquanto o alelo C gerou

um fragmento de 111 pb.

3.5 Biomarcadores de EO/EN

3.5.1 Hidroperoxidos lipidicos (LOOH)

A avaliacdo de LOOH foi realizada por técnica de quimioluminescéncia, em uma

adaptacdo da metodologia descrita por Gonzalez-Flecha et al. (1991) e Panis et al., (2012).

O t-butil sequestra um hidrogénio dos LOOH presentes na amostra, convertendo-os a um
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estado excitado, emitindo fétons, que foram detectados em lumindémetro Glomax (TD 20/20),
sob temperatura controlada (30°C), ao abrigo da luz para evitar interferéncias. O
equipamento realizou uma contagem/segundo por 60 minutos e os resultados foram

expressos em unidades relativas de luz (URL).

3.5.2 Produtos avancados de oxidacao proteica (AOPP)

Para a quantificacdo de AOPP no plasma utilizou-se o método descrito por
Hanasand et al. (2012), sendo um parametro de avaliagdo de oxidagdo de proteinas. A
leitura da reagéo foi realizada em leitora de microplacas da marca Perkin Elmer®, modelo
EnSpire (Waltham, MA, EUA) no comprimento de onda de 340 nm. A concentracdo de

AOPP foi expressa em uM de equivalente de cloramina T.

3.5.3 Metabdlitos do 6xido nitrico (NOx)

A determinacdo dos metabdlitos do NOx foi realizada pela técnica descrita por
Navarro-Gonzalvez et al. (1998). O método de deteccdo baseia-se na reducdo dos nitratos
da amostra a nitritos, mediada por reacdes de oxirreducdo ocorridas entre o0 nitrato e o
sistema cadimio-cobre dos reagentes, com posterior diazotacdo e deteccao colorimétrica do
azocomposto formado pela adicdo do reagente de Griess. Os NOx foram quantificados em
leitora de microplacas Perkin Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA), sendo as
leituras realizadas em 540 nm e os resultados expressos em uM de equivalente de nitrito de
sédio (NaNO,).

3.5.4 Capacidade antioxidante total plasmatica (TRAP)

Este teste avaliou, de forma inespecifica, a acdo dos antioxidantes presentes na
amostra, em uma adaptacdo do método descrito por Repetto et al. (1996). A técnica de
quimioluminescéncia foi realizada utilizando uma leitora de microplacas Victor X3, Perkin
Elmer®, (Waltham, MA, EUA) em um modo de contagem n&o coincidente por 25 minutos e
uma faixa de resposta entre 300 a 620 nm com temperatura controlada no aparelho a 30°C.
Os resultados foram expressos em uM de equivalente de Trolox (analogo hidrossoltvel da
vitamina E). No ARTIGO 1 (item 4.1), os resultados do TRAP foram corrigidos pelos niveis
séricos de AU (TRAP/AU). Por constituir um dos principais componentes antioxidantes
plasméticos, o AU poderia mascarar o resultado do TRAP, de forma que ao ser corrigido

obtém-se uma avaliacdo melhor dos demais antioxidantes presentes.
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3.5.5 Grupamentos sulfidrila (SH)

A quantificacdo dos grupamentos SH foi realizado utilizando o método descrito
previamente por Hu (1994) e adaptado para microplaca por Taylan e Resmi (2010). O
método baseia-se na reacdo do acido 5,5-ditiobis 2-nitrobenzdico (DTNB) com os
grupamentos SH presentes ha amostra, sejam eles dereivados de proteinas ou compostos
nao-proteicos. A leitura da reacdo foi feita em leitora de microplacas da marca Perkin
Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) em comprimento de onda de 412 nm. Os

resultados foram expressos em UM de equivalente de GSH.

3.5.6 Atividade enzimética total da paraoxonase 1 (PON-1)

A atividade total da PON-1 foi determinada pela formacéo de hidrélise do fenil-
acetato baseado na metodologia descrita por Richter, Jarvink e Furlong (2008). A taxa de
hidrélise do fenil-acetato foi detectada durante 4 minutos (16 leituras com intervalo de 15
segundos) com controle de temperatura a 25° O teste foi realizado em leitora de
microplacas da marca Perkin Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) no comprimento
de onda de 270 nm. A atividade da PON-1 total é expressa em U/mL com base no
coeficiente de exting&o molar do fenil-acetato (equivalente a 1,31mMol/Lcm™).

3.6 Biomarcadores bioquimicos

Os niveis séricos de ureia, creatinina, glicose, aminotransferases aspartato (AST) e
alanina (ALT), proteinas totais, magnésio, AU, lipoproteinas de alta densidade (high density
lipoprotein - HDL), triglicerideos (TG) e colesterol total (CT) foram obtidos por meio do
aparelho Dimension®, RxL (Deerfield, IL, EUA). Os niveis de lipoproteinas de baixa
densidade (low-density lipoprotein - LDL) foram calculados por meio da equacédo de
Friedewald (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972), considerando que em todos os

individuos convidados, os niveis séricos de TG quantificados foram abaixo de 400 mg/dL.

3.7 Andlise Estatistica
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O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para a determinacdo da distribuicdo de
normalidade do dados em ambos os grupos. Teste t de Student ou Andlise de Variancia com
pos-teste de Tukey foram utilizados para detectar diferencas na distribuicdo de variaveis
continuas paramétricas, enquanto os testes de Mann-Whitney ou Kruskall-Wallis com pés-
teste de Dunn para as variaveis continuas ndo-paramétricas. Teste de qui-quadrado foi
aplicado para as variaveis categoricas género e etnia, bem como para 0s genoétipos dos trés
polimorfismos para o modelo codominante. Coeficientes de correlacdo de Pearson e de
Spearman foram utilizados para avaliar o grau de relacionamento entre biomarcadores, de
acordo com sua distribuicdo. A razdo de chance (odds ratio - OR) foi obtida por meio de
regressao logistica binaria, para avaliar a influéncia dos polimorfismos, dos biomarcadores
bioquimicos e de EO/EN para o desenvolvimento da doenca, corrigidos por idade, género e
etnia. Foram considerados significativos os resultados que apresentaram valor de p < 0,05.
Todas as andlises foram realizadas por meio do software IBM SPSS Statistics 21 (IBM
Corp., Armonk, N.Y., USA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estao descritos e discutidos nos ARTIGO 1 e ARTIGO 2.

28
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ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a complex neurodegenerative disorder, resulting
dopaminergic neuronal cell death in the substantia nigra. The disease is characterized by
major motor impairment, being bradykinesia, rest tremor, rigidity and loss of postural reflexes
the most common, while autonomic dysfunctions, sleep disturbances and psychiatric
disorders are some of the wide range of non-motor symptoms. Several processes have been
identified to be associated with disease development, such as mitochondrial dysfunction,
oxidative/nitrosative stress and neuroinflammation. NF-kB is an important transcription factor
that regulates several inflammatory elements and pathways, and polymorphisms on NFKB1
and NFKBIA genes can potentially influence redox balance towards a pro-oxidative frame,
modulating disease progression. Evaluation of these polymorphisms in the redox status of
PD subjects could provide new insights on the subject. The study aimed to test associations
of -94 ins/del ATTG NFKB1 (rs28362491) and c.*126G>A NFKBIA (rs696) polymorphisms
with PD development, and to test the influence of both polymorphisms on
oxidative/nitrosative stress (OS/NS) parameters. A total of 110 Brazilian individuals were
enrolled, being 55 subjects recruited from University Hospital of Londrina as the PD group,
and 55 subjects matched for age, sex and ethnicity composed the healthy control (HC)
group. NFkB1 and NFkBIA polymorphisms were genotyped by PCR-RFLP. Lipid
hydroperoxides (LOOH), nitric oxide metabolites (NOx), advanced oxidation protein products
(AOPP), sulfhydryl groups (SH), total radical trapping antioxidant parameter (TRAP) and
paraoxonase-1 activity (PON-1) were assessed. Despite no association of polymorphisms on
disease development was observed, in PD subjects the NFKB1 del/del genotype was
associated with higher levels of LOOH, while NFkBIA GA and AA genotypes were associated
with higher NOx levels, suggesting that NFkB plays a role in PD susceptbility. In conclusion,
the prospect of genetic polymorphisms of elements involved in inflammation and OS/NS

might be a new approach to unravel PD etiology.

KEY WORDS

Parkinson Disease; Oxidative Stress; NFkB; NFkB1; NFkBIA

INTRODUCTION

Parkinson's disease (PD) is a complex neurodegenerative disorder, characterized by

loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra, which results on debilitating motor
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symptoms such as bradykinesia, resting tremor, rigidity and postural instability, and on non-
motor symptoms, such as sleep disorders, depression, cognitive impairment, olfactive loss
and autonomic dysfunctions [1,2]. Despite intensive research, PD etiology remains unclear,
but increased oxidative/nitrosative stress (OS/NS) is known to play an important role, since it
can lead to mitochondrial dysfunction, impairment of autophagy systems, protein misfolding
and aggregation, neuroinflammation, among other consequences [2,3]. OS/NS is defined as
the imbalance between the production of reactive oxygen/nitrogen species (ROS/RNS) and
the antioxidant defense system. The ROS/RNS, highly reactive molecules, are potentially
hazardous to important biomolecules and results indicating oxidation/nitrosation of nucleic
acids, proteins and lipids have been previously reported in PD patients [4,5,6].

The nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB) is a family
of transcription factors responsible for the regulation of over 200 genes related to
inflammation, immune response, cell differentiation, apoptosis and other functions. The NF-
kB family consists of five members, p105/p50 (NFkB1), p100/p52 (NFkB2), p65 (RelA), RelB
and cRel. They share the same Rel homology domain, which allows them to form homo and
heterodimers, generating distinct transcriptional complexes. While the homodimeric p50/p50
form has anti-inflammatory properties, by expressing IL-10 for example, the p50/p65
heterodimer is the most abundant form found in the cytosol of almost all cell types, with
proinflammatory effects [7,8]. In unstimulated cells, proteins of inhibitory kB (IkB) family are
bound to NF-kB, keeping it on an inactive state, being IkB alpha(lkBa) their most critical
inhibitor. Upon stimulation, IkBa is phosphorylated and degraded by IkB Kinase (IKK),
revealing a nuclear localization signal for NF-kB, which promotes its translocation into the
nucleus and initiates the transcription of proinflammatory genes such as TNF-a, IL-1 and IL-
6 [9].

The NFkB1 subunit, encoded by NFkB1 gene on chromosome 4g24, has a common
insertion/deletion of 4 base-pair ATTG sequence at position - 94, described as - 94 ins/del
ATTG (rs28362491) polymorphism, in which the 4 base-pair deletion results in the loss of
NF-kB capacity to bind to nuclear proteins, with decreased promoter activity [10,11]. IkBa, on
the other hand, is encoded by NF«kBIA gene on chromosome 14g13, and may present a
substitution of guanine (G) for an adenine (A) at position 7852 in the gene 3'-untranslated
region (3'UTR), also known as c.*126G>A polymorphism (rs696), resulting in lower
expression of IkB, allowing unchecked NF-kB to remain free with prolonged activity [12,13].
Since both polymorphisms can potentially influence the NF-kB transcription levels and
function, several studies have been developed in order to elucidate the role of the

aforementioned polymorphisms in several diseases [8,9,14]. Therefore, the objective of this
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study was to investigate the association of NFkB1 and NFkBIA polymorphisms with PD, and
their influence on patients’ ROS/RNS profile as well.

MATERIAL AND METHODS
Subjects

The study was approved by the Ethics Committee on Research Involving Human
Subjects of the State University of Londrina (protocol n° 58604216.9.0000.5231) and written
informed consent was obtained from all subjects. Sample size was calculated considering
prevalence of PD as 2% and a 95% confidence level [15]. The study group consisted of 55
individuals with PD, enrolled from the Neurology and the Specialized in PD Physiotherapy
Ambulatories, at the Clinical Hospital of the State University of Londrina. PD was diagnosed
according to the criteria of the United Kingdom PD Society Brain Bank [16]. The control
group consisted of 55 volunteers with no history of severe/chronic disease, with normal
laboratorial results for urea, creatinine, aminotransferases AST and ALT, glucose, total
protein, magnesium levels and lipid profile. The subjects were matched for age, sex and

ethnicity.

Methods

Peripheral blood was collected after an overnight fast (10 h) from all subjects. DNA
was extracted from leukocytes using a kit from Biopur® (S&o José dos Pinhais, PR, Brazil)
according to the manufacturer’'s protocol. For DNA concentration, NanoDrop 2000c™
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) at 260 nm was used and
purity was assessed by measuring the 260/280 ratio. Approximately 100 ng of DNA were
amplified using sequence-specific primer polymerase chain reaction (PCR). PCR and the
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) technique were used to assess the
polymorphisms. For the NFkB71 polymorphism (rs28362491), primers and amplification
conditions were the same as used by Koc et al. [10]. The deletion (del) and insertion (ins)
alleles were detected by digesting the PCR products with PfIMI endonuclease. The ins allele
of 285 base pairs (bp) was digested into two fragments of 240 bp and 45 bp, while the del
genotype of 281 bp remained undigested. For the NFkBIA polymorphism (rs696), primers
and amplification conditions were the same as used by Oltulu et al. [17]. PCR products were
digested with Haelll endonuclease. The A allele showed a 424 bp undigested fragment,
while the G allele was cleaved into two fragments of 108 bp and 316 bp. Genotypes of both

polymorphisms were sorted in three genetic models: codominant, dominant and recessive, in
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order to evaluate the genotypes from different perspectives. Advanced oxidation protein
products (AOPP) [18], lipid hydroperoxides (LOOH) [19], nitric oxide metabolites (NOx) [20],
total radical-trapping antioxidant parameter (TRAP) [21], paraoxonase-1 (PON-1) activity
[22], and sulfhydryl groups (SH) [23] were analyzed by previously described methods. Urea,
creatinine, aminotransferases AST and ALT, glucose, total protein, magnesium levels, total
cholesterol (TC), high-density lipoprotein (HDL) and triglycerides (TG) were performed on the
Dimension®, RxL (Deerfield, IL, USA) apparatus. Low-density lipoprotein (LDL) levels were

calculated by applying the Friedewald equation [24].

Statistical analysis

Variables distribution was assessed by Kolmogorov-Smirnov test. Differences
between groups on sociodemographic data and polymorphisms genotypes distribution were
checked using Chi-squared test. Biochemical and OS/NS biomarkers differences were
evaluated using Student t or one-way ANOVA, and Mann-Whitney or Kruskall-Wallis tests,
accordingly. Odds ratio (OR) was calculated for OS/NS biomarkers, NFkB1 and NFkBIA
genetic models by logistic binary regression, considering the HC group as reference.
Spearman and Pearson tests were applied to observe correlations among biomarkers. All
tests were performed by the IBM SPSS Statistics 21 (IBM Corp., Armonk, N.Y., USA)

software.

RESULTS

Socio-demographic data, biochemical and OS/NS biomarkers of both groups are
displayed in Table 1. All subjects were statistically similar in terms of age, ethnicity and sex,
but TC, HDL, LDL, LOOH, SH and NOx levels were significantly different. Genotype
distribution of codominant, dominant and recessive models of NFkB71 and NFkBIA
polymorphisms are shown in Table 2, and genotypes were further combined to observe
stronger effects as displayed in Table 3. No difference was observed of genotypes
distribution between groups, were polymorphisms analyzed alone or in combination.

In PD group only, OS/NS biomarkers distribution was assessed considering all
genotypes and models for both polymorphisms, being the pro-oxidatives displayed in Table 4
and the antioxidants in Table 5. NFkB1 del/del genotype was significatively associated with
higher LOOH levels in the dominant model, and with higher SH levels in the codominant
model. In the NFKBIA polymorphism, higher NOx levels were associated with both GA
genotype in codominant model and with the AA + GA combined genotypes in recessive

model. All genotypes were in Hardy-Weinberg equilibrium.
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Table 1 Distribution of socio-demographic data, biochemical and OS/NS biomarkers of PD
subjects and Healthy controls.

Variables HC PD p
Age (years)” 71.85 (+ 9.99) 69.51 (+ 10.46) 0.32
Ethnicity (caucasian/other)B 42/13 42/13 0.86
Sex (f/m)® 30/25 32/23 0.70
TCc 194.27 (+ 32.87) 175.73 (+ 33.09) <0.01
HDL® 51 (41-61) 45 (38-54) 0.04
LDLA 119.55 (+ 28.70) 108.43 (+ 28.95) <0.05
TG 100.0 (64.00-134.00) 87.0 (62.00-121.00) 0.20
LOOH® 1.48%(1.11*-1.92%) 1.93* (1.22*-2.60%) 0.02
TRAP® 1028.47 (899.83-1163.69) 1028.95 (943.12-1096.17)  0.42
AOPP® 61.55 (51.29-75.23) 59.18 (49.87-71.33) 0.46
SH” 309.44 (+ 44.36) 328.95 (+ 54.82) 0.04
PON-1" 179.10 (+ 46.59) 168.74 (+ 49.43) 0.26
NOx© 6.11 (4.93-8.09) 4.99 (4.21-6.69) 0.01

A: Student t test; B: Chi-squared test; C: Mann Whitney test; * x10°%; TC: total cholesterol, HDL: high density
lipoprotein, LDL: low-density lipoprotein, TG: triglycerides, LOOH: lipid hydroperoxides, TRAP: total radical-
trapping antioxidant parameter, AOPP: advanced oxidation protein products, SH: sulfhydryl groups, PON-1:
paraoxonase-1, NOXx: nitric oxide metabolites; HC: healthy controls; PD: Parkinson Disease

Table 2 Distribution of NFkB1 and NFkBIA genotypes and models between PD
subjects and Healthy controls (HC).

HCN (%) PDN (%) OR 95% CI p
NFkB1
(rs28362491)
Codominant
del/del 15 (28) 14 (26) 1.00 Reference -
ins/del 20 (36) 21 (38) 1.10 0.44 -2.72 0.84
ins/ins 20 (36) 20 (36) 0.93 0.35-2.48 0.88
Dominant
del/del 15 (28) 14 (26) 1.00 Reference -
ins/del + ins/ins 40 (72) 41 (74) 0.90 0.46 - 2.29 0.96
Recessive
ins/del + del/del 35 (64) 35 (64) 1.00 Reference -
ins/ins 20 (36) 20 (36) 1.02 0.38-2.11 0.81
NFkBIA
(rs696)
Codominant
AA 8 (14) 9 (16) 1.00 Reference -
GA 29 (54) 24 (44) 0.74 0.25-2.22 0.60
GG 18 (32) 22 (40) 1.04 0.33-3.28 0.94
Dominant
AA + GA 37 (68) 33 (60) 1.00 Reference -
GG 18 (32) 22 (40) 1.31 0.60 - 2.89 0.50
Recessive
AA 8 (14) 9 (16) 1.00 Reference -
GA + GG 47 (86) 46 (84) 0.86 0.30 - 2.42 0.77

Binary logistic regression, OR values adjusted for age, sex and ethnicity. HC: healthy controls; PD:
Parkinson disease; OR: odds ratio; Cl: confidence interval; del: deletion; ins: insertion
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388 Table 3 Genotype combinations of NFKB1 and NFkBIA polymorphisms in PD subjects
389 and in Healthy controls (HC).
Combined genotypes HC (N) PD (N) OR Cl 95% p
insfins + AA 1 3 - Reference -
insf/ins + GA 16 9 0.19 0.02 - 2.08 0.17
ins/ins + GG 3 8 0.89 0.06 —12.25 0.93
ins/del + AA 5 5 0.33 0.03-4.40 0.40
ins/del + GA 9 11 0.46 0.04 — 4.62 0.47
ins/del + GG 6 5 0.28 0.02 — 3.58 0.33
del/del + AA 2 0.17 0.01 -4.52 0.29
del/del + GA 4 4 0.33 0.02 -4.74 0.42
del/del + GG 9 9 0.33 0.03-3.84 0.38
ins/ins + GA + GG 18 17 0.32 0.03-3.33 0.34
ins/del + GA + GG 16 16 0.33 0.03 - 3.56 0.36
del/del + GA + GG 13 13 0.33 0.03 -3.64 0.37
390 Binary logistic regression. HC: healthy controls; PD: Parkinson disease; OR: odds ratio; Cl: confidence
391 interval; del: deletion; ins: insertion
392
393
394 Table 4 Distribution of pro-oxidative biomarkers within the NFkB1 and NFkBIA genotypes
395 and genetic models in PD subjects.
NFkB1 LOOH" p AOPP"® p NOX® p
(rs28362491)
Codominant
del/del 2.30*%(+ 0.71*) 0.09 60.56 (49.87-69.36) 0.30 4.41 (3.98-6.11) 0.33
ins/del 1.79*(x 0.80%) 52.87 (43.72-71.33) 4.99 (4.34-6.75)
ins/ins 1.78*(£ 0.71%) 60.89 (52.40-77.30) 5.55 (4.59-6.60)
Dominant
del/del 2.30* (£ 0.71*) 0.03 60.56 (49.87-69.36) 0.87 4.41(3.98-6.11) 0.16
ins/ins + ins/del 1.78* (+ 0.75%) 58.23 (50.19-71.49) 5.32 (4.47-6.69)
Recessive
ins/ins 1.78* (£ 0.71*) 0.32 60.89 (52.40-77.30) 0.19 555 (4.59-6.60) 0.27
ins/del + del/del 1.99* (+ 0.80%) 57.29 (46.40-71.33) 4.66 (4.10-6.75)
NFkBIA LOOH" p AOPP® p NOX® p
(rs696)
Codominant ‘
AA 2.13*(x0.92%) 0.50 58.23 (50.50-69.36) 0.42  4.99 (4.10-5.84) 0.04¢
GA 1.79* (£ 0.80%) 53.82 (48.19-66.73) 5.46 (4.71-7.16)
GG 1.97* (£ 0.67%) 63.44 (52.24-71.33) 4.44 (3.81-6.51)
Dominant
GG 1.97* (£ 0.67*) 0.70 63.44 (52.24-71.33) 0.34 4.44 (3.81-6.51) 0.04
GA + AA 1.88* (£ 0.83%) 54.76 (49.87-69.36) 5.34 (4.59-6.69)
Recessive
AA 2.13* (£ 0.92%) 0.37 58.23 (50.50-69.36) 0.63  4.99 (4.10-5.84) 0.50
GA + GG 1.87* (£ 0.74%) 59.50 (49.87-71.33) 5.02 (4.31-6.75)
396 A: one-way ANOVA /Student t test; B: Kruskall-Wallis/ Mann-Whitney test; C: NOx levels were different between
397 AA x GA and GG x GA genotypes only; *: x10% HC: healthy controls; PD: Parkinson disease; LOOH: lipid
398 hydroperoxides, AOPP: advanced oxidation protein products, NOx: nitric oxide metabolites; del: deletion; ins:

399

insertion
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400 Table 5 - Distribution of antioxidant biomarkers within the NFKB1 and NFKBIA genotypes and
401 genetic models in PD subjects.

402
403
404
405

406

407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418

NFkB1

A A A
(rs28362491) TRAP p SH p PON-1 p
Codominant )
del/del 1035.31 (+ 125.43) 0.51 350.76 (+ 58.25) 0.03“ 168.56 (£51.98) 0.44
ins/del 1033.64 (+ 112.76) 305.68 (+ 59.80) 159.07 (+ 43.04)
ins/ins 996.69 (+ 110.43) 338.11 (+ 37.66) 179.01 (+ 54.13)
Dominant
del/del 1035.31 (+ 125.43) 0.58 350.76 (£58.25) 0.09 168.56 (+51.98) 0.99
ins/ins + ins/del 1015.61 (+ 111.80) 321.50 (+ 52.26) 168.80 (+ 49.19)
Recessive
ins/ins 996.69 (+ 110.43) 0.25 338.11(x37.66) 0.29 179.01 (+54.13) 0.25
ins/del + del/del 1034.31 (+ 116.17) 323.71 (£ 62.47) 162.86 (+ 46.32)
'E‘r';'ggg‘ TRAP® p SHA P PON-1* p
Codominant
AA 1023.86 (988.00-1040.19) 0.64 327.19 (+54.38) 0.37 165.45(+64.93) 0.81
GA 1023.99 (930.87-1118.57) 318.32 (£ 52.90) 164.99 (+ 45.65)
GG 1035.20 (1000.08-1096.11) 341.26 (+ 56.98) 174.17 (+ 48.40)
Dominant
GG 1035.20 (1000.08-1096.11) 0.59 341.26 (+56.98) 0.18 174.17 (+48.40) 0.51
GA + AA 1023.86 (941.19-1103.53) 320.74 (£ 52.60) 165.11 (x 50.51)
Recessive
AA 1023.86 (988.00-1040.19) 0.35 327.19(+54.38) 0.92 165.45 (+x64.93) 0.83
GA + GG 1032.49 (943.12-1099.99) 329.29 (£ 55.50) 169.38 (+ 46.69)

A: one-way ANOVA/Student t-test; B: Kruskall-Wallis/Mann-Whitney test; C: SH levels were significative different
between ins/del and del/del genotypes only. HC: healthy controls; PD: Parkinson disease; TRAP: total radical-
trapping antioxidant parameter, SH: sulfhydryl groups, PON-1: paraoxonase-1; del: deletion; ins: insertion

DISCUSSION

We did not find any association of polymorphisms with disease development (Table
2), were they analyzed alone or in combination (Table 5). However, in PD group, the
distribution of LOOH an SH was different in dominant and codominant models of NFkB1,
respectively, and NOx distribution was different in both codominant and recessive models of
NFkBIA (Tables 4 and 5). Also, these biomarkers were significatively different between
groups (Table 1).

Studies have tried to elucidate the relationship of NFkB1 and NFkBIA polymorphisms
due to their capacity to modulate NF-kB expression and activation, ultimately (dis)regulating
inflammation [9, 10, 25]. In this sense, the objectives of this study were to establish the
relationship of these genetic polymorphisms with disease development, and their influence
on the OS/NS biomarkers as well. Although NF-kB is known to be involved in microglia

activation and expression of proinflammatory cytokines [26], no association between the
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polymorphisms and disease was verified. Considering that, our hypothesis is that the
polymorphisms could disrupt inflammatory pathways, shifting the parameters towards a
proinflammatory setting, ultimatley disregulating the redox balance.

In the PD group, the GA genotype of NFKBIA was found associated with higher levels
of NOx than AA and GG genotypes, and in the recessive model, AA + GA genotypes were
associated with significantly higher levels of NOx (Table 3). This indicates an apparent
proinflammatory and pro-oxidative aspect of A allele. In the literature, studies show
conflicting data on this matter. Lai et al. [9] and Oltulu et al. [17] did not find any significative
relationship of NFkBIA with Coronary Artery Disease or with Non-Small Cell Lung Cancer,
respectively. Katarina et al. [27], did not observe a difference in A and G allele frequency of
NFkBIA in Type-1 diabetes, but reported association of AA genotype with latent autoimmune
diabetes in adults. Researchers have evaluated NFkBIA and NFkB1 polymorphisms
combined, in order to find stronger effects. Song et al. [28] have found that the combined
genotype of ins/ins + ins/del and GG was associated with an increased risk of sporadic
colorectal cancer, and suggested that presence of GG variant genotype would result in lower
IkBa levels, enhancing NF-kB activity. Contradictorily, Koc et al. [10] have found the
combined genotype ins/ins and GA to be a protective factor for Hashimoto thyroiditis,
compared to ins/ins and AA combination, suggesting that protection would be related to G
allele.

Under normal circumstances, NO is a signaling substance produced by two
constitutive nitric oxide synthases (cNOS): endothelial NOS (eNOS) and neuronal NOS
(NNOS). cNOS constantly produces basal NO levels, important for blood flow maintenance,
inhibition of platelet aggregation and neurotransmission [29, 30]. Basal NO levels can
modulate NF-kB directly, by S-nitrosylation of p50 subunit at cysteine 62, blocking it from
DNA binding [30, 31], and indirectly by preventing IkB degradation and its dissociation from
NF-kB [32]. However, in the presence of ROS/RNS, cNOS are uncoupled, unable to
synthesize NO [33]. This diminishes NO levels, activating inducible NOS (iNOS), an isoform
that produces large amounts of NO. This overproduction increases ROS/RNS formation that
can turn NF-kB into its active state, allowing further iNOS activation [32].

Despite NO being such a pivotal element, we observed lower values of NOx in the PD
subjects, compared to the Healthy controls (Table 1). Possibly, the peripheral levels of NOx
are not representative of the real amount produced in the brain. A meta-analysis [34]
compared studies regarding ROS/RNS biomarkers in plasma of PD subjects. No difference
between PD and controls NO/nitrates levels was found, supporting our hypothesis. Another
possibility is that antioxidant mechanisms are systemically overexpressed as an attempt to

neutralize the ROS/RNS produced in the brain, consequently controlling peripheral
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ROS/RNS. Some of our data can support this. Although no difference was observed in the
total antioxidant capacity (TRAP) between groups, SH levels were higher in the PD subjects.
SH are functional residues with capacity to go under modifications, some being useful for
signaling and antioxidant processes, such as S-nitrosylation, while others generate
deleterious products, such as sulfinic and sulfonic acids, disrupting protein chains and
leading to abnormal cellular function [35]. We also observed a correlation between NOx and
SH (r = - 0.31, p = 0.02, data not shown), indicating that, partially, as SH levels increase,
NOXx decrease. S-nitrosylation may be a possibility, where NO (or byproducts) binds onto
protein active cysteines to form S-nitrosothiol, decreasing NOx formation [35].

We observed an association of SH with del/del genotype of NFkB1 polymorphism.
Studies suggest the presence of a del variant allele would result in decreased expression of
p50 and p105 proteins [8], conferring it an anti-inflammatory feature. In the canonical NF-kB
pathway, IKK beta (IKKB) phosphorylates IkBa, freeing the NF-kB p50/p65 dimer to move to
the nucleus and activating proinflammatory pathways [36]. In the non-canonical pathway,
NF-kB inducing kinase (NIK) activates IKKa, which phosphorylates the inactive dimer of
NFkB2, p100/RelB, into its active form, p52/RelB, which also starts proinflammatory
cascades [37]. In both pathways, several mediators are regulated through SH modifications
[35], altering signalling. This could explain the association of del/del genotype and SH, both
mechanisms synergically interfering with NF-kB expression.

Even though del/del genotype shows an apparent anti-inflammatory aspect by
decreasing p50 expression, this polymorphism is not fully understood and studies have found
contradictorily results. Koc et al. [10] observed higher levels of IL-6 in subjects with the
del/del genotype. Similarly, Lai et al. [9] reported del/del genotype as an independent risk
factor for CAD. However, authors have reported worse clinical developments associated with
ins allele instead. Bianco et al. [38] found higher chances of moderate/severe endometriosis
and infertility in women with ins allele. Wang et al. [11] and Yenmis et al. [12] reported
combined genotypes ins/del and ins/ins to increase the chance for Non-small cell Lung
Cancer and Behcet disease, respectively. Fakhir et al. [39] observed ins allele to be related
to both development and aggravation of C hepatitis. We found higher levels of LOOH
associated with the del/del genotype. This was unexpected, since lower expression of NF-kB
was more likely to result in lower pro-oxidative biomarkers. Koc et al. [10] suggested that the
signaling of inflammatory mediators could be imbalanced due to NFkB1 protein
dysregulation.

LOOH levels were higher in the PD group (Table 1). Lipoperoxidation seems to be an
important process in PD. In the aforementioned meta-analysis [34], increased LOOH and

malondialdehyde levels were found in PD subjects, both lipoperoxidation biomarkers. This
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may be related to the oxidative damage in the brain, which is a lipid rich environment, with
high oxygen consumption, very susceptible to OS/NS [40]. Therefore, we hypothesize that
some of the LOOH found in peripheral plasma of these subjects are oxidized lipids from the
brain, that crossed the blood-brain-barrier (BBB), due to their lipophilic nature. Studies
reported BBB permeability to be disrupted in PD, as consequence of neuroinflammation [41],
supporting this idea

We have observed an inverse correlation of LOOH with HDL in the PD group
(Spearman r = - 0.29, p = 0.03, data not shown), and a direct correlation of HDL with PON-1
(Spearman r = 0.27, p = 0.05, data not shown). Even though these results are not strong
mathematically, the biological effect might be taken in consideration. HDL is a major carrier
of LOOH in human plasma, preventing oxidized lipids from accumulating [42]. Its antioxidant
properties are derived from components such as apo A-l, apo A-ll and PON-1. PON-1
prevents oxidized LDL (oxLDL) formation, scavenges oxLDL associated lipids, and maintains
eNOS [29]. Possibly, the constant pressure of ROS/RNS could have overwhelmed HDL
antioxidant capacity and increased LDL oxidation, consequently increasing LOOH levels and
depleting the HDL, LDL and TC in PD group (Table 1). Brites et al. [42] reported similar
mechanisms, such as the influence of highly-oxLDL on LOOH formation and its neutralization
by HDL.

Nevertheless, this study isn’t flawless. We were unable to measure NF-kB and IkB,
which could provide clearer data of the polymorphisms influence over protein expression.
Even though this study was carried out in a reference institution for movement disorders of
Londrina’s region, multicentric studies could assess more subjects, with stronger statistical
effects. Despite socio-economic status not being evaluated to match PD and healthy control
individuals, all the subjects were strictly selected to avoid confounder comorbities, especially
regarding the ROS/RNS parameters, to ensure the quality of results. Moreover, in the best of
our knowledge, this is the very first study to characterize the -94 ATTG ins/del NFkB1 and
€.*126G>A NFKBIA polymorphisms in PD.

In conclusion, the observed associations of polymorphisms with oxidative and
nitrosative parameters suggest that NF-kB may play a role in PD susceptibility, by
modulating OS/NS and inflammatory pathways. Taken together, these findings provide
evidence and knowledge for future studies that may explore other genetic polymorphisms in
PD.
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ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most frequent neurodegenerative disorder
after Alzheimer's disease, caused by progressive loss of dopaminergic neurons, resulting in
major impairment in movement and balance. Manganese Superoxide Dismutase (MnSOD)
or SOD2 is an important antioxidant defense that prevents reactive oxygen and nitrogen
species (ROS/RNS) formation, especially in mitochondria. The genetic polymorphism
c.47C>T in the SOD2 gene (rs4880) disrupts the enzyme intracellular trafficking, which
results in lower amounts of MnSOD in the mitochondrial matrix, potentially increasing
oxidative/nitrosative stress (OS/NS), and previous studies reported association of this
polymorphism with PD. The aims of this study are to check for associations of MnSOD
c.47C>T polymorphism with PD development, and to observe its influence over the OS/NS
biomarkers. A total of 92 individuals from the Brazilian population were enrolled, being 46
subjects recruited from University Hospital of Londrina to compose the PD group, and 46
subjects matched for age, sex and ethnicity, to compose the healthy control (HC) group.
Blood samples were obtained and genotyped for MNSOD polymorphism by PCR-RFLP. Lipid
hydroperoxides (LOOH), advanced oxidation protein products (AOPP), nitric oxide
metabolites (NOXx), paraoxonase-1 activity (PON-1), total radical trapping antioxidant (TRAP)
and sulfhydryl groups (SH) were evaluated to determine the redox status in all subjects. We
found no difference in the distribution of the MnSOD c¢.47C>T polymorphism genotypes
between groups, and no difference in genotypes’ distribution was observed among OS/NS
biomarkers as well, suggesting that the influence of this polymorphism might not be pivotal in

PD development for Brazilian subjects.

KEY-WORDS: Parkinson Disease; Oxidative Stress; MnSOD; Polymorphism, Genetic

INTRODUCTION

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative movement disorder, occurring in 2%
of people over the age of 60 years [1]. PD clinical manifestations comprises severe motor
symptoms such as resting tremor, postural instability, bradykinesia and muscle rigidity [2],
and non-motor symptoms such as olfactory loss, insomnia, depression, impairment of
cognition and dementia [3]. The disease is characterized by chronic loss of dopaminergic
neurons in the substantia nigra pars compacta (SNpc) and accumulation of a-synuclein
inclusions named Lewy-bodies (LB). Genetic mutations in a-synuclein (SNCA), Parkin,

PTEN-induced kinase 1 (PINK1) and other genes are responsible for the familial form of PD,
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representing 10% of all cases [4] The majority 90% of cases are sporadic and the cause for
neuronal loss is not fully understood, which indicates PD as a multifactorial disease, being
aging [4], neuroinflammation [5], mitochondrial disorders [6], and disruption of redox
homeostasis [7] elements known to play a role in disease development and progression.

Oxidative/nitrosative stress (OS/NS) is a complex process that plays a pivotal role
both in disease pathogenesis and progression. OS/NS is defined as the imbalance between
reactive oxygen/nitrogen species (ROS/RNS) and the antioxidant systems [8]. ROS/RNS are
highly reactive molecules, byproducts of oxygen and nitrogen metabolism, normally
produced for signaling, regulation of gene transcriptions, immune responses, and other
purposes [8,9]. ROS/RNS production is regulated by several antioxidant defenses which
neutralize these molecules into more stable, harmless compounds. ROS/RNS progressive
accumulation results in damage to biomolecules, specially lipids, proteins and DNA,
compromising cellular function and structural integrity [1]. Moreover, OS/NS is involved with
several mechanisms in PD pathophysiology, such as aberrant protein aggregation, protein
misfolding, mitochondrial disruption, and apoptosis [10].

Superoxide dismutase (SOD) is a family of enzymes with important antioxidant
activity. It neutralizes superoxide anion (TO,") by transforming it into hydrogen peroxide
(H20,), which can be further broken into H,O and O, by other mechanisms [1]. Three
isoforms of SOD have been identified in humans, and they are classified by the transition
metals found in their prosthetic group, their functional significance and respective encoded
gene [11]. SOD1 and SOD3 are copper-zinc dependent (Cu-ZnSOD) and both require these
two metals as cofactors. SOD1 is found intracellularly, mostly in the cytosol and in some
organelles, while SOD3 is commonly found in the vascular extracellular space [11]. SOD2 is
a manganese-dependent SOD (MnSOD), encoded by the chromosome 6 long arm (6g25)
and is the first antioxidant defense in mitochondria. Dysfunctions in this organelle by
ROS/RNS accumulation are known to be associated with PD development [9], and MnSOD
activity could be a potential candidate to module disease outcome [12]. In the genetic
polymorphism MnSOD c¢.47C>T (rs4880), there is a substitution of C for T in the coding
position 47, leading to a functional alteration replacing aminoacid Alanine (Ala) to Valine (V).
This switch interferes with MnSOD transport through the mitochondria, where the MnSOD
expressing Ala (C allele) are able to reach the mitocondrial matrix, while the others
expressing Valine (T allele) remain trapped between membranes [13]. Since that genetic
alteration could interfere with disease development and progression, it makes this an
interesting biomarker to evaluate. Therefore, this study aimed to evaluate the MnSOD
genetic polymorphism ¢.47C>T, biochemical and OS/NS biomarkers, in individuals with PD

and in healthy controls.
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MATERIALS AND METHODS
Subjects

This study was approved by the Ethics Committee on Research Involving Human
Subjects of the State University of Londrina (CAAE 58604216.9.0000.5231). Sample size
was assessed considering prevalence of PD of 2% and confidence level of 95% [14]. The
study group consisted of 46 PD subjects enrolled from both the Neurology and the
Physiotherapy Specialized in PD Ambulatories, at the Clinical Hospital of the State University
of Londrina. PD was diagnosed according to United Kingdom PD Society Brain Bank (UKPD)
criteria [15]. The control group consisted of 46 volunteers with no previous history of
inflammatory/chronic disease, and tested for urea, creatinine, aminotransferases AST and
ALT, glucose, total protein, magnesium levels and lipid profile, with results within normal
reference interval. The subjects from both groups were matched for age, sex and ethnicity.

DNA extraction

DNA extraction was performed from leukocytes using a kit from Biopur® (Sdo José
dos Pinhais, PR, Brazil) according to the manufacturer’s protocol. For DNA concentration,
NanoDrop 2000c™ Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) at

260 nm was used and purity was assessed by measuring the 260/280 ratio.
MnSOD c.47C>T (rs4880) polymorphism genotyping

Approximately 100 ng of extracted DNA were amplified using sequence-specific
primer polymerase chain reaction (PCR). The chosen primers were sense: 5- ACC AGC
AGG CAG CTG GCG CCG G -3 and antisense 5- GCG TTG ATG TGA GGT TCC AG -3,
and amplification conditions were adapted from those described by Paludo et al. [13]. The
detection of polymorphisms was performed through Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) technique. PCR products were digested with the BsaWI restriction
enzyme. The C allele remained undigested, generating a 111 base pais (bp) fragment, while
the T allele was digested into two fragments, 81 bp and 30 bp. Genotypes were sorted in
codominant, dominant and recessive genetic models, in order to evaluate their effects from

different perspectives.
OS/NS biomarkers

Advanced oxidation protein products (AOPP) [16], lipid hydroperoxides (LOOH)
[17,18], nitric oxide metabolites (NOx) [19], total radical-trapping antioxidant parameter
(TRAP) [20], paraoxonase 1 (PON-1) activity [21], and total sulfhydryl groups (SH) [22], were
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evaluated according to previously described methods. TRAP results were corrected for UA
influence, reffered as TRAP/UA.

Biochemical biomarkers

Analysis of urea, creatinine, aminotransferases AST and ALT, glucose, total protein,
magnesium levels, uric acid (UA), total cholesterol (TC), high-density lipoprotein (HDL) and
triglycerides (TG) were performed on the Dimension®, RxL (Deerfield, IL, USA) apparatus.
Low-density lipoprotein (LDL) levels were calculated by Friedewald equation [23].

Statistical analysis

Kolmogorov-Smirnov test was applied to assess the distribution of all variables.
Differences between groups concerning sociodemographic data and MnSOD genotypes
distribution were checked using the chi-squared test. Biochemical and OS/NS biomarkers
differences were evaluated by Student t or ANOVA, and Mann-Whitney or Kruskall-Wallis
tests, accordingly. Odds ratio (OR) was calculated for OS/NS biomarkers and MnSOD
genetic models by logistic binary regression, considering the HC group as reference.
Spearman and Pearson correlation tests wereused to look for correlations among the
biomarkers. The tests were performed using the IBM SPSS Statistics 21 (IBM Corp.,
Armonk, N.Y., USA) software.

RESULTS

Socio-demographic data, biochemical and OS/NS results of both groups are shown in
Table 1. The groups were statistically similar regarding age, ethnicity and sex, but levels of
UA, TC, LOOH, TRAP/UA, PON-1 and NOx were significatively different. The binary logistic
regression was performed to test associations of biochemical and OS/NS biomarkers with
PD (Table 2), and UA showed a strong protective factor. MNnSOD ¢.47C>T genotypes were
sorted in codominant, dominant and recessive genetic models to evaluate the polymorphism
from different perspectives. Genotypes and models distribution are shown in Table 3, with no
significative difference between groups. For PD subjects, the OS/NS biomarkers levels were
sorted according to MnSOD genotypes/models, in order to observe possible associations of
the polymorphism with the redox balance (Table 4). Correlation tests were aplied to assess
interactions of OS/NS and biochemical biomarkers, and the most relevant results are shown
in Table 5.
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Table 1 - Distribution of socio-demographic data, biochemical and OS/NS
biomarkers in PD subjects and Healthy controls.
Variables HC PD p

Age (years)? 71.85 (+ 9.99) 70.09 (+ 10.94) 0.42
Ethnicity (caucasian/other)® 33/13 34/12 0.82
Sex (f/m)° 25/21 27/19 0.67
UA® 5.10 (4.20-6.40) 4.30 (3.90-5.30) <0.01
TC* 193.33(+ 32.35) 176.15 (+ 30.20) 0.01
HDL® 50.50 (40.00-59.00) 43.50 (38.00-52.00) 0.06
LDL® 120.46 (+ 29.08) 110.56 (+ 28.70) 0.19
TG® 101.00 (64.00-134.00) 84.50 (62.00-123.00) 0.25
LOOH® 1.46* (1.18*-1.92%) 1.94* (1.39*- 2.70%) 0.01
TRAP/UA® 200.15 (184.21-223.80)  234.06 (211.54-259.25) <0.01
AOPP° 56.90 (49.71-72.75) 57.76 (49.40-71.49) 0.80
SH? 310.14 (+ 43.77) 318.77 (+ 51.88) 0.39
PON-1? 183.53 (+ 43.47) 160.37 (+ 42.55) 0.01
NOX° 5.72 (4.89-7.86) 4.78 (4.12-6.51) 0.03

a: Student t test, b: Chi-squared test, c: Mann-Whitney test, *: x10°% HC: healthy controls; PD:
Parkinson disease; UA: uric acid, TC: total cholesterol, HDL: high density lipoprotein, LDL: low-density
lipoprotein, TG: triglycerides, LOOH: lipid hydroperoxides, TRAP/UA: total antioxidant parameter
adjusted by uric acid, AOPP: advanced oxidation protein products, SH: sulfhydryl groups, PON-1:
paraoxonase-1, NOx: nitric oxide metabolites

Table 2 - Automatic binary logistic regression analysis of biochemical and
OS/NS biomarkers of PD subjects, considering Healthy controls as reference.

Biomarkers Wald OR Cl 95% p
TC 1.50 0.34 0.06-1.91 0.22
HDL 1.26 2.69 0.48-15.13 0.26
LDL 1.48 2.93 0.52-16.59 0.23
TG 1.30 1.22 0.87-1.73 0.25
UA 11.90 0.41 0.25-0.68 <0.01

LOOH 5.22 1.00 1.00-1.00 <0.01
TRAP/UA 9.46 1.02 1.01-1.03 <0.01
AOPP <0.01 0.99 0.99-1.02 0.98
SH 1.23 1.00 0.99-1.01 0.39
PON-1 8.19 0.98 0.98-0.99 <0.01
NOXx 0.83 0.92 0.81-1.05 0.36

Values were adjusted for age, sex and ethnicity HC: healthy controls; PD: Parkinson disease;
UA: uric acid, TC: total cholesterol, HDL: high density lipoprotein, LDL: low-density lipoprotein,
TG: triglycerides, LOOH: lipid hydroperoxides, TRAP/UA: total antioxidant parameter adjusted
by uric acid, AOPP: advanced oxidation protein products, SH: sulfhydryl groups, PON-1:
paraoxonase-1, NOx: nitric oxide metabolites; OR: odds ratio; Cl: confidence interval
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Table 3 - Distribution of MNSOD genotypes and genetic models between PD

subjects and Healthy controls.

HC N (%) PD N (%) OR Cl 95% p
Codominant
TT 15 (33) 12 (26) 1.00 Reference -
CT 22 (48) 25 (55) 1.43 0.55-3.72 0.46
cC 9 (19) 9 (19) 1.25 0.38 - 4.17 0.71
Dominant
TT 31 (67) 34 (74) 1.00 Reference -
CC+CT 15 (33) 12 (26) 0.72 0.29-1.79 0.49
Recessive
CT+TT 37 (81) 37 (81) 1.00 Reference
CcC 9 (19) 9 (19) 1.00 0.34-2.94 1.00

All genotypes were in Hardy-Weinberg equilibrium (Chi-squared test, p>0.05). OR adjusted for
age, sex and ethnicity. HC: healthy controls; PD: Parkinson disease; OR: odds ratio; CI:
confidence interval
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Table 4 - Distribution of OS/NS biomarkers within the MnSOD genotypes and genetic
models in PD subjects.

LOOH? p AOPP" p NOX” p
Codominant
TT 1.85* (£ 0.10*) 0.83 66.49 (41.59-83.93) 0.21 4.78 (4.51-5.28) 0.90
CT 1.95* (+ 0.75%) 52.87 (49.87-60.29) 4.63 (3.98-7.66)
cc 2.06* (+ 0.57%) 71.49 (58.23-72.91) 5.84 (4.03-7.08)
Dominant
TT 1.98* (£ 0.70%) 0.68 57.16 (49.87-71.33) 0.58  4.72(3.98-7.66) 0.73
CC+CT  1.85*(+0.10%) 66.49 (41.59-83.93) 4.78 (4.51-5.28)
Recessive
CT+TT 1.92* (£ 0.83) 0.63 54.76 (49.40-67.23) 0.15 4.75 (4.31-6.11) 0.72
cC 2.06* (+ 0.57) 71.49 (58.23-72.91) 5.84 (4.03-7.08)
TRAP/AU? p SH? p PON-1" p
Codominant
TT 240.51 (£ 55.15) 0.94 324.09 (= 73.26) 0.83 154.9 (135.7-195.7) 0.65
CcT 239.58 (+ 53.76) 319.45 (+ 46.21) 161.3 (129.0-183.0)
cC 246.54 (+ 40.82) 309.77 (+ 34.89) 167.0 (162.7-181.7)
Dominant
TT 241.43 (£ 50.15) 0.96 316.89 (+ 43.21) 0.75 163.1(129.7-183.0) 0.84
CC+CT 240.51 (+ 55.15) 324.09 (+ 73.26) 154.9 (135.7-195.7)
Recessive
CT+TT 239.88(x53.44) 0.73 320.96 (+ 55.39) 0.57 158.6 (129.0-186.5) 0.37
cC 246.54 (+ 40.82) 309.77 (+ 34.89) 167.0 (163.7-181.7)

a - One-way ANOVA or Student t-test, b - Kruskall-Wallis or Mann-Whitney test; LOOH: lipid
hydroperoxides, TRAP/UA: total antioxidant parameter adjusted by uric acid, AOPP: advanced oxidation

protein products, SH: sulfhydryl groups, PON-1: paraoxonase-1, NOx: nitric oxide metabolites
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Table 5 - Correlations of OS/NS and biochemical biomarkers in PD group

Variables Coefficient p
TC x LDL? 0.92 <0.01
TC x PON-1? 0.35 0.02
TRAP/UA x HDL" 0.41 <0.01
TG x HDL" -0.52 <0.01
NOXx x SHP -0.44 <0.01

a - Pearson correlation coefficient, b - Spearman correlation rank, TC: total cholesterol, LDL: low-
density lipoprotein, PON-1: paraoxonase-1, TRAP: total antioxidant parameter adjusted by uric
acid, HDL: high-density lipoprotein, TG: triglycerides, NOXx: nitric oxide metabolites, SH: sulfhydryl
groups

DISCUSSION

The MnSOD polymorphism was not associated with PD development and no
influence of the polymorphism over the OS/NS biomarkers was observed as well. To the best
of our knowledge, this is the first study to evaluate the MnSOD c¢.47C>T polymorphism and
its relationship with biochemical and OS/NS biomarkers on PD individuals from the Brazilian
population. Aside from that, we observed that the LOOH and TRAP/UA levels were
significantly higher in PD group, while TC, UA, PON-1 and NOx levels were significantly
lower, when compared to controls. Moreover, PON-1 and UA were protective factors for
disease onset.

No associations were observed of MnSOD ¢.47C>T polymorphism with chance for
disease development, nor with OS/NS biomarkers. This finding is in agreement with previous
studies. Grasbon-Frodl et al. [24], although observing the presence of T allele (Val) in
German individuals with PD, the alleles and genotypes were equally distributed in cases and
controls. Farin et al. [25], Wang et al. [26] and Redensek et al. [27] also didn’t find
differences in the distribution between subjects with PD and healthy controls in the American,
Chinese and Slovenian population, respectively. Contradictorily, Liu et al. [28] found a
significant difference in the Chinese population and reported that C allele (Ala) was
associated with a higher risk for PD. This polymorphism was first reported in humans by
Shimoda-Matsubayashi et al. [29], who described that the substitution of the T allele (Val)
would result in a conformational change in the mitochondrial targeting sequence, altering the
capacity of MnSOD to be transported into the mitochondrial matrix. They also reported a
significant difference in genotypes frequency between PD subjects and controls in the
Japanese population.

LOOH levels were observed higher in PD subjects than in controls. This finding is in
agreement with the literature. A recent meta-analysis [30] evaluated the data of 17 published

articles that assayed OS/NS biomarkers in peripheral plasma of PD individuals, and two of
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the biomarkers found significative were lipoperoxidation related: LOOH and malondialdehyde
(MDA). Lipoperoxidation seems to play an important role in PD, considering the high oxygen
consumption, the large amount of lipids and the constant energy production of the brain. That
being said, we believe that some of the LOOH found in PD subjects’ plasma might be
derived from the brain, more specifically oxidized lipids that managed to cross the blood-
brain barrier (BBB) and were detected in peripheral blood. The LOOH intrinsic lipophilic
characteristics and the loss of selective permeability of BBB observed in PD [31], supports
this possibility.

PON-1 is an enzime attached to HDL particle, with important antioxidant properties.
PON-1 prevents oxidation of LDL, scavenges and neutralizes oxLDL-related lipids, and even
promotes the release of oxLDL from macrophages, keeping them from turning into
deleterious foam cells [32,33]. We found a significative low OR value (Table 2), indicating
PON-1 protective role, although PON-1 activity was found significantly lower in PD group
(Table 1). This result concurs with those reported by Ikeda et al. [34], where PON-1 activity
was lower in PD subjects than in healthy individuals in the Japanese population. A positive,
significative correlation of PON-1 and TC can be observed in Table 5, suggesting that PON-1
activity might be under the influence of other lipidic molecules, aside from just HDL.

The NOx levels were found significatively lower in PD subjects (Table 1). We also
observed an inverse correlation of NOx with SH levels in the same group. These findings
suggest that peripheral NOx levels are possibly being regulated by systemic antioxidant
mechanisms. The overall antioxidant defenses were originally expected to be diminished
within the PD group, however TRAP/UA was found increased in these subjects (Table 1). We
believe this might be a compensatory mechanism where antioxidant defenses are being
systemically produced/expressed, as an attempt to neutralize the local ROS/RNS production
taken place in the SNpc. Therefore, the higher TRAP/UA observed is more likely to be a
consequence of disease than a cause. This might be a stretch, but it could explain the
significatively increased OR associated with  TRAP/UA, observed in Table 2. Besides,
although NO is known to be associated with important brain-related processes in PD, such
as microglia activation and neuroinflammation, specially due to peroxinitrite production [35],
our data suggest that NO might not be as relevant to OS/NS processes in the periphery. In
the literature, studies have not reported significant differences of blood NO levels between
PD and HC as well [8,36,37].

The UA levels were lower in PD subjects, compared to controls (Table 1). UA is the
end product of purines and its properties depend on concentration. At physiological blood
levels, UA is a powerful antioxidant and accounts for up to 60% of plasma antioxidant

capacity. It scavenges oxygen and nitrogen radicals, stabilizes iron complexes [38], and
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prevents inactivation of extracellular SOD3 [39]. On the other hand, at high levels or
hyperuricemia, UA is prone to form crystals that trigger pro-inflammatory responses, being
most common in joints (resulting in gouty arthritis), blood vessels (leading to cardiovascular
issues) and kidneys (forming renal calculi). However, on neurodegenerative diseases, high
levels of UA seem to have a protective effect and studies reported higher levels of UA to
reduce the risk for PD development [40] and to influence clinical progression as well [41]. In
Table 2, UA showed a significative low OR, suggesting indeed to be a protective factor.
Studies also observed UA protective effect significantly stronger in males than in females
[42]. Interestingly, sorting results by sex, our data showed that UA protective effect remained
significant in females only (OR 0.21, Cl 95% 0.08-0.56, p < 0.01, data not shown).

Nevertheless, this study has limitations. We were unable to measure the SOD2
isoform, directly or indirectly. Our team have published other studies where SOD activity was
assessed [43], however the methodology applied was specific for red blood cells, which is a
good source for SOD1, but not for SOD2. Socio-economic status was not evaluated to match
cases and controls; however, all the subjects were carefully and meticulously selected. It was
vital to choose individuals without inflammatory or chronic comorbidities, since they could
disrupt the OS/NS parameters. It was also reasonably challenging, considering the advanced
age of PD subjects to be matched with healthy individuals. At last, even though this study
was carried out in a reference center for movement disorders of Londrina’s region, new
studies with support of multiple institutions might be able to reach more subjects, with
stronger statistical results.

Besides all that, this study screens, analyzes and provides new insights about the
relationship of a range of biomarkers, some never even evaluated in the Brazilian population
before. In conclusion, MNnSOD polymorphism was not associated with PD development,
neither with the OS/NS parameters. However, some biomarkers demonstrated interesting
protective effects for PD susceptibility, such as PON-1 and UA, which could potentially

represent new approaches for laboratorial evaluation of disease.
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5 CONCLUSAO

Diante do exposto, é possivel delinear algumas conclusdes. Em primeiro lugar, os
critérios utilizados para o recrutamento de individuos foram eficazes, resultando em grupos
significativamente homogéneos, uma vez que nao foi observada diferenca estatistica nas
variaveis sociodemograficas avaliadas (sexo, idade e etnia). Em relacdo aos parametros
bioguimicos e de EO/EN, como AU e PON-1, que apresentaram efeitos protetores, poderiam
representar uma nova abordagem para avaliagdo laboratorial a doenca, complementando
esta com informacgfes sob outra perspectiva. Sobre os polimorfismos genéticos, apesar de
ndo ter sido encontrada diferenca na distribuicdo entre o0s grupos, as associacoes
observadas entre os polimorfismos NFkB1 e NFkBIA e biomarcadores de EO/EN nos
individuos com DP, sugere que polimorfismos possam, de fato, modular a expresséo de
elementos envolvidos nos processos oxidativos, nitrosativos e inflamatorios, de forma a

estarem associados com o desenvolvimento da DP.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Mais estudos s@o necessarios para determinar, com maior precisdo e clareza, a
natureza da relagdo entre os polimorfismos e as variaveis bioquimicas e de EO/EN no
desenvolvimento da doenga. Estudos longitudinais, por exemplo, poderiam proporcionar
condigbes para esclarecer a influéncia dos parametros avaliados, estabelecendo a real
causalidade entre eles e a DP. Além disso, outros agentes, vias e mecanismos ainda
permanecem desconhecidos. Considerando isso, a avaliagdo de outros elementos
envolvidos no EO/EN e na inflamacdo poderia representar uma nova abordagem para
ampliar o conhecimento sobre a doenca e contribuir para a elucidacdo de sua etiologia.
Desta forma, os resultados obtidos neste estudo fornecem evidéncias e conhecimento para
futuros trabalhos que possam vir a explorar outros parametros genéticos, bioquimicos e de
EO/EN na DP.
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APENDICE A: Termo De Consentimento - Grupo Parkinson
Termo de consentimento livre e esclarecido

Pesquisa:
Andlise de polimorfismos genéticos, biomarcadores inflamatérios, bioquimicos e de
estresse oxidativo em pacientes com a doenca de Parkinson em diferentes estagios

da doenca.

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo(la) a participar da pesquisa “Analise de
polimorfismos genéticos, biomarcadores inflamatérios, bioguimicos e de estresse
oxidativo em pacientes com a doenca de Parkinson em diferentes estagios da
doenca”, realizada no Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina.
O objetivo da pesquisa é avaliar pacientes com DP nos estagios | a IV sem
deméncia, segundo a escala de Hoehn e Yarhr em seus diferentes esquemas
terapéuticos, quantificando marcadores bioquimicos, genéticos, de estresse
oxidativo e inflamatorios buscando correlacionar os resultados encontrados com a
progressédo da doenga assim como também em pacientes sem essa patologia. A sua
participacdo € muito importante e ela se daria pela doacdo de 45 mL de sangue por
puncédo venosa (15mL de sangue com EDTA, 25mL de soro e 5mL de sangue com
fluoreto) em uma Unica etapa, em apenas um momento, sendo todos 0s materiais
usados descartaveis. Gostariamos de esclarecer que sua participacdo é totalmente
voluntaria, podendo vocé: recusar-se a participar, ou mesmo desistir a qualquer
momento sem que isto acarrete qualquer 6nus ou prejuizo a sua pessoa.
Informamos ainda que as informagfes serdo utilizadas para fins desta e de outras
pesquisas que, eventualmente, poderdo ser realizadas utilizando-se o banco de
dados/amostras obtidas neste trabalho, e serdo tratadas com o mais absoluto sigilo
e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade.

Esperamos que essa pesquisa permita verificar se 0s marcadores genéticos,
bioquimicos, de estresse oxidativo e inflamatdrios propostos séo interessantes para
averiguar se ha algum destes que possa contribuir na prevencdo, acompanhamento

e terapéutica na doenca de Parkinson.
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Informamos que o(a) senhor(a) ndo pagara nem serd remunerado por sua
participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da
pesquisa serao ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua
participacéo nesta.

Os beneficios esperados sdo que de acordo com os resultados obtidos, uma
nova abordagem terapéutica para a doenca de Parkinson podera ser desenvolvida.
Quanto aos riscos, nenhum dos procedimentos utilizados constitui risco direto para a
integridade fisica ou moral dos participantes. Entretanto, em alguns pacientes mais
sensiveis pode ocorrer certo desconforto no momento da coleta de sangue como a
lipotimia, que € uma sensacéo de mal estar levando a pessoa a um estado de quase
desmaio. Nesta situacdo, a equipe de coleta que esta treinada para esta
intercorréncia, prontamente prestara atendimento adequado.

Caso vocé tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos, pode nos
contatar: professor Dr. Décio Sabbatini Barbosa ((43) 3371-2451), Farmacéutico
Thiago Hissnauer Leal Baltus ((43) 8824-5191), ou procurar o Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina,
situado junto ao LABESC - Laboratorio Escola, no Campus Universitario, telefone

3371-5455, e-mail: cep268@uel.br. Este termo devera ser preenchido em duas vias

de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a
VOCE.
Londrina, de de 20 .

Décio Sabbatini Barbosa
(RG: 13.163.452 SSP-SP)

(nome por extenso do sujeito de

pesquisa), tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da

pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscopica):
Data:
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APENDICE B: Termo de Consentimento - Grupo Controle

Termo de consentimento livre e esclarecido

Pesquisa:
Analise de polimorfismos genéticos, biomarcadores inflamatdrios, bioguimicos e de
estresse oxidativo em pacientes com a doenca de Parkinson em diferentes estagios

da doenca.

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo(la) a participar da pesquisa “Analise de
polimorfismos genéticos, biomarcadores inflamatérios, bioguimicos e de estresse
oxidativo em pacientes com a doenca de Parkinson em diferentes estagios da
doenca”, realizada no Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina.
O objetivo da pesquisa é avaliar pacientes com DP nos estagios | a IV sem
deméncia, segundo a escala de Hoehn e Yarhr em seus diferentes esquemas
terapéuticos, quantificando marcadores bioquimicos, genéticos, de estresse
oxidativo e inflamatorios buscando correlacionar os resultados encontrados com a
progressao da doenca assim como também em pacientes sem essa patologia. A sua
participacdo € muito importante, pois precisamos de individuos sem a doenca, para
nos guiar como parametro, constituindo o que chamamos de grupo controle, e isso
se daria pela doacéo de 45 mL de sangue por puncdo venosa (15mL de sangue com
EDTA, 25mL de soro e 5mL de sangue com fluoreto) em uma Unica etapa, em
apenas um momento, sendo todos os materiais usados descartaveis. Gostariamos
de esclarecer que sua participacéo é totalmente voluntaria, podendo vocé recusar-se
a participar, ou mesmo desistir a qualquer momento sem que isto acarrete qualquer
Onus ou prejuizo a sua pessoa. Se houver qualquer desconforto durante ou apés a
coleta, nossa equipe estad preparada para atendé-lo da melhor forma possivel.
Informamos ainda que as informacgfes serdo utilizadas para fins desta e de outras
pesquisas que, eventualmente, poderdo ser realizadas utilizando-se o banco de
dados/amostras obtidas neste trabalho, e seréo tratadas com o mais absoluto sigilo

e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade.
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Esperamos que essa pesquisa permita verificar se os marcadores genéticos,
bioquimicos, de estresse oxidativo e inflamatdrios propostos séo interessantes para
averiguar se ha algum destes que possa contribuir na prevencdo, acompanhamento

e terapéutica na doenca de Parkinson.

Informamos que o(a) senhor(a) ndo pagara nem serd remunerado por sua
participagdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da
pesquisa serao ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua
participacdo nesta.

Os beneficios esperados sdo que de acordo com os resultados obtidos, uma
nova abordagem terapéutica para a doenca de Parkinson podera ser desenvolvida.
Quanto aos riscos, nenhum dos procedimentos utilizados constitui risco direto para a
integridade fisica ou moral dos participantes. Entretanto, em alguns pacientes mais
sensiveis pode ocorrer certo desconforto no momento da coleta de sangue como a
lipotimia, que € uma sensacao de mal estar levando a pessoa a um estado de quase
desmaio. Nesta situacdo, a equipe de coleta que esta treinada para esta
intercorréncia, prontamente prestara atendimento adequado.

Caso vocé tenha davidas ou necessite de maiores esclarecimentos, pode nos
contatar: professor Dr. Décio Sabbatini Barbosa ((43) 3371-2451), Farmacéutico
Thiago Hissnauer Leal Baltus ((43) 8824-5191), ou procurar o Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina,
situado junto ao LABESC - Laboratério Escola, no Campus Universitario, telefone

3371-5455, e-mail: cep268@uel.br. Este termo devera ser preenchido em duas vias

de igual teor, sendo uma delas, devidamente preenchida e assinada entregue a

VOCE.

Londrina, de de 20__.

Décio Sabbatini Barbosa
(RG: 13.163.452 SSP-SP)
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(nome por extenso do sujeito de

pesquisa), tendo sido devidamente esclarecido sobre os procedimentos da

pesquisa, concordo em participar voluntariamente da pesquisa descrita acima.

Assinatura (ou impressao dactiloscépica):

Data:






