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RESUMO

ESTUDO DE POLIMORFISMOS NO GENE GRIK2 EM PACIENTES COM
DOENCA DE PARKINSON

A Doenca de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa complexa, resultante da
maltipla combinagdo de fatores genéticos e ambientais. Um dos fatores que pode contribuir
para o desenvolvimento da DP € a excitotoxicidade, um processo patofisiolégico causado por
intensa estimulacdo de receptores glutamatérgicos. Este fendmeno neurotdxico esta associado
ao excessivo influxo de fons na célula (Na*, CI" e principalmente o Ca?*), resultando na morte
neuronal. Foi evidenciado que a subunidade GluK2 do receptor de glutamato do tipo Kainato
interage com a parkina, acentuando o processo excitotoxico. O gene GRIK2 codifica esta
subunidade, sendo expresso em regides do cérebro envolvidas na atividade motora, podendo
sofrer “splicing” alternativo ou edi¢do de RNA, introduzindo novas isoformas que podem
alterar a conduténcia de ions no receptor. Ndo ha na literatura cientifica estudos de associacdo
de polimorfismos no gene GRIK2 com a DP. Este estudo teve como objetivo determinar as
frequéncias genotipicas e alélicas, bem como verificar uma possivel influéncia dos SNPs
rs3213607, rs2227281, rs2227283, rs2235076, rs4839797, rs2518261 no gene GRIK2 em uma
amostra de pacientes com DP. Foi realizado um estudo do tipo caso-controle, com a anélise de
amostras de DNA de 129 individuos do grupo controle, e 61 pacientes do grupo DP. Verificou-
se que para 0 SNP rs2518261 (C/T) o alelo T pareceu ter um efeito de risco no grupo DP
(x?=19,085; p-valor < 0,0001; OR=2,75; 1C=1,75 — 4,27). Neste polimorfismo também foi
observado que o gendtipo TT pode representar um fator associado a presenca de tremor no
grupo DP (p-valor=0,02). Os resultados inéditos deste estudo sugerem a realizacdo de pesquisas

maiores para a investigagéo da contribuicdo do gene GRIK2 na DP.

Descritores: Doenca de Parkinson. GRIK2,. Polimorfismo.



ABSTRACT

STUDY OF GRIKZ2 GENE POLYMORPHISMS IN PATIENTS WITH PARKINSON’S
DISEASE

Parkinson's Disease (PD) is a complex neurodegenerative disorder resulting from the multiple
combination of genetic and environmental factors. One of the factors that may contribute to PD
development is the excitotoxicity, a pathophysiological process caused by intense stimulation
of glutamatergic receptors. This neurotoxic phenomenon is associated with the excessive influx
of ions in the cell (Na +, Cl- and especially Ca 2+), resulting in neuronal death. It was evidenced
that the GluK2 subunit of the kainate type glutamate receptor interacts with parkin, accentuating
the excitotoxic process. The GRIK2 gene encodes this subunit, expressed in regions of the brain
involved in motor activity, and may undergo alternative splicing or RNA editing, introducing
new isoforms that may alter the ion conductance at the receptor. There are no studies in the
literature on the association of polymorphisms in the GRIK2 gene with PD. This study aimed
to determine the genotypic and allelic frequencies, as well as to verify a possible influence of
the SNPs rs3213607, rs2227281, rs2227283, rs2235076, rs4839797, rs2518261 from GRIK2
gene in a group of patients with PD. A case-control study was performed, with analysis of DNA
samples from 129 individuals from the control group and 61 patients from the PD group. It was
found that for the SNP rs2518261 (C/T), allele T appeared to have a risk effect in the DP group
(x?= 19.085; p-value <0.0001; OR = 2.75; Cl = 1.75-4 , 27). In this polymorphism it was also
observed that TT genotype may represent a factor associated with the tremor presence in the
PD group (p-value = 0.02). These pioneer results of this study, suggest that further research is

needed to investigate the contribution of GRIK2 gene to PD.

Descriptors: Parkinson’s Disease. GRIK2. Polymorphism.
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1. INTRODUCAO

1.1. DOENCA DE PARKINSON

A Doenca de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa, progressiva,
incapacitante e de etiologia indeterminada. A DP caracteriza-se pela perda progressiva de
neurdnios dopaminérgicos da substancia negra. O quadro clinico é composto por rigidez
muscular, bradicinesia, tremor em repouso e anormalidades posturais. Além disso, alteracfes
emocionais e cognitivas podem surgir com a progressao da doenca (Burch & Sheerin, 2005;
Emre, 2003).

1.1.1 Epidemiologia

Considera-se a DP como a segunda doenca neurodegenerativa progressiva mais
comum no mundo, ficando atrés apenas da doenca de Alzheimer. A prevaléncia da DP em
paises industrializados é de até 3% de toda a populacdo, afetando aproximadamente 6
milhGes de pessoas no mundo (Lau & Breteler, 2006). A incidéncia desta patologia aumenta
com a idade, estima-se que ela atinge de 1 a 2% da populacéo acima dos 65 anos (Spillantini
etal., 1997).

Como a DP tem distribuicdo universal e pode estar presente em todas as classes
sociais e etnias, ela é considerada uma doenca cosmopolita. Apesar de ocorrer tanto em
homens como em mulheres, a DP é mais frequente na populacdo masculina. Estudos
realizados sugeriram que uma possivel explicacdo para este fato poderia ser a atuacdo do
estrogénio como um neuroprotetor, porém ainda ha controvérsias (Lau & Breteler, 2006)

A mortalidade em pacientes com DP, independente das causas, é 2,22 vezes maior
quando comparada com a populagdo em geral, segundo um estudo de meta-anélise realizado
por XU et al. (2013).

No Brasil, ndo existem estimativas oficiais da DP, mas alguns estudos que utilizaram
os portais de dados epidemioldgicos do governo brasileiro sugerem que a prevaléncia da
doenca seja de 3%. Estima-se que 200 mil individuos estejam com DP, e que 36 mil novos
casos surgem por ano no pais (Peternella & Marcon, 2009; Souza et al., 2011).



1.1.2. Caracteristicas Clinicas

As alteracOes fisiopatologicas associadas a DP podem comecar anos antes do inicio
dos sintomas motores, incluindo apresentacGes de certos sintomas ndo motores, tais como
disturbios do sono, depressdo, alteracbes cognitivas, ansiedade, fadiga, constipacdo e
anosmia (perda do olfato). Nessa fase pré-clinica, a presenca dos sintomas ndo motores
podem ser mal interpretados, sendo relacionados ao envelhecimento normal ou outras
comorbidades, causando atraso no diagnostico. Por outro lado, a evidéncia da fase pré-
clinica tem impulsionado pesquisas que focam nas terapias preventivas ou de protecdo
(DeMaagd & Philip, 2015; Meissner, 2012; Schrag et al., 2015).

De maneira tardia, 0s pacientes apresentam as caracteristicas motoras da DP apés
50% a 80% dos neurdnios dopaminérgicos serem perdidos, quando uma progressao

significativa da doenca pode estar estabelecida (DeMaagd & Philip, 2015).

As quatro principais manifestacfes clinicas da DP incluem tremor em repouso,
rigidez, bradicinesia e instabilidade postural. O tremor geralmente se apresenta como o
sintoma inicial, e ocorre aproximadamente em dois tercos dos pacientes com DP. Embora
seja comum, o tremor é considerado como sendo 0 menos incapacitante em comparagdo com

0s outros sintomas cardinais (bradicinesia e rigidez) (DeMaagd & Philip, 2015).

A bradicinesia é definida como uma reducdo na velocidade e na amplitude dos
movimentos voluntarios. Os pacientes também podem apresentar imobilidade associada a
bradicinesia, episodio também denominado de "freezing", que é uma manifestacdo extrema

da DP e geralmente ocorre na doenga avangada (DeMaagd & Philip, 2015).

O terceiro sintoma cardinal da DP ¢ a rigidez, a qual apresenta aumento do tonus
muscular. A rigidez acomete preferencialmente a musculatura flexora, causando alteracfes
tipicas da postura (DeMaagd & Philip, 2015).

A quarta caracteristica clinica que geralmente ocorre mais tarde no curso da DP € a
instabilidade postural, que possui uma etiologia multifacetada relacionada com outros
sintomas motores. Pode ser seriamente incapacitante por causa de sua associagdo com a

perda de equilibrio e o risco de quedas (Doherty et al., 2011).



O principal recurso para o diagnostico da DP é a avaliacdo clinica (Scheffer, 2013).
O diagnostico da DP é baseado em critérios fundamentados na sintomatologia dos pacientes,
os quais foram estabelecidos pela UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank — Banco de
Cérebros da Sociedade de Doenca de Parkinson do Reino Unido (Anexo 1) (Hughes et al.,
1992)

Conforme os sintomas da DP progridem, o paciente perde a capacidade de ser
independente por causa de déficits nas atividades cotidianas. A mortalidade é
frequentemente associada as complicacdes relacionadas a imobilidade (Brunton, 2012).

1.1.3. Etiologia

A DP apresenta uma etiologia ainda ndo muito bem definida, sendo um disturbio
multifatorial que resulta provavelmente de complexas interacdes entre fatores genéticos,

ambientais e relacionados ao envelhecimento (Massano, 2011).

Na década de 1980, a hipdtese de fatores ambientais envolvidos na DP foi apoiada
pela identificacdo de uma droga sintetizada em laboratério chamada MPTP (1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-hidropiridina), que causa a degeneracdo neuronal seletiva, levando a uma sindrome
parkinsoniana em roedores, primatas e seres humanos. Desde entdo, um grande numero de
agentes ambientais, habitos e condicdes foram examinados, incluindo toxinas industriais,
metais pesados, tabagismo, ingestdo de bebidas como ché ou café, a pratica da agricultura e
o estilo de vida rural (Corti et al., 2011; Zavariz, 2012).

A maioria dos casos ocorre de forma esporadica, afetando aproximadamente 95%
dos pacientes, geralmente com mais de 50 anos. Embora nesses casos a doenca ndo seja
herdavel, uma histéria familiar positiva esta associada com um risco elevado da DP (Corti
etal., 2011).

A DP familiar corresponde a cerca de 5% a 10% dos casos, possui inicio geralmente
precoce e esta relacionada com mutacdes em genes especificos (Hardy, 2003). A
caracterizacdo dessa forma da doenca permitiu descoberta de dezoito locus cromossémicos

denominados “PARK” que estdo associados a DP (Klein & Westenberger, 2012). Algumas



das mutagdes nestes genes estdo associados a forma familiar autossdmica dominate (PARK
1, 4 e 8), ou autossdmica recessiva da DP (PARK 2, 6,7, e 13) (Duque et al., 2015).

Variantes em varios PARK e outros genes tém sido associados ao aumento do risco
de desenvolvimento da DP. Apesar das alteracdes nos genes identificados até agora
representarem a minoria dos casos de DP, estudos de associacdo do genoma sugerem que
estes mesmos genes podem também desempenhar um papel na forma esporadica da doenca
(Corti et al., 2011; Klein & Westenberger, 2012).

Muitos estudos tém abordado processos patologicos envolvidos na DP, como o
estresse oxidativo, apoptose, neuroinflamacéo, disfuncdo mitocondrial e a excitotoxicidade
(Blandini et al., 2010). Entretanto, nenhum desses mecanismos isoladamente pode ser

responsavel pela patogénese da DP (Massano, 2011).

1.1.4. Fisiopatologia

A fisiopatologia da DP esta associada a disfungdo dos sistemas neurotransmissores,
principalmente, por uma redugédo nas concentra¢des de dopamina no estriado em decorréncia
da perda progressiva dos neurdnios dopaminérgicos da parte compacta da substancia negra
(Burch & Sheerin, 2005; Jellinger, 1987).

Os “ganglios da base” podem ser entendidos como um conjunto de estruturas
subcorticais importantes para controlar e iniciar os movimentos, pois regulam o fluxo das
informac@es provenientes do cortéx cerebral para os neurénios motores da medula espinhal.
Além do papel desempenhado no controle motor, os ganglios da base estdo envolvidos em
varias fun¢Bes emocionais e cognitivas (Purves, 2010). Constituem os ganglios da base: (i)
estriado, formado pelo nucleo caudado e putamen; (ii) globo palido, que se divide em globo
palido externo (GPe) e globo palido interno (GPi); (iii) substancia negra, dividida em parte
compacta (SNpc) e parte reticulada (SNpr) e o (iv) ndcleo subtalamico (NST) (Brunton et
al., 2012; Kandel et al., 2014).

As informacdes provenientes do estriado sdo projetadas para os nucleos de saida, que
sdo 0 GPi e a SNpr. A projecéo do estriado para 0s nlcleos de saida € realizada por duas vias
diferentes: via direta e via indireta (Uc & Follet, 2007).



A via direta transfere informacao do estriado para os nucleos de saida (GPi/SNpr),
resultando na desinibicdo do talamo, o que intensifica estimulos excitatorios do tdlamo ao
cortex cerebral, facilitando o movimento (Figura 1-A). O neurotransmissor inibitério que
participa da via direta é o acido gama-aminobutirico (GABA) (Brunton et al., 2012; Uc &
Follet, 2007).

A via indireta transmite a informacdo do estriado ao GPe. Por sua vez, essa estrutura
envia projecdes para 0 NST, que gera estimulos eferentes para a os nucleos de saida
(GPi/SNpr). Assim como ocorre com a via direta, as duas conexdes iniciais — projecoes do
estriado para o GPe e deste para 0 NST — utilizam o neurotransmissor inibitério GABA.
Contudo, a conexdo final — projecdo do NST para os nucleos de saida (GPi/SNpr) — é uma
via glutamatérgica excitatoria. Desta forma, a estimulacdo da via indireta resulta na reducéo
da saida dos estimulos excitatorios, inibindo o tdlamo, e consequentemente, inibindo o
movimento (Figura 1-A) (Brunton et al., 2011; Uc & Follet, 2007).

A SNpc através da via nigroestriatal, libera dopamina no estriado, sendo um dos
moduladores da atividade dos ganglios da base. Nos neur6nios espinhosos médios do corpo
estriado, estdo os dois principais tipos de receptores para a dopamina: D1 (excitatorio) na
via direta e D2 (inibitorio) na via indireta. Desse modo, a dopamina liberada no estriado
tende a aumentar a atividade da via direta e reduzir a da via indireta. Enquanto que a deple¢éo
de dopamina que ocorre na DP produz o efeito contrario. A estimulacdo dopaminérgica
reduzida, consequentemente, acentua os estimulos inibitérios provenientes dos ndcleos de
saida (GPi/SNpr) para o tdlamo e reduz a excitacdo do cortex cerebral, determinando assim,
as manifestacdes dos sintomas motores da DP (Figura 1-B) (Brunton et al., 2012; Purves et
al., 2010).
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Figura 1: Diagrama esquematico das interconexdes dos ganglios basais. (A) A SNpc fornece
inervacdo dopaminérgica aos neurdnios do estriado, que da origem a via direta e indireta, além de
regular a atividade relativa destas duas vias. (B) A perda dopaminérgica do estriado na DP faz com
que a via direta que se dirige aos nlcleos de saida (SNr/GPi) se torne menos ativa (estruturas em
roxo), enquanto que a atividade da via indireta é aumentada (estruturas em vermelho). Isso acentua
ainibicdo do tdlamo e diminui os estimulos excitatorios do cortex cerebral. As linhas em azul indicam
as vias primarias com atividade reduzida (Brunton et al., 2012).



Por muito tempo se acreditou que a morte neuronal progressiva provocava,
exclusivamente, a diminuicdo da funcdo da dopamina na via nigroestriatal (Jellinger, 1987).
Porém, apesar deste importante déficit dopaminérgico, outros neurotransmissores estao
envolvidos na fisiopatologia da DP, como a acetilcolina, a serotonina, a noradrenalina e o
glutamato (Alexander, 2004).

Os neurdnios do estriado recebem muitas aferéncias glutamatérgicas. A funcédo das
sinapses glutamatérgicas é de engatilhar os circuitos do estriado, enquanto que as sinapses
dopaminérgicas possuem um papel crucial de modulacédo, regulando a neurotransmissédo

glutamatérgica (Schiffmann et al., 2007).

1.2. A EXCITOTOXICIDADE MEDIADA POR GLUTAMATO NA DP

O glutamato é conhecido como o principal neurotransmissor excitatorio do sistema
nervoso central (SNC) e participa de 80% a 90% das sinapses excitatérias cerebrais (Olive,
2009).

O glutamato possui importancia na formagdo da rede neuronal durante o
desenvolvimento, regulando a neurogénese, sinaptogénese, eliminacdo de sinapses,
migracao celular e morte celular programada (apoptose) (Mattson, 2008). Desempenha papel
fundamental na maioria das funcbes do sistema nervoso como memdria, aprendizado,
emocdes e percepcdo sensorial (Simeone et al., 2004). Além da transducdo de sinal e
plasticidade sinaptica, o glutamato estd envolvido em outros processos fisiologicos,
sinalizando eventos em tecidos e Orgdos periféricos, bem como em células endocrinas
(Moriyama et al., 2000).

O glutamato participa de projecbes motoras do cortex para os ganglios da base,
medula espinhal e tdlamo; bem como dos ganglios da base para o tdlamo. Portanto,
alteracdes neste sistema podem comprometer as funcgdes dos ganglios da base, as quais sdo
importantes para a iniciacdo e controle dos movimentos (Greenamyre, 2001). Apesar do
glutamato desempenhar um papel central na neurotransmissdo excitatoria, alteragcdes na
homeostase do glutamato podem ter repercussdes significativas sobre os neurdnios através

da geracdo de cascatas neurotoxicas ou excitotoxinas (Caudle & Zhang, 2009).



Projecdes dopaminérgicas da SNpc para outras regides dos ganglios da base
executam atividades de regulacdo das fungdes de algumas vias glutamatérgicas. Na DP, com
a deplecdo de dopamina nigroestriatal, um conjunto complexo de alteracBes ocorre nos
ganglios basais. Dentre estas, a superativacdo do NST, que provoca um aumento na liberacao
de glutamato na SNpc e estimula a cascata da excitotoxicidade (Greenamyre, 2001; Finlay
& Duty, 2014).

A excitotoxicidade é um processo patologico através do qual os neurbnios sdo
danificados apds excessiva estimulacdo de receptores glutamatérgicos. Fendmenos
excitotoxicos estdo envolvidos em diversas doencas cerebrais além da DP, tais como
acidente vascular cerebral, epilepsia e outras doencas neurodegenerativas (Ambrosi et al.,
2014).

O exagerado influxo de ions na célula esta associado com a excitotoxicidade (Dong
et al., 2009). Apds estimulacéo, os receptores glutamatérgicos sdo imediatamente ativados e
0 Ca?* pode entrar diretamente nas células através deles (Ambrosi et al., 2014). A sobrecarga
de Ca?* intracelular promove a atividade de enzimas dependentes desse cation, como
proteases, lipases e nucleases, resultando na degradacdo de proteinas, membranas e &cidos
nucléicos (Dong et al., 2009). O aumento da concentragdo de Ca?* provoca a desintegracio
da membrana, o estresse do reticulo endoplasmatico, a geracdo de espécies reativas de
oxigeénio e a disfuncdo mitocondrial; que conduzem a apoptose e necrose neuronal (Zhang
& Zhu, 2011). Além disso, ocorre a exocitose de vesiculas contendo glutamato nas
terminagBes nervosas devido ao nivel elevado de Ca®* nas células, contribuindo para o
aumento das concentracOes extracelulares do neurotransmissor excitatorio (Finlay & Duty,
2014).

O acumulo persistente do glutamato nas sinapses estriatais levam a auto-acumulacao
de glutamato nos astrocitos. Esse evento satura a capacidade de armazenamento do
glutamato pelos astrocitos atraves da reducdo da atividade da glutamina sintetase,
promovendo a excitotoxicidade (Ambrosi et al., 2014).

A excitotoxicidade mediada por glutamato néo é responsavel pelo comprometimento
e perda neuronal inicial da SNpc na DP, porém é considerada mais do que um efeito

secundario de susceptibilidade dos neurdnios dopaminérgicos, defeitos moleculares e



bioenergéticos, bem como da neurotransmisséo alterada associada com a morte celular nesse
nacleo mesencefalico (Ambrosi et al., 2014). Semelhante as outras doencas
neurodegenerativas, provavelmente nenhum mecanismo isolado possa causar a morte
neuronal na DP, e a excitotoxicidade parece ser uma via final comum as diferentes causas

do dano neuronal (Morales et al., 2013).

1.3. OS RECEPTORES IONOTROPICOS DE GLUTAMATO

O glutamato executa a sua acdo nas células atraves da ativacdo de receptores de
membrana, localizados em ambos 0s neurdnios pré-sinapticos e pos-sinapticos. Esses
receptores sdo classificados em duas classes principais: receptores ionotrépicos e receptores

metabotrdpicos (Dong et al., 2009).

Os receptores ionotrépicos sdo canais ibnicos dependentes de ligantes, permeaveis a
varios cétions (Dong et al., 2009). Medeiam a maioria da transmissao excitatoria rapida no
SNC de mamiferos e o processamento de informagdes bésicas no cérebro (Marino et al.,
2003). Além disso, induzem mudancas na eficacia sinaptica, tais como as orientadas para
contribuir na aprendizagem e memoria, sinaptogénese e nocicepc¢do. Disfungdes nesses tipos
de receptores contribuem de forma articulada para morte neuronal, constituindo a base para
varias doencas neuroldgicas, incluindo acidente vascular cerebral, dor neuropatica, doenca

de Alzheimer, doenca de Huntington e a DP (Planells-Cases et al., 2006).

Trés grupos dividem os receptores ionotrépicos de acordo com a afinidade seletiva
para agonistas especificos: N-metil-D-aspartato (NMDA), acido a-amino-3-hidroxi-5-
metilisoxazol-4-propiénico (AMPA) e cido cainico ou cainato (KA) (Planells-Cases et al.,
2006). Os receptores ionotrépicos sdo complexos tetraméricos de subunidades, que sdo
subdivididas de acordo com o gene que as codificam, sendo quatro subunidades para 0s
receptores do tipo AMPA (GluA1-4), cinco subunidades dos receptores do tipo KA (GluK1-
5) e sete subunidades para os receptores do tipo NMDA (GIuN1, GIuN2A-D e GIuN3A-B)
(Figura 2A) (Kumar & Mayer, 2013).

Cada subunidade e formada por um grande dominio aminoterminal (NHz3)
extracelular, um dominio extracelular de ligacdo ao glutamato, um dominio de membrana e
um dominio carboxiterminal (COOH) intracelular (Figura 2B). O dominio de membrana

contém trés segmentos transmembranicos (M1, M3 e M4), e uma alga M2 que nédo atravessa
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a membrana e penetra parcialmente no lado citoplasméatico da membrana (Figura 2B).
Considera-se que a alca M2 forme o filtro de seletividade do canal (Gereau & Swanson,
2008; Kandel et al., 2014).
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Figura 2: Receptores ionotropicos de glutamato. (A) Classificacdo dos receptores ionotropicos de
glutamato e suas subunidades; (B) Representacdo da estrutura dos receptores ionotrépicos
(modificado de Marco et al., 2011).

Como a excitotoxicidade esta principalmente relacionada com as alteracfes
desencadeadas pelos niveis de Ca?" intracelulares, os receptores NMDA executam um papel
chave e alteraces nesses receptores podem ser responsaveis pelos danos neuronais, devido
as suas propriedades de permeabilidade e alta condutancia ao Ca?* (Ambrosi et al. 2010;
Dong et al., 2009). Entretanto, os receptores AMPA e KA também sdo ativados, causando o
influxo de Ca®*, Na*, CI" e 4gua através do gradiente osmético. O influxo de Na*, juntamente
com a entrada de CI resulta no acimulo de dgua dentro da célula, levando ao edema celular.
Isso pode causar a lise do neurdnio, e consequentemente, a liberacdo de seus constituintes,
entre eles o glutamato. A liberacdo exacerbada do glutamato decorrente da lise celular e da
exocitose das vesiculas sindpticas dependente de Ca®" difunde o processo de
excitotoxicidade aos outros neurdnios, dando inicio a um ciclo degenerativo no tecido
(Dong et al., 2009).
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1.3.1. Os Receptores do tipo Kainato (KA)

Os receptores KA atuam principalmente como moduladores da transmisséo sinéptica
e da excitabilidade neuronal (Contractor et al., 2011). Estéo distribuidos de forma ubiqua no
SNC, onde sdo encontrados, principalmente, no hipocampo, amigdala lateral, cdrtex
cerebral, globo pélido e cerebelo (Huettner, 2003).

A formacdo tetramérica dos receptores KA é realizada a partir de combinacdes
homomeéricas ou heteroméricas das cinco subunidades (GluK1, GluK2, GIuK3, GluK4 e
GluKb), respectivamente codificadas pelos seguintes genes: GRIK1, GRIK2, GRIK3, GRIK4
e GRIKS5 (Gereau & Swanson, 2008).

Os receptores KA possuem permeabilidade principalmente ao sédio (Na*) e ao
potassio (K*), sendo pouco permeéveis ao Ca2* (Olive, 2009). No entanto, esta caracteristica
de permeabilidade pode ser alterada por conta da diversidade de isoformas das subunidades
dos receptores KA, geradas por splicing alternativo e edicdo de RNA (Gereau & Swanson,
2008). As diversas combinacdes possiveis provocam diferencas na atuacdo dos canais,
podendo variar a condutancia idnica e o tempo de abertura dos canais (Hassel & Dingledine,
2006).

As subunidades GluK1, GluK2 e GIuK3 estdo sujeitas ao splicing alternativo, que
altera a sequéncia primaria do dominio carboxiterminal intracelular (Figura 3). As variantes
de splicing alternativo podem controlar o nivel de expressdao dos receptores KA na

membrana plasmatica (Jaskolski et al., 2005; Yan et al., 2004).

As subunidades GluK1 e GluK2 podem sofrer edicdo de RNA no sitio Q/R
(glutamina/arginina). A subunidade GIluK2 tem dois sitios adicionais de edigdo, o I/V
(isoleucina/valina) e o Y/C (tirosina/cisteina), que resultam na alteracdo de residuos de

aminoéacidos no dominio M1 (Figura 3) (Gereau & Swanson, 2008) .
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Figura 3. llustracdo das variantes de splicing alternativo nas subunidades GluK1, GluK2 e GIuK3,
e dos sitios de edicdo de RNA (triangulos) nas subunidades GluK1 e GluK2 (modificado de
Contractor et al., 2011).

O residuo de aminoacido no sitio Q/R (glutamina/arginina) no dominio M2 (Figura
3) € um determinante critico das propriedades de canal. Desse modo, a edi¢do de RNA nesse
sitio influencia varios aspectos importantes da funcdo do canal. Receptores que incorporam
as subunidades GluK1 ou GIluK2 editadas possuem baixa permeabilidade ao Na*, K*, e sdo
praticamente impermeaveis ao Ca®*, além de apresentarem uma condutincia unitaria de
canal reduzida. Em contraste, as subunidades GluK1 e GluK2 editadas sdo permeaveis ao
cloro (CI") (Figura 4) (Chittajallu et al., 1999; Gereau & Sawanson, 2008).

Na’
Ca%

Extracelular

Edicao Q/R
I

v Intracelular

K+

Figura 4. Efeito da edi¢do Q/R sobre as propriedades do canal (receptor KA) nas subunidades GluK1
e GluK2 (modificado de Chittajallu et al., 1999).
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Como a sinalizagdo do calcio é importante em doencas neuroldgicas, uma série de
estudos tem examinado e considerado as alteragdes no sitio de edi¢cdo Q/R das subunidades
de receptores KA em estados patologicos (Gereau & Swanson, 2008; Kawahara et al., 2004).

Os receptores KA representam uma classe de receptores de glutamato com um padrao
intrigante de distribugdo anatdmica (Ambrosi et al., 2003). Segundo Contractor e
colaboradores (2011), os receptores do tipo KA séo alvos para o desenvolvimento de novos
agentes farmacoldgicos que poderiam ter aplicacdo em uma variedade de neuropatologias.
Estes poderiam ser os que incluem antagonistas que selectivamente alteram a funcao do
GluKl, GluK2 ou GIluK3. Estratégias alternativas para atuar especificamente nestes
receptores incluem o desenvolvimento de moduladores alostéricos que alteram as
associacfes com proteinas funcionais auxiliares importantes (Jane et al., 2009; Perrais et
al., 2009).

1.3.1.1. Influéncia dos receptores tipo KA na DP

Pesquisas mostraram que os receptores KA contribuem para a neurodegeneracéo,
estimulando ndo apenas a excitotoxicidade, mas também a neuroinflamagdo e a intensa

ativacdo microglial (Zhang & Zhu, 2011).

O aumento da ativacdo da microglia em estados patologicos, bem como a
neuroinflamacdo, contribuem para a neurodegeneracdo da SNpc, para a liberacdo de
glutamato e para a potenciacdo das respostas mediadas pelos receptores de glutamato,
conduzindo ao fortalecimento do fenémeno excitotoxico (Noda & Beppu, 2013). Por outro
lado, niveis elevados de glutamato podem intensificar a ativacdo da microglia e sustentar
processos inflamatorios. De fato, tem sido mostrado em cérebros de camundongos que 0s
receptores KA participam na modulacdo da liberacdo de citoquinas inflamatorias (Lee,
2013).

Os neurénios da SNpc expressam abundantemente subunidades dos receptores tipo
KA (Bischoff et al., 1997). Embora a funcéo dos receptores KA na SNpc permaneca ndo
completamente definida, a perda de funcdo da proteina parkina aumenta a atividade dos
receptores do tipo KA, apoiando a hipétese da excitotoxicidade relacionada com a DP

autossdmica recessiva (Maraschi et al., 2014). A DP autossémica recessiva é caracterizada



14

por mutacfes no gene que codifica a proteina parkina, denominado PARK2, sendo
considerada a forma mais frequente de inicio precoce da doenca. A parkina desempenha um
papel importante na manutencédo da integridade e morfologia mitocondrial, alem de exercer
regulacao da funcéo e estabilidade das sinapses glutamatérgicas excitatorias. Na presenca da
parkina alterada, sinapses glutamatérgicas tendem a proliferar, aumentando assim a eficacia
sindptica do glutamato. Isto inevitavelmente aumenta a vulnerabilidade neuronal para a
excitotoxicidade mediada por glutamato (Blandini et al., 2010; Caudle & Zhang, 2009;
Finlay & Duty, 2014).

1.4. A SUBUNIDADE GLUK2 DO RECEPTOR TIPO KA NA DP

Evidéncias sugerem que reptores pré-sinapticos que regulam a plasticidade sinaptica
contém a subunidade GluK2 (Breusted & Schimitz et al., 2004; Schimitz et al., 2003). Esta
subunidade também regula a excitacdo do glutamato nos neurénios cerebelares (Bureau et
al., 2000).

Um estudo recente, conduzido por Maraschi e colaboradores (2014), demonstrou que
a subunidade GluK2 do receptor KA interage com a parkina, sofrendo ubiquitinacdo por essa
proteina que regula os niveis de GIuK2 e a via dos receptores KA. A perda da funcdo da
parkina aumenta os niveis totais de GluK2 e aumenta consistentemente as vias dos receptores
KA, acentuando a excitotoxicidade in vitro. Esses autores sugerem que a subunidade GluK2
pode funcionar como um substrato para a parkina, portanto pacientes com a parkina alterada
poderiam se beneficiar com alguma terapia que tivesse como alvo 0s receptores KA
(Maraschi et al., 2014).

1.5. O GENE GRIK2

O gene GRIK2 inclui 17 éxons e apresenta aproximadamente 670 kb. Esta localizado
na posicao 6¢16.3-q21 do genoma humano e codifica a subunidade GluK2 do receptor KA
(Figura 5) (Barbon et al., 2001).
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Figura 5: Representacdo da estrutura éxon-intron do gene humano GRIK2 (modificado de Barbon
et al., 2001).

O gene GRIK2 ¢ expresso acentuadamente em regiGes do cérebro envolvidas na
aprendizagem e memdria (como o hipocampo), assim como na atividade motora e aspectos
motivacionais do comportamento (como o cerebelo e os ganglios basais). Em funcdo da
expressdo do GRIK2 nessas regides, este gene tem sido considerado um principal
contribuinte para as funcdes cognitivas mais elevadas, podendo desempenhar um papel na
patogénese de varios distlrbios neuropsiquiatricos e doencgas neuroldgicas (Dutta et al.,
2007).

Estudos de ligacdo do gene GRIK2 identificaram potenciais alteracdes que podem
contribuir para doencas neuroldgicas. Determinados polimorfismos de nucleotideo Gnico
(SNP) foram descobertos nesse gene e estdo associados com a esquizofrenia, autismo,
transtorno obssesivo-compulsivo, sindrome da fadiga cronica, retardo mental autossémico
recessivo, ataxia espinocerebelar tipo 3 e doenca de Huntington (Emmel et al., 2010; Kim
etal., 2007; Motazacker et al., 2007; Shibata et al., 2002; Smith et al., 2011; Wu et al., 2013;
Zeng et al., 2006).

Motazacker e colaboradores (2007) relataram a presenca de mutagcdes no gene
GRIK2, resultando na perda de funcdo da subunidade GluK2 do receptor de KA. Essas
mutacdes foram associadas ao retardo mental autossémico recessivo ndo-sindrémico em

uma grande familia consaguinea Iraniana.

Estudos independentes demonstraram que o polimorfismo de repeticdo TAA na
regido 3’ ndo traduzida do gene GRIK2 apresenta um efeito modificador da idade de inicio
da doencga de Huntington (Cannella et al., 2004; Chattophadhyay et al., 2003).
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Wu e colaboradores (2013) publicaram um estudo preliminar que tinha como
objetivo examinar a associagdo de genes glutamatérgicos candidatos e volumes encefalicos
de criancas com transtorno obsessivo-compulsivo. Nenhum SNP foi significativamente
associado as mudancas volumétricas apos a correcdo de maltiplas associacoes pelo teste de
permutagéo. Entretanto, foi verificado que o SNP rs4839797 apresentou uma associagao
qualitativa com o putdmen (o qual também constitui os ganglios da base).

Um estudo realizado no Brasil, envolvendo pacientes com ataxia espinocerebelar tipo
3 (SCAB3) verificou que o SNP rs2227281 estava associado com volumes de cerebelo
maiores, sugerindo um papel protetor para o gendtipo CC no fenétipo de pacientes com
SCA3. Além disso, através de uma analise dos genotipos neuroprotetores combinados, foi
verificado que os individuos com os genotipos CC (GRIK2) juntamente com o0s gendtipos
GG do gene NEDDS8 (neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 8)
apresentaram uma maior idade de inicio da doenca quando comparados as outras
combinagBes genotipicas, sugerindo uma sinergia entre esses polimorfismos (Emmel,
2010).

E postulado que o autismo seja um transtorno hipoglutamatérgico e existem estudos
que associam varios polimorfismos do gene GRIK2 com esta desordem do desenvolvimento
neuropsiquiatrico grave. O SNP rs2235076 resulta em uma alteragdo de aminoacidos
(M8671) em um dominio altamente conservado e pareceu ser mais maternalmente
transmitido do que o esperado para autistas do sexo maculino (Jamain et al. 2002). Os SNPs
rs2227281 e rs2227283 desmonstraram apresentar transmissdo preferencial em uma anélise
de 174 trios de familias chinesas (Shuang et al., 2004). Kim e colaboradores (2007),
realizaram um estudo com 126 trios de familiares coreanos, onde demonstraram que o SNP
rs3213607 apresentou transmissdo preferencial do alelo C em comparacdo ao alelo A em

pacientes com autismo.

Até 0 momento o Unico estudo que relaciona a DP com a subunidade Gluk2 é o
estudo conduzido por Maraschi e colaboradores (2014), o qual demonstrou que a subunidade
GluK2 do receptor KA interage com a parkina acentuando in vitro a excitotoxicidade, que é
um processo de dano neuronal associado a vérias doencas neurodegenerativas. Embora
muitos estudos associem o0 gene GRIK2 com diversas doencas neurologicas e

neurodegenerativas, ndo ha na literatura cientifica estudos genéticos que associem 0 gene
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GRIK2 com a DP, apesar do conhecimento de que a funcdo do GluK2 e suas propriedades
de permeabilidade aos ions (que participam do processo de excitotoxicidade) sdo reguladas

por edicdo de RNA, e que certos SNPs poderiam influenciar nesta edi¢éo (Dutta et al., 2007).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

e Determinar as frequéncias dos SNPs: rs3213607, rs2227281, rs2227283, rs2235076,
rs4839797, rs2518261 no gene GRIK2, assim como, avaliar uma possivel influéncia
desses SNPs sobre as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas de uma amostra de

pacientes com DP.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a frequéncia genotipica e alélica dos SNPs rs3213607, rs2227281,
rs2227283, rs2235076, rs4839797, rs2518261 no gene GRIK2 em uma amostra de

pacientes com DP e em individuos de um grupo controle;

e ldentificar a associacdo entre 0s SNPs rs3213607, rs2227281, rs2227283, rs2235076,
rs4839797, rs2518261 do gene GRIK2 com dados clinicos e epidemioldgicos dos

pacientes com DP.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. TIPO DE ESTUDO

Estudo caso-controle composto por amostra de conveniéncia que constou de 190
individuos, sendo 61 pacientes com DP e um grupo controle com 129 individuos.

3.2. SELECAO DA AMOSTRA

3.2.1. Grupo DP: critérios de incluséo e caracterizagdo amostral

Este grupo foi composto pelos pacientes diagnosticados com DP. Somente foram
incluidos aqueles cujas informacgdes dos principais dados clinicos e epidemiolégicos
estavam disponiveis, como idade, género, histérico familiar, idade de inicio dos sintomas e
sinais clinicos (tremor, rigidez, bradicinesia e instabilidade postural). Esses dados foram
coletados por meio de entrevista, utilizando-se um formulario com dados epidemiolégicos e
dados clinicos obtidos por meio de informagdes contidas nos prontudrios clinicos dos
pacientes.

De acordo com esta conduta para a realizacdo da pesquisa, foram selecionadas 61
amostras de DNA a partir de uma amostra inicial de 81 pacientes diagnosticados com DP
conforme os critérios clinicos do United Kingdom Parkinson’s Disease Society Brain Bank
(Hughes et al., 2001) (Anexo 1), atendidos e tratados no ambulatério de Geriatria e
Neurologia do HUJBB-UFPA.

Dos 61 pacientes selecionados, 39 pertencem ao género masculino e 22 ao género
feminino. A média de idade no momento da coleta de sangue foi de 64,8+12,3 anos (variando
de 44 a 95 anos), enquanto que a média de idade de inicio da doenca foi de 54 + 12,5
(variando de 28 a 82). Essa amostra foi composta por um grupo heterogéneo de pacientes
(DP com inicio precoce e/ou historia familiar e DP esporadica e/ou historia familiar) nao
correlacionados que fizeram parte de um projeto de investigagdo molecular em pacientes
com DP (aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa do HUJBB da UFPA com protocolo
n°2547/06 — Anexo — Il), portanto, essas amostras utilizadas no presente estudo ja haviam

sido coletadas previamente e fazem parte do banco de DNA do Laboratdrio de Erros Inatos
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do Metabolismo (LEIM) da UFPA, inclusive j& foram caracterizadas quanto a presenca de
mutacdes e polimorfismos no gene GBA e LRRK2.

3.2.2. Grupo controle

O grupo controle foi composto por 129 individuos, sendo 85 do género masculino e
44 do género feminino; a media de idade, no momento da coleta, foi de 52 + 18,9 anos —
variando de 18 a 91 anos. A selecéo desse grupo foi realizada de modo a parear a faixa etaria
e 0 género ao grupo dos pacientes. Para a formacao desse grupo controle, foram selecionados
individuos sem sinais de DP ou qualquer outro distdrbio neurodegenerativo, e auséncia de

histérico familiar de DP em parentes de primeiro e segundo grau.

3.3. ANALISE DOS DADOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS

Os dados epidemiolégicos e clinicos foram digitalizados para a formacao de um
banco de dados no programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS), versao 20.
Utilizou-se a estatistica descritiva, determinando-se as frequéncias absolutas e percentuais
das variaveis qualitativas. Para as variaveis quantitativas, foram calculados valores de média
(medida de tendéncia central), desvio padrao e valores minimo e maximo (medida de
variagao), de acordo com as caracteristicas das variaveis em estudo. Foi realizada a
comparagao de meédias entre grupos aplicando o Teste t-Student e adotando-se 0 p-valor com

nivel de significancia (p-valor menor ou igual a 0,05).
3.4. EXTRACAO DE DNA
As amostras de DNA foram obtidas a partir de leucdcitos, por meio de método

convencional de extracdo com fenol-cloroférmio e precipitagdo com etanol (modificado de
Sambrook et al., 1989)
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3.5. GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS

3.5.1. Selecdo dos SNPs

Na tentativa de investigar o efeito da susceptibilidade do gene GRIK2 em pacientes
com DP, foi realizada uma revisao de literatura para discernir quais SNPs deste gene foram
estudados anteriormente em outras doencas neuroldgicas. A partir desta etapa foram
selecionados 0s SNPs rs4839797, rs2518261, rs2227281, rs2227283, rs3213607 e
rs2235076.

3.5.2. Deteccéo do SNPs

A pesquisa dos SNPs rs4839797, rs2518261, rs2227281, rs2227283, rs3213607 e
rs2235076 no gene GRIK2 foi realizada por meio de PCR em tempo real, no ABI Prism 7000
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), através da técnica de discriminagdo alélica
(sistema TagMan®). Foram realizados ensaios pré-determinados especificos para cada SNP

fornecidos pela Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA), conforme descrito na tabela 1.

O protocolo que foi utilizado para as reagoes consistiu na preparacao do mix,
contendo 0,625 pL de ensaio pré determinado (20x; Applied Biosystems) especifico para
cada SNP, 6,25 uL. de Tagman Universal Master Mix® (1x; Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA) ¢ 3,62 uL de agua ultra-pura, totalizando 10,5 pLL do mix por amostra. Neste
mix, foram adicionados 2 uL de DNA genomico (10-20ng), perfazendo 12,5 pL como
volume final de reagao. Foram incluidos em cada ensaio controles negativos, substituindo o
volume de amostra de DNA por agua Milli-Q livre de DNase/RNase. As condi¢oes de PCR
foram pré-padronizadas pelo fabricante, segundo protocolo proprio (ensaio TagMan® —
Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e consistiram de 95°C desnaturagao inicial (10
min), seguidos por 40 ciclos de desnaturagao a 92°C (15 seg) e 60°C de anelamento ¢
extensao (por um minuto). As amostras submetidas a PCR foram posteriormente analisadas
no programa SDS v. 1.2.3 ABI 7000 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), onde

foram agrupadas de acordo com os genotipos.



Tabela 1: Informagoes sobre os SNPs testados do gene GRIK2, tais como: identificagao (rs), posi¢ao no cromossomo, codigo TagMan,
regiao no gene, mudan¢a de aminoacido (AA), sequencias alvos e alelos detectados com VIC e FAM dyes.

Alelo Alelo
Cadigo Localizacéo Cadigo Posicdo  Mudanca Detectado Detectado
SNP SNP TagMan no Gene de AA Sequéncias Alvos com VIC com FAM
dye dye
rs4839797  chr6:101922699 C_ 32404988_10  fntronl - AAAAGTAATGTAATTAATTTGATTA[C/T] I T
ATACCATAGTTCCTTTTTAAAAGAA
rs2518261  chr6:101981778 C_ 16242916 10  intronl - TTGAATATAGCTTTATAACATTTCA[C/T] C T
ATTTATTTTGCATTTGTCTTTTTCT
rs3213607  chr6:102483356 C_ 25647223 10 Exoni14  lle-742-lle  CTTTCCTAATGGAGTCAACAACCATIA/C] A C
GAGTTTGTTACCCAGCGGAACTGTA
rs2227281  chr6:102503196  C__ 1801488 1  Intron 14 - CTTGAAATACTTAACATAACCTCTC[C/T] C T
TTTCTTAGGTTCTCCATATCGAGAC
rs2227283  chr6:102503317 C_ 25473810 10 Exon15 Glu-808-Glu GGGGCAATGGTTGCCCAGAAGAGGAIA/G] A G
AGCAAAGAGGCCAGTGCCCTGGGGG
rs2235076  chr6:102516260 C__ 1801506 20 Exon16  Met-867-lle GTGCCATGGTAGAAGAATTGAGGATIA/G] A G

TCCCTGAAGTGCCAGCGTCGGTTAA
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Em algumas amostras, tanto dos casos de DP quanto do grupo controle, ndo foi
possivel realizar a deteccdo dos SNPs. Para cada SNP os nimeros de amostras genotipadas
foram: rs4849797 (casos: 60 amostras; controles: 129 amostras); rs2518261 (casos: 60
amostras; controles: 127 amostras); rs2227181 (casos: 59 amostras; controles: 127
amostras), rs2227283 (casos: 60 amostras; controles: 129 amostras) e rs3213607 (casos: 60
amostras; controles: 95 amostras). Foram genotipadas todas as amostras dos casos e
controles pra o SNP rs2235076.

3.6. ANALISE DOS DADOS DE GENOTIPAGEM

3.6.1. Frequéncias genotipicas e alélicas

As frequéncias genotipicas e alélicas foram obtidas por contagem direta dos
genotipos e alelos e posteriormente confirmadas apés analise no software PLINK (Purcell et
al., 2007).

3.6.2. Andlise de Equilibrio de Hardy-Weinberg

Os polimorfismos estudados foram submetidos a analise de equilibrio de Hardy-
Weinberg para verificar se uma distribuicdo observada de dados se ajusta a uma distribuicdo
esperada (teorica) (Callegari-Jacques, 2003). Os p-valores foram estimados pelo software
PLINK (Purcell et al., 2007), sendo p-valor maior ou igual a 0,05 considerado em Equilibrio
de Hardy-Weinberg.

3.6.3. Analise de associagdo caso-controle

Para o0 estudo caso-controle, a analise de associagéo entre os SNPs do gene GRIK2 e
a ocorréncia da DP, foi feita utilizado o programa SPSS, versao 20. Foi estimado o valor de
Odd ratio (OR) com intervalo de confianca de 95% (CI%%) e o p-valor do teste de Qui-
quadrado (%) a um nivel de significancia de 5%. Somente os SNPs em Equilibrio de Hardy-
Weinberg e com a frequéncia do menor alelo - MAF (do ingles, minor allele frequency)

maior que 5% foram incluidos nesta anélise de associagdo caso-controle.
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3.6.4. Analise de associagdo entre SNPs e dados epidemiologicos e clinicos

Para a analise de associagéo entre os polimorfismos e dados epidemioldgicos e dados
clinicos foi realizado o teste de qui-quadrado (x?) ou o teste exato de Fisher, conforme
apropriado. Considerando-se como estatisticamente significativo o p-valor menor ou igual a
0,05. Para tanto foi utilizado o programa SPSS, versao 20. Somente os SNPs em Equilibrio
de Hardy-Weinberg e com MAF maior que 5% foram incluidos nesta analise de associagdo

com os dados clinicos e os dados epidemioldgicos.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS E CLINICAS DO GRUPO DP

A Tabela 2 apresenta caracteristicas especificas do grupo DP. A maioria dos casos
de DP foi do género masculino (63,9%). A idade média de inicio dos sintomas foi de 54 +
12,5 (28 - 82) anos. Verificou-se que em 26,6% dos casos houve o relato de historico familiar
de DP.

Em relacdo aos sinais e sintomas clinicos foi observado o tremor como predominante
(82%), seguido da rigidez (39,3%), bradicinesia (19,7%) e instabilidade postural (13,1%).

Tabela 2: Dados epidemiologicos e clinicos dos individuos do grupo DP.

Numero total de individuos, n (%o) 61 (100,0)

Masculino 39 (63,9)
Feminino 22 (36,1)

Idade de Inicio (Anos) *

Todos 54 +£12,5 (28 - 82)
Masculino 52,1+ 13 (28 -82)
Feminino 57,3+11,1(35-78)
Historico Familiar, n (%)

Sim 16 (26,2)

Né&o 45 (73,8)

Sinais e sintomas clinicos, n (%)

Tremor 50 (82,0)

Rigidez 24 (39,3)
Bradicinesia 12 (19,7)
Instabilidade Postural 08 (13,1)

* Dados exibidos como média + desvio padréo (amplitude).
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4.2. FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DOS SNPs NO GENE GRIK?2

Apo6s a amplificacdo de DNA (grupo DP e grupo controle) para os 6 SNPs

selecionados, foi efetuada a discriminacéo alélica, com base na fluorescéncia emitida por

cada uma das amostras. Dessa forma, foi obtido para cada SNP um perfil de amplificacdo

para cada grupo. A tabela 3 demonstra as frequéncias genotipicas e alélicas dos 6 SNPs nas

amostras do grupo controle e do grupo DP.

Tabela 3: Frequéncias genotipicas e alélicas de seis polimorfismos do gene GRIK2 nos

individuos do grupo controle e do grupo DP.

Polimorfismos

Frequéncia Genotipica

Frequéncia Alélica

rs4839797

Controle (n=129)

DP (n=60)

rs2518261

Controle (n=127)

DP (n=60)

rs2227281

Controle (n=127)

DP (n=59)

rs2227283

Controle (n=129)

DP (n=60)

rs3213607

Controle (n=95)

DP (n=60)

rs2235076

Controle (n=129)

DP (n=61)

cc
94 (72,87%)
49 (81,67%)

cc
52 (40,94%)
6 (10,0%)

cc
56 (44,09%)
24 (40,68%)

GG
67 (51,94%)
32 (53,33%)

cC
74 (77,89%)
50 (83,33%)

GG
127 (98,45%)
60 (98,36%)

cT
30 (23,26%)
11 (18,33%)

cT
64 (50,39%)
38 (63,33%)

cT
47 (37,01%)
23 (38,98%)

GA
45 (34,88%)
14 (23,33%)

CA
21 (22,11%)
10 (16,67%)

GA
2 (1,55%)
1 (1,64%)

T
5 (3,88%)
0 (0,0%)

TT
11 (8,66%)
16 (26,67%)

T
24 (18,90%)
12 (20,34%)

AA
17 (13,18%)
14 (23,33%)

AA
0 (0,0%)
0 (0,0%)

AA
0 (0,0%)
0 (0,0%)

c
218 (84,50%)
109 (90,83%)

c
168 (66,14%)
50 (41,67%)

c
159 (62,60%)
71 (60,17%)

G
179 (69,38%)
78 (65,0%)

c
169 (88,95%)
110 (91,67%)

G
256 (99,22%)
121 (99,18%)

T
40 (15,50%)
11 (9,17%)

T
86 (33,86%)
70 (58,33%)

T
95 (37,40%)
47 (39,83%)

A
79 (30,62%)
42 (35,0%)

A
21 (11,05%)
10 (8,33%)

A
2 (0,78%)
1 (0,82%)
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O polimorfismo rs4839797 (C/T) representa uma troca de citosina por timina no
intron 1 do gene GRIK2. Na amostra analisada, foram genotipados 60 casos e 129 controles.
A frequéncia do alelo C foi de 90,83% no grupo DP e 84,50% no grupo controle. A
frequéncia do alelo T foi de 9,17% no grupo DP e 15,50% no grupo controle. O genotipo
homozigoto CC foi encontrado em 81,67% no grupo DP e em 72,87% do grupo controle. O
genotipo heterozigoto CT foi encontrado em 18,33% no grupo DP e 23,26% no grupo
controle. Nao foi observado o genétipo homozigoto TT no grupo DP, entretanto, foi

observado em 3,88% no grupo controle.

O polimorfismo rs2518261 (C/T) consiste na troca de citosina por timina no intron 1
do gene GRIK2. Na amostra estudada, foram genotipados 60 casos e 127 controles. A
frequéncia do alelo C foi de 41,67% no grupo DP e 66,14% no grupo controle. A frequéncia
do alelo T foi 58,33% no grupo DP e 33,86% no grupo controle. O gen6tipo homozigoto CC
foi identificado em 10% no grupo DP e em 40,94% no grupo controle. O genotipo
heterozigoto CT foi observado em 63,33% no grupo DP e 50,39% no grupo controle. O
genotipo homozigoto TT foi identificado em 26,67% no grupo DP e 8,66% no grupo

controle.

O polimorfismo rs2227281 (C/T) consiste na troca de citosina por timina no intron
14 do gene GRIK2. Na amostra analisada, foram genotipados 59 casos e 127 controles. Entre
os casos, a frequéncia do alelo C foi de 60,17% e de 62,60% entre o grupo controle. A
frequencia do alelo T foi de 39,83% no grupo DP, enquanto que, no grupo controle, foi de
37,40%. O gendtipo homozigoto CC foi encontrado em 40,68% no grupo DP e em 44,09%
no grupo controle. O gendtipo heterozigoto CT foi observado em 38,98% no grupo DP e
37,01% no grupo controle. O genotipo homozigoto TT foi identificado em 20,34% no grupo

DP e 18,90% no grupo controle.

O polimorfismo rs2227283 (G/A) consiste na troca de guanina por adenina no éxon
15 do gene GRIK2. Essa troca gerada pelo polimorfismo rs2227283 (Glu808Glu) nao altera
o residuo de aminoacido gerado pelo novo codon (SNP sinénimo). Na amostra estudada,
foram genotipados 60 casos e 129 controles. A frequéncia do alelo G foi de 65% no grupo
DP casos e 69,38% no grupo controle. A frequéncia do alelo A foi de 35% no grupo DP e
de 30,62% no grupo controle. O gendtipo homozigoto CC foi observado em 53,33% no
grupo DP e em 51,94% no grupo controle. O gendtipo heterozigoto GA foi identificado em
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23,33% no grupo DP e 34,88% no grupo controle. O gendtipo homozigoto AA foi
identificado em 23,33% no grupo DP e 13,18% no grupo controle.

O polimorfismo rs3213607 (C/A) consiste na troca de citosina por adenina no éxon
14 do gene GRIK2. O polimorfismo rs3213607 (lle742Ile) nao altera o residuo de
aminoacido gerado pelo novo codon (SNP sinénimo). Na amostra analisada, foram
genotipados 60 casos e 95 controles. A frequéncia do alelo C foi de 91,67% no grupo DP e
88,95% no grupo controle. A frequéncia do alelo A foi de 8,33% no grupo DP e 11,05% no
grupo controle. O genotipo homozigoto CC foi encontrado em 83,33% no grupo DP e em
77,89% no grupo controle. O genotipo heterozigoto CA foi encontrado em 16,67% no grupo
DP e 22,11% no grupo controle. N&o foi observado o gen6tipo homozigoto AA no grupo DP

e no grupo controle.

O polimorfismo rs2235076 (G/A) consiste na troca de guanina por adenina no ¢xon
16 do gene GRIK2, promovendo a substitui¢ao do residuo de aminoacido 867 de metionina
por isoleucina. Na amostra estudada, foram genotipados 61 casos e 129 controles. A
frequéncia do alelo G foi de 99,18% no grupo DP e 99,22% no grupo controle. A frequéncia
do alelo A foi de 0,82% no grupo DP e 0,78% no grupo controle. O genédtipo homozigoto
GG foi encontrado em 98,36% no grupo DP e em 98,45% no grupo controle. O gendtipo
heterozigoto GA foi encontrado em 1,64% no grupo DP e em 1,55% no grupo controle. Nao
foi observado o gen6tipo homozigoto AA no grupo DP e no grupo controle.

4.3. EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

O teste de qui-quadrado para analisar o Equilibrio de Hardy-Weinberg, feito a partir
dos gendtipos da amostra em estudo para cada SNP e demonstrou que os polimorfismos
rs4839797 (p-valor = 0,34), rs2518261 (p-valor = 0,13), rs3213607 (p-valor = 0,36) e
rs2235076 (p-valor = 1) estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. Os SNPs rs2227281 e
rs2227283 ndo estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (p-valor < 0,05), conforme
demonstrado na tabela 4. Desta forma, os SNPs rs2227281 e rs2227283 foram excluidos das
andlises subsequentes. O SNP rs2235076 apresentou frequéncia do menor alelo — MAF (do

ingles, minor allele frequency) menor que 5% e, portanto, também foi excluido da analise.



Tabela 4: Célculo do Equilibrio de Hardy-Weinberg para os seis polimorfismos.
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. . Alelo menos Alelo mais fo: Heterozigosidade Heterozigosidade a
Polimorfismo Grupo Genotipo p-valor
frequente  frequente observada esperada
(TT/CTI/CC)
DP 0/11/49
rs4839797 T C Controle 5/30/94 0,2169 0,2334 0,3446
(TT/CTICC)
DP 16/38/6
rs2518261 T C Controle 11/64/52 0,5455 0,4863 0,1319
(TT/CTICC)
DP 12/23/24
rs2227281 T C Controle 2 4/47/56 0,3763 0,472 0,007907
(AA/GA/GG)
DP 14/14/32
rs2227283 A G Controle 17/45/67 0,3122 0,4353 0,0001875
(AA/CAICC)
DP 0/10/50
rs3213607 A C Controle 0/21/74 0,2 0,18 0,3659
(AA/GA/GG)
2235076 A G ol 0/L/60 0,01579 0,01566 1
s Controle 0/2/127 ’ ’

4 Considera-se em equilibrio de Hardy-Weinberg se p-valor for igual ou maior que 0,05. Dados gerados pelo programa PLINK
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4.4. ANALISE DE ASSOCIACAO DOS SNPs ENTRE OS GRUPOS DP E CONTROLE

Para a analise do polimorfismo rs4839797 (C/T), o gen6tipo homozigoto CC € 0 mais
prevalente, tanto no grupo DP (81,67%) quanto no grupo controle (72,87%), como constata-
se na tabela 5. O alelo C é o mais frequente tanto na amostra do grupo DP (90,83%) como
no grupo controle (84,50%). Para testar possiveis diferengas entre os grupos DP e controle
no que se refere aos genotipos e alelos utilizou-se o teste de Qui-Quadrado. O valor de y?
encontrado foi de 3,202, df=2 e p-valor=0,201 para os genotipos. Para os alelos, obteve-se
um 2 de 8,812 e p-valor=0,129. Assim, o teste de y?> demonstrou que ndo existe uma
diferenca estatisticamente significativa entre as frequéncias genotipicas ou alélicas dos dois
grupos analisados para este polimorfismo.

Quanto ao polimorfismo rs2518261 (C/T), nota-se frequéncia reduzida do gendtipo
CC nos grupo DP (10,0%) em relacdo ao grupo controle (40,94%). O gendtipo heterozigoto
CT mostrou-se mais frequente entre o grupo DP (63,33%) em relacdo ao grupo controle
(50,39%), seguido do gendtipo homozigoto TT com maior prevaléncia no grupo DP
(26,67%) em relacdo ao grupo controle (8,66%). Para testar possiveis diferengas entre os
grupos DP ¢ controle no que se refere aos genotipos e alelos utilizou-se 0 teste de Qui-
Quadrado. O teste de y2 (x2=22,981; df=2; p-valor < 0,0001) revelou existir uma diferenca
estatisticamente significativa nas frequéncias genotipicas entre os dois grupos analisados

para este polimorfismo.

Quanto a frequéncia alélica, o alelo C foi menos frequente no grupo DP (41,67%) em
relacdo ao grupo controle (66,14%). Ja o alelo T foi mais frequente no grupo DP (58,33%)
em relagdo ao grupo controle (33,86%). Para testar possiveis diferengas entre os grupos DP
e controle no que se refere aos genotipos e alelos utilizou-se o teste de Qui-Quadrado. O
valor de %2 encontrado para os alelos foi de 19,085, com p-valor < 0,0001, revelando a
presenca de uma diferenca estatisticamente significativa nas frequéncias alélicas entre os

grupos DP e controle.

Para a determinagao dos Odds Ratio e respectivos intervalos com 95% de confianga,
recorreu-se a regressoes logisticas. Esta analise demonstrou que o genotipo CC apresenta

menos chances em relagdo aos conjuntos de outros gendtipos (CT e TT), de ser encontrado
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em pacientes com DP do que no grupo controle (OR= 0,160, IC= 0,064 — 0,400); p-valor <
0,0001. Os resultados sugerem um efeito de risco para o alelo T (OR= 2,735, IC= 1,75 —
4,27); p-valor < 0,0001. Assim, conclui-se que existe uma associacao entre o polimorfismo

rs2518261 (C/T) do gene GRIK2 e a ocorréncia de DP na amostra analisada.

Para o polimorfismo rs3213607 (C/A), o gen6tipo homozigoto CC é o mais
frequente, tanto no grupo DP (83,33%) como no grupo controle (77,89%). A frequéncia do
alelo C no grupo DP foi de 91,67% e 88,95% no grupo controle. J& a frequéncia do alelo A
no grupo DP foi de 8,33% e 11,05% no grupo controle. Para testar possiveis diferencas entre
0s grupos DP e controle no que se refere aos genotipos ¢ alelos utilizou-se 0 teste do Qui-
Quadrado. O valor de %2 encontrado foi de 0,00 df=2 e p-valor=1,00 para os genotipos. Para
os alelos, obteve-se um y2 de 0,604 ¢ p-valor=0,559. Assim, o teste de ¥2 demonstrou nao
existir uma diferenca estatisticamente significativa entre as frequéncias genotipicas ou

alélicas nos dois grupos analisados (Tabela 5).
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Tabela 5: Analise de associacdo genotipica e alélica de trés polimorfismos do gene
GRIK2 em Equilibrio de Hardy-Weinberg nos individuos do grupo DP e grupo
controle.

Polimorfismo DP n (%) Controle n (%) p-valor
rs4839797 60 129
Genotipos cC 49 (81,67%) 94 (72,87%)
CT 11 (18,33%) 30 (23,26%) 0,20
TT 0 (0,0%) 5 (3,88%)
Alelos C 109 (90,83%) 218 (84,50%) 0.12
T 11 (9,17%) 40 (15,50%) ’
60 127
rs2518261 cC 6 (10,0%) 52 (40,94%)
Genotipos CT 38 (63,33%) 64 (50,39%) <0,0001
TT 16 (26,67%) 11 (8,66%)
Alelos C 50 (41,67%) 168 (66,14%) <0.0001
T 70 (58,33%) 86 (33,86%) ’
60 95
rs3213607 cC 50 (83,33%) 74 (77,89%)
Genotipos CA 10 (16,67%) 21 (22,11%) 1,00
AA 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Alelos C 110 (91,67%) 169 (88,95%)
A 10 (8,33%) 21 (11,05%) 0,55

4.5. ANALISE DE ASSOCIACAO DOS SNPs E A IDADE DE INICIO DOS SINTOMAS
E SINAIS CLINICOS DA DP

Considerando a relacdo de cada um dos SNPs (rs4839797, rs2518261 e rs3213607)
e a idade de inicio dos sintomas e sinais clinicos da DP, verificou-se que ndo existem
diferengas significativas entre as médias de idade dos gendtipos dos SNPs: rs4839797 (p-
valor= 0,56), rs2518261 (p-valor= 0,24) e rs3213607 (p-valor= 0,17), conforme
demonstrado nas figuras 6, 7 e 8.
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Figura 6: Diagrama de distribuicdo das idades de inicio dos sintomas e sinais clinicos para
cada um dos gen6tipos do SNP rs4839797.
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Figura 7: Diagrama de distribuicdo das idades de inicio dos sintomas e sinais clinicos para
cada um dos gen6tipos do SNP rs2518261.
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Figura 8: Diagrama de distribuicdo das idades de inicio dos sintomas e sinais clinicos para
cada um dos gendtipos do SNP rs3213607.

4.6. ANALISE DE ASSOCIACAO DOS SNPs E O DESENVOLVIMENTO DE SINAIS
CLINICOS.

Foram consideradas duas subpopulag6es de doentes a partir da populacéo de doentes
inicial (n=61): uma incluindo pacientes DP com algum tipo de sinais clinicos (tremor,
rigidez, bradicinesia e instabilidade postural) e outra subpopulacéo de pacientes DP que nao
apresentavam o tipo de sinais e sintomas clinicos analisados. Os resultados obtidos referem-
se a comparacdo entre estas duas subpopulac@es, conforme demonstrado nas tabelas 6, 7 e
8.

Em relagéo as frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo rs4839797, néo
houve diferenca significativa entre as subpopulacdes de pacientes DP com presenga e
auséncia de tremor, rigidez, bradicinesia e instabilidade postural na amostra do presente

estudo (tabela 6).
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Tabela 6: Investigacdo da frequéncia de associagdo do SNP rs4839797 com sinais clinicos de
60 pacientes DP.

Sinais Clinicos Gendtipos (rs4839797) p-valor” Alelos (rs4839797) p-valor”
CcC CT C T

Tremor
Sim 41 (83,67%) 8 (72,73%) 0.40 90 (82,57%) 8 (72,73%) 0.42
Néo 8 (16,33%) 3 (27,27%) 19 (17,43%) 3 (27,27%)

Rigidez
Sim 21 (42,86%) 3 (27,27%) 0.49 45 (41,28%) 3 (27,27%) 0,52
Né&o 28 (57,14%) 8 (72,73%) 64 (58,72%) 8 (72,73%)

Bradicinesia
Sim 10 (20,41%) 2 (18,18%) 1,00 22 (20,18%) 2 (18,18%) 1,00
Néo 39 (79,59%) 9 (81,82%) 87 (79,82%) 9 (81,82%)
Instabilidade Postural

Sim 6 (12,24%) 2 (18,18%) 0,62 14 (12,84%) 2 (18,18%) 0,63
Né&o 43 (87,76%) 9 (81,82%) 95 (87,16%) 9 (81,82%)

* Teste Exato de Fisher

Em relacdo as frequéncias dos gendtipos do polimorfismo rs2518261 considerando
a presenca do tremor, observou-se que o0s genétipos foram menos frequentes na
subpopulacdo de pacientes DP sem tremor (pacientes DP com tremor — CC: 83,33%; CT:
73,68%; TT: 100%; pacientes DP sem tremor — CC: 16,67%; CT: 26,32%; TT: 0,00%),
sendo que nenhum homozigoto TT foi encontrado na subpopulagédo de pacientes DP com
auséncia de tremor. Esta analise revelou existir uma diferenca estatisticamente significativa
nas frequéncias genotipicas dos dois subgrupos estudados (p-valor =0,02), sugerindo-se que
0 gendtipo TT pode representar um fator associado a presenca de tremor na amostra do
presente estudo. Analisando a frequéncia alélica do rs2518261 quanto a presenca de tremor,
ndo houve diferenca estatisticamente significativa entres os dois subgrupos (p-valor=0,26).
Igualmente, ndo houve diferencas estatisticamente significativas em relacdo as frequéncias
alélicas e genotipicas do polimorfismo rs2518261 quando se comparou o subgrupo de
pacientes DP com presenca e auséncia de rigidez, bradicinesia e instabilidade postural
(tabela 7).
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Tabela 7: Investigacdo da frequéncia de associagdo do SNP rs2518261 com sinais clinicos de 60

pacientes DP.

Gendtipos (rs2518261)

Alelos (2518261)

Sinais Clinicos p-Valor p-Valor
CC CT TT C T

Tremor
Sim 5(83,33%) 28(73,68%) 16 (100%) 0.02 38 (76,%) 60 (86,71%) 0.26
Néo 1(16,67%) 10 (26,32%) 0 (0,00%) 12 (24%) 10 (14,29%)

Rigidez
Sim 2 (33,33%) 14 (36,84%) 8 (50%) 0.64 18 (36%) 30 (42,86%) 0.57
Né&o 4 (66,67%) 24 (63,16%) 8 (50%) 32 (64%) 40 (57,14%)

Bradicinesia
Sim 2 (33,33%) 7 (18,42%) 3 (18,75%) 0.74 11 (22%) 13 (18,57%) 0,81
Néo 4 (66,67%) 31 (81,58%) 13 (81,25%) 39 (78%) 57 (81,43%)
Instabilidade Postural

Sim 0(0,00%)  5(13,16%) 3 (18,75%) 0.79 5 (10%) 11 (15,71%) 0.26
Né&o 6 (100%) 33 (86,84%) 13 (81,25%) 45 (90%) 59 (84,29%)

Em relacdo as frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo rs3213607, ndo

houve diferenca significativa entre as subpopulacdes de pacientes DP com presenca e

auséncia de tremor, rigidez, bradicinesia e instabilidade postural na amostra do presente

estudo (tabela 8).
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Tabela 8: Investigacdo da frequéncia de associacdo do SNP rs3213607 com sinais clinicos
de 60 pacientes DP.

Sinais Clinicos Gendétipos (rs3213607) p-Valor* Alelos (rs3213607) o-Valor®
cc CA C A
Tremor
Sim 40 (80%) 9 (90%) 89 (80,91%) 9 (90%)
0,67* 0,68*
Néo 10 (20%) 1 (10%) 21 (19,09%) 1 (10%)
Rigidez
Sim 19 (38%) 4 (40%) 0.90% 42 (38,18%) 4 (40%) 0,90+
N3o 31(62%) 6 (60%) ’ 68 (61,82%) 6 (60%) ’
Bradicinesia
Sim 10 (20% 2 (20% 22 (20% 2 (20%
(20%) (20%) 0.7+ (20%) (20%) 0.07%
Néo 40 (80%) 8 (80%) 88 (80%) 8 (80%)
Instabilidade Postural
Sim 7 (14%) 1 (10%) Loor 15 (13,64%) 1 (10%) Loor
Nio 43 (86%) 9 (90%) ’ 95 (86,36%) 9 (90%) ’

* Teste Exato de Fisher
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5.  DISCUSSAO

Neste estudo a média de idade de inicio da doenca foi de 54 + 12,5 anos. A amostra
é representativa da forma classica da DP, que geralmente tem inicio a partir dos 50 anos de
idade (Corti et al., 2011). Em relacdo ao género, constatou-se que a maioria dos casos
(63,9%) pertencia ao género masculino. Baseado em estudos de mortalidade e prevaléncia,
a DP parece ocorrer mais frequentemente em homens do que em mulheres (Gillies et al.,
2014). O histérico familiar de DP é consistentemente associado a um maior risco da doenca
e pode refletir uma predisposicdo genética, uma causa puramente genética ou uma interacdo
familiar de fatores de risco (Petrucci et al., 2014). Neste estudo 26,2% dos pacientes
relataram uma historia familiar positiva para a DP, semelhante as frequéncias de outros
estudos (Longo et al, 2015; Yuan et al., 2013). O tremor é um sinal comum e ocorre em
aproximadamente 75% dos pacientes com DP (Helmich et al., 2013). No presente estudo o

tremor foi o sinal clinico apresentado pela maioria dos pacientes (82%).

Esse estudo teve como etapa inicial a investigacdo das frequéncias genotipicas e
alélicas dos SNPs: rs4839797, rs2518261, rs2227281, rs2227283, rs3213607 e rs2235076
no gene GRIK2, assim como, a investigacdo de uma possivel influéncia desses SNPs sobre
as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas de um grupo de pacientes com DP. Esses SNPs
ja tinham sido analisados em uma variedade de doencas neuroldgicas: esquizofrenia,
transtorno do espectro autista, transtorno obsessivo-compulsivo, ataxia espinocerebelar tipo
3 e doenca de Huntington (Emmel et al., 2010; Kim et al., 2007; Motazacker et al., 2007;
Shibata et al., 2002; Smith et al., 2011; Wu et al., 2013; Zeng et al., 2006), dentre outras.
No entanto, ndo existe qualquer trabalho publicado na literatura relativo ao estudo desses

SNPs em pacientes com DP.

Esses resultados inéditos de frequéncias genotipicas e alélicas podem ser
considerados um ponto de partida para investigar outras populagdes. Conhecer a frequéncia
desses SNPs é importante em diferentes populacdes de pacientes com DP, considerando-se
que os marcadores genéticos variam conforme a constituicdo genética de cada populacdo
(Boardman et al., 2010). Neste sentido, o presente trabalho pretende contribuir
caracterizando os dados de variagdes alélicas e genotipicas de 6 SNPs do gene GRIK2 e que
podem estar associados a DP. Portanto, a analise da distribuicao polimdrfica desses possiveis
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marcadores genéticos é um importante passo para o entendimento das interacdes gene-

ambiente, as quais podem estar envolvidas nos mecanismos que fundamentam as doengas.

Para verificar a influéncia dos 6 SNPs no gene GRIK2 em uma amostra de pacientes
com DP recorreu-se a um estudo de associacdo caso-controle, sendo uma estratégia
necessaria na definicdo da contribuicdo de fatores genéticos em doencas complexas e de
origem multifatorial, como a maioria dos casos de DP. No presente trabalho, apds analise
quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg da amostra (casos e controles), verificou-se que 4
(rs4839797, rs2518261, rs3213607 e rs2235076) dos 6 SNPs se encontravam em equilibrio
de Hardy-Weinberg e, como tal, foram representativos da populacdo, o que os tornam

adequados para 0s objetivos de um estudo de associacao.

O SNP rs2235076 (G/A) nao foi polimorfico, concordando com estudos realizados
em pacientes com autismo nas populagdes da China, Coreia do Sul e india (Shuang et al.,
2004; Kim et al., 2007; Dutta et al., 2007). A frequéncia do alelo A foi de 0,82% no grupo
DP e 0,72% no grupo controle. O SNP rs2235076 representa uma troca de G para A,
conduzindo a uma substituicdo ndo sindnima na posi¢do 867 do residuo de aminoacido
metionina por isoleucina (M8671) na regido carboxi-terminal da subunidade GluK2 do
receptor KA e esta regido é altamente conservada (Shuang et al., 2004). Isto pode explicar

0 motivo para a frequéncia muito baixa do alelo A e auséncia do gendtipo AA.

Dos polimorfismos adequados para o estudo de associacdo como marcador genético,
0 polimorfismo rs2518261 (C/T) foi associado a DP, uma vez que foi demonstrado
diferencas genotipicas e alélicas significativas entre pacientes com DP e o grupo controle. O
genotipo CC foi mais encontrado no grupo controle, conferindo a possibilidade desse
genotipo estar associado a um fator de protecdo. O alelo T parece possuir um efeito de risco
para DP.

Quando o grupo de pacientes com DP foram analisados quanto & presenga e auséncia
de tremor, foi observado que o gendtipo TT do SNP rs2518261 apresentou associacdo com
a presenca de tremor. Este é o primeiro relato que avaliou a associacdo entre variantes
polimorficas do gene GRIK2 e a DP, portanto, é o primeiro a demonstrar a associa¢ao de um

polimorfismo neste gene com um sinal clinico da doenca.
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O Unico estudo publicado até o momento que associa este SNP rs2518161 com
alguma desordem neuroldgica foi realizado por Holt e colaboradores (2010). Nesse estudo,
através da genotipagem de 384 SNPs candidatos para o transtorno do espectro autista em
382 familias europeias foi encontrado uma associacdo do SNP rs2518261 tanto com o
autismo estrito (p-valor = 0,00955), quanto para o transtorno do espectro autista (p-valor =
0,00170).

O polimorfismo rs2518261 (C/T) localiza-se em uma regido nao codificante (intron
1), onde a sequéncia codificadora do receptor ndo é alterada. O significado funcional e
bioldgico deste SNP é em grande parte desconhecido. No entanto, sabe-se que a subunidade
GluK2, codificada pelo gene GRIK2, ¢é regulada pela edicdo do mRNA (Paschen et al, 1994).
Foi sugerido que o polimorfismo rs2227281, também localizado em regido ndo codificante
(intron 14), poderia influenciar esta edicdo (Shuang et al, 2004). A edicdo do mRNA da
subunidade GIuK2 no sitio Q/R altera a permeabilidade dos canais de Ca?* (Egebjerg &
Heinemann, 1993), um importante ion que participa do mecanismo de excitotoxicidade,
considerado como um mecanismo de neurodegeneracdo devido a ativacdo intensa dos
receptores glutamatérgicos (Ambrosi et al., 2014). A excitotoxixidade é frequentemente
observada em diversas doencas neurodegenerativas além da DP, como a Doenca de
Alzheimer, Doenca de Huntington e ataxias (Dong et al., 2009; Emmel, 2010). Além disso,
tem sido relatado polimorfismos localizados em introns influenciando o splicing do pré-
mRNA, podendo ter um papel importante na expressao de proteinas e, consequentemente,
em patologia como a DP (Bjorklund & Kordower, 2010; Kalinderi et al., 2011;
Jakubauskiene et al., 2012).

Por outro lado, € possivel que o polimorfismo rs2518261 ndo esteja diretamente
envolvido, mas pode estar em desequilibrio de ligacdo com outros polimorfismos funcionais
dentro do mesmo gene ou com outro I6cus proximo de susceptibilidade (Shuang et al., 2004).
Considerando este aspecto, é valido ressaltar o fato de que ambos os genes GRIK2 e PARK?2
estéo localizados no cromossomo 6, nas posicoes 6g16.3-921 e 6025.2—g27, respectivamente
(Barbon et al., 2001; Klein & Westenberger, 2012). O gene PARK2 codifica a proteina
parkina, sendo responsavel pela forma autossémica recessiva da DP, com inicio precoce
(Klein & Westenberger, 2012). Outro gene localizado no cromossomo 6 (6p21), associado
com a DP esporéadica de inicio tardio, ¢ o HLA-DRB5 (Hamza et al., 2010; Lin & Farrer,
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2014). Portanto, com a presenca desses importantes genes relacionados a DP no cromossomo
6, seria interessante pesquisar variantes no gene GRIK2 através de estudos de analise de

ligacdo e associacdo do genoma.

O grupo de pacientes com DP neste estudo, predominantemente, representa a forma
mais comum (esporadica) desta patologia. Como ha evidéncias na pesquisa realizada por
Maraschi e colaboradores (2014) de que a subunidade GIuK2 interage com a parkina
acentuando a excitotoxicidade in vitro, seria apropriado realizar estudos de SNPs no gene
GRIK2 em amostras representativas da DP autossomica recessiva causada pelo gene PARK2.

As limitagOes do presente estudo devem ser reconhecidas. Este foi um estudo piloto
realizado em uma amostra de conveniéncia de pacientes com DP, condicionado a
disponibilidade dos dados epidemioldgicos e clinicos. Sabe-se que amostras coletadas por
conveniéncia correm o risco de ndo representarem adequadamente toda a populacdo do
estudo (Miot, 2011). No entanto, apesar do grupo DP ter sido conduzido como uma amostra
de conveniéncia, a mesma foi composta por pacientes atendidos e tratados no ambulatério
de Geriatria e Neurologia do HUJBB que € um dos hospitais de referéncia em Alzheimer e
Parkinson, e faz parte da rede de assisténcia do Sistema Unico de Saude (SUS) atendendo a

Regiao Metropolitana de Belém (Para).

O tamanho amostral dos pacientes (n=61) analisados neste trabalho limita em parte
0 estudo, pois enfraquece a confiabilidade estatistica sobre o que foi evidenciado, porém nio
o inviabiliza. Acredita-se que para a maioria dos casos, se uma associa¢ao for consistente,
ela devera se revelar, ainda que a amostra seja pequena, tornando o presente estudo
cientificamente relevante. Por outro, com o intuito de reforcar os dados aqui relatados,
investigagBes adicionais, utilizando um maior nimero de amostra, devem ser conduzidas

explicando os achados por ora descritos.

Embora este estudo tenha limitagdes que impedem conclusdes definitivas sobre o
significado desses achados, abrem-se novas perspectivas para a investigacdo do sistema
glutamatérgico relacionado a subunidade GluK2 codificada pelo gene GRIK2. Estudos
adicionais sdo necessarios para confirmacdo desses resultados e o esclarecimento da
importancia destas variacdes genéticas do gene GRIK2 no risco de DP e determinacdo de

sua gravidade.



43

A maior contribuicdo que o presente estudo pode proporcionar é o pioneirismo na
avaliacdo do gene GRIK2 e a DP. Dessa maneira, o estudo fornece justificativa para o
prosseguimento de novos estudos relacionados a evidéncia de associa¢do encontrada,
prestando-se como guia para novas investigacdes sobre o tema. A associacdo observada
(presenca do alelo T do polimorfismo rs2518261 e risco aumentado para DP; presenca de
gendtipo TT do polimorfismo rs2518261 e tremor) poder ser utilizada como um substrato
inicial para replicacdo em estudos com amostras maiores, uma vez que a identificacdo de
associacdo é o primeiro passo que visa contribuir no entendimento da patogénese molecular
de uma doenga (Mossey, 1999). Contudo, no intuito de confirmar estes resultados é
importante em futuros estudos proceder tratamentos estatisticos mais refinados com
populacdes de pacientes melhor caracterizadas através de escalas de avaliacdo da DP, como
a escala de Hoehn Yahr (desenvolvida com o objetivo de mensurar o grau de acometimento
da doenca e o nivel de deficiéncia clinica dos sujeitos) e a Escala Unificada de Avaliacéo da
Doenga de Parkinson (que avalia a progressdo da DP e os efeitos de tratamentos e
intervencdes terapéuticas aplicadas) (Goetz et al., 2008; Hoehn & Yahr, 1967).

Outras investigacdes analisando interacdes adicionais gene-gene e gene-ambiente
possuem relevancia para o entendimento do sistema glutamatérgico e seu papel na DP. O
presente trabalho inicia a constru¢do de um corpo de evidéncias a respeito de potenciais
efeitos de polimorfismos genéticos do gene GRIK2 sobre a DP. Como tal, estes achados
preliminares fornecem suporte e abrem pistas para a continuacdo de estudos prospectivos

sobre esta tematica.
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6. CONCLUSAO

No grupo DP, o tremor foi o sintoma mais relatado e a maioria dos individuos era do
género masculino. Esta amostra em grande parte foi constituida por pacientes que

apresentavam a forma esporadica da DP.

Foram determinadas as frequéncias alélicas e¢ genotipicas dos polimorfismos
rs4839797, rs2518261, rs2227281, rs2227283, rs3213607 e rs2235076 no gene GRIK2 no
grupo DP e grupo controle. Trés SNPs foram excluidos das analises de associagdo por ndo
estarem em equilibrio de Hardy-Weinberg (rs2227281 e 2227283) ou por apresentar

frequéncia do menor alelo menor que 5% (rs2235076).

Quanto aos SNPs rs4839797 e rs3213607 ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre os dois grupos (DP e controle) ou com as caracteristicas
clinico-epidemioldgicas dos pacientes (sinais clinicos e idade de inicio dos sintomas).

Foi verificada a existéncia de uma associa¢do do SNP rs2518261 (C/T) no grupo DP.
Observou-se que o alelo T pareceu ter um efeito de risco para a DP, e que o gen6tipo TT foi

associado com a ocorréncia de tremor no grupo DP.

Os resultados obtidos entre 0 gene GRIK2 e a DP neste estudo inicial, instiga a
realizacdo de investigacdes maiores e mais precisas, no intuito de confirmar os achados aqui

relatados.
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ANEXOS

Anexo | — Critérios Clinicos de Diagnostico de DP

Critérios Clinicos de Diagnostico do Banco de Cérebro da Sociedade de Doenca de
Parkinson do Reino Unido

(UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank Clinical Diagnostic Criteria)

Etapa 1: Diagndstico de sindrome parkinsoniana
Bradicinesia e pelo menos um dos seguintes: rigidez muscular, tremor de repouso de 4 a 6
Hz, instabilidade postural ndo causada por disfungdo primaria visual, vestibular, cerebelar

ou proprioceptiva.

Etapa 2: Critérios de Exclusédo para Doenca de Parkinson

Histéria de acidente cerebrovascular de repeticdo com progressdo em degrau das
caracteristicas parkinsonianas; histdria de traumatismo craniano de repeticdo; historia de
encefalite definida; crises oculdgiras; tratamento com neurolépticos no inicio dos sintomas;
mais de um parente afetado; remissdo sustentada; caracteristicas estritamente unilaterais
apos 3 anos; paralisia supranuclear do olhar; sinais cerebelares; envolvimento autonémico
precoce grave, deméncia precoce grave com distdrbios de memoria, linguagem e praxia;
sinal de Babinski; presenca de tumor cerebral ou hidrocefalia comunicante na tomografia
computadorizada; resposta negativa a altas doses de levodopa (excluindo-se mal absor¢éo);

exposicdo a MPTP.

Etapa 3: Critérios Prospectivos Positivos de Suporte para Doenca de Parkinson (sdo
requeridos trés ou mais para o diagnostico de doenca de Parkinson definida)

Inicio unilateral, tremor de repouso presente, doenga progressiva, assimetria persistente
afetando mais do lado de inicio, resposta excelente (70 a 100%) a levodopa, coréia grave
induzida por levodopa, resposta a levodopa por 5 ou mais anos, curso clinico de 10 anos ou

mais.
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Anexo 11 — Aprovacdo em Comité de Etica e Pesquisa

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
HOSPITAL UNIVERSITARIO JOAO DE BARROS BARRETO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA 1JBE

CED

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE APROVACAO

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Jodo de Barros

Barreto da Universidade Federal do Parid analisou o projeto de pesquisa intitulado
“Investigacdo de alelos mutantes no Gene GBA em pacientes com
doenca de Parkinson: relacdo com a doencga de Gaucher?”, protocolo n°
2547/06, sob a responsabilidade da pesquisadora Nathalia Santos Serrdo de Castro e

Orientagdo do Prof. Dr. Luiz Carlos Santana da Sliva, obtendo APROVAGAO na

: reunido do dia 29/09/2006, por estar de acordo com a Resolugdo n° 196/96 e suas

complementares, do Conselho Nacional de Salide / Ministério da Salide do Brasil.

Belém, 29 de setembro de 2006
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Dr. Eduardo Leitio Maia
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