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Resumo

Doencas neurodegenerativas € um termo genérico utilizado para um espetro de condicdes que
afetam principalmente as células neuronais. De entre as células neuronais os neuronios tém
sido os mais estudados em relacdo a este tipo de patologia. Os neuronios sdo células que
constituem o sistema nervoso, e sao células pos-mitéticas pelo que quando sao danificadas ou
morrem nao ha hipotese de substituicao (Emerit et al. 2004). As doencas neurodegenerativas
sdo doencas incuraveis e debilitantes que resultam na progressiva degeneracao e/ou morte
das células nervosas. Este facto leva a que o doente apresente alteracdes nos movimentos
(ataxia) ou que desenvolva deméncia (Guyton & Hall 2006). No presente trabalho as doencas
neurodegenerativas abordadas sao a Doenca de Alzheimer e a Doenca de Parkinson. Estas
patologias tém em comum o facto de serem frequentemente associadas ao processo de stress
oxidativo, razao pela qual é importante avaliar a capacidade de defesa antioxidante nestas
patologias, como por exemplo os parametros genéticos das enzimas antioxidantes como a
GST. Sendo assim este trabalho tem como objetivo estudar a relacao dos polimorfismos

GSTM1 e GSTT1 com as Doencas de Alzheimer e Parkinson.

A populacdo em estudo é constituida por 58 individuos de nacionalidade Portuguesa, das quais
35 foram diagnosticados com Doenca de Alzheimer e 23 com Doenca de Parkinson, e a
populacao controlo é constituida por 154 pessoas. As amostras de sangue foram colhidas em
papel de filtro, de onde se extraiu o DNA através do método de Chelex® 100, posteriormente
se realizou a amplificacao por PCR dos genes de interesse e identificou-se o genétipo através

da eletroforese em gel de agarose.

Os resultados mostraram que as GSTs tém influéncia em ambas as patologias. Na Doenca de
Alzheimer é de salientar que principalmente o gendtipo GSTM1 “ausente” é um fator de risco
para o desenvolvimento da doenca. Na Doenca do Parkinson os genotipos GSTM1 e GSTT1
“ausentes” parecem ser um fator de risco para os individuos do sexo masculino, ja nos

individuos do sexo feminino o que se verifica é a prevaléncia do gendtipo GSTT1 “presente”.

Palavras-chave

Glutationa S-Transferase, Doenca de Alzheimer, Doenca de Parkinson, Stress oxidativo.

\



Estudo dos polimorfismos de enzimas antioxidantes
nas Doencas de Alzheimer e Parkinson

Vi



Estudo dos polimorfismos de enzimas antioxidantes
nas Doencas de Alzheimer e Parkinson

Abstract

Neurodegenerative diseases, it is a generic term for a spectrum of conditions that primarily
affect neuronal cells. Among the neuronal cells, neurons have been most studied and
associated with this type of pathology. Neurons are cells that constitute the nervous system,
as they are post-mitotic cells, when they are damaged or die, they can’t be replaced (Emerit
et al. 2004). Neurodegenerative diseases are incurable and debilitating diseases that result in
the progressive degeneration and/or death of the neuronal cells. This leads to the patient
presenting changes in the movements (ataxia) or to develop dementia (Guyton and Hall
2006). In the present work, the neurodegenerative diseases studied are Alzheimer's Disease
and Parkinson's Disease. These disorders have in common the fact that they are often
associated with oxidative stress, which is why it is important to evaluate the ability of
antioxidant defense in these pathologies, such as genetic parameters of antioxidant enzymes
such as GST. This work aims to study the relationship between GSTM1 and GSTT1

polymorphisms with Alzheimer's Disease and Parkinson’s Disease.

The study population consists of 58 individuals of Portuguese nationality, of which 35 were
diagnosed with Alzheimer's disease and 23 with Parkinson's disease, and the control
population is formed by 154 people. Blood samples were collected on filter paper, from which
DNA was extracted using the Chelex® 100 method, then the amplification of the genes of
interest was carried out by PCR and the genotype was identified by agarose gel

electrophoresis.

The results showed that GSTs play an important role in both diseases. In Alzheimer's disease,
it is particularly noteworthy that GSTM1 null genotype” is a risk factor for the disease
development. In Parkinson's disease the GSTM1 and GSTT1 null genotypes appear to be a risk

factor for men, while in the women it is noticed the prevalence of GSTT1 present genotype.

Keywords

Glutathione S-transferase, Alzheimer’s Disease, Parkinson’s Disease, Oxidative Stress.
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Introducao

Doencas Neurodegenerativas

Doencas neurodegenerativas € um termo genérico utilizado para um espetro de condicdes que
afetam principalmente as células neuronais. De entre as células neuronais os neurdnios tém
sido os mais estudados em relacdo a este tipo de patologia. Os neurdnios sao células que
constituem o sistema nervoso, e sdo células pds-mitoticas pelo que quando sao danificadas ou

morrem nao ha hipotese de substituicdo (Emerit et al. 2004).

As doencas neurodegenerativas sao doencas incuraveis e debilitantes que resultam na
progressiva degeneracdo e/ou morte das células nervosas. Este facto leva a que o doente
apresente alteracdes nos movimentos (ataxia) ou que desenvolva deméncia (Guyton & Hall
2006).

No presente trabalho as doencas neurodegenerativas abordadas sao a Doenca de Alzheimer e
a Doenca de Parkinson. Estas patologias tém em comum o facto de serem frequentemente
associadas ao processo de stress oxidativo, razdo pela qual é importante avaliar a capacidade
de defesa antioxidante nestas patologias, como por exemplo os parametros genéticos das

enzimas antioxidantes como a GST.

A Neurodegeneracao e o Stress Oxidativo

Os neurodnios sao considerados umas das células mais ativas metabolicamente no organismo,
pelo que ha necessidade de manter o equilibrio entre o oxigénio e a glucose para um correto
e saudavel funcionamento. Quando este equilibrio é quebrado e a célula nao tem capacidade
para eliminar o excesso de radicais livres, passa a estar em stress oxidativo. O aumento de
stress oxidativo contribui para a progressao do nimero de doencas neurodegenerativas

(Smeyne & Smeyne 2013).

As células da glia (oligodendrdcitos, microglia e astrocitos) sao consideradas as células que
dao suporte estrutural para ajudar no metabolismo e protecao dos neuronios, em particular a
microglia assemelha-se aos monocitos/macrofagos. A barreira hemato-encefalica apenas
permite a passagem de pequenas moléculas como a glucose e a maioria dos lipidos sollveis,
no entanto moléculas de maior porte como os fagocitos nao conseguem atravessa-la. Estas
caracteristicas e o facto de o cérebro utilizar grandes quantidades de oxigénio por volume de
tecido quando comparado com outros 6rgaos, tornam o sistema nervoso central sensivel ao

stress oxidativo (Smeyne & Smeyne 2013; Emerit et al. 2004).
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As espécies reativas de oxigénio (ROS) e as espécies reativas de nitrogénio (RNS) sdo a causa
do stress oxidativo no sistema nervoso. Estas espécies sao produzidas em grande quantidade
em condicOes patoldgicas, especialmente o dxido nitrico (NO) proveniente da microglia ativa
e de células endoteliais, ja a principal fonte de ROS deriva da mitocondria, no entanto
existem outros fatores que também contribuem para o aumento das ROS (Figura 1). Tanto as

ROS como as RNS estao envolvidas na apoptose (Emerit et al. 2004).
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Figura 1 - Diferentes mecanismos patogénicos que podem levar a neurodegeneracdo (retirado de
Federico et al. 2012)
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Doenca de Alzheimer

Ao nivel mundial calcula-se que cerca de 36 milhdes de pessoas sdo diagnosticadas com
deméncia e todos os anos surgem 7,7 milhdes de novos casos (Lundkvist et al. 2014). A doenca
de Alzheimer é a causa mais comum de deméncia entre as pessoas idosas, trata-se de uma
doenca neurodegenerativa e é caracterizada pelo declinio cognitivo progressivo que
normalmente comeca com a incapacidade de formar memdrias recentes, afetando as funcoes
intelectuais, o que resulta na diminuicao da capacidade de uma pessoa cumprir as atividades

da vida quotidiana e na morte prematura (Mayeux & Stern 2012; Guyton & Hall 2006)

Os tratamentos atuais nao conseguem curar a doenca, no entanto podem temporariamente
abrandar o surgimento dos sintomas de deméncia e melhorar a qualidade de vida tanto dos
doentes como dos familiares/pessoas que cuidam deles. Pelo que existe um esforco a nivel
mundial para descobrir novas e melhores maneiras para tratar a Doenca de Alzheimer, atrasar

o inicio dos sintomas e prevenir o seu desenvolvimento.
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Classificacao

A Doenca de Alzheimer pode ser classificada quanto a idade de inicio da doenca e quando ao
historial familiar. Quanto a idade de inicio da doenca existem dois grandes grupos, o de
aparecimento precoce (com idades inferiores a 60/65 anos) e tardia (com idades superiores a
60/65 anos), sendo que a maior incidéncia de doentes é no surgimento tardio. Em relacado ao
historial familiar a Doenca de Alzheimer pode ser classificada como autossémica dominante,

familiar ou esporadica, esta ultima apresentando o maior nimero de casos.

Para ser considerada como autossémica dominante, pelo menos trés individuos em duas ou
mais geracoes tém de apresentar a doenca, sendo que dois dos individuos tém de ser parentes
de primeiro grau. Para ser classificada como familiar, significa que a doenca afeta mais que
um individuo e pelo menos dois dos individuos afetados tém que ser parentes até ao terceiro
grau. Para ser considerada esporadica sao casos isolados ou os individuos sao parentes acima

do terceiro grau (Goldman et al. 2012).

Etiopatogenia

A Doenca de Alzheimer é caraterizada por uma atrofia no hipocampo e cortex cerebral, esta
atrofia esta associada a dilatacao simétrica dos ventriculos laterais, e pela presenca de placas
B-amildides extracelulares e de emaranhados neurofibrilares intracelulares, que resultam da

hiperfosforilacao anormal da proteina tau (Alves et al. 2012).
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Figura 2 - Mecanismos que foram propostos para a degeneracao neuronal na Doenca de Alzheimer, tendo
como base o stress oxidativo (retirado de Cai et al. 2011).

Estudos de genética molecular permitiram identificar quatro genes consistentemente
associados com o maior risco de desenvolvimento da doenca: proteina percursora amiloide

(APP), apolipoproteina E (apoE), presenilina 1 (PSEN1) e presenilina 2 (PSEN2). No entanto,
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inimeros estudos apontam para um papel importante de outros genes, fortalecendo a
hipétese de uma doenca poligénica e multifatorial (Mayeux & Stern 2012; Ramanan & Saykin
2013).

A deposicao da proteina B-amildide, devido a uma mutacdo APP, é a causa principal da
Doenca de Alzheimer, mas outros mecanismos foram propostos para a degeneracao neuronal,
como: disfuncdo mitocondrial, processos inflamativos (ativacdo da microglia e astrocitos),
formacao de radicais livres, stress oxidativo, fatores genéticos, fatores ambientais e
apoptose. Estes fatores podem interagir e amplificar uns com os outros levando a disrupcao
sinaptica, declinio cognitivo e finalmente a morte (Figura 2) (Alves et al. 2012; Cai et al.
2011).

Stress oxidativo e a neuro-inflamacao

A neuro-inflamacao parece ter um papel importante na progressao da Doenca de Alzheimer e
pode ser responsavel pela degeneracao das zonas vulneraveis do cérebro, tal como o
hipocampo, uma vez que o stress oxidativo leva a formacdo de proteina b-amiloide e

consequentemente a ciclo crénico de neuro-inflamacao (Figura 3).
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Figura 3 - Representacao do potencial ciclo vicioso entre a neuro-inflamacao e o stress oxidativo
(retirado de Cai et al., 2011).

A neuro-inflamagao pode ser considerada uma causa ou uma consequéncia do stress oxidativo
cronico. As espécies reativas de oxigénio e azoto podem estimular a transcricao do gene pro-
inflamatério na microglia e nos astrécitos, o que desencadeia uma série de reacoes
inflamatdrias. O aumento da resposta inflamatéria por seu turno pode gerar mais ROS e RNS.
(Cai et al. 2011)
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O stress oxidativo leva a ativacdo da microglia e dos astrocitos, o que induz a expressao da
interleucina 1 (IL-1), esta origina mais APP que promove os niveis e deposicao da proteina b-
amiloide, por sua vez a formacao das placas vai aumentar a resposta inflamatoéria dando

origem a um ciclo vicioso. (Cai et al. 2011; Butterfield et al. 2002)

Stress oxidativo e a mitocondria

Existem varios aspetos que sugerem que o stress oxidativo e o funcionamento alterado da
mitocondria tém um papel na patogénese da Doenca de Alzheimer. Experiencias efetuadas
em ratos transgénicos que expressam em excesso a APP mostram que esta proteina bloqueia a
entrada de outras proteinas na mitocondria, o que causa uma disfuncdo mitocondrial e

prejudica o metabolismo energético (Anandatheerthavarada et al. 2003).

Em cérebros de doentes com Alzheimer e de ratinhos transgénicos, a proteina b-amiloide
interage com a proteina de ligacdo da alcool desidrogenase (ABAD) (¢ uma proteina da
matriz-mitocondrial), o que leva ao stress oxidativo mitocondrial e a atividade diminuida dos
complexos respiratorios. Esta proteina também inibe o complexo cetoglutarato desidrogenase
e reduz a atividade do citocromo c oxidase (COX). A reduzida energia da célula devido a
inibicdo do complexo | e da COX promove a fosforilacdo da proteina TAU, o que originou a
formulacao da hipdtese de que a disfuncdo mitocondrial e o stress oxidativo podem ter um
papel importante na formacao de emaranhados neurofibrilares e na neurodegeneracao (Melov
et al. 2007; Casley et al. 2002; Manczak et al. 2006).

Outra hipdtese que surgiu foi o da proteina b-amiloide ter um papel importante na modulacao
das proteinas que processam a fissdo/fusdao mitocondrial. Em doentes com Alzheimer os
tecidos do hipocampo apresentavam niveis baixos de dynamin-like protein (Drp-1), proteina
de atrofio optico (OPA1), mitofusina 1 (Mfn1), mitofusina 2 (Mfn2) e niveis altos de Fis1, o que

sugere que ha um favorecimento da fissdo mitocondrial (Wang et al. 2009).

Stress oxidativo e a Apoptose

O stress oxidativo contribui para o processo de apoptose através de ambas as vias (intrinseca
e extrinseca). Na via extrinseca os agentes oxidantes ligam-se aos recetores de morte
transmembranares (como o recetor Fas) da célula alvo e é induzida a apoptose. Na via
intrinseca a apoptose é iniciada quando sao libertados fatores/sinais da mitocondria. (Cai et
al. 2011)

A proteina b-amiloide para além de estar relacionada com o aumento do stress oxidativo,
também esta relacionada com a apoptose neuronal, uma vez que esta liga-se aos recetores
membranares NMDA e AMPA, perturbando os niveis de calcio no citosol e na mitocondria. Os
niveis excessivos de calcio na mitocondria provocam a desregulacdo desta levando a
apoptose, quer por vias dependentes das caspases quer por vias independentes (Alberdi et al.
2010).
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Doenca de Parkinson

A seguir ao Alzheimer a Doenca de Parkinson é a doenca neurodegenerativa mais comum
(Dexter & Jenner 2013). Tremores involuntarios mesmo quando a pessoa se encontra em
repouso e dificuldade em iniciar movimentos, sdao os sintomas classicos da Doenca de
Parkinson. As principais caracteristicas sao bradiquisénia, rigidez, tremor, dificuldade em
manter a postura, em falar e em engolir, e microfagia (Guyton & Hall 2006). No entanto a
doenca também apresenta sintomas nao-motores como, depressdo, disturbios do sono e

declinio cognitivo (Dexter & Jenner 2013).

Classificacao

A Doenca de Parkinson pode ser classificada quanto a idade de inicio dos sintomas da doenca
e quanto ao historial familiar. Quanto a idade de inicio da doenca existem dois grandes
grupos, o de aparecimento precoce (com idades compreendidas entre os 20 e 50/55) e tardia
(com idades superiores a 55/60 anos), sendo que a maior incidéncia de doentes é no
surgimento tardio. Em relacao ao historial familiar a Doenca de Parkinson pode ser
classificada como esporadica ou familiar, esta Gltima podendo ainda ser dividida em
autossomica dominante e autossomica recessiva consoante a mutacdo genética (Tabela 1)
(Dexter & Jenner 2013).

Tabela 1 - Mutacdes genéticas mais comuns na Doenca de Parkinson familiar (adaptado de Dexter and
Jenner, 2013).

Idade de inicio dos

Gene Locus/doenca Tipo de heranga
sintomas (em anos)
SNCA PARK1/4 Autossomica Dominante 20-85
LRRK2 PARK8 Autossémica Dominante 32-79
GRN FTDP-17 Autossédmica Dominante 45-83
MAPT FTDP-17 Autossdmica Dominante 25-76
DCTN1 Sindrome de Perry Autossdmica Dominante 35-61
PRKN PARK2 Autossémica Recessiva 16-72
PINK1 PARK6 Autossémica Recessiva 20-40
DJ1 PARK7 Autossémica Recessiva 20-40
FBXO2 PARK15/PPS Autossdmica Recessiva 10-19
NR4A2/NURR1 - Desconhecida 45-67
POLG - Desconhecida 20-26
Etiopatogenia

A Doenca de Parkinson é caracterizada por uma grave degeneracdo dos neuronios
dopaminérgicos presentes na substancia nigra do mesencéfalo e pela presenca de Corpos de

Lewis (estes sdo acumulacdes citoplasmaticas de proteinas agregadas) (Cornetta et al. 2013).
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O papel dos Corpos de Lewis na Doenca de Parkinson ainda nao é conhecida, no entanto a sua
formacao deve-se a uma mutacdo no gene da a-sinucleina, que provoca um “enrolamento
incorreto” da proteina a-sinucleina e a sua consequente acumulacdo, acabando por originar

os Corpos de Lewis (Baba et al. 1998).

A semelhanca da Doenca de Alzheimer, a Doenca de Parkinson apresenta fatores de riscos
genéticos e fatores de risco ndo genéticos, como por exemplo, a exposicao a certos metais
pesados ou toxinas organicas leva a um maior risco de surgimento da Doenca de Parkinson ou
a um inicio precoce da mesma. Individuos com traumatismos cranio-encefalicos significativos
e que estejam expostos a pesticidas e manganés também apresentam um risco elevado
(Figura 4) (Schapira 2006).

Pensa-se que polimorfismos em enzimas que envolvem o metabolismo oxidativo e a
detoxificacao estdao envolvidos na predisposicdo genética para doenca, uma vez que estudos
feitos em cérebros de doentes com Parkinson demonstraram um aumento do indice de stress
oxidativo, um aumento dos niveis de ferro e da peroxidacdo lipidica, uma diminuicdo da
atividade do complexo | da mitocondria e dos niveis de glutationa na substancia nigra
(Cornetta et al. 2013; Kelada et al. 2003).
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Figura 4 - Mecanismos que contribuem para a neurodegeneracdo nos neurénios dopaminergicos da
substancia nigra na Doenca de Parkinson. As setas duplas a azul indicam mecanismos que sao toxicos por
si s0, mas que também influenciam outros mecanismos aumentando a toxicidade. As estruturas de dupla
hélice representam as mutacdes génicas mais comuns na Doenca de Parkinson, e indicam onde a
proteina pode interferir com as funcdes celulares (retirado de Dexter & Jenner 2013).
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Stress oxidativo e a neuro-inflamacéao

Em estudos post-mortem de doentes com Parkinson sdao encontrados astrécitos, microglia e
até mesmo alguns linfocitos na substancia nigra, o que de certa maneira justifica os niveis
elevados de citocinas pro-inflamatérias encontradas nessa zona (Hirsch & Hunot 2009). No
entanto estes estudos post-mortem nao permitem afirmar se a neuro-inflamacao é uma causa

de degeneracao neuronal ou uma consequéncia da mesma.

Estudos in vitro sugerem que a deposicdo da proteina a-sinucleina e a resposta inflamatoria
potenciam a atividade patogénica um do outro levando a neurodegeneracao. A microglia ativa
promove a producdo de radicais livres, estes por sua vez vao potenciar a existéncia de
disfuncoes proteicas, que fazem com que a célula entre em stress oxidativo e ative a

microglia, estabelecendo-se assim um ciclo vicioso de neurodegeneracao (Gao et al. 2011)

Stress oxidativo e a mitocondria

Cada vez mais se estabelece o resultado dos polimorfismos genéticos a Doenca de Parkinson e
o efeito que os mesmos tém na morfologia e funcdo da mitocondria e no stress oxidativo

(Figura 5).

a-synuclein

= L ocalized to mitochondria under certain conditions
= Increased reactive oxygen species

= Decreased complex | function

Mitochondrion Q
PINK1 Q Electron transport chain

= Serine—threonine kinase = Acquired deletions impair function
= Protects against oxidative stress = Source of reactive oxygen species

= Mitochondrial fission
(together with Parkin)

e

DJ-1

= Oxidative stress sensor LRRK?2

= Relocates to mitochondria when = Serine—threonine
oxidative stress increases kinase

© = Interacts with Parkin
HTRA2 D Parkin

= Serine protease = Partial mitochondria localization
D = Mitochondrial biogenesis and fission
(together with PINK1)
= E3 ligase in ubiquitin—-proteasomal system
= Reduces oxidative stress

Figura 5 - Proteinas e genes associados a Doenca de Parkinson que afetam a funcdo mitocondrial e o
stress oxidativo (retirado de Henchcliffe & Beal 2008).
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Glutationa S-Transferase (GST)

A Glutationa S-Transferase (GST) é uma superfamilia de enzimas multifuncionais que
participam na destoxificacdo celular e na protecdao das macromoléculas do ataque dos
eletrolitos reativos. As GSTs catalisam a conjugacdo da glutationa (GSH, forma reduzida da
GST), a centros eletrofilicos de uma variedade de substratos, de modo a torna-los mais

solUveis em agua, facilitando a excrecao (Strange et al. 2001; Strange et al. 2000).

Os processos de respiracdo aerdbica podem levar a formacao de espécies reativas de oxigénio
(como por exemplo o anido superdxido 0,,0 peroxido de hidrogénio H,0, e o radical hidroxilo
eOH), os ataques destes radicais livres as membranas lipidicas produtos de peroxidacao
lipidica, o que pode levar a destruicio da membrana. As GSTs tém a capacidade de reduzir

esses compostos (Sherratt & Hayes 2002; Hayes et al. 2005).

Classificacao

As GSTs podem ser classificadas, quanto a atividade, em dois grupos distintos: as soluveis,
que podem ser proteinas citosoélicas e/ou mitocondriais, e as ndo sollveis, que se encontram
expressas ha membrana celular, denominadas de MAPEG (Membrane-Associated Proteins of

Eicosanoids and Glutathione metabolismo) (Strange et al. 2001).

As transferases sollveis sdao todas proteinas diméricas e as subunidades que estao mais
relacionadas podem formar heterodimeros, ou seja, subunidades dentro da mesma classe
(como por exemplo GSTM1-M1 ou GSTM1-M2). Por seu turno as enzimas MAPEG s&do triméricas

e nado ha evidéncias que estas possam formar heterodimeros (Sherratt & Hayes 2002).

O grupo maior é o das proteinas sollveis e estdao principalmente envolvidas na
biotransformacdo de xenobioticos e endobioticos tdxicos. As proteinas nao solUveis (MAPEG)

estao mais envolvidas no metabolismo dos acidos araquinoidos (Strange et al. 2000).

As GSTs humanas sollveis contem pelo menos 16 genes subdivididos em 8 classes designadas
por: Alpha (GSTA), Mu (GSTM), Theta (GSTT), Pi (GSTP), Zeta (GSTZ), Sigma (GSTS), Omega
(GSTO) e Kappa (GSTK). Pertencendo esta ultima as proteinas solUveis mitocondriais (Wang
and Wang 2014)(Strange et al. 2001). As GSTs nao solUveis, MAPEG, foram identificadas 6

humanas e subdividem-se em 3 classes: gp I, gp Il e gp IV (Hayes et al. 2005).

As classes Alpha, Mu e Theta contém mdltiplas isoenzimas que parecem resultar de eventos
de duplicacdo dos genes, recombinacao génica e acumulacao de mutagdes, o que sugere que
as GSTs surgiram de um ancestral comum. Em contraste, a falta de homologia entre as

proteinas MAPEG sugere que estas nao tém um ancestral comum (Sherratt & Hayes 2002).
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Estrutura e Dimerizacao

As GSTs sao proteinas que formam homodimeros ou heterodimeros (ambas as subunidades tém
de derivar da mesma classe de isoenzimas) e cada mondémero tem um sitio de ligacao
especifica para cada substrato (ponto G para a glutationa (GSH) e ponto H para o eletrofilico
hidrofébico). O ponto G sé esta completo depois da dimerizacao, porque esta localizado numa
fenda entre o dominio N-terminal de uma subunidade e o dominio C-terminal de outra (Figura
6). Esta caracteristica estd presente em todas as classes da GST e mostra uma alta
especificidade para a GSH. Ja o ponto H encontra-se no dominio C-terminal e a sua estrutura
varia entre as GSTs, o que permite a ligacdo de um vasto espetro de compostos eletrofilicos

toxicos (Dourado et al. 2008).

O dominio N-terminal, um dominio semelhante a tioredoxina, contém uma cadeia de quatro
folhas B, com as 3 cadeias em antiparalelo umas com as outras. O dominio C-terminal consiste
de cinco ou seis hélices principais (a4-8 ou a4-9). As Classes Alpha, Theta, e Omega possuem
uma hélice adicional (a9) quando comparadas com as outras classes de GST. (Wu & Dong
2012).

Figura 6 - Monomero da enzima Wild-type GST. Nesta figura encontra-se representada a subunidade 1 (a
branco) e a subunidade 2 (a azul). O ponto de ligacao H (a verde) e o ponto G (a vermelho) da
subunidade 1. Residuos da subunidade 2 ligado ao ponto G da subunidade 1 (a laranja) (retirado de
Dourado et al. 2008).

Funcao

A principal funcdo das GSTs é a de metabolizar e destoxificar quimicos eletrofilicos, como
farmacos, carcinogéneos ambientais e produtos de stress oxidativo (Wu & Dong 2012), que sao
responsaveis por lesdes na membrana lipidica e no DNA. Para além do papel de agente
antioxidante, as GSTs também tem um papel importante na sintese de esteroides,

prostaglandinas e eicosanoides (Hayes et al. 2005).
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Mecanismos de Acao

Destoxificacdo via conjugacao da GSH para GST

As GSTs catalisam a conjugacao do tripéptido glutationa (GSH; composto por aminoacidos de
glutamato, cisteina e glicina), com uma ampla variedade de moléculas endogenas e exogenas
que apresentam na sua estrutura grupos eletroliticos funcionais. A biossintese da GSH ocorre
intracelularmente (exceto nas células epiteliais) pela acdo consecutiva de duas enzimas: da
y-glutamilcisteina sintetase, responsavel por originar L-y-glutamilcisteina-L-cisteina através
da juncdo da cisteina e do glutamato, e da GSH sintetase, que converte a L-y-

glutamilcisteina-L-cisteina em GSH (Pavarino et al. 2013).

O grupo eletrofilico do xenobiotico reage com a GSH, através da GST, para originar um
composto mais sollvel. Para que a reacdo ocorra a GSH é ativada para a sua forma tiolato
anionico, de forma a tornar-se um nucleofilo forte e reagir com o substrato eletrofilico.
Quando a GSH se liga ao ponto G, o valor de pKa do grupo tiol desce de 9,2 para cerca de 6,2-
6,6 unidades de pH, o que promove a desprotonacao da GSH (Dourado et al. 2008).

O local de ligacdo ao substrato da GSTA é mais eficiente no processamento de pequenas
moléculas hidrofébicas. Devido a auséncia da hélice a9, as GSTMs tém um local ativo maior do
que, por exemplo, as GSTAs. Isto é consistente com o fato de que os substratos da GSTM
incluirem agentes eletrofilicos volumosos, tais como epdxidos B1 de aflatoxina e didis de
benzopireno. Entre as GSTMs humanas, a GSTM1 é a catalisadora mais eficiente de varios
substratos, como o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (Wu & Dong 2012; Hayes et al. 2005)

Sintese de hormonas esteroides

As GSTs humanas tém um papel na biossintese de hormonas esteroides (testosterona e
progesterona) devido a sua atividade de isomerase de ligacdo dupla, que transforma D5-
androsteno-3-17-diona em D4-androsteno-3-17-diona. O mecanismo para esta reacao envolve
o tiolato de GSH (GS) como um catalisador acido-base que promove a libertacao de um
protao do C4 e insercao de um protao no Cé do nlcleo esteroide. Dentro da familia das GSTs,
a GSTA3 é a que apresenta uma maior eficiéncia na atividade de isomerase de esteroides (Wu
& Dong 2012; Hayes et al. 2005)

Atividade de sulfatase

A enzima GSTT2 apresenta uma elevada especificidade para a atividade de sulfatase, esta
catalisa a libertacdo de ides sulfato de varios ésteres de sulfato de aralquilo, tais como
sulfato de 1-menaftil e sulfato de benzilo. A enzima GSTT2 tem a forma de um “bolso” que

permite a ligacdo do grupo sulfato, essa carateristica deve-se a longa extensao do C-terminal
(Wu & Dong 2012).
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Atividade de maleilacetoacetato isomerase

A GSTZ1 (também conhecido como isomerase maleilacetoacetato) catalisa a isomerizacao cis-
trans de maleilacetoacetato (MAA) para fumarilacetoacetato (FAA), que é o penultimo passo
no catabolismo da fenilalanina e da tirosina. Deficiéncias em enzimas ao longo desta via de
degradacado, leva ao aparecimento de doencas graves, como a fenilcetonlria. Embora o
mecanismo exato da reacdo de isomerizacao seja desconhecido, esta é iniciada pelo ataque
da GSH ao carbono a de MAA (Wu & Dong 2012; Sherratt & Hayes 2002).

Atividade de desidroascorbato redutase

As GSTOs apresentam atividade de desidroascorbato (DHA) redutase e desempenham um
papel crucial na manutencao de acido ascorbico (AA) no cérebro. O mecanismo pela qual o
processo acontece ndo é totalmente conhecido, o estudo de (Zhou et al. 2012) sugere que o
DHA vai ligar-se ao local de ligacao especifico para a GSH ponto G da GSTO1, e que a forma
anionica da cisteina (C32) vai doar um eletrdao ao DHA, o que vai atrair o hidrogénio da GSH

originando o AA. Os radicais resultantes de GS™ e C32-S, irao formar o sulfureto misto de GSH.

Atividade da Prostaglandina D sintase

A GSTS1 (também conhecida como prostaglandina D sintase) catalisa a isomerizacdo da
prostaglandina H, (PGH,;) a prostaglandina D, (PGD,), um mediador das respostas de
inflamacao e de alergia. O local de ligacdo do substrato da GSTS1 tem a forma de trés
“bolsos”. Estes “bolsos” sdo usados para a ligacao da cabeca de ciclopentano do PGH2. A
reacdo de isomerizacao € iniciada por ataque nucleofilco do grupo tiol da GSH ao oxigénio do
C11 da PGH2. As GS" em solugao vao provocar a clivagem da ligacdo O-S do C11 da PGH2,
formando um grupo carboxilo, posteriormente o hidrogénio é transferido para o C9 originando
a PGD;, (Wu & Dong 2012; Hayes et al. 2005)

Atividade de ligacdo ao ligando nao-substrato (non-substrate-ligand-
binding)

As GSTs podem ligar-se a ligandos que nao sao os seus substratos especificos, estes substratos
designam-se por ligando nao-substrato incluindo bilirrubina, esteroides, e xenobidticos (a
chamada funcao ligandina). A ligacdo de wum ligando nao-substrato para GSTs

frequentemente, mas nem sempre, ocorre na interface do dimero. A ocupacao do sitio de

N e slls

2012; Sherratt & Hayes 2002).

Polimorfismos em estudo - GSTM1 e GSTT1

Todas as espécies eucarioticas, possuem multiplas isoenzimas de GSTs, contudo existem
diferencas relativamente aos niveis de expressao e na sua distribuicao nos tecidos, como se

pode verificar na Tabela 2.
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Tabela 2 - Distribuicao da Glutationa S-Transferase nos tecidos humanos (adaptado de Sherratt & Hayes,

2002)
Familia  Classe Proteina Orgdo
GSTA1 Testiculos = figado > rins > pancreas
GSTA2 Figado = testiculos = pancreas > rins > cérebro
Soltvel Alfa
GSTA3 Placenta
GSTA4 Intestino grosso = bago > figado = rins > cérebro
GSTM1 Figado > testiculos > cérebro > rins > pulmd&es
Cérebro = musculo esquelético = testiculos > coragdo >
GSTM2 .
rins
Solavel Mu Testiculos > cérebro = intestino grosso > musculo
GSTM3 o
esquelético
GSTM4 Testiculos
GSTM5 Cérebro, coragdo, pulmdes, testiculos
Soluvel Pi GSTP1 Cérebro > coragdo = pulmdes = testiculos > rins = pancreas
Solivel  Sigma GSTS1 Figado, medula 6ssea
GSTT1 Rins = figado > intestino grosso > cérebro = préstata
Solavel Theta -
GSTT2 Figado
Soluvel Zeta GSTZ1 Figado, musculo esquelético
Solavel Omega GSTO1 Figado = coragdo = musculo esquelético > pancreas > rins
Soluvel  Kappa GSTK1 Figado (mitocondria)
MGST-I Figado = pancreas > prostata > colon = rins > cérebro
MGST-I-like-I Testiculos > prdstata > intestino grosso = colon
Figado = musculo esquelético = intestino grosso >
Insoluvel : MGST-II icul
MAPEG (microssomal) testiculos
( ) MGST-III Coragdo > musculo esquelético = glandula adrenal, tiroide
LTC,S Pulmdes > figado
FLAP Pulmdes = bago = timo > intestino grosso

O estudo de Rowe et al. (1997) e de Tasa et al. (1996), mostram que tanto a enzima GSTM1

como a GSTT1 se encontram expressas no cérebro, pelo que se torna importante o estudo das

mesmas nas doengas neurodegenerativas.
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Objetivos gerais e especificos

O objetivo principal deste trabalho é estudar a associacao dos polimorfismos genéticos das

GSTM1 e GSTT1 com as doencas de Alzheimer e Parkinson.
Para alcancar este objetivo principal € necessario:

e Determinar as diferencas na distribuicdo por genotipos dos polimorfismos “presente”
ou “ausente” da GSTM1 e GSTT1 do grupo de pessoas com a Doenca de Alzheimer e do
grupo de pessoas com a Doenca de Parkinson, e comparar com um grupo
representativo da populacao em geral, denominado de grupo controlo;

e Analisar as diferencas existentes dentro do grupo de estudo (patologia, sexo, idade)

com os polimorfismos GSTM1 e GSTT1.
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Materiais e Métodos

Populacao em estudo

A populacdo em estudo € constituida por 58 individuos de nacionalidade Portuguesa, com
idades compreendidas entre 61 e 93 anos, das quais 35 foram diagnosticados com Doenca de
Alzheimer e 23 com Doenca de Parkinson. Das 35 pessoas diagnosticadas com Alzheimer 22
sdo do sexo feminino e 13 do sexo masculino, nos doentes Parkinsonicos, 11 sdo do sexo
feminino e 12 do sexo masculino. Este grupo de doentes é acompanhado na consulta de
Neurologia da Unidade Local de Saide da Guarda pela Professora Doutora Maria Assuncao Vaz

Patto, que facultou as amostras necessarias ao estudo.

Para a analise dos resultados os doentes foram subdivididos em: doentes portadores de
Alzheimer e doentes portadores de Parkinson, e em subgrupos de género (individuos do sexo

feminino e do sexo masculino).

A populacao controlo estudada neste trabalho € constituida por 154 pessoas, representativas
da populacao geral, das quais 116 sao mulheres e 38 sao homens. O estudo da populacao
controlo foi efetuado por outros investigadores do nosso grupo de trabalho, nomeadamente o
Mestre Luis Criséstomo (Crisostomo 2013) e a Doutora Cristina Ramalhinho (Ramalhinho et al.
2011).

Antes da recolha das amostras, todos os individuos em estudo foram convidados a assinar um
termo de consentimento livre e esclarecedor, contendo todas as informacdes sobre o estudo,
como o seu significado e o possivel uso dos resultados. Aos mesmos coube autorizar ou nao o
armazenamento dos dados e materiais coletados. Estes foram mantidos sob a guarda dos
orientadores e investigador, no laboratoério do Centro de Investigacdo em Ciéncias da Salude

(CICS) da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade da Beira Interior.

Recolha e armazenamento das amostras

As amostras foram obtidas a partir de uma gota de sangue, obtido por uma picada no dedo da
mao. A gota de sangue foi recolhida em de papel de filtro, que foram mantidos dentro de um
envelope a temperatura ambiente. O papel de filtro foi utilizado devido a sua capacidade de
absorcao rapida da gota de sangue. Para além disso um estudo recente mostra que as
amostras recolhidas em papel de filtro mantém a integridade e facilita o armazenamento
(Choi et al. 2014).
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Extracao de DNA

A extracdo de DNA foi realizada através do método de Chelex® 100 (Bio-Rad®, Munich,

Alemanha).

O Chelex® 100 trata-se de uma resina utilizada para purificar outros compostos através de
troca ionica. E constituido por co-polimeros de estireno e divinilbenzeno com ides
iminodiacetato emparelhados, que atuam como grupos quelantes de ides metalicos
polivalentes de ligacao. Apesar do Chelex® 100 ser classificado como uma resina de troca
cationica fraca, apresenta uma grande seletividade e afinidade para ides metalicos. Gracas a
esta afinidade as moléculas de DNA ficam protegidas da degradacdo por DNases, uma vez que
a resina liga-se aos catides de magnésio, que sdo um co-fator essencial para o funcionamento

das DNases, e consequentemente leva a inativacdo destas (Hercules 2000).

Cortou-se uma pequena porcao do papel contendo a mancha de sangue (aproximadamente

3mm?) e adicionou-se 50pL de TE, deixando a repousar overnight a temperatura ambiente.

Posteriormente foi adicionado 200uL de Chelex a 10% em TE a cada amostra, de seguida
foram aquecidos na manta a 56°C durante 30 minutos e centrifugados a 13000 rpm durante 3

minutos. O DNA encontra-se no sobrenadante.

Sempre que no sobrenadante era visivel uma contaminacdo por hemoglobina, extraia-se o
sobrenadante e fazia-se a purificacao, repetindo o processo de extracao a partir do ponto

onde se adiciona o 200uL de Chelex.

Amplificacdo do DNA por PCR

O PCR (Polymerase Chain Reaction) € um método in vitro para amplificar sequéncias de
acidos nucleicos (DNA ou cDNA) especificos. O PCR foi utilizado neste trabalho para
determinar se os genes em estudo (GSTM1 e GSTT1) estavam presentes ou ausentes, uma vez

que amplificava as sequéncias pretendidas e depois eram analisadas por eletroforese.

O PCR mimetiza a replicacao natural do DNA. Para efetuar o PCR utilizamos: Taq polimerase,
dNTPs, primers dos genes de interesse e a amostra de DNA. Este método consiste em ciclos
repetitivos (normalmente entre 30 a 40 ciclos) de trés passos a diferentes temperaturas:
desnaturacao, hibridacao ou annealing e extensao do DNA (Ishmael & Stellato 2008; Bej et al.
1991).

O primeiro passo do PCR consiste em separar a cadeia dupla de DNA, aquecendo a amostra a
temperaturas que rondam os 90°C. No segundo passo a temperatura desce de modo a permitir
a hibridacdo dos primers as cadeias complementares de DNA, a temperatura neste passo é

especifica para cada par de primers utilizado. No terceiro passo a mistura volta a ser
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aquecida até aos 72°C, que é a temperatura ideal para o funcionamento da Taq polimerase,

esta enzima é responsavel pela sintese das novas cadeias de DNA, utiliza os primers como

pontos de partida e os dNTPs presentes na mistura para gerar a cadeia complementar
(Ishmael & Stellato 2008).

A repeticdo destes trés passos resulta na duplicacdo do numero de cépias em cada ciclo,
seguindo assim um padrao exponencial até que atinge um patamar. Todo este processo de
amplificacdo é possivel através da utilizacdo do termociclador, equipamento este que
controla duracao e a temperatura em cada passo de amplificacao do DNA (Ishmael & Stellato
2008).

No presente trabalho, para além dos genes de interesse (GSTM1 e GSTT1), também se utilizou

o gene da B-actina como controlo.

Tabela 3 - Reagentes por tubo de reacao de PCR, para cada um dos genes (GSTM1 e GSTT1).

GSTM1

GSTT1

Fabricante

7.8 uL Agua Mili Q

0.5 pL primer GSTM1 forward (10
pmol)

0.5 pL primer GSTM1 reverse (10
pmol)

0.5 pL primer B-actina forward
(10 pmol)

0.5 pL primer B-actina reverse (10
pmol)

1 uL dNTP (100 nM)
2.5 uL Taq polimerase Buffer
1.5 pL MgCI2 (1.5 nM)

10 uL DNA

0.2 pL Taq polimerase (1 U)

7.8 pL Agua Mili Q

0.5 uL primer GSTT1 forward (10
pmol)

0.5 pL primer GSTT1 reverse (10
pmol)

0.5 pL primer B-actina forward
(10 pmol)

0.5 pL primer B-actina reverse (10
pmol)

1 pL dNTP (100 nM)
2.5 uL Taq polimerase Buffer
1.5 pL MgCI2 (1.5 nM)

10 uL DNA

0.2 uL Taq polimerase (1 U)

Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA

Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA

Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA

Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA

Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA

NZYTech®, Lisboa, Portugal

NZYTech®, Lisboa, Portugal

(previamente  extraido com
Chelex® 100)

NZYTech®, Lisboa, Portugal

A sequéncia dos primers e os dados para a programacao do termociclador TProfessional Basic
(Biometria®, Gottingen, Alemanha), foram obtidos a partir de estudos feitos anteriormente

com os mesmos primers para o GSTM1 e GSTT1 (Crisostomo 2013). E antes de se dar inicio ao

17



Estudo dos polimorfismos de enzimas antioxidantes
nas Doencas de Alzheimer e Parkinson

estudo com as amostras de doentes com Parkinson e Alzheimer, todo o processo (extracao e
amplificacdo de DNA) foi otimizado com outras amostras de sangue em papel filtro, de modo

a nao se desperdicar material necessario para o estudo.

Eletroforese

A eletroforese € uma técnica de separacdo de moléculas que envolve a migracdo de particulas
num determinado gel durante a aplicacdao de uma diferenca de potencial. Existem varios tipos
de eletroforese, para o presente trabalho utilizou-se a eletroforese em gel de agarose.
Durante a preparacao do gel, os polimeros de agarose vao-se associar de forma ndo covalente
formando uma malha/rede, cujos tamanhos dos poros irao dificultar ou facilitar a passagem
das moléculas. Um dos principais componentes da molécula de DNA e RNA é o fosfato, este é
carregado negativamente, pelo que quando se aplica um campo elétrico os fragmentos de
DNA migram para o anodo positivo. Como o DNA tem uma relacdo massa/carga uniforme, as
moléculas de DNA sao separadas por tamanho no gel de agarose, sendo que a distancia

percorrida é inversamente proporcional ao logaritmo do seu peso molecular (Lee et al. 2012).

Os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel de agarose Seakem® LE
(Lonza Walkersville, EUA) a 2%, preparados em 50mL de tampao TAE e na presenca de 15 pL
de corante fluorescente Green-Safe (NZYTech®, Lisboa, Portugal). O processo de eletroforese
decorreu durante 45 minutos, com uma diferenca de potencial de 80V obtida através da fonte
de alimentacao PowerPac™ Universal Power Supply (Bio-Rad®, Munich, Alemanha). As
imagens do gel de eletroforese foram adquiridas posteriormente através do transluminador de
UV FireReader (UviTech®, Cambridge, Reino Unido).

Os resultados foram analisados conforme presenca ou auséncia dos dois polimorfismos em

estudo.

Analise Estatistica

Os resultados foram agrupados e analisados estatisticamente, tendo sido considerado

significativo um valor de p < 0.05.

A analise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prism® versao 5.00 para o
Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, e foi utilizado o Teste Exato de

Fisher para calcular o valor de p.
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Resultados

A determinacao do genoétipo dos individuos em estudo foi obtida através da analise do gel de
agarose a 2% e detetados por UV. A presenca de GSTM1 ¢é identificada através de uma banda
presente no gel de eletroforese a rondar os 200pb, uma vez que o fragmento amplificado
deste gene tem de comprimento 215pb, por sua vez a presenca de GSTT1 é identificada
através de uma banda presente no gel de eletroforese entre os 400 e os 500pb, para o
fragmento correspondente a este gene tem um comprimento de 473pb. Quando nao existem

bandas nestes comprimentos os genes estao ausentes, como se pode observar na Figura 7.

GETMI GETT1
M P N

<+— 631ph <+— 631pb

4— 473pb

4— 115pb

Figura 7 - Imagens do gel de agarose quando se incide a luz UV para analise do genétipo. A esquerda,
temos o marcador de DNA (M), um exemplo do gendtipo GSTM1 presente (P) e do genotipo GSTM1
ausente (A). A direita, temos o marcador de DNA (M) e um exemplo de GSTT1 presente (P). A banda
presente em ambas as imagens é referente ao housekeeping gene (B-actina), nos 631pb.

Na determinacdo dos genotipos GSTM1 e GSTT1 nao € possivel identificar se os individuos
neste estudo sdo homozigoticos ou heterozigoticos, uma vez que é apenas preciso um alelo
para que o gene seja expresso. Porém permite-nos classificar como presente, individuos com
uma ou duas copias do gene e classificar como ausente individuos com delecdes

homozigéticas.

Polimorfismo GSTM1

Os resultados obtidos para a distribuicdo por frequéncias do genotipo GSTM1 “presente” ou
“ausente” para os doentes de Alzheimer, doentes de Parkinson e grupo controlo estao

representados nos graficos 1, 2 e 3.

No geral temos uma diferenca estatisticamente significativa entre a populacao controlo e a

populacao com Alzheimer (p<0.0001), essa diferenca tal como se pode observar no grafico 1
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deve-se ao aumento do nUumero de individuos a quem foi diagnosticado Alzheimer com o

gendtipo GSTM1 “ausente” e a diminuicdo de individuos com o gendtipo GSTM1 “presente”.

No grupo de Parkinson apesar de também haver maior nimero de individuos portadores do

genotipo ausente a distribuicdo por frequéncia nao é estatisticamente diferente do grupo
controlo (p=0.1800).
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Gréfico 1 - Distribuicao por frequéncias dos gendtipos GSTM1 presente/ausente (Alzheimer vs Controlo:
p<0.0001; Parkinson vs Controlo: p=0.1800)

Os resultados obtidos no estudo da distribuicao por frequéncias dos genotipos de polimorfismo
ausente/presente da GSTM1 entre a populacao feminina e masculina estao representados no

grafico 2 e 3.

Nos individuos do sexo feminino verifica-se que tal como na populacdo geral, existe uma
diferenca estatisticamente significativa entre a populacdao controlo e a populacdo com
Alzheimer (p<0.0001), tal como se pode observar pelo grafico 2 essa diferenca deve-se ao
aumento do nimero de individuos a quem foi diagnosticado Alzheimer, com o genétipo GSTM1
“ausente”. Ao analisar os resultados obtidos para a populacao feminina do grupo controlo e
do grupo de doentes Parkinsonicos verificamos nao existir diferenca estatisticamente
significativa (p=0.7584).

Nos individuos do sexo masculino apesar de se observar diferencas entre o grupo de doentes
(Alzheimer e Parkinson) e o grupo controlo, estas nao sao estatisticamente significativas
(Alzheimer vs Controlo: p=0.0522; Parkinson vs Controlo: p=0.1376). Contudo o nimero de

individuos doentes com o genotipo “presente” é menor.

Estes resultados parecem indicar que a auséncia de GSTM1 pode ser um possivel fator de risco

em relacao ao aparecimento de Alzheimer, principalmente nas mulheres.
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Grafico 3 - Distribuicio por frequéncias dos Grafico 2 - Distribuicdo por frequéncias dos

gendtipos GSTM1 presente/ausente dos individuos genotipos GSTM1 presente/ausente dos individuos
do sexo feminino (Alzheimer vs Controlo: p<0.0001; do sexo feminino (Alzheimer vs Controlo:
Parkinson vs Controlo: p=0.7584) p=0.0522; Parkinson vs Controlo: p=0.1376)

Polimorfismo GSTT1

Para analisar os resultados obtidos relativamente a associacdo do polimorfismo GSTT1
“presente” ou “ausente” na populacdo em estudo, estudamos primeiro a populacao sem
diferenciar por sexos. Tal como se pode observar no grafico 4 uma diferenca estatisticamente
significativa entre a populacdao controlo e a populacdo com Alzheimer (p<0.0001) essa
diferenca deve-se fundamentalmente ao aumento do nimero de individuos a quem foi
diagnosticado Alzheimer com genotipo GSTT1 “ausente”, esta diferenca nao é observada no

grupo de doentes com Parkinson (p=0.0592).
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Grafico 4 - Distribuicao por frequéncias dos genotipos GSTT1 presente/ausente (Alzheimer vs Controlo:
p<0.0001; Parkinson vs Controlo: p=0.0592)
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Os resultados obtidos no estudo da distribuicao por frequéncias dos genotipos de polimorfismo

ausente/presente da GSTT1 entre a populacao feminina e masculina estao representados no
grafico 5 e 6.

Nos individuos do sexo feminino a significancia estatistica mantem-se (p<0.0001) pelo mesmo
motivo apresentado no caso geral e no grupo de doentes com Parkinson nao se encontra uma

diferenca estatisticamente significativa (p=1.0000), como se observa no grafico 5.

Nos individuos do sexo masculino apesar da percentagem de individuos a quem foi
diagnosticado Alzheimer com o genotipo GSTT1 “ausente” ser relativamente maior que no
grupo controlo (grafico 6), esta diferenca nao é estatisticamente significativa (p=0.1641).
Porem, no caso dos doentes Parkinsonicos existe uma diferenca estatisticamente significativa

entre esta populacao e a populacao controlo (p=0.0365).

Nos homens Parkinsonicos ha influéncia quanto a “presenca” ou “auséncia” do genétipo

GSTT1. O mesmo se verifica nas mulheres com Alzheimer.
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Grafico 6 - Distribuicio por frequéncias dos Grafico 5- Distribuicdo por frequéncias dos

gendtipos GSTT1 presente/ausente dos individuos gendtipos GSTT1  presente/ausente  dos

do sexo feminino (Alzheimer vs Controlo: p<0.0001; individuos do sexo feminino (Alzheimer vs

Parkinson vs Controlo: p=1.0000) Controlo: p=0.1641; Parkinson vs Controlo:
p=0.0365)

Polimorfismos GSTM1 e GSTT 1

Para a analise da influéncia dos dois polimorfismos simultaneamente na populacdo em estudo,
estudamos primeiro a populacao sem diferenciar o sexo. Verificamos existir uma diferenca
significativa entre a populacao controlo e as populacbes com Alzheimer ou Parkinson
(Alzheimer vs Controlo: p<0.0001; Parkinson vs Controlo: p=0.0041) essa diferenca tal como
se pode observar pelo grafico 7, deve-se fundamentalmente ao facto de existir um maior
niumero de individuos a quem foi diagnosticado Alzheimer e Parkinson com ambos os
gendtipos (GSTM1 e GSTT1) “ausentes” e no caso dos doentes com Alzheimer também

contribui o facto de existir um menor numero de doentes com ambos os gendtipos (GSTM1 e
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GSTT1) “presentes”. O gendtipo GSTM1 “presente” e genétipo GSTT1 “ausente” nao tém
representacao nas populacdes de Alzheimer e Parkinson.
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Grafico 7 - Distribuicao por frequéncias da combinacdo dos genotipos GSTM1 presente/ausente e GSTT1
presente/ausente (Alzheimer vs Controlo: p<0.0001; Parkinson vs Controlo: p=0.0041)

Os resultados obtidos no estudo da distribuicdo por frequéncias dos genotipos de
polimorfismos “ausente” ou “presente” da GSTM1 e da GSTT1 em simultaneo entre a

populacao feminina e masculina estdo representados no grafico 8 e 9.

Nos individuos do sexo feminino, apesar do tamanho pequeno das amostras, podemos
observar no grafico 8 que a principal diferenca entre a populacao controlo e as populagdes de
Alzheimer e Parkinson é o aumento do nimero de pessoas com ambos os gendtipos (GSTM1 e
GSTT1) “ausentes”, no Alzheimer ainda se verifica um menor nimero de pessoas com ambos
os genotipos (GSTM1 e GSTT1) “presentes”.

Sexo Feminino vs GSTM1/GSTT1
E,D. -
B Ausente/A usente
Ed Ausente/Presente
E3 Presente/Presente
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&

Grafico 8 - Distribuicao por frequéncias da combinacao dos genotipos GSTM1 presente/ausente e GSTT1
presente/ausente dos individuos do sexo feminino
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Nos individuos do sexo masculino e apesar do tamanho reduzido das amostras, podemos
observar no grafico 9 que a principal diferenca entre o grupo controlo e os grupos de doentes
com Alzheimer e dos doentes com Parkinson é o niUmero de pessoas com ambos os genoétipos

(GSTM1 e GSTT1) “ausentes”, no Parkinson ainda se verifica um menor nimero de pessoas

com o genotipo GSTM1 “ausente” e o genotipo GSTT1 “presente”.

Sexo Masculinovs GSTM1/GSTT1
E‘ﬂ_
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L
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Grafico 9 - Distribuicao por frequéncias da combinacdo dos genétipos GSTM1 presente/ausente e GSTT1
presente/ausente dos individuos do sexo masculino

Polimorfismos GSTM1 e GSTT1 em funcao da
idade

Para estudar a influéncia do polimorfismo GSTM1 (“presente” ou “ausente”), do polimorfismo
GSTT1 (“presente” ou “ausente”) e dos dois polimorfismos simultaneamente na populacdo em

estudo, observamos primeiro a populacdo sem diferenciar por sexo.

Apesar da amostra reduzida, a auséncia de expressao do gene GSTM1 parece ser um fator de
risco (grafico 10), e quando observamos os individuos mais novos quer no Alzheimer quer no
Parkinson apenas se encontra o genoétipo “ausente”. Nos doentes com Alzheimer o nimero de
individuos com o genédtipo “ausente” é elevado em todas as idades no intervalo dos 60 aos 90
anos. Na populacdo de doentes com Parkinson este aspeto acima referido é mais relevante

nos doentes mais novos (50 a 60 anos) e na faixa etaria mais elevada.

Tal como se pode verificar no grafico 11, individuos com o genétipo GSTT1 “ausente”
aparecem nas diversas faixas etarias até aos 80 anos. Na faixa dos doentes mais idosos (90
anos), nao identificamos nenhum caso com a auséncia de expressao. Ao contrario do que se

observou nos doentes Parkinsonicos desta faixa etaria.
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Idade vs GSTM1
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Grafico 10- Distribuicao por frequéncias dos gendtipos GSTM1 presente/ausente em funcao da idade dos
doentes com Alzheimer e dos doentes com Parkinson
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Grafico 11 - Distribuicao por frequéncias dos genotipos GSTT1 presente/ausente em funcao da idade dos
doentes com Alzheimer e dos doentes com Parkinson

No geral se compararmos os resultados dos polimorfismos GSTM1 e GSTT1 nas duas populacoes
(Alzheimer e Parkinson) verificamos que a auséncia de GSTM1 se torna evidente nos doentes
com Alzheimer e nos doentes com Parkinson, e que a auséncia de GSTT1 s6 por si ndo parece

ser um fator diferenciador ao longo da idade quer nos individuos com Alzheimer quer nos
individuos com Parkinson.
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Quando observamos os dois polimorfismos (GSTM1 e GSTT1) em simultaneo verifica-se que a
auséncia de ambos os genes parece ter uma influéncia grande na faixa etaria dos 80 anos em

relacdo ao Alzheimer (grafico 12).

Idade vs GSTM1/GSTT1
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Grafico 12- Distribuicdo por frequéncias da combinacdo dos genétipos GSTM1 presente/ausente e GSTT1
presente/ausente em funcao da idade dos doentes com Alzheimer e dos doentes com Parkinson
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Grafico 13 - Distribuicao por frequéncias dos gendtipos GSTM1 presente/ausente em funcao da idade dos
doentes com Alzheimer

Se compararmos as diferentes faixas etarias para homens e mulheres com a mesma patologia,
verificamos que nos doentes com Alzheimer o genotipo GSTM1 “ausente” parece ser um fator
de risco (grafico 13), e quando observamos os individuos mais novos quer do sexo feminino

quer do sexo masculino apenas se encontra o genétipo “ausente”. Nos doentes com Alzheimer
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também se observa que o nimero de individuos com o genotipo “ausente” é elevado em todas
as idades no intervalo dos 60 aos 90 anos. No grupo de doentes com Parkinson e nos individuos
do sexo masculino verifica-se que existe um maior nimero de doentes com o genotipo
“ausente” em todas as idades (50 a 90 anos). O mesmo nao se verifica nos doentes
Parkinsonicos do sexo feminino, em individuos mais novos (50 anos) apenas se observa o
genotipo “ausente”, no entanto em individuos mais idosos (80 anos) nota-se um maior nimero

de doentes com o gene GSTM1 “presente” (grafico 14).
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Grafico 14 - Distribuicao por frequéncias dos gendtipos GSTM1 presente/ausente em funcao da idade dos
doentes com Parkinson

Tal como se pode verificar no grafico 15, em individuos mais novos do sexo feminino apenas
se observa o gendtipo GSTT1 “ausente” enquanto, que nos individuos do sexo masculino
apenas se observa o genoétipo “presente”. E ainda se observa que na faixa etaria dos 80 anos,
existe um maior nimero de doentes com o gene ausente em individuos do sexo feminino, nos
individuos do sexo masculino verifica-se o oposto. Os doentes com Parkinson mais novos
apenas apresentam o genotipo “ausente” em ambos os sexos (grafico 16), e em individuos
Parkinsénicos do sexo feminino verifica-se um maior nimero de doentes com o gene GSTT1
“presente” nas restantes faixas etarias (70 e 80 anos). Nos individuos do sexo masculino
prevalece a auséncia do gene nas faixas etarias de 60 e 70 anos, na faixa dos doentes mais

idosos (90 anos), nao identificamos nenhum caso com a presenca de expressao.
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Grafico 15 - Distribuicao por frequéncias dos gendtipos GSTT1 presente/ausente em funcao da idade dos
doentes com Alzheimer
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Grafico 16 - Distribuicao por frequéncias dos gendtipos GSTT1 presente/ausente em funcao da idade dos
doentes com Parkinson

No geral se compararmos os resultados dos polimorfismos GSTM1 e GSTT1 nas duas populacoes
(Alzheimer e Parkinson) e sub-populacdes (Sexo Feminino e Sexo Masculino), verificamos que
a auséncia de GSTM1 se torna evidente nos doentes com Alzheimer em ambos os sexos e nos
doentes do sexo masculino com Parkinson, e que a auséncia de GSTT1 afeta principalmente os
individuos do sexo feminino com Alzheimer, enquanto a presenca de GSTT1 é evidente nos

doentes do sexo feminino com Parkinson.
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Grafico 17 - Distribuicao por frequéncias da combinacao dos genotipos GSTM1 presente/ausente e GSTT1
presente/ausente em funcao da idade dos doentes com Alzheimer
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Grafico 18 - Distribuicao por frequéncias da combinacao dos genotipos GSTM1 presente/ausente e GSTT1
presente/ausente em funcao da idade dos doentes com Parkinson

Quando observamos os dois polimorfismos (GSTM1 e GSTT1) em simultaneo verifica-se que a
auséncia de ambos os genes parece ter uma influéncia grande na faixa etaria dos 80 anos em
relacdo aos individuos do sexo feminino com Alzheimer (grafico 17). No caso dos doentes com
Parkinson a presenca de ambos os genes parece ter alguma influéncia nas faixas etarias dos

70 e 80 anos em relacao aos individuos do sexo feminino (grafico 18).
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Discussao

Ao analisarmos os aspetos mais evidentes que resultaram do nosso estudo, tais como:

e Os genotipos GSTM1 e GSTT1 “ausente” serem mais prevalentes nas mulheres com a
doenca de Alzheimer.

e 0 genotipo GSTM1 “ausente” ser mais prevalente nas faixas etarias mais jovens.

e Os portadores do genotipo “ausente”, quer da GSTM1, quer da GSTT1 estarem em
maior numero na faixa etaria dos 80 anos, no caso de individuos com a doenca de
Alzheimer, e na faixa etaria dos 70 anos, os individuos com a doenca de Parkinson.

e Na doenca de Alzheimer prevalece o genotipo em que o GSTM1 esta “ausente”
independentemente da faixa etaria e do sexo. Na doenca de Parkinson este genotipo
€ mais prevalente no sexo masculino. Nao de uma forma tao evidente o mesmo se
passa para a GSTT1, mas no caso do Parkinson este genotipo GSTT1 “presente” é mais

prevalente no sexo feminino

As patologias que estudamos tém em comum o facto de estarem associadas a processos de
stress oxidativo (Yan et al. 2013; Federico et al. 2012) razao pela qual o estudo dos
polimorfismos GSTT1 e GSTM1 se torna pertinente, sabendo que compostos como as
catecolaminas (adrenalina, dopamina e estrogénio, por exemplo, podem promover ciclos
redox com a formacdo de quinonas e radicais de oxigénio), e sabendo que esta descrito o
papel antioxidante que as GSTs representam (Hayes & Mclellan 1999) parece-nos que os
nossos resultados refletem este facto, no entanto os trabalhos que se encontram disponiveis

nem sempre estao de acordo.

A principal causa da Doenca de Alzheimer é a deposicdo da proteina B-amiloéide, mas outros
mecanismos foram propostos para a degeneracdo neuronal, e todos esses mecanismos tém
como ponte de ligacao o stress oxidativo, que acabam por funcionar como um ciclo vicioso
que conduz ao aumento do stress oxidativo e a neurodegeneracao (Alves et al. 2012). Torna-
se importante a presenca de GSTs para realizarem a detoxificacao das células, uma vez que
as GSTs tém como funcdo bem promover a ligacdo do atomo de enxofre da glutationa a um
centro elurofilico dos compostos toxicos, aumentando assim a solubilidade e excrecao dos

mesmos (Mazzetti et al. 2015).

Sao poucos os estudos que se encontram na literatura sobre os polimorfismos do GSTM1 e do
GSTT1 na Doenca de Alzheimer. De et al. (2014) realizaram um estudo da distribuicao dos
gendtipos GSTM1 E GSTT1 em 79 pessoas com a Doenca de Alzheimer comparando com 100
pessoas saudaveis, nele se evidencia que o gendtipo GSTM “ausente” com uma frequéncia

significativa nos doentes com Alzheimer, o0 mesmo nao se verifica para a GSTT1. Também
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constataram que a combinacdo do genoétipo GSTM1 “ausente” e do gendtipo GSTT1
“presente” é mais frequente nos doentes com Alzheimer. O estudo de Piacentini et al. (2012)
em doentes Italianos também revelou uma elevada frequéncia do genétipo GSTM1 “ausente”
em portadores de Alzheimer. Ja o estudo de Ghosh et al. (2012) numa populacao do norte da
india, é evidenciado a frequéncia do genétipo GSTT1 “ausente” nos doentes com Alzheimer
enquanto, que a auséncia do GSTM1 por si s6 ndo parece ter grande influéncia na doenca.
Eles também demonstraram que individuos com pelo menos um gendtipo (GSTM1 ou GSTT1)
“ausente”, quando comparados com individuos com ambos os genotipos “presentes”, podem
resultar em niveis baixos de GST e consequentes niveis elevados de stress oxidativo. Tal como
0s nossos resultados parece haver uma indicacdo que os geno6tipos GSTM1 e GSTT1 “ausente”

tém influéncia na doenca de Alzheimer

A diferenca encontrada entre homens e mulheres eventualmente esta associada a presenca
de niveis aumentados de estrogénio nas mulheres, descrito como protetor (Nilsen et al.
2006). Quando a mulher entra na menopausa existe uma diminuicao significativa nos niveis de
estrogénio, os homens também sofrem diminuicdes significativas nos niveis de testosterona
com a idade, mas esse declinio é mais gradual, e uma vez que a testosterona pode ser
sintetizada em estrogénio, os homens ndo sofrem uma perda de estrogénios tao
acentuada/grave como as mulheres, tendo assim mais uma protecao em relacao a

neurodegeneracao (Mielke et al. 2014).

Estabelecendo a relacdo entre a idade e caracteristicas socioeconémicas, um estudo recente
(Pradier et al. 2014) em doentes franceses correlacionou a nota obtida no MMSE (Mini-mental
State Examination, um teste que permite a detecao precoce de Alzheimer) com a idade e
posteriormente com o grau académico, género e local de residéncia dos individuos, como
potenciais fatores associados ao diagnodstico tardio da doenca. O estudo demonstrou que a
nota do MMSE diminuia com a idade, este efeito pode ser parcialmente explicado pelo
declinio cognitivo relacionado ao envelhecimento. Para além disso também mostrou uma
forte correlacdo entre a nota do MMSE e o grau de escolaridade, e entre o grau de
escolaridade e o sexo. Quanto maior é o grau de escolaridade maior é a nota do MMSE,
tratando-se de pessoas que atualmente tém mais de 80 anos, no seu tempo de mocidade era
normal serem os homens mais letrados que as mulheres, possivel razao pela qual as mulheres
sdo diagnosticadas em estagios mais avancados de declinio cognitivo do que os homens. Além
disso, as mulheres vivem mais tempo do que os homens e apresentam uma maior resisténcia
em ir ao médico, a profissao que desempenham e o estilo de vida também tém a sua cota

parte de contribuicdo para o diagnostico precoce ou tardio da doenca.

Outro aspeto importante que este estudo revela, é que a nota do MMSE em doentes que vivem
em instituicbes sao mais baixas que os que vivem em casa. Isto pode ser devido ao facto de os
pacientes que vivem nessas instituicdes serem menos independentes, pelo que o declinio

cognitivo dos mesmos tem menos impacto sobre vida diaria. Ja a nota do MMSE de individuos
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que moram em casa por conta propria diminui a um ritmo mais lento que os individuos que
moram com a familia, apoiando a hipotese que quem vive por conta propria mantém as
capacidades cognitivas gracas ao estimulo fornecido pelos requisitos necessarios para uma

vida independente.

Eventualmente a etiopatologia do Alzheimer parece ser diferente entre homens e mulheres,

bem como parece ser diferente a etiopatolodia do Alzheimer e do Parkinson nas mulheres.

Estudos feitos em cérebros de doentes com Parkinson demonstraram um aumento do indice
de stress oxidativo, um aumento dos niveis de ferro e da peroxidacao lipidica, uma
diminuicdo da atividade do complexo | da mitocondria e dos niveis de glutationa na substancia
nigra (Cornetta et al. 2013; Kelada et al. 2003), pelo que se pensa que polimorfismos em
enzimas que envolvem o metabolismo oxidativo e a detoxificacdo estao envolvidos na

predisposicao da doenca.

Os estudos que se encontram na literatura sobre os polimorfismos do GSTM1 e do GSTT1 em
relacdo a Doenca de Parkinson sdo, de certo modo, contraditérios. Os resultados obtidos em
estudos com individuos caucasianos (Kelada et al. 2003) e com individuos indianos (Biswas et
al. 2012), sugerem que os genotipos GSTM1 e GSTT1 nao estao relacionados com Doenca de
Parkinson. Por seu turno (Stroombergen & Waring 1999) observou um aumento das
frequéncias dos gendtipos GSTM1 e GSTT1 “ausentes” nos doentes parkinsonicos. Outro
estudo relata um aumento significativo da frequéncia do genotipo GSTM1 “ausente” nos
doentes com Parkinson (Perez-Pastene et al. 2007). Este estudo sugere que o gendtipo GSTM1

“ausente” torna os individuos suscetiveis a um inicio precoce da doenca.

Tal como no estudo de Stroombergen et al., os nossos resultados parecem indicar que os

gendtipos GSTM1 e GSTT1 “ausente” tém uma ligeira influéncia na doenga de Parkinson.

Existe diferencas entre ser homem e mulher na doenca de Parkinson. Trata-se de uma doenca
que afeta maioritariamente os homens e para além disso, as mulheres tendem a ser mais
velhas do que os homens aquando do inicio dos sintomas. Isto pode ser explicado pelo niveis
iniciais de dopamina serem mais elevados nas mulheres, e a semelhanca da Doenca de

Alzheimer, a presenca de niveis aumentados de estrogénio nas mesmas (Haaxma et al. 2007).

Estabelecendo a idade com as caracteristicas socioeconémicas, o facto de um individuo ter
uma profissao que envolva solventes (clorados ou aromaticos), ou que trabalhe numa industria
com pesticidas, soldaduras, entre outros, acredita-se que podera vir a desenvolver Parkinson
(apesar do estudo recente de van der Mark et al. 2015 nao ter encontrado relacao aparente),
e que influenciara a idade de surgimento da doenca, dependendo de ha quanto tempo e

durante quanto tempo exerce a profissao, o que de certa forma acaba por justificar que o
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Parkinson seja uma doenca que afeta mais o sexo masculino, pois trata-se de profissdes que

comumente sao exercidas por homens.
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Conclusao

O stress oxidativo tem um papel importante nas patologias do Alzheimer e do Parkinson, pelo
que as enzimas GSTs podem constituir um fator de risco para estas doencas. Este estudo
apresenta algumas limitacdes, como o nimero reduzido da amostra em estudo e a falta de
analise dos parametros de stress oxidativo. No entanto apesar das limitacées, podemos
concluir que de facto as GSTs estao envolvidas em ambas as patologias. No caso da Doenca de
Alzheimer é de salientar que principalmente o genétipo GSTM1 “ausente” é um fator de risco
para o desenvolvimento da doenca, independentemente do sexo e da idade do individuo. Na
patologia do Parkinson, as conclusdes nao sdo tdo incisivas, os genotipos GSTM1 e GSTT1
“ausentes” parecem ser um fator de risco para os individuos do sexo masculino, ja nos
individuos do sexo feminino o que se verifica é a prevaléncia do genotipo GSTT1 “presente”,

0 que nos leva a interrogar o papel das GSTs nesta doenca.

Trabalhos futuros devem aumentar o nimero das amostras, e ter em atencao, para além da
base genética envolta nas doencas, as caracteristicas socioecondmicas e ambientais dos
individuos em estudo de modo a esclarecer algumas dlvidas sobre o papel das GSTs nestas

doencas.
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Anexos

Consentimento Informado

Maria da Assuncao Vaz Patto, neurologista na ULSG, e a realizar um projeto de investigacao
sobre doencas neurodegenerativas, solicita a sua permissao para a recolha de uma gota de
sangue sua/ou do seu familiar para analise, de forma a recolher informacdo que possa

esclarecer melhor a patologia da sua situacao ou do seu familiar.

Informamos que a sua participacdo € voluntaria, podendo desistir a qualquer momento sem
que por isso venha a ser prejudicado nos cuidados de salde prestados; informamos ainda que

todos os dados recolhidos serao confidenciais.

Consentimento Informado

Ao assinar esta pagina esta a confirmar o seguinte:

Entregou esta informagao

Explicou o proposito deste trabalho

Explicou e respondeu a todas as questdes e dividas apresentadas pelo doente.

Nome do Investigador (Legivel)

(Assinatura do Investigador) (Data)

Consentimento Informado

Ao assinar esta pagina esta a confirmar o seguinte:

e O Sr. (a) leu e compreendeu todas as informacdes desta informacdo, e teve tempo para as
ponderar;

e Todas as suas questdes foram respondidas satisfatoriamente;

e Se ndo percebeu qualquer das palavras, solicitou ao investigador que lhe fosse explicado, tendo
este explicado todas as duvidas;

e O Sr. (a) recebeu uma copia desta informacao, para a manter consigo.

Nome do Doente (Legivel) Representante Legal

(Assinatura do Doente ou Representante Legal) (Data)
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