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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) constitui uma das mais prevalentes doencas
neurolégicas. Nesta doenca, ocorre a neurodegeneracdo do sistema
nigroestriatal com alteragdo da circuitaria neuronal dos nucleos da base
levando ao comprometimento motor caracteristico da doenca. Os sintomas
classicos sdo o tremor de repouso, rigidez, acinesia ou bradicinesia e
instabilidade postural. A patogénese da DP ainda permanece obscura. No
entanto, estima-se que a disfuncdo mitocondrial e o desenvolvimento de
estresse oxidativo na substancia negra tenham papel relevante neste processo.
O diagnéstico da DP é clinico e normalmente acontece tardiamente, quando a
maioria dos neurbnios nigrais esta degenerada. Alguns trabalhos mostram o
efeito neuroprotetor de medicacdes antiparkinsonianas e isto demonstra que
quanto mais precoce a introdugéo do tratamento melhor o progndstico a longo
prazo da doenca. Portanto o desenvolvimento de marcadores periféricos que
ajudem no diagnostico precoce da doenca € importante para que se inicie o
tratamento a tempo de retardar o avanco da morte neuronal. O objetivo deste
trabalho foi verificar a existéncia de alteracbes em parametros oxidantes e
antioxidantes no sangue de pacientes parkinsonianos e sua relacdo com o
estagio da doenca e critérios clinicos. Foram avaliados 30 portadores de DP e
30 individuos sem a doenca. Para avaliar o estagio da doenca e caracteres
clinicos foram aplicadas as escalas de Hoehn & Yahr e a UPDRS (escala
unificada para doenca de Parkinson) nos pacientes parkinsonianos. Para
avaliar a atividade oxidativa no plasma dos individuos, foi analisada a
peroxidacao lipidica através da mensuracdo de produtos da acao de Espécies
Reativas de Oxigénio e Nitrogénio (ERON; TBARS) e para avaliar a resposta
antioxidante foi feita a avaliacdo da Capacidade Antioxidante Total (TEAC).
Nos grupos DP leve e DP moderado foi encontrado maior valor do TBARS e
menor valor do TEAC em relacdo aos controles e DP grave (p<0,05),
confirmando a presenca de estresse oxidativo nas fases precoces da DP.
Nesta pesquisa esses parametros demonstraram serem bons marcadores
periféricos do estresse oxidativo, colaborando para um diagndstico precoce da
DP.

Palavras chave: estresse oxidativo, Parkinson, oxidante, antioxidante



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a neurologic disease of the most prevalent. In this
disease, have neurodegeneration in the nigrostriatal system with altered
neuronal circuitry of the basal ganglia leading to motor impairment characteristic
of the disease. The classic symptoms are resting tremor, rigidity, akinesia or
bradykinesia and postural instability. The pathogenesis of PD remains unclear.
However, it is estimated that the mitochondrial and the development of oxidative
stress in the substantia nigra have an important role in this process. The
diagnosis of PD is clinical and usually occurs late, when most neurons nigrais is
degenerate. Some studies have shown the neuroprotective effect of
antiparkinsonian medications, and the earlier introduction of treatment better the
long-term prognosis of the disease. Therefore, the peripheral development of
markers to assist in early diagnosis is important for to start the treatment time
delay the progress of neuronal death. The aim of this study was to verify the
existence of alterations in oxidant and antioxidant parameters in blood of PD
patients and its relationship with disease stage and clinical criteria. We
evaluated 30 patients with PD and 30 individuals without the disease. To
evaluate the stage of disease and clinical character were applied Hoehn & Yahr
and UPDRS (unified scale for Parkinson's disease) scales in parkinsonian
patients. To evaluate the oxidative activity in plasma of individuals, was
analyzed by measuring lipid peroxidation products from the action of Reactive
Oxygen and Nitrogen (Eron, TBARS) and to evaluate the antioxidant response
was made to evaluate the Total Antioxidant Capacity (TEAC). In groups mild
DP and moderate DP was found higher TBARS value and lower TEAC value
compared to controls and impairment PD (p <0.05), confirming the presence of
oxidative stress in the early stages of PD. In this study these parameters proved
to be good peripheral markers of oxidative stress, contributing to an early

diagnosis of PD.

Keywords: oxidative stress, Parkinson, oxidant, antioxidant
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1-INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP) foi descrita inicialmente em 1817 pelo
neurologista inglés James Parkinson e atualmente constitui uma das mais
prevalentes patologias neuroldgicas. Estima-se que a DP acometa pelo menos
4 milhées de individuos no mundo (ALI; BINIENDA; IMAM, 2011).A DP
geralmente acomete individuos acima dos 60 anos de idade,mas pode ocorrer
precocemente. Cerca de 5 a 10 % dos casos tem inicio antes dos 50 anos
(MARTIN; DAWSON; DAWSON, 2011).

Os sintomas classicos sdo motores como o tremor de repouso, rigidez, acinesia
ou bradicinesia e instabilidade postural. A DP foi inicialmente conhecida como
“paralisia agitante” pela presenca do tremor, ocorrendo também sintomas nao
motores como alteragBes cognitivas, autondmicas e psiquiatricas (ALI;
BINIENDA; IMAM, 2011).

A DP ¢é uma doenca neurodegenerativa que acomete 0s nheurbnios
dopaminérgicos da parte compacta da substancia negra. Afeta o sistema
nigroestriatal com alteragdo da circuitaria neuronal dos nucleos da base
levando ao comprometimento motor caracteristico da doenca (ALI; BINIENDA;
IMAM, 2011; KINCSES; VECSEI, 2011).

Vérias teorias sobre a génese da DP séo descritas na literatura, mas uma das
mais aceitas defende que o desenvolvimento da doenca resulte de uma
complexa interac@o entre fatores ambientais e genéticos, tendo a disfuncdo
mitocondrial e o estresse oxidativo papéis relevantes neste processo (ALl,
BINIENDA; IMAM, 2011 KINCSES; VECSEI, 2011; SHUKLA;MISHRA;PANT,
2011).

A disfuncéo mitocondrial foi sugerida na patogénese da DP porque em exames
de necropsia dos pacientes descreveu-se deficiéncia do complexo 1 da cadeia
respiratéria da mitocondria nas células da substancia negra. Esta disfuncao
leva & neurodegeneracdo por trés mecanismos: estresse oxidativo, deplecdo
energética e apoptose (VALKO et al.,, 2007; KINCSES; VECSEI, 2011;
SCHAPIRA; JENNER, 2011).

De qualquer forma, a morte dos neurbnios nigrais nos pacientes, s6 é

percebida tardiamente. Sabe-se que quando ocorrem 0s primeiros sintomas da



DP existe a perda de cerca de 60% dos neurbnios dopaminérgicos (TEIVE,
2010). Os sintomas da doenca sdo importantes para o diagnéstico que é
essencialmente clinico;dificil de ser realizado,especialmente na fase leve. Por
isso muitas vezes a DP é diagnosticada tardiamente e, tal fato, acarreta
prejuizo para os pacientes pois o tratamento € iniciado tardiamente.

Alguns trabalhos mostram o efeito neuroprotetor de medicacoes
antiparkinsonianas como a selegilina, vitamina E, agonistas dopaminérgicos e
rasagilina e isto demonstra que quanto mais precoce a introducdo do
tratamento melhor o prognostico a longo prazo da doenca. Portanto o
desenvolvimento de marcadores periféricos que ajudem no diagndstico precoce
da doenca é importante para que se inicie o tratamento a tempo de retardar o
avanco da morte neuronal (TEIVE, 2010).

Desta forma o presente estudo pretende verificar a existéncia de alteracdes
nos parametros oxidantes e antioxidantes no sangue de pacientes
parkinsonianos e sua correlagdo com os estagios da doenca e critérios clinicos,
corroborando na pesquisa de marcadores periféricos da DP que permitam

contribuir para o diagndéstico precoce da doenca.



2-REFERENCIAL TEORICO:

2.1-Doenca de Parkinson

2.1.1-Hist6rico da Doenca de Parkinson

Em 1817 o neurologista inglés James Parkinson publicou a monografia
denominada “An Essay on Shaking Palsy” onde descreveu pela primeira vez a
Doenca de Parkinson. Relatou 6 pacientes com idade variando de 50 a 72 anos
com presenca de movimentos tremulantes involuntarios,diminuicdo da forca
muscular,tendéncia a inclinacdo do tronco para a frente e alteracdo da marcha
(festinagdo),sendo que os sentidos e intelecto estavam preservados.

Cerca de meio século apos Jean-Martin Charcot descreveu no espectro clinico
da doenca duas formas: a tremulante e a rigido-acinética, relatou a
disautonomia, e aludiu a presenca de deméncia em alguns casos. Porém
somente no século XX, em 1913, Lewy descreveu alteracfes histolégicas no
sistema nervoso dos pacientes com estas caracteristicas clinicas. Notou a
presenca de inclusdes eosinofilas em neurdnios nigrais que constitui o principal

marcador anatomopatoldgico da doenca até hoje (BARBOSA; TEIVE, 2010).

2.1.2- Fisiologia dos nucleos da base

Na DP ha o comprometimento de neurdnios dopaminérgicos da substancia
negra que faz parte dos nucleos da base. Funcionalmente os nucleos da base
recebem influéncia do cértex motor e modulam o movimento através da acdo
de duas vias: a via direta e a via indireta. A via direta consiste na agdo inibitoria
do estriado sobre o globo palido interno que deixa de inibir o talamo que por

sua vez tem aumentado seu efeito excitatorio sobre o cortex motor pela via



talamo cortical, sendo portanto, uma via excitatéria (CAMPBELL, 2007).Vide

figura 1.

CORTEX « TALAMO
ESTRIADO - GP interno

Figura 1: Via direta dos nucleos da base: excitatoria, flexa azul: excitatoria,
flexa vermelha: inibitoria, GP interno: globo palido interno. Fonte: autora.

A via indireta consiste na ativacdo do estriado provocando inibicdo do globo
palido externo (GPe) diminuindo a acdo inibitéria do mesmo ao nucleo
subtalamico, que por sua vez excita o globo pélido interno a exercer maior agao
inibitéria sobre a via talamo-cortical,inibindo o movimento (figura 2).Portanto
através da acao dessas duas vias € que ocorre a modulacdo do movimento
(CAMPBELL, 2007).

CORTEX <——| TALAMO ‘ GP interno
—>

NST

ESTRIADO GP externo

FIGURA 2: Via indireta dos nuUcleos da base: inibitoria, flexa azul:
excitatoria, flexa vermelha: inibitoria,

GP externo: globo palido externo, NST: nucleo subtalamico. Fonte: autora.

A via nigroestriatal modula a atividade da via direta e indireta através da agao
da dopamina que ativa receptores D1 no estriado ativando a via direta e
inibindo os receptores D2 no estriado inibindo a via indireta,facilitando o
movimento (CAMPBELL, 2007).

Na doenca de Parkinson ocorre a degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos
levando a diminui¢cdo do efeito excitatorio da via direta e ao aumento do efeito

inibitério da via indireta levando aos sintomas motores hipocinéticos



caracteristicos da doenca, como demonstrado na figura 3 (CAMPBELL, 2007;
ALI; BINIENDA; IMAM, 2011; KINCSES; VECSEI, 2011).

\ %
ESTRIADO TALAMO
D2 D1
= v A
SN
GP externo
NST GP interno

FIGURA 3: Fisiopatologia da hipocinesia na DP SN: substancia negra, GP
externo: globo palido externo, NST: nudcleo subtalamico, GP interno: globo

palido interno, flexa azul: excitatoria, flexa vermelha: inibitéria. Fonte: autora.

2.1.3- Patogénese da Doencga de Parkinson

Sabe-se que a DP é uma doenca neurodegenerativa que afeta neurbnios
dopaminérgicos da parte compacta da substancia negra, 0s quais tem
agregacdo de proteina formando os corpos de lewy que s&o patognomonicos
da doenca (TEIVE, 2010).

Existem varias teorias que tentam explicar a degeneracdo neuronal
dopaminérgica. A mais aceita considera que a soma de fatores genéticos e
ambientais podem contribuir para o aumento do risco de desenvolvimento da
doenca de Parkinson. Os fatores ambientais envolvidos na génese da DP sdo

exposicdes & substancias neurotdxicas como metais pesados, pesticidas como



rotenona e fungicidas como paraquat (ALI; BINIENDA; IMAM, 2011; MARTIN;
DAWSON; DAWSON, 2011). Dentre os fatores genéticos, pesquisadores
observaram que vérios genes sdo implicados na patogénese da Doenca de
Parkinson familiar como ALFA-SINUCLEINA, PARKIN, PINK1, DJ-1. Os genes
PINK1, PARKIN e DJ-1 séo responsaveis por ajudar a manter a integridade da
mitocondria e consequentemente da célula.

Os possiveis mecanismos que levam a morte neuronal na Doenca de
Parkinson envolvem: estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, agregacao de
proteinas, alteracbes inflamatdrias e excitotoxicidade (FAROOQUI;
FAROOQUI, 2011; KINCSES; VECSEI, 2011; SCHAPIRA; JENNER, 2011).

A mitocondria tem a chave reguladora da sobrevivéncia e da morte celular. A
sugestdo do papel da disfuncdo mitocondrial na DP foi feita a partir da
observacdo de exames de necrdpsia dos pacientes com DP que apresentam
deficiéncia do complexo 1 da mitocdndria na substéncia negra.O modelo
experimental de Parkinson que utiliza a neurotoxina MPTP (1-Methyl-4Phenyl-
1,2,3,6 tetrahydropyridine) que age como inibidora do complexo 1 da
mitocondria e leva a degeneracdo dopaminérgica também corrobora com essa
hipotese. Além disso estudos genéticos com o gene parkin evidenciam que o
mesmo produz alteragcdes mitocondriais e suas mutagbes causam disfuncao
mitocondrial com declinio da producdo de ATP (Adenosina trifosfato) e
aumento da geracdo de radicais livres resultando em estresse
oxidativo,deficiéncia de energia e morte neuronal (ALI; BINIENDA; IMAM,
2011).

Estudos recentes sugerem que modificacbes na atividade do gene parkin
causados por estresse devido espécies reativas ao oxigénio e ao nitrogénio
tem um importante papel na patogénese da Doenca de Parkinson esporadica,
nao se sabendo o mecanismo molecular envolvido (ALI; BINIENDA; IMAM,
2011; CARLESI et al., 2011; KINCSES; VECSEI, 2011; MARTIN; DAWSON;
DAWSON, 2011; SCHAPIRA; JENNER, 2011; VALKO et al, 2007 ).

Na DP esporadica o maior componente dos corpos de Lewy encontrados nos
neurénios dopaminérgicos € a alfa-sinucleina. Elevados niveis de alfa-
sinucleina podem resultar em agregacao, interferindo na funcdo dos
lisossomos e proteassomos da célula, contribuindo para a morte celular
(KINCSES; VECSEI, 2011).



A descoberta da mutacdo no gene alfa-sinucleina que causa Doenca de
Parkinson familiar e que corpos de Lewy na forma esporadica tém alfa-
sinucleina e outras proteinas despertaram o interesse no papel das alteracdes
das proteinas na etiologia da doenca. A superproducdo e diminuicdo da
remocao de proteinas por lisossomos e proteassomos pode ter um papel chave
na patogénese da doenca. (KINCSES; VECSEI, et al.,, 2011; SCHAPIRA,
JENNER, 2011).

O achado de neuroinflamacgéo com ativacdo microglial na substancia negra nos
estudos de necropsia dos pacientes com DP inferem que a mesma pode
contribuir para a progressao da doenca, porém ndo se sabe se a ativacdo da
microglia é a causa primaria da morte celular dopaminérgica ou € uma resposta
do organismo a perda neuronal (SCHAPIRA; JENNER, 2011).

Niveis aumentados de fatores pro-inflamatorios como fator de necrose tumoral
alfa (TNF alfa), interleucina 1 beta e interleucina 3 foram encontrados no
cérebro e no liquido cefalorraquidiano de pacientes
parkinsonianos,corroborando com o achado de neuroinflamacédo (KINCSES;
VECSEI, 2011).

Outro mecanismo descrito na patogénese da doenca é a excitotoxicidade ao
glutamato nas células dopaminérgicas. O glutamato €é o maior
neurotransmissor excitatério do Sistema Nervoso Central (SNC), ativa
receptores NMDA (N- metil-D-aspartato) , AMPA (Acido propionico alfa-amino-
3-hidroxi-5-methylisoxazol) , e canais de ions voltagem dependente, causando
um influxo macico do célcio extracelular, iniciando o processo neurotdxico. As
células dopaminérgicas da substancia negra sdo particularmente sensiveis a
esse mecanismo porque a reducdo da atividade dopaminérgica leva a um
aumento compensatorio do estimulo dos receptores glutamatérgicos para
manter a concentracdo de dopamina estriatal constante (KINCSES; VECSEI,
2011).

A perda neuronal é progressiva e exponencial, sendo mais intensa nas fases
iniciais atenuando-se com a progressao da doencga. Os sinais cardiais motores
aparecem quando ha reducdo de 80% da dopamina estriatal com pelo menos
60% de perda neuronal nigral. Inicia unilateralmente por iSSo 0s primeiros

sintomas sao geralmente unilaterais, com a evolucdo da doenca acomete



bilateralmente a substancia negra, e os sintomas passam a ser bilaterais
(TEIVE, 2010).

2.1.4- Diagnostico da DP

O diagndéstico se faz pelo quadro clinico classico de tremor de repouso nas
extremidades, rigidez, bradicinesia e instabilidade postural que evoluem
lentamente, sendo dificil o diagnéstico nas fases mais precoces da doenca.
Devido a extensa perda neuronal ocorrida antes de apresentar os sintomas, a
investigacdo de métodos que ajudem no diagndstico precoce da doenca é
muito importante para um tratamento adequado (TEIVE, 2010).

Ha algumas escalas que ajudam tanto no diagnostico quanto no
acompanhamento dos sintomas. Na quantificacdo da gravidade do paciente a
escala mais utilizada é a de Hoehn & Yahr: classifica os estagios da doenca de
Parkinson de acordo com os sinais, variando de 1 a 5, sendo considerados
estagio leve da doenca de 1 a 2, moderado de 2,5 a 3 e grave de 4 a 5
(HOEHN; YAHR,1967).

Em estudos clinicos a escala mais utilizada para avaliacdo é a UPDRS-Unified
Parkinson’s Disease Rating Scale (KLEINER-FISMAN et al., 2010; TEIVE,
2010).A escala UPRDS possibilita avaliar os sintomas ndo motores e motores
da doenca de Parkinson.Esta escala quantifica o grau de dependéncia nas
atividades da vida diaria e complicacdes da terapia,consequentemente permite
uma visao global dos comprometimentos da Doenca de Parkinson, e é a mais

utilizada em ensaios clinicos de acordo com a literatura (SCALZO et al., 2011).

2.1.5- Tratamento

Ndo h& cura para a DP até o momento e a perda dos neurdnios
dopaminérgicos é irreversivel. A terapia medicamentosa com levodopa foi
introduzida nos anos 60 e é o tratamento sintomatico mais eficaz até hoje
(KINCSES; VECSEI, 2011).

Outra classe de medicamento eficaz na DP s&o os agonistas dopaminérgicos

como a bromocriptina, pergolide e ropirinol que tiveram efeito de inativar



radicais livres e proteger contra toxicidade da dopamina, MPTP e Oxido nitrico
em modelos animais in vivo e in vitro. O Pramipexol mostrou efeito
neuroprotetor ndo dependente do efeito no receptor dopaminérgico, mas
agindo na excitotoxicidade ao glutamato e possivelmente com propriedades
semelhantes ao fator de crescimento BDNF (fatores neurotroficos derivados de
células cerebrais), porém este efeito neuroprotetor dos agonistas
dopaminérgicos necessita ser confirmado em ensaios clinicos (KINCSES;
VECSEI, 2011).

Os medicamentos inibidores da monoaminooxidase B (MAO-B) selegilina e
especialmente a rasagilina demonstraram efeito neuroprotetor evitando a
apoptose celular em ensaios animais in vivo e in vitro e em alguns ensaios
clinicos recentes, sendo drogas promissoras (KINCSES; VECSEI, 2011).

O tratamento cirdrgico tem indicacdo naqueles pacientes que nao responderam
de forma satisfatéria ao tratamento medicamentoso adequado. H& a cirurgia de
ablacdo de estruturas do globo palido por neurocirurgia estereotaxica
(palidotomia), e outra técnica mais recente é a estimulacédo cerebral profunda,
gue € pouco realizada devido ao alto custo do equipamento (TEIVE, 2010).

No tratamento da DP o diagndstico precoce é importante, pois com a
perspectiva do advento de drogas neuroprotetoras, quanto mais precoce 0
tratamento mais poupados serdo 0s poucos heurbnios remanescentes. Por isso
a pesquisa de marcadores periféricos para o diagnostico precoce da doenca
sdo de elevado interesse clinico, corroborando para um melhor progndstico dos
pacientes (TEIVE, 2010).

2.1.6- Estresse Oxidativo na Doenca de Parkinson

Radicais livres e peroxidacdao lipidica

O estresse oxidativo tem sido comumente relacionado com o envelhecimento e

no processo fisiopatolégico de algumas doencas como a Doenca de Alzheimer,



Doenca de Parkinson, Doenca de Huntington e Esclerose Lateral Amiotrofica
(CARLESI et al., 2011; CRISTALLI et al.,2012; SHUKLA; MISHRA; PAN, 2011).
Os principais responsaveis por esse processo de estresse oxidativo sdo 0s
radicais livres que, quando produzidos em excesso, podem causar danos na
estrutura celular e sua consequente morte (VALKO et al.,2007;
VASCONCELOS et al.,2007).

O radical livre € um atomo ou molécula que possui um numero impar de
elétrons em sua ultima camada eletrénica, conferindo devido a isso um alto
grau de reatividade com outras moléculas. Esta reatividade ocorre por reacdes
de reducdo que implica em ganho de elétron, e de oxidacdo que implica em
perda de elétron da dltima camada para outra molécula. Os radicais livres
podem ser derivados do nitrogénio e do oxigénio,em conjunto sdo chamadas
ERON,espécies reativas derivadas do nitrogénio e oxigénio (HALLIWELL,
CHIRICO, 1993; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007; FERREIRA,
MATSUBARA, 1997).

As espécies reativas derivadas do nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO’) tem
efeito vasodilatador. Quando exposto ao oxigénio produz o peroxinitrito
(ONOO" ), altamente reativo, causando dano em moléculas biologicas
(HALLIWELL; CHIRICO,1993; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007,
VASCONCELOS et al.,2007).

No metabolismo celular aerébico em condi¢Bes fisiologicas o oxigénio sofre
reducdo tetravalente resultando na formacdo de agua (H.O), neste processo
sdo produzidos varios radicais livres, que por serem oriundos do metabolismo
do oxigénio sdo coletivamente denominados espécies reativas ao oxigénio
(ERO). Dentre estas espécies estdo o radical superoxido (O, °), hidroperoxila
(HOy"), e hidroxila (OH"), e o perdxido de hidrogénio (H.O,) que apesar de nédo
ser radical livre participa na formacgao do radical hidroxila, considerada a ERO
mais reativa em sistemas biologicos (FERREIRA; MATSUBARA,1997), vide
figura 4.



O,+e- >0, '+e- 2 H" > H,O, +e- 2 H" 5OH +e- 2H" > 2 H,O
Oxigénio radical peroxido de radical agua

superoxido hidrogénio hidroxila

Figura 4-Reducéo tetravalente do oxigénio molecular na mitocondria até a

formacao da agua. Fonte: Ferreira e Matsubara, 1997.

As reacbes de oxidacdo de biomoléculas podem ser catalisadas por metais,
especialmente pelo ferro, ion abundante no organismo, como demonstrado nas
reacoes de Fenton e Haber-Weiss (figuras 5 e 6), produzindo o radical hidroxila
(HALLIWELL; CHIRICO,1993; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; FERREIRA,
MATSUBARA,1997).

Fe** +0, — Fe* + Oy
20, +2H" - 0, + Hy0,

Fe** + H,0, — Fe®'+ OH + OH’

Figura 5-Reacdo de Fenton. Fonte: Ferreira e Matsubara,1997.

Fe*'+ 0, — Fe* +0,
Fe” +H,0, — Fe* +OH + OH’

O, +H,O, — O,+OH +OH"

Figura 6-Reacdo de Haber-Weiss. Fonte: Ferreira e Matsubara,1997.

O radical hidroxila pode causar modificacdo no DNA, peroxidagéo lipidica,



danos nas proteinas e inativagdo enzimatica (VASCONCELOS et al,2007).As
espécies reativas ao oxigénio podem lesar a membrana celular pelo processo
de peroxidagdo lipidica, causando perda da seletividade na troca ibnica,
liberacdo de conteudo de organelas e formacéo de produtos citotdoxicos como o
malondialdeido, levando & morte celular (HALLIWELL; CHIRICO,1993;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; FERREIRA; MATSUBARA,1997).

A peroxidacdo lipidica € uma reacdo em cadeia composta por etapas de
iniciacdo, propagacao e terminacao (figura 7). A etapa de iniciacao ocorre pelo
sequestro do hidrogénio do acido graxo poliinsaturado (LH) da membrana
celular pelo radical hidroxila (OH") ou alcoxila (LO"), com formagéo do radical
lipidico (L"). A propagacgdo ocorre pela reagao do radical lipidico (L") com o
oxigénio (Oz formando o radical peroxila (LOO’),que por sua vez ,sequestra
novo hidrogénio do acido graxo poliinsaturado formando novamente o radical
lipidico (L) na segunda reagédo de propagac¢do.O término da reagao ocorre
quando os radicais lipidico (L") e peroxila (LOO") propagam-se até destruirem a
si préprios.(HALLIWELL; CHIRICO,1993; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007
FERREIRA; MATSUBARA,1997).

LH+ OH (ouLO’) > L+ H,O (ou LOH) Iniciacao

L +0, —>LOO’ Propagacéao
LH+ LOO" - L + LOOH Propagacéao
LOO" + L' » LOOL Terminacgao
LOO" +LOO" —» LOOL + O, Terminacgao

Figura 7-Etapas da Peroxidagdo lipidica. Fonte: Ferreira e Matsubara, 1997.

Antioxidantes

No organismo para contrabalancar os efeitos oxidantes das ERON ha os
antioxidantes que constituem um mecanismo de defesa contra 0 estresse
oxidativo agindo por meio da inativagdo dos radicais livres. Sdo subdivididos

em enzimaticos como a superoxido-dismutase (SOD), catalase e a glutationa-



peroxidase (GSH-Px) e os ndo enzimaticos como a glutationa reduzida (GSH),
tocoferdis, ascorbato, e &acido drico. (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
VASCONCELOS et al., 2007; SHUKLA; MISHRA; PANT, 2011).

Nos antioxidantes enzimaticos ha a glutationa-peroxidade (GSH-Px) que
catalisa a conversédo do peroxido de hidrogénio (H.O,) as custas da converséo
da GSH em GSSG. A catalase € uma enzima que catalisa a reducao do H,0
em H,O e O, ; e a superoxido — dismutase (SOD) que € uma enzima que
catalisa a dismutac&o do radical superéxido (O,") em H,O, e O, na presenca
do préton H* (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BARBOSA; MEDEIROS;
AUGUSTO, 2006; VASCONCELOS et al., 2007),vide figura 8.

402+ HO

Catalase /

¥ - GSH
02 NADPH £ sSOD i O C»GSSG“
oxidase
( Fe*3 Fe:Z Prx \ Trx\ﬁ
\ Cu*? . )
{ b 1S ) Lt
\ ik <t
Arg NO" \ *Tv\;\f
NOS A N
.__J W,
ONOOS"

Figura 8. Esquema de reac0des e respectivas enzimas (em azul) envolvidas
na formagdo das ERON. NOS-NO sintetase, Prx-peroxirredoxinas, TrxR-
tiorredoxina redutase, Trx-tiorredoxina, SOD-superoxidodismutase, GPx-
glutationa peroxidase, GR-glutationa redutase, GSH-glutationa reduzida,
GSSG-glutationa oxidada. Fonte: Barbosa; Medeiros e Augusto, 2006.

Dentre os ndo enzimaticos a GSH que esta presente na maioria das ceélulas,
constitui 0 agente protetor mais importante do sistema de defesa celular e

participa da eliminacdo de produtos da peroxidacéo lipidica. Apos a exposicao



ao agente oxidante ocorre a oxidacdo da GSH em glutationa oxidada (GSSG),
que por sua vez é transformada novamente em GSH pela acdo da enzima
GSH-Rd, mantendo integro o sistema de protecdo celular (FERREIRA;
MATSUBARA,1997; VASCONCELOS et al., 2007).

A vitamina E atua como quelante dos oxidantes produzidos durante a
lipoperoxidacao, protegendo a membrana celular (HALLIWELL; CHIRICO,1993;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; VASCONCELOS et al., 2007).

Os antioxidantes enzimaticos e a GSH estdo presentes no meio intracelular,
sendo por isso analisados mais frequentemente no eritrocito, enquanto que 0s
antioxidantes ndo enzimaticos como vitamina E e vitamina C estdo no meio
extracelular,sendo analisados no plasma ou soro,podendo ser avaliados em
conjunto constituindo a capacidade antioxidante total (VASCONCELOS et
al,2007).

O estresse oxidativo reflete o desequilibrio da relacdo entre a geracdo das
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON) e o0s mecanismos
antioxidantes (FAROOQUI; FAROOQUI, 2011;FERREIRA; MATSUBARA,1997;
HALLIWELL; CHIRICO,1993; KINCSES; VECSEI, 2011; LIMA; ABDALLA,
2001;SCHAPIRA; JENNER, 2011; SHUKLA; MISHRA; PAN, 2011; VALKO et
al, 2007; VASCONCELOS et al,2007).

Estresse oxidativo na DP

O estresse oxidativo em seres humanos tem papel relevante nas doencas
degenerativas por aumento das ERON ou por diminuicdo das defesas
antioxidantes ou por ambos (SHUKLA; MISHRA; PANT, 2011).

O cérebro € um dos 6rgdos metabolicamente mais ativos do organismo, requer
um suprimento ininterrupto de sangue com alto teor de oxigénio. Este alto
consumo de oxigénio leva & formacdo de grande quantidade de radicais livres.
Estruturalmente o SNC é rico em acidos graxos poliinssaturados que sao mais
susceptiveis & acdo das ERON e a barreira hematoencefélica dificulta a

entrada no SNC de antioxidantes como a vitamina E. Por todas essas razdes o



SNC € mais susceptivel ao estresse oxidativo. (SHUKLA; MISHRA; PANT,
2011).

Na doenca de Parkinson o estresse oxidativo € confirmado pela deficiéncia nos
sistemas de enzimas antioxidantes como catalase, superoxido dismutase e
glutathiona peroxidase, com diminui¢do do nivel da gluthationa reduzida e pelo
dano encontrado nos lipideos, proteinas e DNA, sendo que 0 mesmo nao €&
restrito ao cérebro, pois pode ser encontrado com marcadores do dano
oxidativo na periferia (KINCSES; VECSEI, 2011; SCHAPIRA; JENNER, 2011).
A pesquisa de marcadores periféricos do estresse oxidativo em doencas
degenerativas como a DP tem sido objeto de estudo de muitos pesquisadores
para auxiliar no diagnéstico precoce dessas doencas através de meios pouco
invasivos como a pesquisa no sangue e ajudar a melhorar o progndstico com
um tratamento mais precoce (CRISTALLI et al, 2012; FAROOQUI; FAROOQUI,
2011;HENCHCLIFFE et al, 2011; SANY et al, 2011; VASCONCELOS et al,
2007).

Acredita-se que as células dopaminérgicas sdo mais sensiveis ao dano
oxidativo. Uma das teorias que justificam essa idéia diz respeito a
metabolizacdo da dopamina pela monoaminooxidase (MAQO) que produz o
peréxido de hidrogénio (H,O,). Porém €& controverso na literatura o papel da
dopamina no estresse oxidativo porque na DP h& neurbnios dopaminérgicos
que sdo poupados, ha outras areas dopaminérgicas no cérebro ndo afetadas e
h& degeneracdo de neurbnios nao dopaminérgicos (KINCSES; VECSEI, 2011).
Além do metabolismo da dopamina pela MAO, também foi encontrada elevada
guantidade de ferro na substancia negra em necrépsia de pacientes
parkinsonianos.

Sabe-se que o sistema nervoso sintetiza neuromelanina que existe em grande
quantidade nas células dopaminérgicas cuja funcdo € a estocagem do ferro,
funcionando como um quelante evitando o excesso de ferro livre nas células
dopaminérgicas. Com o avancar da idade a quantidade de neuromelanina
diminui, o que faz com que haja maior quantidade de ferro livre no citosol das
células dopaminérgicas predispondo ao estresse oxidativo e & formacao dos
corpos de Lewy por depédsito de alfa-sinucleina (OSHIRO; MORIOKA;
KIKUCHI, 2011).



A investigacdo do estresse oxidativo na DP pode ajudar a esclarecer a
patogénese da doenca e possiveis intervencdes terapéuticas futuras que
possam melhorar o prognostico da doenca. Os possiveis mecanismos
envolvidos na patogénese da DP estdo resumidos na figura 9, tendo papel
relevante o estresse oxidativo (FAROOQUI; FAROOQUI, 2011; FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; HALLIWELL; CHIRICO, 1993; KINCSES; VECSEI, 2011;
SCHAPIRA; JENNER., 2011; SHUKLA; MISHRA; PANT, 2011; VALKO et al.,
2007; VASCONCELOS et al., 2007).

Disfungdo 0 excitotoxicidade }0 neuroinflamagdo
mitocondrial

Estresse oxidativo

N

Agregacdo de proteina

7

apoptose

Figura 9- Interacdo dos mecanismos patolégicos na Doenca de Parkinson.

Fonte: Kincses e Vecsei, 2011.



3. Objetivo

3.1 Objetivo Geral

Verificar a existéncia de alteracdes em parametros oxidantes e antioxidantes
no sangue de pacientes parkinsonianos e sua relacdo com o estagio da doenca

e critérios clinicos

3.2 Objetivos Especificos

- Correlacionar a peroxidacéo lipidica com o estagio da doenca e os
parametros clinicos da escala UPDRS: estado mental, atividades da vida diéria,
exame motor e complicacdes da terapia nos pacientes com a doenca de
Parkinson.

- Correlacionar a capacidade antioxidante total com o estagio da doenca e
parametros clinicos da escala UPRDS: estado mental, atividades da vida diéaria,
exame motor e complicacdes da terapia nos pacientes com a doenca de

Parkinson.



4. METODOS

4.1- Critérios éticos da pesquisa

A pesquisa foi realizada de acordo com preceitos da Declaragédo de Helsinque
e do Codigo de Nuremberg, respeitadas as Normas de Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos (Res. CNS 196/96) do Conselho Nacional de Saude, com a
aprovacdo do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do Hospital de Clinicas Gaspar Vianna, autorizado
pelo coordenador da pesquisa (APENDICE A), e pelos participantes por meio
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE B).

4.2- Sujeitos da pesquisa

A amostra foi constituida por pacientes atendidos na Unidade de Ensino e
Assisténcia de Fisioterapia e Terapia Ocupacional (UEAFTO) da Universidade
do Estado do Para (UEPA) e membros da Associagcao de Parkinsonianos do
Para (APP), sendo trinta individuos com diagndstico de Doenca de Parkinson
com tratamento medicamentoso e trinta individuos sem a doenca (populacao
controle). As avaliacdes neuroldgicas foram agendadas no ambulatério da

UEAFTO e realizadas por uma médica neurologista.

4.2.1- Critérios de incluséo e exclusao

Foram excluidos da pesquisa pacientes e controles portadores de diabetes
mellitus devido ser uma doenca com alteracdo frequente nos parametros
oxidativos. Também foram excluidos pacientes que apresentassem outras

doencas neuroldgicas como sindrome parkinsoniana secundaria ao uso de



neuroléptico, sequela de acidente vascular cerebral, sequela de traumatismo
cranioencefalico, entre outros.

Para o estabelecimento da amostra de parkinsonianos teve-se como critérios
de inclusdo: pacientes com diagnostico da Doenca de Parkinson nos estagios
leve, moderado ou grave de acordo com a Escala de Hoehn & Yahr modificada,
sem preferéncia de sexo, idade adulta acima de 40 anos.

Para a amostra controle teve-se 0s seguintes critérios de inclusdo: pacientes
livres do diagnostico da Doenca de Parkinson atendidos na UEAFTO, sem

preferéncia de sexo, idade adulta acima de 40 anos.

4.2.2 Metodologia da avaliacao clinica

Os pacientes foram submetidos a anamnese com aplicacdo do protocolo da
pesquisa (Anexo A), onde foi pesquisado o perfil clinico dos pacientes,
comorbidades existentes, realizado exame fisico geral, neurologico, e
classificados em estéagios DP leve , DP moderada e DP grave de acordo com a
escala modificada de Hoehn & Yahr (1967; Anexo B).
A pontuacdo da escala de H & Y varia de 1 a 5, sendo considerados estagio
leve da doenca de 1 a 2, moderado de 2,5 a 3 e grave de 4 a 5 (HOEHN;
YAHR,1967).

Estagio 0-sem sinais da doencga

Estagio 1-doenca unilateral

Estagio 1,5-acometimento unilateral mais axial

Estagio 2-doenca bilateral sem comprometimento dos reflexos posturais

Estagio 2,5-doenca bilateral leve com recuperagao nos testes de reflexos
posturais

Estagio 3-doenca bilateral de leve a moderada, ha instabilidade postural;
independente nas atividades da vida diaria

Estagio 4-alto grau de incapacitacdo; ainda consegue andar ou ficar em
pé sem auxilio.

Estagio 5-confinado a cama ou a cadeira de rodas, a menos que ajudado.



Durante as avalia¢cOes, foi observado que os pacientes atendidos na UEAFTO
encontravam-se somente no estagio leve e moderado da doenc¢a, ndo sendo
possivel a participagdo dos pacientes no estagio grave devido a
impossibilidade de locomocdo de suas residéncias até a UEPA. Devido a
necessidade de avaliacdo dos pacientes nos diferentes estagios da doenca,
contactou-se com a Associacdo de Parkinsonianos do Para que indicou
pacientes cadastrados em estagio avancado da doenca. Apds contato inicial
com a familia, agendou-se visita domiciliar para a avaliacdo neuroldgica e
coleta da amostra sanguinea.
Posteriormente foram submetidos a Escala Unificada de Avaliagdo para
Doenca de Parkinson (UPDRS, 1987; Anexo C).
A escala UPDRS é subdividida em 4 itens:

item 1-Estado mental/comportamento/estado emocional: pontuacéo varia
de 1 a 14, quanto maior a pontuacao maior o comprometimento.

item 2-Atividades da vida diaria: varia de 0 a 52, quanto maior a
pontuacdo maior a dificuldade.

item 3-Exame motor: varia de 0 a 56, quanto maior a pontuacéo pior o
desempenho motor.

item 4-Complicacdes da terapia (na semana que passou): varia de 0 a 23,

guanto maior a pontuacdo maior complicacao.

4.3 Coleta de sangue

A retirada da amostra sanguinea foi realizada apds a avaliacdo neuroldgica a
fim de evitar que um possivel estresse provocado pela coleta sanguinea
pudesse interferir no resultado da avaliacdo clinica. A puncéo venosa foi
realizada por um experiente técnico de laboratério funcionario do posto de
coleta do Laboratério de Andlises Clinicas da UEPA.

Foram coletados dos pacientes uma amostra de 5 ml de sangue em tubos a
vacuo contendo heparina. As amostras de sangue foram imediatamente
colocadas em gelo e levadas para o Laboratério de Morfofisiologia Aplicada a

Saude da UEPA, onde foram processadas. Foram centrifugadas a 3500 rpm



por 15 minutos, uma parte do soro foi encaminhada ao Laboratério de Analises
Clinicas da Universidade do Estado do Par4d (UEPA) para os exames
bioquimicos e o plasma foi armazenado em freezer a menos 75 graus celsius
para analise da peroxidacéao lipidica e da capacidade antioxidante total.

Os exames laboratoriais realizados foram: hemograma, uréia, creatinina, TGP,
TGO, Gama-GT, fosfatase alcalina e acido arico. Os resultados dos exames
foram entregues aos pacientes, e agueles que apresentaram alguma alteracao
foram encaminhados a Unidade Basica do Marco, onde foram atendidos pelos

meédicos do posto.

4.4 Determinacdo de parametro oxidante

4.4.1 Analise da peroxidacao lipidica

A peroxidacao lipidica foi analisada através da determinacdo da concentragédo
de substancias que reagem com o &cido tiobarbitarico (TBARS) no plasma dos
pacientes. Foi utilizado o método de Kohn e Liversedge (1944) adaptado por
Percario, Vital e Jablonka (1994). A técnica baseia-se na incubacédo do material
em meio acido e aquecido; onde os TBARS, dentre eles o malondialdeido
(MDA), que sao subprodutos da peroxidacdo lipidica, reagem com uma
variedade de agentes nucleofilicos para produzir cromdgenos com alta
absortividade molar no espectro visivel. A sua condensacdo com o acido
tiobarbitdrico (TBA) forma produtos que podem ser determinados por absor¢ao
ou por fluorescéncia no espectrofotdmetro.

Durante a determinacdo da concentragdo de TBARS nas amostras de plasma
dos pacientes, juntou-se 200ul de amostra com 1ml do reagente de &cido
tiobarbittrico (TBA 10mM em KH,PO,4) em tubos de ensaio resistentes a altas
temperaturas. Em seguida as amostras foram levadas ao banho Maria a 95°C
durante uma hora. Apo0s o banho, os tubos foram esfriados em temperatura
ambiente durante 15 minutos e adicionado 4 ml de alcool n-butilico.

Posteriormente, foram homogeneizados e levados a centrifuga a 3.000 rpm por



15 minutos. Ao sairem da centrifuga, é possivel visualizar a formacao de duas
fases nas amostras, sendo coletado 3 ml do sobrenadante e colocados em
cubetas de para serem lidos no espectrofotometro a 535nm.

Ao serem feitos os testes para a quantificagdo da concentracdo do TBARS,
observou-se que quando as amostras eram retiradas diretamente do freezer e
descongeladas em temperatura ambiente ocorria coagulacdo de proteinas
quando passavam pelo banho maria, além de ndo haver mudanca de coloracdo
das amostras. Também foi observado que em quantidades acima de 200ul de
amostras também ocorria 0 mesmo problema. A partir disso, as amostras eram
retradas do freezer a menos 75 graus Celsius e descongeladas
paulatinamente no freezer comum durante 1 dia para posterior
descongelamento total em temperatura ambiente, além de se estabelecer o
volume de 200ul para ser utilizado durante as quantificacdes. Foi realizado o

calculo no final de acordo com a quantidade de amostra utilizada.

4.5- Determinagao de parametro antioxidante

4.5.1- Capacidade antioxidante total equivalente o Trolox (TEAC)

Para a determinacdo da atividade antioxidante total foi realizado a avaliacdo da
capacidade antioxidante total equivalente ao Trolox (TEAC). Utilizou-se a
técnica de Miller et al. (1993) adaptado por Re et al. (1999). O Trolox (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrameticromono-2-carboxilico) € um analogo hidrossoluvel da
vitamina E produzido sinteticamente, sendo utilizado como solug¢do padrao. O
método € uma técnica colorimétrica com base na reacdo entre o 2,2’-azinobis-
3-etilbenzotiazolina &cido-6-sulfénico-diaménio (ABTS) e o persulfato de
potassio (K»S,0g), dando origem ao radical cation ABTS™, cromoforo de cor
verde/azul com absorbancia maxima nos comprimentos de onda 645, 734 e
815 nm.



O TEAC reflete a habilidade do hidrogénio ou do antioxidante doador de elétron
de eliminar o radical cation ABTS™ comparando-se com o padr&o, neste caso,
o Trolox (KARALI et al., 2010). Inicialmente, preparou-se o tampao fosfato com
pH 7.2 e em seguida preparou-se a solucdo de estoque de ABTS™ que foi feito
12 horas antes das dosagens, sendo conservado no escuro a temperatura
ambiente. Também preparou- se a solucdo de estoque de Trolox (Aldrich
Chemical Co 23,881-3).

No dia das quantificacdes, preparou-se a solugédo de trabalho de ABTS™, que
foi misturada com o tampéao fosfato. Desta solucéo, foram retirados 3 ml para
leitura em espectrofotbmetro para a sua calibracdo, sendo lido a uma
absorbéancia de 734nm a temperatura 30°C. A partir disso, foi realizada a curva
padrdo, utilizando-se o Trolox preparado anteriormente, seguido de suas
diluicdes com o tampao, sendo submetido a leitura de absorbancia em cubeta
de quartzo a 734nm em 25°C.

Para a leitura das amostras, foi colocado na cubeta de quartzo 2970ul da
solucdo de trabalho de ABTS™, realizando-se a leitura na absorbancia a
734nm, posteriormente foi acrescentado 30 pl da amostra-plasma, sendo
homogeneizado manualmente e com o auxilio de uma pipeta por 20 segundos,
reiniciando a leitura na mesma absorbancia dentro do intervalo de 5 minutos. O

valor final da leitura das amostras foi quantificado em mM/I.

4.6 Andlise estatistica

A analise estatistica baseou-se na analise de variancia pelo teste ANOVA— um
critério de Bonferroni com significancia p < 0,05; correlacdo de Pearson com

significancia p < 0,05; e no teste G na analise qualitativa das comorbidades.



5. RESULTADOS

5.1 Perfil clinico dos pacientes

Foram analisados 30 pacientes parkinsonianos e 30 pacientes controles com

as seguintes caracteristicas clinicas, conforme tabelas 1 e 2:

Tabela 1. Variaveis epidemiolégicas e clinicas de pacientes com DP e Controles.

Variaveis Controles DP leve DP moderada DP grave
N= 30 N= 11 N=12 N=7
Sexo (M/F) 8/221 5/6 9/3 3/4
Idade média (anos) 65,3(= 10,1) 66,3 (= 10) 58,9 (=127) 66,7 (= 12.5)
Inicio sintomas (anos) _ 47(+2,6) 6,8 (= 0,26) 16,7 (= 5,7
H&Y (1a5) 3 1,64 (= 0,23) 2,71 (= 0,26)* 4.3 (£ 0,5)%
Tempo de tratamento _ 2,0(x2,2) 3.8(x24) 14 (= 3,4%
levodopa (anos)
Updrs 1 (1 a 14) 3 25(=1,.2) 2.7 (1.7) 5 (= 0,8
Updrs 2 (0 a 52) _ 10,1 (= 3,1) 16,4 (= 1,9)* 30,4 (= 6,3)%
Updrs 3 (0 a 56) 3 14,5(=5,0) 20,2(+5,1) 35,6(x7,2)#
Updrs 4 (0 a 23) _ 1,3(=1,7) 3,7(x2,5) 6,3(=2,9)*

Valores expressos como M (Média), £ DP (Desvio Padréao).
1 P =0.0396; # P <0.01 vs leve e moderada; * P < 0.01 VS leve; * P <0.01 vs

moderada.

Em relacdo ao sexo observou-se predominio das mulheres no grupo controle
(22:8) e dos homens no grupo Parkinson (17: 13).

A média de idade foi semelhante nos 2 grupos 65,3 anos no grupo controle;
66,3 anos na DP Leve; 58,9 anos na DP Moderada e 66,7 anos na DPGrave.
Houve diferenca estatistica no tempo do inicio dos sintomas assim como no
tempo de tratamento com levodopa no grupo DP grave em relagéo ao DP leve

e moderado (p <0,001), sendo maior na DP grave.



Observou-se que quanto maior o tempo de inicio dos sintomas, pior o estagio

da doenca, e maior o tempo de uso da levodopa.

Na escala UPDRS item 1 que concerne ao estado mental,comportamento e
emocional do paciente houve diferenca estatistica entre o DP grave e o DP
leve e moderado(p < 0,01), havendo maior comprometimento no DP grave.Nao
houve diferenca entre DP leve e DP moderado.

No item 2 da escala UPDRS referente as atividades da vida diaria houve
diferenca estatistica do grupo DP moderado e grave em relagcdo ao DP leve (p
<0,01), sendo mais comprometido nos estagios moderado e grave ,assim como
houve diferenca estatistica entre os grupos DP moderado e grave,sendo pior

no altimo(p < 0,01).

No item 3 da escala UPDRS referente ao exame motor houve diferenca
estatistica entre o grupo DP grave e os grupos DP leve e moderado (p < 0,01),
demonstrando maior comprometimento motor na fase grave da DP.N&o houve

diferenca entre DP leve e DP moderado.

No item 4 da escala UPDRS referente as complicacdes da terapia houve
diferenca estatistica entre o grupo DP grave e o DP leve ,sendo maior no DP
grave (p <0,01).

Portanto, quanto mais grave o estagio da doenca pior o escore na escala
UPDRS, especialmente no itens 2 e 3 que concernem as atividades da vida

diaria e exame motor,respectivamente.



Tabela 2. Caracteristicas clinicas e comorbidades dos pacientes
parkinsonianos

Variaveis Controles DP leve DP DP p
N= 30 N=11 moderada grave
N=12 N=7

Tremor, n (%) 11(100) 12 (100) 7 (100) -

Rigidez, n (%) 11 (100) 12 (100) 7(100) -

Bradicinesia, n (%) 11 (100) 12 (100) 7 (100) -

Instabilidade _ 1(9,1) 4 (33,3) 7 (100) 0.1467*
postural, n (%)

HAS, n (%) 14 (46.7) 5 (45,4) 3(25) 2 (28.6) 0.5171
ICC, n (%) 1(3.3) 1(3,3) _ _ 0.4743

Dislipidemia, n (%)  10(33,3) 1 (3,3) 1(3,3)  1(3,3) 0.1577

Hipotireoidismo, n _ 1(3,3) _ _ -
(%)
Osteoporose, n (%) _ 1(3,3) -

Valores expressos como frequéncia (n) e percentual (%). HAS-Hipertensao
Arterial Sistémica; ICC-insuficiéncia cardiaca congestiva. * Referente ao grupo
DP leve vs moderada.

Observou-se que todos os pacientes apresentaram a triade classica da DP
tremor, rigidez e bradicinesia, enquanto que a instabilidade postural foi mais
frequente na fase grave da DP.

Em relacdo as comorbidades a HAS foi semelhante entre grupo controle e DP
(14: 10) respectivamente, dentre os parkinsonianos foi mais frequente no grupo
leve. A ICC ocorreu somente em 1 paciente controle e 1 paciente DP leve. A

dislipidemia foi mais frequente no grupo controle (14) que no grupo DP leve (1),



moderado (1) e grave (1), porém sem diferenca estatistica significativa entre os

grupos.

5.2 Peroxidacéo lipidica

Na avaliacdo da peroxidacdo lipidica pelo método TBARS observou-se
diferenca estatisticamente significativa entre o grupo controle (média 63,41 *
22,82) e o grupo DP leve (média 89,58 + 34.34 ) e DP moderado (média 85,44
+26,73),

(p <0,05).

A diferenca estatistica (p<0,05) também se apresentou entre 0s grupos
DP leve e moderado e o DP grave (média 58,08 + 3,62), apresentando maior
valor do TBARS na DP leve e moderada, conforme figura 10 abaixo.
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Figura 10 — Niveis de substancias reagentes ao acido tiobarbitirico
(TBARS) em individuos controles e pacientes com doencga de Parkinson
leve, moderada e grave. Os dados estdo expressos como média + E.P.M.
(ANOVA-Bonferroni). * p< 0.05 vs CONT; # p< 0.05 vs DP GRAVE.



5.3 Capacidade antioxidante total

Foram estudados também os valores da capacidade antioxidante total
pelo método do TEAC, cujos valores foram estatisticamente diferentes (p <
0.05) entre o grupo Controle (média 1,21 + 0,14) e os DP Leve (média 1,01 +
0,05), Moderado (média 1,04 £+ 0,24) e Grave (média 1,59 + 0,23). Os
pacientes do grupo DP Grave apresentaram maior atividade antioxidante

guando comparou-se os grupos DP entre si (p < 0.05), conforme demonstrado

na figura 11:
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Figura 11 — Medida da capacidade antioxidante equivalente ao Trolox

(TEAC) em individuos controles e pacientes com doenca de Parkinson leve,
moderada e grave. Os dados estdo expressos como média £ D.P. (ANOVA-
Bonferroni). *p < 0.05 vs CONT; #p < 0.05 vs DP GRAVE.



5.4 Correlacéo entre TBARS (MDA) e TEAC

N&o houve correlacdo entre TBARS (MDA) e TEAC na DP leve,

moderado e grave, como demonstrado nas figuras 12,13 e 14 respectivamente:
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Figura 12 — Correlacdo entre os niveis de substancias reagentes ao acido
tiobarbitlrico (TBARS) no plasma e a capacidade antioxidante equivalente
ao Trolox (TEAC) em pacientes com doenca de Parkinson em estagio leve.
Teste do coeficiente de correlacdo de Pearson. p =0.2; r=-0.4117.
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Figura 13 — Correlacdo entre os niveis de substancias reagentes ao acido
tiobarbitirico (TBARS) no plasma e a capacidade antioxidante equivalente
ao Trolox (TEAC) em pacientes com doenca de Parkinson em estagio
moderado. Teste do coeficiente de correlacdo de Pearson. p = 0.2; r =
0.4177.
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Figura 14 — Correlagédo entre os niveis de substancias reagentes ao acido
tiobarbiturico (TBARS) no plasma e a capacidade antioxidante equivalente
ao Trolox (TEAC) em pacientes com doenca de Parkinson em estagio grave.
Teste do coeficiente de correlacéo de Pearson. p = 0.32; r = 0.4421.




Porém quando fizemos a correlacdo entre todos o0s pacientes
parkinsonianos sem distincdo de grupos houve correlacdo entre TBARS e
TEAC, quanto maiores os niveis de TEAC menores 0s niveis de TBARS,

conforme figura 15:
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Figura 15 — Correlagéo entre os niveis de substéncias reagentes ao acido
tiobarbittrico (TBARS) no plasma e a capacidade antioxidante equivalente
ao Trolox (TEAC) em pacientes com doenca de Parkinson (todos os
estagios). Teste do coeficiente de correlacdo de Pearson. p = 0.02; r =
0.40009.



5.5 Correlagao entre parametros clinicos com TEAC e TBARS (MDA)

N&o houve correlacdo entre o tempo de tratamento com levodopa e 0s

valores de TEAC no DP leve, moderado e grave, conforme figuras 16,17 e 18

abaixo:
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Figura 16 — Correlacéo entre o tempo de uso do medicamento Levodopa e a
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) em pacientes com
doenca de Parkinson em estagio leve. Teste do coeficiente de correlagcéo de
Pearson. p = 0.46; r=-0.2778.
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Figura 17 — Correlagéo entre o tempo de uso do medicamento Levodopa e a
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) em pacientes com
doenca de Parkinson em estagio moderado. Teste do coeficiente de
correlacdo de Pearson. p = 0.32; r=-0.3448.
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Figura 18 — Correlacao entre o tempo de uso do medicamento levodopa e a
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) em pacientes com
doenca de Parkinson em estagio grave. Teste do coeficiente de correlacao
de Pearson. p = 0.55; r=-0.3078.




Porém, quando se considerou todos os grupos de Parkinson houve
correlacdo entre o tempo de tratamento com levodopa e o TEAC,quanto maior

o tempo de tratamento maior o valor do TEAC, conforme figura 19:
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Figura 19 — Correlacéo entre o tempo de uso do medicamento Levodopa e a
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) em pacientes com
doenca de Parkinson (todos os estagios). Teste do coeficiente de correlacao
de Pearson. p =< 0.0001; r=0.7552.



N&o houve correlacdo entre o tempo de uso de medicacéo levodopa e os
valores do TBARS (MDA) nos estagios DP leve, DP moderada e DP grave,
conforme figuras 20,21 e 22 abaixo:
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Figura 20 — Correlacdo entre o tempo de uso do medicamento Levodopa e
0s niveis de substancias reagentes ao acido tiobarbitirico (TBARS) no
plasma em pacientes com doenca de Parkinson em estagio leve. Teste do
coeficiente de correlagdo de Pearson. p = 0.52; r=-2436.
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Figura 21 — Correlacdo entre o tempo de uso do medicamento Levodopa e
0s niveis de substancias reagentes ao &cido tiobarbitarico (TBARS) no
plasma em pacientes com doenca de Parkinson em estagio moderado. Teste
do coeficiente de correlacédo de Pearson. p = 0.38; r=0.3274.
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Figura 22 — Correlacao entre o tempo de uso do medicamento Levodopa e
0os niveis de substancias reagentes ao acido tiobarbitirico (TBARS) no
plasma em pacientes com doenca de Parkinson em estagio grave. Teste do
coeficiente de correlacédo de Pearson. p = 0.68; r= 0.1895.




Porém,quando se considerou todos os estagios do Parkinson houve
correlacdo significativa entre o tempo de uso do medicamento levodopa e o0s
valores do TBARS (p= 0,0012),quanto maior o tempo de uso do medicamento

menor 0s niveis de TBARS no plasma, como mostra figura 23:
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Figura 23 — Correlacao entre o tempo de uso do medicamento Levodopa e
0s niveis de substancias reagentes ao acido tiobarbitirico (TBARS) no
plasma em pacientes com doenca de Parkinson (todos os estagios). Teste
do coeficiente de correlacédo de Pearson. p = 0.0012; r=- 0,6213



5.6 Correlacéo entre TEAC e TBARS com as escalas H & Y e UPDRS:

Quando comparou-se a capacidade antioxidante no plasma e a
pontuacdo na escala de Hoehn & Yahr(H & Y), que avalia o estagio da
DP,observou-se que houve correlacdo entre os niveis de TEAC e a pontuacao
na escala H & Y. Quanto mais evoluido era o estdgio em que o paciente se

encontrava maior o valor do TEAC (p < 0,0001),como mostra figura 24:
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Figura 24 — Correlacdo entre os niveis de TEAC no plasma e o resultado do
Hoehn e Yahr em pacientes com doenca de Parkinson. Teste do coeficiente
de correlacao de Pearson. p < 0.0001; r = 0.6723.



Quando comparou-se a peroxidacdo lipidica no plasma pelo método
TBARS e a pontuacdo na escala H & Y nos pacientes com doenca de
Parkinson, observou-se que maior a pontuacdo na escala H & Y menor o valor

do TBARS, conforme demonstrado na figura 25:
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Figura 25 — Correlacédo entre os niveis de TBARS no plasma e o resultado
do Hoehn e Yahr em pacientes com doenca de Parkinson. Teste do
coeficiente de correlacdo de Pearson. p = 0.0469; r= -3656.



Houve correlacdo entre a capacidade antioxidante total no plasma e a
pontuacdo na escala UPDRS item 1 referente ao estado mental e humor nos
pacientes com DP, quanto maior o comprometimento mental e do humor dos
pacientes maiores os niveis de TEAC (p= 0,0214), como demonstrado na figura
26:
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Figura 26 — Correlacéo entre os niveis de TEAC no plasma e o resultado do
UPDRS 1 em pacientes com doencga de Parkinson. Teste do coeficiente de
correlacdo de Pearson. p = 0.0214; r = 0.4181.



Quando comparou-se a peroxidacéo lipidica no plasma e o item 1 da
escala UPDRS, observou-se que ndo houve correlacdo entre niveis de TBARS
e a pontuacao na escala UPDRS item 1 (p= 0,1959),conforme figura 27:
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Figura 27 — Correlagéo entre os niveis de TBARS no plasma e o resultado
do UPDRS 1 em pacientes com doenca de Parkinson. Teste do coeficiente
de correlacao de Pearson. p = 0.1959; r = -0.2429.



Quando comparou-se a capacidade antioxidante total no plasma e a
pontuacdo no item 2 da escala UPDRS que concerne &s atividades da vida
diaria houve correlacdo entre niveis de TEAC e pontuacao na escala UPDRS 2
nos pacientes com doenca de Parkinson (p < 0,0001),quanto maior o
comprometimento nas atividades da vida diaria do paciente maiores 0s niveis

de TEAC, conforme figura 28:
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Figura 28 — Correlagéo entre os niveis de TEAC no plasma e o resultado do
UPDRS 2 em pacientes com doenca de Parkinson. Teste do coeficiente de
correlacdo de Pearson. p < 0.0001; r = 0.7159.



Quando comparou-se a peroxidacéo lipidica e a pontuagéo no item 2 das
escala UPDRS referente as atividades da vida diéria houve correlacao entre os
nives de TBARS e a pontuacdo na escala UPDRS 2, quanto maior
comprometimento nas atividades da vida diaria, menor o nivel de TBARS no

plasma(p= 0,0423), conforme figura 29:
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Figura 29 — Correlagdo entre os niveis de TBARS no plasma e o resultado
do UPDRS 2 em pacientes com doenca de Parkinson. Teste do coeficiente
de correlacao de Pearson. p = 0.0423; r = -0.3730.



Quando comparou-se a capacidade antioxidante total e o item 3 da
escala UPDRS referente ao comprometimento motor houve correlacédo entre os
niveis de TEAC e a pontuacdo da escala UPDRS item 3, (p < 0.0001),quanto
maior o comprometimento motor maiores os niveis de TEAC,conforme figura
30:

1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2 -

TEAC
=

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0 20 40 60
UPDRS 3

Figura 30 — Correlacao entre os niveis de TEAC no plasma e o resultado do
UPDRS 3 em pacientes com doencga de Parkinson. Teste do coeficiente de
correlacdo de Pearson. p < 0.0001; r = 0.6562.



Quando comparou-se a peroxidacéao lipidica com a pontuacédo no item 3
das escala UPDRS referente ao comprometimento motor houve correlacao
entre niveis de TBARS no plasma e a pontuacdo na escala UPDRS 3 (p=
0,0131), quanto maior o comprometimento motor menores o0s niveis de TBARS,

conforme figura 31:
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Figura 31 — Correlacdo entre os niveis de TBARS no plasma e o resultado
do UPDRS 3 em pacientes com doenca de Parkinson. Teste do coeficiente
de correlacao de Pearson. p = 0.0131; r = -0.4476.



Quando comparou-se a capacidade antioxidante total e a pontuagdo no
item 4 da escala UPDRS referente &s complicacdes da terapia dos pacientes
com DP observou-se que houve correlacdo entre niveis de TEAC e a
pontuacdo na escala UPDRS 4 (p= 0,002),quanto maiores as complicacfes
relacionadas a terapia nos pacientes com DP maiores os niveis de TEAC,

conforme figura 32:
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Figura 32 — Correlag&o entre os niveis de TEAC no plasma e o resultado do
UPDRS 4 em pacientes com doenca de Parkinson. Teste do coeficiente de
correlacdo de Pearson. p = 0.002; r = 0.5784.



Quando comparou-se a peroxidacao lipidica e o item 4 da escala UPDRS
referente as complicacdes da terapia nos pacientes com DP,observou-se que
houve correlacdo entre os niveis de TBARS e a pontuacao na escala UPDRS
item 4 (p= 0,0350),quanto maiores as complicacGes referentes & terapia nos

pacientes com DP menores o0s niveis de TBARS,conforme figura 33:
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Figura 33 — Correlagdo entre os niveis de TBARS no plasma e o resultado
do UPDRS 4 em pacientes com doenca de Parkinson. Teste do coeficiente
de correlacao de Pearson. p = 0.0350; r = -0.4148.



6. DISCUSSAO

O fator de risco mais prevalente para a doenca de Parkinson € a idade,
acometendo preferencialmente adultos e a maioria do sexo masculino segundo
a revisdo de Schapira e Jenner (2011) e Savica et al. (2012). Os dados
epidemiologicos desta pesquisa foram condizentes com os da literatura
acometendo pacientes acima dos 40 anos e a maioria foram do sexo
masculino.

Nesta pesquisa observamos a presenca de comorbidades nos pacientes
portadores de DP e também nos individuos controles, pois algumas pesquisas
mostram que existe uma expressiva associagao entre estresse oxidativo e
doencas como cancer, hipertensdo arterial sistémica, diabetes e doencas
cardiovasculares (SAVICA et al, 2012; VALKO et al ,2007). Alguns de nossos
pacientes apresentaram algumas comorbidades, no entanto ao compararmos
os resultados destes com os demais pacientes sem comorbidades pudemos
constatar que ndo houve interferéncias nos resultados.

Na avaliacdo clinica dos pacientes utilizou-se duas escalas: a escala Hoehn &
Yahr (H & Y) e a escala UPDRS. A escala de Hoehn & Yahr (H & Y) é utilizada
para estimar o estagio da DP de acordo com a distribuicdo dos sintomas no
corpo e o nivel de dependéncia, sendo uma ferramenta eficaz no
acompanhamento da evolucdo da doenca segundo Scalzo et al. (2012). Neste
trabalho a escala H & Y mostrou-se (til no estadiamento da doenca,
observando-se que quanto maior o tempo de inicio dos sintomas mais grave o
estagio dos pacientes, confirmando tratar-se de uma doenca progressiva.

A escala UPDRS é amplamente utilizada em ensaios clinicos por permitir
avaliar mdultiplos aspectos da DP como comprometimento motor, estado
mental, disfuncbes de humor, complicacbes motoras e ndo motoras
relacionadas ao tratamento (GOETZ et al, 2003; KLEINER-FISMAN et al,
2010). Nesta pesquisa a mesma mostrou-se eficaz na quantificacdo dessas
variaveis, sendo maior o comprometimento na fase grave da DP.

A patogénese da DP permanece obscura, mas acredita-se que a DP resulte de
uma complexa interacdo entre fatores ambientais e genéticos (SHUKLA;
MISHRA; PANT, 2011). Atualmente aceita-se que o mecanismo da morte dos

neurbnios dopaminérgicos da substancia negra envolve o metabolismo



oxidativo (CARLESI et al, 2011; CRISTALLI et al, 2012). Exames de necrépsia
da substancia negra de pacientes com DP confirmam haver estresse oxidativo
com dano ao DNA e proteinas em exames imunohistoquimicos (SCHAPIRA;
JENNER, 2011). Segundo Farooqui e Farooqui (2011), embora doenca
neurolégica degenerativa seja um processo multifatorial, estda aumentando a
evidéncia de que o maior fator subjacente nas desordens neuroldgicas seja a
ocorréncia do estresse oxidativo comprovados pelos achados de que as
cadeias de proteinas sdo modificadas diretamente ou indiretamente pelas
ERON.

No entanto, a investigacdo do metabolismo in loco s6 é possivel nas autdpsias
de pacientes portadores de DP, e portanto, nada auxiliariam no diagndstico e
no tratamento dos pacientes. Desta maneira buscou-se investigar de que forma
0 metabolismo oxidativo poderia ser avaliado perifericamente e ndo somente
no proprio SNC. A descoberta de outra forma de diagnosticar a DP é
interessante, pois permitird o diagnostico precoce e com isso a introducdo do
tratamento em estagios iniciais da doenca, retardando o avanco da DP.

Alguns pesquisadores avaliaram a presenca de estresse oxidativo no liquor
obtido por puncdo lombar (HENCHCLIFFE et al, 2011) e também existem
pesquisas que estao utilizando o sangue dos pacientes (SANYAL et al, 2011;
VASCONCELOS et al, 2007). Como a puncao lombar € um exame invasivo e
de dificil obtencéo na pratica clinica, o sangue tem sido considerado uma fonte
plausivel para pesquisa de biomarcadores em doencas do SNC. No ser
humano cerca de 500 ml do liquido cefalorraquidiano (L.C.R.) é absorvido
diariamente pelos capilares sanguineos, e portanto, produtos do metabolismo
oxidativo oriundos do SNC poderiam ser encontrados no sangue em vasos
periféricos (CRISTALLI et al, 2012). Segundo Vasconcelos et al. (2007) o
sangue é uma excelente fonte in vivo de marcadores de estresse oxidativo por
transportar antioxidantes e endobidticos modificados por acdo das ERON.
Henchcliffe et al. (2011) relataram que muitos marcadores de estresse
oxidativo tem sido investigados em tecidos de necrdpsia de pacientes com DP
e fluidos corporeos. Dentre os indicadores de oxidacao foi encontrado elevacao
do nivel de malondialdeido (MDA) no LCR e no plasma de pacientes com DP e
diminuicdo de antioxidantes no plasma como o &cido Urico. Kincses e Vecsei

(2011) e Schapira e Jenner (2011) também confirmaram a presenca de



estresse oxidativo na DP em marcadores de dano oxidativo na periferia pela
deficiéncia do sistema de enzimas antioxidantes com diminuigdo do nivel de
glutationa reduzida e pelo dano encontrado nos lipideos.

Cristalli et al (2012) relatam que o estresse oxidativo, pelo aumento das
ERON, é um marcador precoce de doenca neurolégica como DP e Doenca de
Alzheimer.

No presente trabalho verificou-se o metabolismo oxidativo através da
mensuracao de produtos da peroxidacao lipidica, como o TBARS e através da
mensuragao da capacidade antioxidante total, no plasma. Vasconcelos et al.
(2007) defendem a pesquisa da capacidade antioxidante total (CAOT) ao invés
da andlise de antioxidantes isolados devido & interacdo dos ultimos no plasma
ou soro, e devido & CAOT representar a acdo cumulativa de todos os
antioxidantes presentes.

Os resultados apresentaram maior atividade antioxidante nos pacientes com
DP grave em relacdo ao grupo controle e também em relacdo ao pacientes
com DP em estagio leve e moderado. No parametro oxidante os resultados
foram inversos aos da capacidade antioxidante, ou seja, o parametro oxidante
foi maior nos pacientes com DP leve e moderado em relagdo ao DP grave.
Acreditamos que o aumento da peroxidacgdo lipidica esteja maior nas fases leve
e moderada da DP, em funcédo da maior perda neuronal nestas fases. Na fase
grave da doenca, a peroxidacao lipidica ndo é maior, provavelmente em funcdo
da maioria dos neurbnios j4 terem degenerado nas fases anteriores de
desenvolvimento da DP, sendo pequeno o numero de células restantes,
susceptiveis ao estresse oxidativo na fase grave. Nas fases leve e moderada
da DP também foi encontrado baixa capacidade antioxidante. Acreditamos que
durante a fase inicial possa ter havido aumento da atividade oxidativa e esta
serviu de estimulo ao incremento da atividade antioxidante que pode ser
observada adiante na fase mais avancada da DP.

Teive (2010) relatou que a perda neuronal na DP é exponencial, sendo mais
intensa nas fases iniciais atenuando-se com a progresséo da doenga e que 0s
sintomas motores aparecem quando ha reducédo de 80% da dopamina estriatal
com pelo menos 60% de perda neuronal nigral. Os dados desta pesquisa

confirmam esses achados, pois como a perda neuronal na DP é precoce, é



provavel que nas fases leve e moderada haja mais atividade da doenca
refletindo nos marcadores periféricos do estresse oxidativo.

No presente trabalho foi encontrada correlagcdo positiva entre a capacidade
antioxidante total e a escala H & Y, sendo maior o valor do TEAC quanto maior
a pontuacdo na escala H & Y, assim como correlacdo positiva entre a
capacidade antioxidante e os 4 itens da escala UPDRS. Foi encontrado maior o
valor do TEAC quanto maior o comprometimento do estado mental e
emocional, atividades da vida diaria, comprometimento motor e complicacdes
da terapia respectivamente, que ocorreram nos pacientes mais graves. Em
relacdo ao TBARS foi ao contrario, quanto pior a pontuacao nas duas escalas
com consequente maior e mais grave comprometimento do paciente, menores
os valores do TBARS.

Sanyal et al (2011) encontraram correlagdo negativa entre enzimas
antioxidantes e as escalas H & Y e UPDRS. Foram pesquisadas a superéxido
dismutase,catalase e glutationa peroxidase no eritrocito de pacientes com DP,
tendo maior valor nos pacientes com DP leve e moderado e menores valores
no DP grave. Nao foi realizada avaliacdo de parametros oxidantes.
Diferentemente dos resultados encontrados por Sanyal et al (2011), nossos
dados inferem haver menos antioxidantes e mais oxidantes na DP leve e
moderada. Provavelmente porque no mesmo faltou avaliar o parametro
oxidante ndo podendo, por isso, aferir a presenca ou nao de estresse oxidativo
em sua amostra. Nossos dados permite-nos inferir indiretamente que houve
estresse oxidativo nas fases leve e moderada da DP.

Dessa forma nossos resultados nos permite concordar com os achados na
literatura que afirmam haver alteracdes oxidativas em pacientes com DP e que
estas alteracdes sdo perceptiveis no plasma dos pacientes. Além disso a
presente pesquisa demonstrou haver diferenca entre os estagios da doenca e
principalmente que as alteragbes no metabolismo oxidativo em pacientes
portadores de DP podem ser percebidas mesmo nos estagios precoces da
doenca, onde o diagnostico clinico é mais dificil; corroborando na pesquisa de
marcadores periféricos de estresse oxidativo na DP assim como Henchcliffe et
al (2011) o fizeram. Tal informacdo € importante quando se trata de
diagnosticar precocemente a doenca para iniciar a terapia medicamentosa e

com isso retardar o avanco da doenca.



Alguns pesquisadores gque investigam a presenca de alteracdes oxidativas no
sangue de pacientes com DP, avaliaram o soro e os eritrocitos destes
pacientes (CRISTALLI et al, 2012; SCHAPIRA; JENNER, 2011). Nosso estudo
realizou as analises no plasma e também verificou a presenca de alteracdes
oxidativas. Estudos ulteriores sdo necessarios para avaliar qual a melhor forma
de fazer essa analise, qual parte do sangue a ser analisado e verificar qual o

melhor biomarcador de estresse oxidativo na DP.



7. CONCLUSAO

A partir dos resultados encontrados podemos concluir que:

-O plasma de pacientes portadores de DP apresentou alteracdo tanto no
parametro oxidante quando no parametro antioxidante investigado, e podemos
utiliza-lo como fonte de investigacdo de alteracdes oxidativas que ocorrem no

SNC de pacientes portadores de DP.

-Os parametros oxidativos avaliados no plasma de pacientes portadores de DP
foram distintos nos diferentes estagios da doenca.

- Houve evidéncia indireta de estresse oxidativo nas fases leve e moderada da
DP com aumento de parametros oxidantes e diminuicdo de parametros

antioxidantes no sangue de pacientes parkinsonianos.

-Uma vez que as alteracOes oxidativas puderam ser observadas nos estagios
iniciais da doenca, existem indicios de que as alteracdes oxidativas possam ser
utilizadas como exames complementares, auxiliando o diagndstico precoce da
DP
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APENDICE B- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.

PROJETO: Correlacdo entre Parametros Clinicos, Funcionais e Oxidativos em Pacientes
Idosos Portadores de Doencga de Alzheimer e Doenga de Parkinson Atendidos no Centro de
Geriatria e Gerontologia da Universidade do Estado do Para.



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O projeto de pesquisa consiste em correlacionar dados epidemioldgicos,
clinicos e funcionais, com analises laboratoriais de metabolismo oxidativo em
pacientes idosos, portadores das doencas de Alzheimer (DA) e Parkinson (DP),
atendidos no Centro de Geriatria e Gerontologia da Universidade do Estado do

Par&. Fardo parte do estudo 30 idosos previamente diagnosticados como
portadores da DA, 30 idosos com DP e 30 idosos sem doenc¢a neurolégica. Os

pacientes realizardo avaliagcfes neuroldgicas, cognitivas, funcionais e
laboratoriais com profissionais de saude qualificados. A avaliagdo neurolégica
serdrealizada pela anamnese do paciente e complementada por exames
laboratoriais, como os exames de proteina-C-reativa, VDRL, exames de funcéao
hepatica, renal e tireoidiana, a fim de investigar causas sistémicas de deméncia.
Em situacdes em que seja necessario exame de neuroimagem, 0s
pesquisadores encaminhardo os participantes da pesquisa para realizarem no
respectivo lugar a ser informado. Além disso, serdo avaliados os aspectos
emocionais através da Escala de Depressao GDS e a Escala Anal6gica de
Felicidade. A avaliagdo cognitiva dos pacientes sera realizada através de testes
validados no Brasil, como o Mini-exame do estado mental, fluéncia verbal, teste
do reldgio, desenhos do CERAD, recordacéo tardia do CERAD ou de objetos
apresentados como figuras. Na avaliagdo da capacidade funcional dos idosos
acometidos pela doenca de Alzheimer e Parkinson, serdo utilizados testes de
Atividades da Vida Diaria (AVD) pela Escala de Katz, Atividades Instrumentais da
Vida Diéaria (AIVD) de Lawton e Escala de Avaliagdo da Marcha e Equilibrio de
Tinetti,Escala UPDRS e Hoehn & Yahr. Em qualquer momento do estudo, os
idosos e seus cuidadores terdo acesso aos pesquisadores, para esclarecimento
de davidas e fornecimento de resultados parciais. Os riscos para 0s sujeitos sao
arevelacdo de suaidentidade, porém os pesquisadores se comprometem a
preservar o sigilo da identidade dos mesmos durante toda a realizagdo da
pesquisa e na apresentacdo dos dados coletados e alguma alteracdo do quadro
clinico, entretanto, caso isto ocorra, 0 idoso serd encaminhado aos profissionais
de saude do Centro de Geriatria e Gerontologia da Universidade do Estado do
Para para tratamento. Os pesquisadores estardo atentos a qualquer
manifestacdo de fadiga fisica, interrompendo a atividade se necessario, além de
se comprometerem a utilizar os dados e o material coletado somente para esta
pesquisa e para divulgacdo cientifica, sendo eliminados ou incinerados, no
maximo, apos 5 anos de utilizacdo. Os beneficios aos sujeitos da pesquisa séo a
melhoria da capacidade funcional, cognitiva e clinica, ou seja, da qualidade de
vida no acompanhamento das patologias.

E garantida aos idosos a liberdade de deixar de participar do estudo, sem
gualquer prejuizo ao seu atendimento no Centro de Geriatria e Gerontologia da
UEPA. Nao seréo divulgadas quaisquer informacdes que possam levar a identificacéo
de quaisquer pesquisados. Em caso de dano pessoal, diretamente provocado pelos
procedimentos propostos na pesquisa, 0s participantes terdo direito (por parte dos
principais investigadores) a indenizacdes legalmente estabelecidas. Nao ha despesas
pessoais aos participantes em qualquer fase do estudo e ndo havera nenhum
pagamento pela participacdo. Este estudo sera realizado com recursos financeiros da
SECTAM, através do Programa Pesquisa para o SUS



Assinatura do Coordenador Assinatura dos
Jofre Jacob da Silva Freitas Pesquisadores
End. Tv. Dom Romualdo de Seixas, 1630

Telefone: 81287858

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informacBes acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente
esclarecido sobre o conteudo da mesma, assim como seus riscos e beneficios.Declaro
ainda que, por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa, cooperando com a
coleta de material para exame.

Belém, / /

Assinatura do participante e/ou responséavel da pesquisa



ANEXOS

ANEXO A-PROTOCOLO DE AVALIACAO DE PACIENTES COM DOENCA
DE PARKINSON

Universidade do Estado do Para
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude

Unidade de Ensino e Assisténcia de Fisioterapia e Terapia Ocupacional —
UEAFTO

Programa Pesquisa para o SUS: Gestdo compartilhada em Saude

Pesquisa: Correlacdo entre parametros clinicos, funcionais e oxidativos
em pacientes idosos portadores de Doenca de Alzheimer e Doenca de
Parkinson atendidos no Centro de Geriatria e Gerontologia da
Universidade do Estado do Para.

PROTOCOLO DE AVALIACAO — DOENCA DE PARKINSON

Protocolo de atendimento: N°

Data avaliacao: / /

Identificacao:

Nome:

Endereco: Telefone:
Bairro: CEP: Estado civil:

Sexo: ()M ()F Idade: Data nascimento:
Escolaridade: Local estudo (rural ) ou (cidade):
Sabe ler () Sabe escrever () S6 assina nome ()

Razao do abandono escolar: () ndo havia escola



() ndo conseguia acompanhar
() precisou trabalhar

Tipo (s) de profisséo (6es) / atividades na maior parte da vida:

Exposicdo metais pesados:( ) sim ( )nédo Qual?

Exposicao agrotoxicos: ( )sim () nao Qual?

Local de nascimento: rural ou cidade
Passou a infancia : rural ou cidade

Passou a vida adulta (18 a 64 anos):

Historia:
Tempo do inicio dos sintomas: (dias, sem, meses, anos)
Presenca de:

Tremor: ( ) sim ( ) ndo

Rigidez: ( ) sim ( ) ndo

Bradicinesia/ acinesia: ( ) sim ( ) ndo

Instabilidade postural: ( ) sim ( ) nédo

Sensagéao de cansaco:( ) sim
nao

Reducéo do piscamento: ( ) sim ( ) nao

Fala mondtona/ prejuizo da diccao: ( ) sim ( ) ndo

Dores localizadas sem causa definida: ( ) sim ( ) nédo

Pobreza de expresséo facial: ( ) sim ( ) ndo

Disfuncao autonémica: ( )sim ( )néo

( ) constipacdo ( )sialorréia ( ) disf. sexual
( ) disf. trato urinario ( ) hipotenséo ortostéatica

Disfagia: ( ) sim ( ) ndo



Sialorréia: ( ) sim () ndo

Depressao: ( ) sim ( ) nao
Demeéncia: ( ) sim ( ) nao
Psicose: ( ) sim ( ) nao

Distarbios sono: ( ) insdnia ( ) pesadelos () sindrome pernas inquietas

Outros:

AMP:HAS( ) DM () DLP ( ) Cardiopatia ( ) Insuf. Renal ( )
Insuf. Hepatica ( ) Dca cérebro-vascular ( ) TCE ( )
Infeccdes (encefalite) () Anoxia/ hipoxia ()

Outros

Tabagismo ( ) Etilismo( ) Drogasilicitas ( )

Medicacédo: Antivertiginosos ( )

Neurolépticos ( )

Medicacdes em uso :

AMF: Dc¢a Parkinson ( ) Deméncia ( ) Desordens psiquiatricas ()

Ex. fisico geral:
PA:

Aparelho céardio-vascular: ( ) NL ( ) alterado

Aparelho respiratério: ( ) NL () alterado

Aparelho digestivo: ( ) NL () alterado

Extremidades: ( ) NL () alterado




EX. neuroldgico:

Sinais localizatorios: () sim ( ) ndo

Axiais da face:
Orbicular das pélpebras ( ) sim ( ) nédo
Oro-orbicular ( ) sim ( ) nao
Mandibular () sim ( ) nédo

Sinais Parkinsonianos:
Tremor () sim ( ) néo
Rigidez ( ) sim ( ) nao
Bradicinesia ( ) sim ( ) ndo
Instabilidade postural ( ) sim () néo

Micrografia: ( ) sim () nao

Marcha: NL ( ) pequenos passos ()
Discinesias: ( ) sim ( ) ndo inicio (dias, sem, meses, anos)

Outros:




ANEXO B- ESCALA DE HOEHN & YAHR

Estagios da DP .
(Escala Modificada de Hoehn & Yahr)

Estagio Sinais
O Sem sinais da doencga
1 Doencga unilateral
1.5 Acometimento unilateral mais axial
> Doenca bilateral, sem comprometimento dos reflexos
posturais
2.5 Doenca bilateral leve, com recuperacio nos testes de

reflexos posturais

3 Doenga bilateral de leve a moderada, ha instabilidade
postural; independente nas atividades da vida diaria

Alto grau de incapacitacio; ainda consegue andar ou ficar

em p¢é sem auxilio

Conhnado a cama ou a cadeira de rodas, a menos

gue ajudado




ANEXO C-UPDRS (UNIFIED PARKINSON DISEASE RATING SCALE)

ESCALA UNIFICADA DE AVALIACAO PARA DOENCA DE PARKINSON
UPDRS

.LESTADO MENTAL/COMPORTAMENTO/ESTADO EMOCIONAL
1. comportamento intelectual
0= NENHUM

1= MINIMO. Esquecimento consistente com lembranca parcial de
eventos, sem outras dificuldades

2= MODERADO. Perda moderada da memoria, com desorientacéo.
Dificuldade moderada para resolver problemas complexos. Minimo, mas
definitivo comprometimento das atividades em casa, com necessidade
de ajuda ocasional.

3= GRAVE. Perda grave de memoria com desorientacdo temporal e,
frequentemente de lugar. Grande dificuldade de resolver problemas.

4= GRAVE. Perda grave da memoria com orientacdo preservada
apenas para sua pessoa. Incapaz de fazer julgamentos ou resolver
problemas. Necessita de muita ajuda para cuidados pessoais. Ndo pode
ficar sozinho em nenhuma situacao.

2. desordem do pensamento (devido a deméncia ou intoxicagdo por
drogas)
0= nenhum
1= sonhos vividos

2= alucinagdes “benignas” com julgamento (insight) mantido



3= ocasionais a frequentes alucinacdes sem julgamento, podendo
interferir com as atividades diérias.

4= alucinacg0@es frequentes ou psicose evidente. Incapaz de cuidar-se.

3. depressao
1= ausente

2= periodos de tristeza ou culpa acima do normal. Nunca permanece por
dias ou semanas.

3= depressao permanente com sintomas vegetativos (insdnia, anorexia,
perda de peso, desinteresse).

4= depressdo permanente com sintomas vegetativos. Pensamento ou
tentativa de suicidio.

4. motivacao/iniciativa
0= normal

1= mais passivo, menos interessado que o habitual

2= perda da iniciativa ou desinteresse por atividades fora do dia-a-dia

ILATIVIDADES DA VIDA DIARIA

5. fala
0= normal

1= comprometimento superficial. Nenhuma dificuldade em ser
entendido.

2= comprometimento moderado. Solicitado a repetir frases, as vezes.
3= comprometimento grave. Solicitado freqientemente a repetir frases.

4= retraido, perda completa da motivacao.

6. salivacao
0= normal

1= excesso minimo de saliva, mas perceptivel. Pode babar a noite.



2= excesso moderado de saliva. Pode apresentar alguma baba
(drooling).

3= excesso acentuado de saliva. Baba freqiientemente.

4= baba continuamente. Precisa de lenco constantemente.

7. degluticao
0= normal

1= engasgos raros

2= engasgos ocasionais

3= deglute apenas alimentos moles.

4= necessita de sonda nhasogastrica ou gastrostomia.

8. escrita
0= normal

1= um pouco lenta ou pequena.
2= menor e mais lenta, mas as palavras sao legiveis.

3= gravemente comprometida. Nem todas as palavras sao
comprometidas.

4= a maioria das palavras ndo séo legiveis.

9. cortar alimentos ou manipular
0= normal

1= lento e desajeitado, mas nao precisa de ajuda.

2= capaz de cortar os alimentos, embora desajeitado e lento. Pode
precisar de ajuda.

3= alimento cortado por outros, ainda pode alimentar-se, embora
lentamente.

4= precisa ser alimentado por outros.

10. vestir
0= normal.



1= lento mas néo precisa de ajuda.

2= necessita de ajuda para abotoar e colocar os bracos em mangas de
camisa.

3= necessita de bastante ajuda, mas consegue fazer algumas coisas
sozinho.

4= nao consegue vestir-se (nenhuma peca) sem ajuda.

11.higiene
0= normal.

1= lento mas nao precisa de ajuda.

2= precisa de ajuda no chuveiro ou banheira, ou muito lento nos
cuidados de higiene.

3= necessita de assisténcia para se lavar, escovar os dentes, pentear-
se, ir ao banheiro.

4= sonda vesical ou outra ajuda mecanica.

12.girar no leito e colocar roupas de cama.
0= normal.

1= lento e desajeitado mas nédo precisa de ajuda.

2= pode girar sozinho na cama ou colocar os lengbéis, mas com grande
dificuldade.

3= pode iniciar, mas ndo consegue rolar na cama ou colocar lencébis.

4= nao consegue fazer nada.

13.quedas (né&o relacionadas ao freezing)
0= nenhuma

1= quedas raras.
2= cai ocasionalmente, menos de uma vez por dia.
3= cai, em média, uma vez por dia.

4= cai mais de uma vez por dia.



14.freezing quando anda
0= nenhum

1=raro freezing quando anda, pode ter hesitag&o no inicio da marcha.
2= freezing ocasional, enquanto anda.
3= freezing freqlente, pode cair devido ao freezing.

4= quedas frequentes devido ao freezing.

15. marcha
0= normal.

1= pequena dificuldade. Pode n&o balangar os bragos ou tende a
arrastar as pernas.

2= dificuldade moderada, mas necessita de pouca ajuda ou nenhuma.
3= dificuldade grave na marcha, necessita de assisténcia.

4= nao consegue andar, mesmo com ajuda.

16.tremor
0= ausente.

1= presente, mas infrequente.
2= moderado, mas incomoda o paciente.
3= grave, interfere com muitas atividades.

4= marcante, interfere na maioria das atividades.

17.queixas sensitivas relacionadas ao parkinsonismo
0= nenhuma.

1= dorméncia e formigamento ocasional, alguma dor.



2= dorméncia, formigamento e dor frequente, mas suportavel.
3= sensacdes dolorosas frequentes.

4= dor insuportavel.

1. EXAME MOTOR
18.fala
0= normal.

1= perda discreta da expresséo, volume ou diccao.

2= comprometimento moderado. Arrastado, mondétono mas
compreensivel.

3= comprometimento grave, dificil de ser entendido.

4= incompreensivel.

19.expresséo facial
0= normal.

1= hipomimia minima.
2= diminuicdo pequena, mas anormal, da expresséao facial.
3= hipomimia moderada, labios caidos/afastados por algm tempo.

4= facies em mascara ou fixa, com pedra grave ou total da expresséo
facial. Labios afastados ¥ de polegada ou mais.

20.tremor de repouso
0= ausente.

1= presente mas infrequente ou leve.

2= persistente mas de pouca amplitude, ou moderado em amplitude mas
presente de maneira intermitente.

3= moderado em amplitude mas presente a maior parte do tempo.

4= com grande amplitude e presente a maior parte do tempo.

21.tremor postural ou de acdo nas méaos
0= ausente



1= leve, presente com a agéo.
2= moderado em amplitude, presente com a acéao.
3= moderado em amplitude tanto na acdo quanto mantendo a postura.

4= grande amplitude, interferindo com a alimentag&o.

22.rigidez (movimento passivo das grandes articulagdes, com paciente
sentado e relaxado, ignorar roda denteada)
0= ausente

1= pequena ou detectavel somente quando ativado por movimentos em
espelho de outros.

2= leve e moderado.
3= marcante, mas pode realizar o movimento completo da articulagéo.

4= grave e 0 movimento completo da articulagdo s6 ocorre com grande
dificuldade.

23.bater dedos continuamente — polegar no indicador em sequéncias
rapidas com a maior amplitude possivel, uma méo de cada vez.
0= normal

1= leve lentiddo e/ou reducdo da amplitude.

2= comprometimento moderado. Fadiga precoce e bem clara. Pode
apresentar parada ocasional durante o0 movimento.

3= comprometimento grave. Hesitacdo freqlente para iniciar o
movimento ou paradas durante o0 movimento que esta realizando.

4= realiza o teste com grande dificuldade, quase ndo conseguindo.

24.movimentos das méaos (abrir e fechar as maos em movimentos rapidos e
sucessivos e com a maior amplitude possivel, uma méo de cada vez).
0= normal

[
Il

leve lentiddo e/ou reducgéo da amplitude.

2= comprometimento moderado. Fadiga precoce e bem clara. Pode
apresentar parada ocasional durante o movimento.



25.

26.

27.

3= comprometimento grave. Hesitacdo freqlente para iniciar o
movimento ou paradas durante 0 movimento que esta realizando.

4= realiza o teste com grande dificuldade, quase ndo conseguindo.

movimentos rapidos alternados das maos (pronacdo e supinacdo das
maos, horizontal ou verticalmente, com a maior amplitude possivel, as
duas maos simultaneamente).

0= normal

1= leve lentidado e/ou reducdo da amplitude.

2= comprometimento moderado. Fadiga precoce e bem clara. Pode
apresentar parada ocasional durante o0 movimento.

3= comprometimento grave. Hesitacdo freqlente para iniciar o
movimento ou paradas durante o movimento que esta realizando.

4= realiza o teste com grande dificuldade, quase nao conseguindo.

agilidade da perna (bater o calcanhar no chdo em sucessdes rapidas,
levantando toda a perna, a amplitude do movimento deve ser de cerca
de 3 polegadas/ +7,5 cm).

0= normal

1= leve lentidédo e/ou reducdo da amplitude.

2= comprometimento moderado. Fadiga precoce e bem clara. Pode
apresentar parada ocasional durante o0 movimento.

3= comprometimento grave. Hesitacdo freqlente para iniciar o
movimento ou paradas durante o movimento que esta realizando.

4= realiza o teste com grande dificuldade, quase ndo conseguindo.

levantar da cadeira (de espaldo reto, madeira ou ferro, com bragos
cruzados em frente ao peito).
0= normal

1= lento ou pode precisar de mais de uma tentativa
2= levanta-se apoiando nos bragos da cadeira.

3= tende a cair para tras, pode tentar se levantar mais de uma vez, mas
consegue levantar



4= incapaz de levantar-se sem ajuda.

28.postura
0= normal em posigao ereta.

1= néo bem ereto, levemente curvado para frente, pode ser normal para
pessoas mais velhas.

2= moderadamente curvado para frente, definitivamente anormal, pode
inclinar-se um pouco para os lados.

3= acentuadamente curvado para frente com cifose, inclinacéo
moderada para um dos lados.

4= bem fletido com anormalidade acentuada da postura.

29.marcha
0= normal

1= anda lentamente, pode arrastar os pés com pequenas passadas,
mas ndo ha festinacédo ou propulséo.

2= anda com dificuldade, mas precisa de pouca ajuda ou nenhuma,
pode apresentar alguma festinagéo, passos curtos, ou propulsao.

3= comprometimento grave da marcha, necessitando de ajuda.

4= ndo consegue andar sozinho, mesmo com ajuda.

30.estabilidade postural (respostas ao deslocamento subito para tras,
puxando os ombros, com paciente ereto, de olhos abertos, pés
separados, informado a respeito do teste)
0= normal

1= retropulsdo, mas se recupera sem ajuda.

2= auséncia de respostas posturais, cairia se ndo fosse auxiliado pelo
examinador.

w
1

muito instavel, perde o equilibrio espontaneamente.

N
I

incapaz de ficar ereto sem ajuda.



31.bradicinesia e hipocinesia corporal (combinacdo de hesitacao,
diminuicdo do balancar dos bracos, pobreza e pequena amplitude de
movimentos em geral)
0= nenhum.

1= lentiddo minima. Podia ser normal em algumas pessoas. Possivel
redugéo na amplitude.

2= movimento definitivamente anormal. Pobreza de movimento e um
certo grau de lentid&o.

3= lentiddo moderada. Pobreza de movimento ou com pequena
amplitude.

4= lentiddo acentuada. Pobreza de movimento ou com pequena
amplitude.

IV. COMPLICACOES DA TERAPIA (NA SEMANA QUE PASSOU)

A . DISCINESIAS

32.duracéo. Que percentual do dia acordado apresenta discinesias?
0= nenhum

1= 25% do dia.
2= 26 - 50% do dia.
3=51 - 75% do dia.

4= 76 — 100% do dia.

33.incapacidade. Quéo incapacitante é a discinesia?
0= ndo incapacitante.

1= incapacidade leve.
2= incapacidade moderada.
3= incapacidade grave.

4= completamente incapaz.

34.discinesias dolorosas. Quao dolorosas séo as discinesias?
0= nao dolorosas.



1= leve.

2= moderada.
3= grave.

4= extrema.

35. presenca de distonia ao amanhecer.
0= néo 1=sim

B. FLUTUACOES CLINICAS

36. algum periodo off previsivel em relacdo ao tempo apdés a dose do
medicamento?

0= nao 1=sim

37. algum periodo off imprevisivel em relagdo ao tempo apés a dose do
medicamento?

0= nao 1=sim

38. algum periodo off se instala subitamente? Em poucos segundos?

0= nao 1=sim

39.qual o percentual de tempo acordado, em um dia, 0 paciente esta em
off, em média?
0= nenhum
1= 25% do dia.
2= 26 - 50% do dia.
3=51 - 75% do dia.

4=76 — 100% do dia.

C. OUTRAS COMPLICACOES



40. o paciente apresenta anorexia, hausea ou vomito?

0= nao 1=sim

41. o paciente apresenta algum disturbio do sono? Insbnia ou
hipersonoléncia.

0= nao 1=sim

42. 0 paciente apresenta hipotensao ortostatica sintomatica?

0= nao 1= sim.









