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RESUMO

A doenga de Parkinson (DP) ¢ uma doenga neurodegenerativa progressiva, cuja
etiologia ainda ndo esta completamente esclarecida, porém sabe-se que ¢ uma doenga de origem
multifatorial. Neste sentido, varios genes tém sido estudados quanto a sua associagdo com o
surgimento da doenca. Entre estes, o receptor CCRS5 tem sido apontado como um possivel fator
causador da doenga, uma vez que estudos prévios comprovam relacdo deste receptor com
neurdnios e células da glia, resultando na manutengao das atividades neuronais normais. Além
disso, verificou-se que a delecdo de 32 pares de bases no receptor do gene CCRS esteja
relacionada com alteragdo na sua expressao, podendo influenciar na atividade neuronal normal.
Desta forma, o presente estudo objetivou avaliar se existe relacdo entre a delecio CCR5A32
com a progressdao da doenca de Parkinson, em pacientes diagnosticados com a DP numa
populacdo de Pernambuco. Um total de 213 amostras de DNA de pacientes com a DP,
armazenadas no Laboratério Genoma da UFRPE, oriundos do ambulatorio do servigo Pro-
Parkinson do Hospital das Clinicas UFPE foram avaliados. A amplificacdo do gene CCRS5 foi
realizada através da técnica da PCR convencional, e analisada em gel de agarose 2%. Nossos
resultados ndo mostraram associagdo do polimorfismo com nenhum dos sintomas motores e
nao motores da doenga de Parkinson (p>0,05). Porém, a interpretagdo dos resultados deve ser
considerada contendo algumas limitacOes devido a baixa frequéncia do alelo CCR5A32 na
populagdo de estudo. Além disso, este ¢ o primeiro estudo a avaliar a relacdo deste gene com a
progressdo da DP. Desta forma, mais pesquisas, em outras populagdes de estudo, sdo

necessarias para investigar o papel desse polimorfismo na patogénese da doenga.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson; CCRS5; Polimorfismo.
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1 INTRODUCAO

A doencga de Parkinson (DP) ¢ uma doenca neurodegenerativa progressiva de carater
multifatorial, descrita pela primeira vez pelo médico britanico James Parkinson, em 1817, em
um trabalho intitulado "An Essay on the Shaking Palsy", no qual ele caracterizou os principais
sintomas da doenca com base na observacao clinica de trés pacientes, ainda sem o auxilio do
diagnostico neurologico formal (PARKINSON, 1817; BERRIOS, 2016). Entre o século XVIII
e o inicio do século XIX, o que hoje reconhecemos como DP era classificado como paralisia
agitante — termo que implicava uma perda de movimentos e sensibilidade com tremor como
manifestagdo central. Apenas em 1864, Charcot e Vulpian formalizaram a denominagao
"doenca de Parkinson", corrigindo uma lacuna historica e atribuindo ao fenomeno uma

identidade clinica prépria (BERRIOS, 2016).

Do ponto de vista epidemioldgico, a DP ¢ considerada a segunda doenga
neurodegenerativa mais frequente no mundo, afetando entre 1% e 2% da popula¢do em todos
os grupos étnicos e classes socioeconomicas. Em paises industrializados, estima-se uma
prevaléncia de 0,3% na populacdo geral, alcangando 1% em pessoas acima de 60 anos e 3%
naquelas acima de 80 anos, com taxa de incidéncia variando entre 8 e 18 por 100 mil
pessoas/ano (LEE; GILBERT, 2016). Na Europa, as taxas de prevaléncia e incidéncia estimadas
para a DP variam entre 65 e 12.500 por 100 mil e 5 e 346 por 100 mil pessoas por ano,
respectivamente (CAMPENHAUSEN et al., 2005). No Brasil, estima-se que cerca de 200 mil
pessoas sejam acometidas pela doenga, embora os dados epidemioldgicos nacionais ainda

sejam escassos (DA SILVA; DE CARVALHO, 2019; WERNECK, 2010).

Patologicamente, a DP ¢ caracterizada pela degenera¢do progressiva de neurdnios
dopaminérgicos na substancia nigra pars compacta (SNPc), com perda de suas projecdes
ascendentes para o striatum, consequente diminui¢do do contetdo de dopamina estriatal e
acimulo de alfa-sinucleina em inclusdes intracitoplasmaticas denominadas corpos de Lewy
(CL), responsaveis pela maioria dos sintomas motores observados na doenca (HIRSCH;
HUNOT, 2009; SPILLANTINI et al., 1997, WAKABAYASHI et al., 2013). Quando os
pacientes recebem o diagnostico, uma propor¢ao substancial de neurdnios dopaminérgicos ja
foi perdida e a neurodegeneracao ja se estendeu a outras regides do sistema nervoso central

(SNC).



A etiologia da DP ainda ndo estd completamente elucidada, mas sabe-se que fatores
genéticos e ambientais contribuem de forma combinada para o surgimento e progressao da
doenca. Causas genéticas identificadveis respondem por aproximadamente 5 a 10% dos casos,
enquanto predisposi¢do genética, toxinas ambientais e envelhecimento sdo apontados como
fatores de risco relevantes (NAGATSU; SAWADA, 2006). Entre os mecanismos moleculares
implicados na degeneracao celular, destacam-se disfun¢des mitocondriais, estresse oxidativo,
acumulo de proteinas alteradas, excitotoxicidade e apoptose (HIRSCH; HUNOT, 2009). Além
disso, resultados de estudos pds-morte € modelos animais sugerem que a neuroinflamagao
desempenha um papel relevante na progressao da neurodegeneracao (NAGATSU; SAWADA,
2006; TANSEY et al., 2007; GLASS et al., 2010; HIRSCH et al., 2003).

Nesse contexto, o processo inflamatdrio no SNC vem sendo apontado como um dos
principais fatores associados a disturbios neurodegenerativos. O sistema nervoso central ¢
composto por células especializadas chamadas células da glia — incluindo astrécitos,
microglia, oligodendrocitos e NG2 —, responsaveis pela manutencdo, nutricdo e protecao do
SNC (RANSOHOFF et al., 2016; MECCA et al., 2018; ALLEN et al., 2018). Em condi¢des
inflamatorias, essas células liberam mediadores como citocinas e interleucinas pro-
inflamatérias, que podem levar a um estado de neuroinflamagdo cronica associado ao
surgimento e progressdo de doengas neurodegenerativas, incluindo a DP (BRODIN; DAVIS,
2017; KEMPUIJAR et al., 2019). Na DP especificamente, foi observada uma diminuicao do
fenotipo microglial anti-inflamatério € um aumento do pro-inflamatério, criando um ciclo
vicioso no qual a ativagdo glial amplifica a perda neuronal e a perda neuronal perpetua a

ativacdo das células gliais (LEE et al., 2019; KEMPUJAR et al., 2016).

Nesse cenario inflamatdrio, as quimiocinas emergem como moléculas de interesse
central. Trata-se de pequenas proteinas quimioatrativas de baixo peso molecular (8—15 kDa)
que se ligam a receptores acoplados a proteina G e desempenham papel fundamental na
migragdo celular, vigilancia imunitdria e modulagdo da inflamagdo (RAMAN et al., 2011;
ROSSI; ZLOTNIK, 2000). No contexto das doengas neurodegenerativas, as quimiocinas tanto
podem contribuir para a neurodegeneragdo quanto para a protecao do SNC, a depender do tipo

de receptor ativado e do contexto imunolégico (LIU etal., 2019; GUALTIEROTTI et al., 2017).

O receptor CCRS5 (Chemokine-CC-motif-receptor 5), localizado no cromossomo 3p21,

¢ amplamente envolvido no recrutamento de leucdcitos para o local da inflamagao, incluindo a
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migracgdo de células natural killer e células Th1 (BALISTRERI et al., 2007; CHOI et al., 2013).
Sua expressdo constitutiva ¢ detectada em monocitos, astrocitos, neurdnios associados a
memoria e microglia, e estudos comprovam que sua relagdo com neurdnios e c€lulas da glia
resulta na manutencdo das atividades neuronais normais (CHOI et al., 2013; KHORRAM
KHORSHID et al., 2012). Além disso, estima-se que o CCRS esteja associado a mecanismos
que promovem a neuroprote¢ao do SNC e influenciam a sobrevida neuronal (JORDAN et al.,

2019).

Um polimorfismo de particular interesse nesse receptor ¢ a delecao de 32 pares de bases
no gene CCRS5 (CCR5A32), que resulta em uma proteina truncada e inativa de 215 aminoacidos
— em vez dos 352 aminoacidos da proteina funcional —, com deficiéncia em dominios
essenciais para interagdes com a proteina G e transducao de sinal (MARTINSON et al., 1997).
Essa delecdo esta presente em 2 a 10% da populagdo geral e ¢ mais frequentemente observada
em populagdes caucasianas do norte da Europa (BALISTRERI et al., 2007; SALDANHA,
2008). Variacdes na expressao ou na funcdo do receptor CCRS5, causadas por polimorfismos
genéticos, podem afetar processos gliais e neuronais e, assim, estar associadas a predisposi¢cao
e progressao de doengas neurodegenerativas (OTAEGUI et al., 2007; BALISTRERI et al.,
2007).

Diante do exposto e da escassez de investigagdes que relacionem o polimorfismo
CCR5A32 especificamente a progressao da doenca de Parkinson, o presente estudo objetivou
avaliar se existe associagdo entre essa dele¢do e as caracteristicas clinicas da DP — incluindo
sintomas motores € ndo motores — em uma coorte de pacientes diagnosticados em uma
populagdo pernambucana, atendidos no ambulatorio do servigo Pro-Parkinson do Hospital das
Clinicas da UFPE. Para o melhor do nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo a avaliar

essa associagdo na populagdo brasileira.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Verificar uma possivel relagdo entre a dele¢do de 32 pares de bases no gene CCRS com

a progressao da doenca de Parkinson numa populagdo de Pernambuco.

2.2 Especificos

- Determinar a frequéncia alélica e genotipica do polimorfismo na populagao de estudo;

- Avaliar a relagdo entre as frequéncias alélicas e genotipicas da delecdo com a

progressao da doenga.
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3 DESENVOLVIMENTO (MATERIAL E METODOS)

3.1 Desenho de estudo

O presente estudo correspondeu a um estudo transversal (cross-seccional) de base
hospitalar, com individuos diagnosticados com a doenga de Parkinson no ambulatério do
servico PRO-PARKINSON do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
(HC-UFPE), no periodo compreendido entre os meses de janeiro de 2016 a dezembro de 2017.
Todos os pacientes foram oriundos da regido metropolitana de Recife-PE e diagnosticados com
a doenca pelo médico responsavel, baseado nos critérios do Banco de Cérebros da Sociedade
da Doenga de Parkinson do Reino Unido. Foram utilizadas neste estudo amostras de DNA de
pacientes armazenadas no Laboratorio Genoma da UFRPE, sob a responsabilidade do

coordenador do projeto, com 213 individuos diagnosticados com a doenga de Parkinson.

3.2 Amplificacio do gene CCRS

A presenca da delegdo de 32 pb do gene CCRS foi analisada por meio da técnica da PCR
convencional, usando os pares de primers: senso (5-CTTCATCATCCTC-CTGACAATCG-3")
e antisenso (5'-GACCAGCCCCAAGTTGACTATC-3"), conforme descrito por Kristiansen et
al. (2001). A reacao de amplificagdao da regido do gene CCRS5 foi realizada num volume final
de 15 pL, contendo: ~50 ng de DNA, 1X Master Mix PCR 2X (PROMEGA) e 1 uM de cada

primer.

3.3 Condicoes da reacao e analise do amplicon

A reagdo de PCR foi realizada de acordo com as seguintes condi¢des: uma desnaturacao
inicial a 94°C por 5 min; seguidas por 30 ciclos de: 94°C por 45 s; anelamento dos primers por

45 s e extensdo a 72°C por 30 s; e uma extensdo final a 72°C por 5 min, conforme descrito por
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Mukhtar (2017). Em seguida, as amostras foram submetidas a separagdo eletroforética em gel
de agarose a 3%, coradas com Syber Green, e visualizadas sob transiluminador de luz
ultravioleta. Fragmento amplificado contendo 262 pb corresponde a individuos homozigotos
do tipo selvagem do gene CCRS; fragmento contendo 230 pb corresponde a individuos
homozigotos do tipo mutante CCR5A32. Individuos heterozigotos apresentam dois fragmentos:

265 pb e 230 pb.

3.4 Analises estatisticas

As frequéncias alélicas e genotipicas foram determinadas por contagem direta, e os
resultados obtidos foram utilizados para andlise de varidveis dicotomicas pelo SNPSTAT,
calculadas usando o modelo dominante, tendo em vista que o estudo possui dois tipos de
genotipos: W/W e W/D. Os testes de comparagao de médias (Teste T ou Mann-Whitney) foram

utilizados para analisar as variaveis quantitativas por meio do software PRISMA.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 A doenca de Parkinson: marco historico

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa caracterizada por
inflamacao cronica, sendo descrita pela primeira vez pelo médico britanico James Parkinson,
em 1817, num trabalho intitulado "An Essay on the Shaking Palsy". No estudo, ele descreveu
os principais sintomas da doen¢a quando o diagndstico neurolégico ainda ndo era conhecido.
James Parkinson caracterizou as peculiaridades da doenca em trés pacientes, visando
desmistificar o déficit cognitivo de intelecto como efeito colateral da paralisia. Entretanto,
apenas em 1864, Charcot e Vulpian corrigiram uma lacuna histérica, denominando esse

problema neurologico de doenga de Parkinson (PARKINSON, 1817, p. 1; BERRIOS, 2016).

Entre o século XVIII e o inicio do século XIX, o que ainda era conhecido como paralisia
foi considerado uma perda de movimentos e sensibilidade, tendo como caracteristica
sintomatica o tremor. Apenas apos a publicagdo de James Parkinson, o termo "paralisia" passou
a ser considerado como algo mais profundo, sendo caracterizado como uma incapacidade ou
enfraquecimento da sensibilidade e do movimento voluntario. De acordo com Parkinson, o
tremor teria um inicio insidioso, com leve sensacdo de fraqueza, fadiga e interferéncia gradual
em tarefas como escrever e comer (CULLEN, 1809; PARKINSON, 1817, pp. 3-7; BERRIOS,
2016).

Em 1893, foram feitas as primeiras observacoes e hipoteses acerca da hereditariedade
da DP mencionadas por Gowers, ap0s perceber que 15% de seus pacientes tinham familiares
com tremor isolado ou Parkinson. Em 1945, Mjones descreveu casos familiares da doenga e
prop0Os que a DP teria trago autossomico dominante com 60% de penetracao (GARCIA-RUIZ,
2014). Apenas em 1912, o patologista alemdo Fritz Heinrich Lewy identificou estruturas
anormais no cérebro dos pacientes — as agregacdes anormais de proteinas alfa-sinucleinas,
observadas no cortex cerebral, mesencéfalo e tronco cerebral, que se tornaram uma

caracteristica marcante da doenga (BERRIOS, 2016).
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4.2 Epidemiologia

A doenga de Parkinson ¢ a segunda doenca neurodegenerativa mais frequente em todo
o mundo, afetando entre 1% e 2% da populacdo em todos os grupos étnicos e classes
socioeconomicas. Em paises industrializados, estima-se uma prevaléncia de 0,3% da DP na
populagdo geral; 1% em pessoas acima de 60 anos e 3% em pessoas acima de 80 anos, com
taxa de incidéncia variando entre 8 a 18 por 100 mil pessoas/ano (LEE; GILBERT, 2016). Na
Europa, as taxas de prevaléncia e incidéncia estimadas para DP variam entre 65 ¢ 12.500 por
100 mil e 5 e 346 por 100 mil pessoas por ano, respectivamente (CAMPENHAUSEN et al.,
2005).

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude (2014), a prevaléncia da DP ¢ estimada
entre 100 e 200 casos por 100 mil habitantes, e acredita-se que existam em média 10 milhdes
de pessoas vivendo com a doenga. No Brasil, ainda ndo existem muitos estudos estatisticos para
DP, porém estima-se que 200 mil pessoas sejam acometidas pela doenca (DA SILVA; DE
CARVALHO, 2019). A incidéncia e prevaléncia da doenga aumentam com a idade: 4/100.000
individuos entre 50 ¢ 59 anos; e 1/100.000 para aqueles entre 70 ¢ 79 anos (WERNECK, 2010).

4.3 Neuroinflamacio e o processo neurodegenerativo na DP

O sistema nervoso central (SNC) ¢ considerado um dos mais complexos sistemas
existentes no corpo humano. Existem células especializadas que atuam no cérebro para a sua
estabilidade, conhecidas como células da glia, que servem para a manuten¢do, nutri¢do e
protecdo deste sistema. Dependendo da espécie, elas podem representar de 5 a 20% das células
nervosas em um cérebro adulto, sendo compostas por: glia radial, astrocitos, microglia, NG2 e

oligodendrocitos (RANSOHOFF et al., 2016; MECCA et al., 2018; ALLEN et al., 2018).

Em estados fisioldgicos normais, a microglia apresenta ramificagdes que verificam
continuamente o parénquima circundante, atuando como fagocito mononuclear. Ao reconhecer
uma anormalidade — como lesdo tecidual ou infec¢do —, ocorrem mudangas morfoldgicas
nessas células para um estado pro-inflamatdrio ativado, a fim de limitar os danos no tecido

nervoso. Essa micréglia entdo muda para um fenotipo anti-inflamatério, promovendo a
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expressao de citocinas e fatores de crescimento, cicatrizacao e restabelecimento da homeostase

(MECCA et al., 2018; LEE et al., 2019).

Diversas alteracdes podem levar a um estado inflamatorio no SNC, como infecgdes
virais e bacterianas, liberacao de lipopolissacarideo (LPS), liberagao de Ca*" e o aumento de
ferro na glia, fazendo com que astrocitos e microglias liberem mediadores inflamatérios. Com
o envelhecimento, o aumento desses mediadores pode levar a um estado neuroinflamatoério que
contribui para o surgimento de doengas neurodegenerativas (BRODIN; DAVIS, 2017;
RANSOHOFF, 2016; MECCA et al., 2018; KEMPUJAR et al., 2019).

Patologicamente, a DP ¢ caracterizada pela degeneragdo progressiva de neurdnios
dopaminérgicos na substincia nigra pars compacta (SNPc), perda de suas progressoes
ascendentes para o striatum, diminui¢ao do conteido de dopamina estriatal e acimulo de alfa-
sinucleina em inclusdes intracitoplasmaticas chamadas corpos de Lewy (CL) (HIRSCH;
HUNOT, 2009). Os CL sao inclusdes intraneuronais, redondas e eosinofilicas, compostos por

mais de 90 proteinas, sendo os principais componentes a a-sinucleina e a ubiquitina

(WAKABAYASHI et al., 2013; SPILLANTINI et al., 1997).

N
8->

Figura 1 — Na DP, o acumulo de Alfa-sinucleina ativa as células da glia, que liberam citocinas recrutando
células do sistema imune, causando neurotoxicidade no SNC e declinio de neurénios dopaminérgicos, o que

retroalimenta o estado de inflamagdo crénica.

Fonte: Harms AS et al. (2018); Dos-Santos-Pereira M et al. (2018).

4.4 Etiologia da doenca de Parkinson
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A etiologia da doenga de Parkinson ainda ndo estd completamente elucidada, mas
diferentes causas genéticas tém sido identificadas em aproximadamente 5 a 10% dos casos.
Sabe-se que esta ¢ uma doenga multifatorial que envolve fatores genéticos e ambientais. A
predisposicao genética, toxinas ambientais e envelhecimento sdo sugeridos como fatores de
risco para o inicio e a progressao da doenga (NAGATSU; SAWADA, 2006). Por outro lado,
disfun¢des mitocondriais, estresse oxidativo, acimulo de proteinas alteradas, excitotoxicidade
e apoptose tém sido implicados como mecanismos moleculares e celulares responsaveis pela
degeneracao celular na DP (HIRSCH; HUNOT, 2009). Além disso, resultados de estudos pos-
morte ¢ estudos in vivo em pacientes e modelos animais sugerem que a neuroinflamagao
também contribui para a neurodegeneracdo (NAGATSU; SAWADA, 2006; TANSEY et al.,
2007; GLASS et al., 2010; HIRSCH et al., 2003).

Devido a perda neuronal, observa-se um aumento no numero de células ativas na
substancia negra na DP. Na doenga, a neuroinflamagao ¢ vista como um ciclo vicioso e fator
que leva a danos neuronais. Nao se sabe ao certo o que da inicio a morte celular, mas uma vez
iniciado o processo, ele ¢ uma das causas que leva a ativacio das células gliais, provocando a
progressdo da doenca (KEMPUJAR et al., 2016). Em geral, essas condigdes podem ser
predispostas pelo acumulo patoldgico de alfa-sinucleina, levando a ativagdo da glia e a
formagao dos corpos de Lewy e neuritos de Lewy (KEMPUJAR et al., 2016; LEE et al., 2019;
DOS SANTOS PEREIRA et al., 2018).

Além disso, na DP foi observada uma diminui¢do do fenotipo microglial anti-
inflamatério e um aumento do pro-inflamatorio; astrocitos ativos regulam a liberacao de fatores
pro-inflamatoérios e estdo associados com a ativagdo da microglia, além de atuarem impedindo
a regeneragdo axonal por formagdo de cicatrizes no SNC. Desta forma, astrdcitos e microglia
sdo as principais c€lulas associadas com a neuroinflamagdao em doencas neurodegenerativas

(LEE etal., 2019; L1 et al., 2019).

4.5 Quimiocinas

As quimiocinas sdo pequenas proteinas quimioatrativas de baixo peso molecular (8—15

kDa) que se ligam as proteinas G acopladas aos receptores de quimiocinas. Flas desempenham
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um importante papel na migracdo celular, no desenvolvimento, na vigilancia imunitaria, na
inflamacdo e em muitas condi¢gdes patologicas (RAMAN et al., 2011). Essas proteinas sdo
capazes de estimular e direcionar células imunes até o local da inflamagdo, promovendo a
aderéncia as células-alvo, e se envolvem em processos de angiogénese, direcionamento de
linfocitos e de 6rgaos linfoides secundérios (ROSSI; ZLOTNIK, 2000; KLEINE-LOWINSKI
et al., 2003; ZHENG et al., 2006).

Elas possuem uma estrutura tridimensional conservada, com uma folha beta centrada
em trés filamentos, uma alfa-hélice terminal C helicoidal sobrejacente € um terminal N em loop
ndo estruturado, curto e conservado, extremamente importante para a ligacdo e ativagdo do
receptor. Cada subfamilia ¢ definida pelas variagdes nessa configuracdo determinadas a partir
da disposi¢do e concentracdo dos residuos de cisteinas e das sequéncias primarias de
aminoacidos que formam ligagdes dissulfeto (HUGHES; BHATT, 2018; LEGLER;
RANSOHOFF, 2016; KUFAREVA et al., 2017).

Cada receptor quimiotatico encontra-se acoplado na superficie celular por sete
segmentos helicoidais transmembranares acoplados a proteina G ou beta-arrestinas, liberando
sinais transmembranares indutores para as quimiocinas (HUGHES; BHATT, 2018; STONE et
al., 2017). De forma geral, existem aproximadamente 20 receptores conhecidos, nomeados
utilizando a subfamilia a qual pertencem, seguido da letra R e um nimero de identifica¢do

(STONE et al., 2017).

Tabela 1 — Principais quimiocinas envolvidas na resposta imune

Subfamilia Ligante | Nome comum Receptor Func¢ao

CcC CCL2 MCP-1 CCR2, Recrutamento de mondcitos para o local da
CCRO, inflamagdo.
CCR11

CcC CCL3 MIP-1-Alfa CCR1, Recrutamento de células Natural Killer
CCRS5, (NK).
CCR9

CC CCL4 MIP-1-Beta CCR1, Recrutamento de células Natural Killer
CCRS, (NK).
CCR9

CcC CCL5 RANTES CCRl, Recrutamento de células T ativadas para o
CCR3, local da inflamagao.
CCR4,
CCRS
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CXC CXCLS8 IL-8 CXCR1, Estimula a liberagdo dos granulos nos

CXCR2 neutrofilos.
CXC CXCL12 SDF-1 CXCR4 Promove o recrutamento de células
hematopoiéticas.
CX3C CX3CL1 Fractalquina | CX3CRI Promove a comunicagdo entre os neurdénios

e as células da glia; relacionada ao transito
de células imunes como monocitos, NK e
células T.

Fonte: Gualtierotti et al. (2017), Stone et al. (2017).

4.6 CCR5eaDP

Em doengas neurodegenerativas, as quimiocinas tanto podem contribuir com a
neurodegeneragdo quanto podem proteger o SNC. As quimiocinas podem ativar a microglia e
favorecer o trafego de células imunes transendotelial pela barreira hematoencefalica até o SNC,
proporcionando uma resposta inflamatoria drastica e levando a danos e perdas neuronais. Além
disso, a propria ativacdo da microglia j4 ¢ um estimulo para a produgdo e secre¢do de
quimiocinas, levando a um ciclo de respostas exageradas que amplifica a neuroinflamagao (LIU

etal., 2019; GUALTIEROTTTI et al., 2017).

Uma importante quimiocina do grupo CC ¢ o receptor CCR5 (Chemokine-CC-motif-
receptor 5), localizado no cromossomo 3p21. Este receptor estd amplamente envolvido com o
recrutamento de leucdcitos para o local da inflamagao, devido a sua atuagdo incluir a migragao,
o crescimento na concentragdo de quimiocinas, células natural killers e células Thl

(BALISTRERI et al., 2007; CHOI et al., 2013).

Predominantemente, ¢ possivel detectar o CCRS5 se expressando na superficie de
monocitos e, quando observado no sistema nervoso, sua expressdo constitutiva ocorre
normalmente em astrocitos, neurénios associados @ memoria e microglia. Estudos comprovam
que a relacdo deste receptor com neurdnios e células da glia resulte na manutengdo das
atividades neuronais normais (CHOI et al., 2013; KHORRAM KHORSHID et al., 2012).
Estima-se que o CCRS esteja associado com os mecanismos que promovem a heuroprotecao

do SNC e influenciam a sobrevida neuronal (JORDAN et al., 2019). O CCRS5 ¢ um receptor de
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amplo espectro que se liga as quimiocinas CCL3, CCL4, CCL5, CCLI11 e CCLI13
(PALOMINO; MARTI, 2015; JORDAN et al., 2019).

Um fator intrigante associado a esta quimiocina foi a descoberta da relacdo direta entre
a dopamina e o CCRS. Ao se estudar um grupo imunodeficiente pelo virus HIV, tratado com
metanfetamina, percebeu-se que a dopamina ¢ um fator epigenético transcricional para o CCRS,
e os efeitos em sua transcricdo sao mediados por receptores dopaminérgicos, principalmente

pelo DRD4 e DRDI1 (BASOVA et al.,, 2018; MONDAL et al., 2019).

Ainda nio esta claro o efeito do CCRS5 em doengas neurodegenerativas, uma vez que o
mesmo demonstrou ter resultados neuroprotetores e neurodegenerativos dependendo da doenga
ao qual o estudo foi direcionado (MONDAL et al., 2019). Variagdes na expressao ou na funcao
causadas por polimorfismos genéticos de quimiocinas e seus receptores podem afetar estas
funcdes e assim estar associadas com a predisposicao e, possivelmente, a origem da DP. Estima-
se que haja uma relagdo entre a delecdo de 32 pares de bases no gene CCRS5 — que resulta na
producao de um receptor truncado e inativo — com o processo de inflamag¢dao em doengas

neurodegenerativas (BALISTRERI et al., 2007; OTAEGUI et al., 2007).

Uma vez que importantes fatores na etiopatogénese da DP tém sido sugeridos para
predisposicdo e progressao da doenga, o objetivo deste estudo foi verificar se existe uma
associacdo entre a delecao de 32 pb no gene CCRS5 com a progressao da DP. Para o melhor dos
nossos conhecimentos, este € o primeiro estudo a avaliar a associa¢ao deste polimorfismo com

a progressdao da DP na populacao brasileira.
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5 RESULTADOS

Dos 213 pacientes diagnosticados com a doenca de Parkinson, 194 foram genotipados

para a presenga da delecdo no gene CCRS5 como sendo do tipo selvagem (WT/WT), ou seja,

sem a delecdo de 32 pb. Os outros 19 pacientes tiveram mutacdo em apenas um dos alelos,

sendo genotipados como heterozigotos (WT/D), e nenhum paciente foi homozigoto para a

delecao (D/D).

5.1 Analise das variaveis paramétricas: inicio da doenca, estagio HY e indice de

progressao da doenca

Para o inicio da doenga, a média de idade dos pacientes com gendtipo homozigoto

selvagem WT/WT foi de 55,64 + 0,7350 anos, enquanto a média de idade dos pacientes com
genotipo WT/D foi de 53,89 + 2,4850 anos. Para o estdgio da escala HY, a média foi de 2,356
+ 0,8531 para pacientes com gendtipo WT/WT e de 2,316 + 1,250 para pacientes WT/D. Em

relagdo ao indice de progressdo, a média foi de 0,3957 + 0,2494 para pacientes com genotipo

WT/WT e de 0,3551 + 0,2172 para pacientes com gendtipo WT/D. Contudo, as analises

estatisticas ndo mostraram diferenga significativa para nenhuma das varidveis analisadas

(p>0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 — Normalidade das variaveis quantitativas no inicio da doenca, estagio HY e indice de

progressao
Variavel CCRS5A32 WT/WT CCRS5A32 WT/D (Média p-Value
(Média £ Desvio Padrao) + Desvio Padrao)
Inicio da doenga 55,64 +0,7350 53,89 +2,4850 0,2676*
Estagio HY 2,356 +0,8531 2,316 + 1,250 0,4090%**
Indice de Progressao 0,3957 +£ 0,2494 0,3551+£0,2172 0,0014**

* Teste t de Student — teste paramétrico de comparacdo de médias

** Mann-Whitney — teste ndo paramétrico de comparagdo de médias
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5.2 Anilise das variaveis dicotomicas (dor, bradicinesia, rigidez, tremor, discinesia,

flutuacdo motora, alucinacio visual e fadiga)

A Tabela 3 mostra a analise das varidveis categdricas dicotdomicas, conforme relatado
pelos pacientes com a doenga de Parkinson, e a sua relagdo com o gendtipo WT/WT ou WT/D.
Em relacdo a ocorréncia de dor, dos individuos que apresentaram genétipo WT/WT, 176
apresentaram dor e 18 ndo apresentaram. Como nao houve nenhum individuo heterozigoto
WT/D sem apresentar dor, ndo foi possivel calcular o odds ratio (OR). Para a ocorréncia de
bradicinesia, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os gendtipos (p-value =
0,53). Em relagdo a rigidez (p-value = 0,94), ao tremor (p-value = 0,67), a discinesia (p-value
=0,43), a flutuagdo motora (p-value = 0,75), a alucinagao visual (p-value = 0,59) e a fadiga (p-
value = 0,99), nenhuma diferenca significativa foi detectada entre os grupos analisados. Diante

do exposto, ndo foi encontrada diferenca significativa para nenhuma das variaveis analisadas.

Tabela 3 — Variacio categérica dicotobmica para ocorréncia de sintomas em pacientes com doenca de

Parkinson com genétipo W/W e W/D para CCR5A32

Variavel/Genétipo Presenca N | Auséncia N | OR (95% IC) | p-Value
CCR5A32 (%) (%)

DOR
WT/WT 176 (0,91) 18 (0,09) 1 0,11
WT/D 18 (0,93) 0 NA
BRADICINESIA
WT/WT 176 (0,91) 18 (0,95) 1 0,53
WT/D 18 (0,09) 1 (0,05) 0,54 (0,07—

4,31)
RIGIDEZ
WT/WT 162 (0,91) 32 (0,91) 1 0,94
WT/D 16 (0,09) 3 (0,09) 0,95 (0,26—

3,45)
TREMOR
WT/WT 60 (0,92) 134 (0,90) 1 0,67
WT/D 5(0,80) 14 (0,10) 1,25 (0,43—

3,64)
DISCINESIA
WT/WT 147 (0,90) 45 (0,94) 1 0,43
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WT/D 15 (0,10) 3 (0,06) 0,61 (0,17—

2,20)
FLUTUACAO MOTORA
WT/WT 84 (0,90) 109 (0,92) 1 0,75
WT/D 9 (0,10) 10 (0,08) 0,86 (0,33—

2,20)
ALUCINACAO VISUAL
WT/WT 162 (0,92) 31 (0,89) 1 0,59
WT/D 15 (0,08) 4(0,11) 1,39 (0,43

4,98)
FADIGA
WT/WT 49 (0,89) 41 (0,89) 1 0,99
WT/D 6 (0,11) 5(0,11) 1 (0,28-3,5)

NA = ndo aplicavel; OR = odds ratio
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, investigou-se se a delecdo de 32 pb no gene codificador de CCRS5
(CCR5-A32) estava associada com o risco ou progressao da doenga de Parkinson. Embora o
papel do receptor CCRS nas doengas neurodegenerativas ainda nao esteja claro, dois estudos
prévios mostram que o CCRS e seus ligantes atuam como agentes reguladores da aprendizagem
e da cognicao, pois ativam a micréglia auxiliando a migragao transendotelial (ZHOU et al.,

2016; BALISTRERI et al., 2007).

Dos 213 individuos com a doenca de Parkinson genotipados, 8,9% (19/213)
apresentaram a mutacdo CCR5-A32. Estes resultados corroboram a literatura, que indica que a
delecdo de 32 pb no gene CCRS esta presente entre 2 e 10% da populagdo geral, sendo mais
comumente observada em populagdes caucasianas do norte da Europa (BALISTRERI et al.,
2007; SALDANHA, 2008). A delecao CCR5-A32 resulta numa mudancga no quadro de leitura
da proteina, produzindo uma proteina disfuncional de 215 aminoacidos, ao invés dos 352
aminodcidos da proteina funcional (MARTINSON et al., 1997). A proteina mutante ¢ deficiente
em dominios essenciais para interacdes com a proteina G e transdugdo de sinal, com

consequéncias para a resposta imune e processos metabdlicos subsequentes.

Os individuos homozigotos mutantes para CCR5-A32 nao produzem CCRS, e, assim,
seus ligantes e outras quimiocinas ndo se ligam, enquanto individuos do tipo selvagem (WT) e
os heterozigotos WT/D expressam niveis normais ou minimos de CCRS, respectivamente

(SAMSON et al., 1996; WINKLER et al., 2004).

Quando avaliada a relagdo do polimorfismo CCR5A32 com as caracteristicas clinicas
da doenga — como tremores, discinesia, flutuagdo motora, alucinagdes visuais e fadiga —
nenhuma associacdo significativa foi encontrada (p>0,05 para todas as varidveis analisadas).
Para o melhor dos nossos conhecimentos, este ¢ o primeiro estudo a avaliar a associagdo das
caracteristicas clinicas de pacientes com a doenga de Parkinson com o polimorfismo no gene
CCRS. Contudo, estudos in vitro e modelos com animais utilizando antagonistas do receptor
CCRS foram capazes de reduzir a concentracdo de microglia ativada e astrécitos, promovendo

a atenuacao da progressao da doenca e dos seus sintomas clinicos (LIU et al., 2014).
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Vale salientar que o presente estudo apresenta limitagdes, uma vez que os pacientes
foram todos recrutados de um mesmo hospital e o tamanho da amostra foi relativamente
pequeno, nao podendo ser refutada a possibilidade de um viés de selegdao. Além disso, a doenga
de Parkinson ¢ uma doenga complexa que pode ser afetada tanto por fatores genéticos quanto
por fatores ambientais. Portanto, ¢ importante continuar a investigar o papel do alelo CCR5A32
na patogénese da doenga de Parkinson em outras populagdes, a fim de confirmar e estender

estes resultados.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados indicam que a presenga do gendtipo CCR5A32 em pacientes com doenga
de Parkinson ndo apresentou associagao significativa com a presenca de tremores, discinesia,
flutuacdo motora, alucinagdes visuais e fadiga. Além disso, também ndo foi encontrada
associacgdo deste polimorfismo com o inicio da doenga, estdgio da doenca ou com o indice de
progressao da mesma na populacao de estudo. Contudo, a interpretacdo dos resultados deve ser
considerada com algumas limitagdes devido a baixa frequéncia do alelo CCR5A32 na

populacao de estudo.

Desta forma, mais pesquisas com um numero maior de pacientes ¢ em diferentes

populacdes sdo necessarias para investigar o papel desse alelo na patogénese da doenga.
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