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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) possui prevaléncia de 3,3% na populacéo
brasileira. Essa doenca é caracterizada por sintomas motores caracteristicos.
Os pacientes com DP apresentam também sintomas ndo motores como 0
déficit cognitivo. Esse sintoma prejudica a qualidade de vida dos pacientes e
pode progredir ao longo do tempo. O déficit cognitivo ndo possui uma
neuropatologia bem compreendida. Véarios estudos sugerem que a etiologia
desse sintoma seja devida pelo menos em parte ao perfil genético do paciente.

No presente trabalho, foram analisados dois genes envolvidos com a
neuroplasticidade sinaptica, o BDNF e a APOE e sua possivel associacdo com
a ocorréncia de déficit cognitivo na Doencga de Parkinson.

O BDNF é relacionado a sobrevivéncia, diferenciacédo e manutencdo dos
neurdnios, e também com a formacdo de memoria. Um polimorfismo na regido
codificante (Val66Met) nesse gene esta relacionado a uma menor secrecao de
proteina. A APOE interage com neurbnios, promovendo sinaptogénese,
crescimento axonal, reparo de nervos e na prevencdo de morte neuronal. Essa
lipoproteina possui trés isoformas codificadas pelos alelos €2, €3 e €4. O alelo
€4 foi previamente associado a deméncia na DP em alguns estudos.

Um total de 163 pacientes com DP idiopéatica foram diagnosticados e
recrutados no ambulatério de Disturbios do Movimento no Hospital de Clinicas
de Porto Alegre. Todos os individuos foram genotipados para os polimorfismos
dos genes BDNF e APOE por técnicas baseadas em PCR. A escala do Mini
Mental Test Examination (MMSE) foi utilizada para definir a ocorréncia de

déficit cognitivo



Pacientes portadores do alelo 66Met do gene do BDNF apresentaram
maior prevaléncia de déficit cognitivo (p=0,006; PR=1,52; IC=95% [1,12-2,05]).
Em relacdo a APOE, ndo foi encontrada associagdo do alelo ¢4 com déficit
cognitivo na DP (p=0,393; PR=1,15; 1IC=95% [0,84-1,58]).

Esses resultados corroboram trabalhos anteriores que descrevem
associagcfes genéticas com déficit cognitivo na DP e sugerem que o BDNF
possa ter um importante papel na patogénese do déficit cognitivo na doenca de

Parkinson.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) has a prevalence of 3.3% in the Brazilian
population. This disease is characterized by motor symptoms. However patients
with this disease also present non-motor symptoms as cognitive impairment.
This symptom greatly affects functioning and patient's quality of life. The
Cognitive impairment neuropathology is still not elucidated. Several studies
suggested that its etiology is due, at least in part, to patient’s genetic profile.

In the present study, two genes related to neuroplasticity were
investigated, BDNF and APOE. BDNF is related to survival, differentiation and
neuron maintenance, as well as memory formation. A coding polymorphism in
this gene (Val66Met) is related to impaired secretion of the BDNF protein.
APOE interacts with neurons, promoting synaptogenesis stimulation, axonal
growth, nerve repair and prevent neuronal death. This protein has three
isoforms coded by the €2, €3 and €4 alleles. Allele ¢4 was previously associated
with dementia in Parkinson's disease in studies.

A total of 163 patients were diagnosed and recruited at the Movement
Disorders clinics at "Hospital de Clinicas de Porto Alegre. All individuals were
genotyped for polymorphisms in BDNF and APOE by PCR based methods.
Cognitive impairment diagnosis was based on the Mini Mental Test Examination
(MMSE).

Carriers of BDNF 66Met allele presented a higher prevalence of cognitive
impairment (p=0.006, PR=1.52, 95% CI [1.12-2.05]). However, no association
was observed for €4 carriers with cognitive impairment (p=0.393, PR=1.15, 95%

CI [0.84-1.58]).



These results extend previously described genetic associations with
cognitive impairment in PD and suggest that BDNF might play a role in the

pathogenesis of cognitive impairment in Parkinson's disease.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES

APOE - Apolipoproteina E

BDNF - Fator neurotréfico derivado do cérebro

DP - Doenga de Parkinson

DYRKZ1A - tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A
GDNF - Fator neurotréfico derivado de células gliais
HDL - High Density Lipoprotein

LTP - Long term potentiation

MAPT - Microtubule-associated protein tau

MMSE - Mini Mental Test Examination (Mini exame do estado mental)
MPTP - 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina

NGF - Nerve growth factor

NT-3 - Neurotrophin-3 (neurotrofina-3)

NT-4 - Neurotrophin-4 (neurotrofina-4)

Pro-BDNF - pro-brain-derived neurotrophic factor
RNAm - Acido ribonuléico mensageiro

SNpc - Substantia nigra pars compacta

Trk - Tirosina quinase

TrkB - Tirosina quinase B

VLDL - Very Low Density Lipoprotein
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I.1. Adoenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa
mais frequente na espécie humana, ficando atrds apenas da doenca de
Alzheimer (Lang e Lozano, 1998). Cerca de 5 milhdes de pessoas no mundo
convivem com essa doenca, com uma prevaléncia de 0-3% (de Lau e Breteler,
2006). Essa doencga é progressiva e acomete cerca de 1% da populagdo acima
de 65 anos (Lang e Lozano, 1998). Sua incidéncia e prevaléncia aumentam
com o aumento da idade, de 20/10.000 na populagcdo em geral para 120/10.000
aos 70 anos. A idade de inicio dos sintomas & em média aos 55 anos de idade
(Dauer e Przedborski, 2003). No Brasil, um estudo de base populacional
identificou uma prevaléncia de 3,3% para a doencga de Parkinson entre maiores
de 60 anos (Barbosa et al., 2006). A etiologia dessa doenca nao é totalmente
conhecida, mas cada vez mais evidéncias sugerem que a DP seja multifatorial,
determinada por fatores de risco ambientais e genéticos (Dauer e Przedborski,
2003). Aproximadamente 5-10% dos casos de DP sao de causa familiar com
um padrédo autossémico dominante (Olanow e Tatton, 1999). O restante dos

casos sdo esporadicos.

[.2.1. Sintomas motores

A doenca foi descrita inicialmente por James Parkinson, em 1817, e até
hoje é somente diagnosticada clinicamente, caracterizando-se por sintomas
motores de bradicinesia, tremor de repouso, instabilidade postural e rigidez
muscular (Dauer e Przedborski, 2003). Essas alteragbes costumam ser
assimétricas e apresentam carater progressivo, com tempo de evolucao de 10

anos ou mais (Hughes et al., 1992).
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A doenca de Parkinson caracteriza-se pela destruicdo seletiva de
neurdnios dopaminérgicos da substantia nigra pars compacta (SNpc). Os
nucleos dos neurdnios dopaminérgicos se localizam na SNpc, e projetam suas
aferéncias para o estriado: putamen e caudado. A diminuicdo desses neurdnios
dopaminérgicos determina uma despigmentacdo do SNpc, devido a falta da
producdo de neuromelanina, normalmente produzida por esses neurdnios. A
destruicdo dos neurbnios dopaminérgicos, consequentemente leva a
diminuigc&o da concentragdo de dopamina, que esta fortemente relacionada aos
sintomas motores da doenca. O principal obstdculo no desenvolvimento de
drogas neuroprotetoras para esses neurbnios dopaminérgicos é ndo saber
ainda os eventos moleculares envolvidos que provocam a neurodegeneracao
no local. O foco desses estudos concentra-se em trés tipos de disfuncao
celular: estresse oxidativo, defeito na respiracdo mitocondrial e agregacao
proteica anormal. Outra caracteristica classica da DP é o acumulo de inclusbes
citoplasmaticas protéicas eosinofilicas chamadas de “Corpusculos de Lewy”.
Essas inclusdes sdo formadas por material protéico de diversas origens,
predominando a alfa-sinucleina. A agregacdo anormal de proteinas e 0 seu
depdsito é também visto em outras doencas neurodegenerativas, variando em
relacdo a composicao e a localizacdo da proteina. O diagnéstico definitivo da
doenca sO ocorre apdés o0 exame do cérebro post-mortem, onde sera
encontrada degeneracdo da pars compacta da substancia negra e o0s
Corpusculos de Lewy. Além do envolvimento notorio do sistema dopaminérgico
na doenca, sabe-se que em estagios mais avancados, a neurodegeneragcao e

os Corpusculos de Lewy também sédo encontrados em outros locais ndo tao
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caracteristicos como nos sistemas noradrenérgico, serotorinérgico e o
colinérgico, e no cortex cerebelar (Dauer e Przedborski, 2003).

Vérias evidéncias sugerem que a degeneracdo dos neurdnios
dopaminérgicos se inicia 6-8 anos antes dos sintomas clinicos. O inicio dos
sintomas é tdo gradual que torna dificil diagnosticar o inicio da doenca. No
momento do diagnostico, a patologia da doenca de Parkinson ja se encontra
estabelecida e os pacientes apresentam 50-60% de perda neuronal e 70-80%
de deplecdo dopaminérgica. Essa laténcia entre o inicio da patologia e o da
manifestacdo clinica possivelmente se deve a uma redundancia das vias
dopaminérgicas e mecanismos de compensacado que mantém a funcdo dos
nucleos da base estavel por varios anos (Schapira e Obeso, 2006).

O tratamento da DP ¢é feito pela reposicdo farmacologica do
neurotransmissor dopamina, a partir de seu precursor, a levodopa. A levodopa
€ a principal medicacdo para o controle dos sintomas motores. Ela passa a
barreira hematoencefédlica e € convertida a dopamina nos neurdnios da
substantia nigra. Os efeitos adversos agudos da levodopa sdo nausea, vomitos
e hipotensdo postural, devidos a sua conversao periférica para dopamina,
através da enzima dopa-decarboxilase. Por essa razdo, a levodopa é
administrada juntamente com inibidores dessa enzima, que inibem a
degradacdo periférica da droga e reduzem a intolerancia gastrointestinal,
permitindo assim, a entrada da levodopa em maior concentracdo no cérebro
(Kostrzewa et al., 2005). A absorcédo da levodopa da-se por transporte ativo no
intestino delgado, pela mesma rota dos aminoacidos neutros, como leucina,

valina e fenilalanina. Por esse motivo, a ingestdo concomitante de alimentos
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ricos nessas substancias compete pelo mesmo transportador e pode diminuir a
absorgéo da levodopa (Nutt et al., 1984).

No inicio do tratamento essa medicacdo se mostra extremamente eficaz,
reduzindo os sintomas da doencga. Entretanto, o uso continuado da levodopa
pode provocar o surgimento de fendmenos indesejados, como a flutuacdo
motora, a discinesia e a alucinagcéo. Esses efeitos colaterais surgem em torno
de metade dos pacientes apos cinco anos de uso de medicagdo. Eles
dificultam o manejo terapéutico e prejudicam a qualidade de vida dos
pacientes. A ocorréncia desses efeitos adversos € um desafio ao médico
assistente, uma vez que este devera lancar mdo do uso de doses maiores de
levodopa, de esquemas posoldgicos com doses fracionadas e, eventualmente,

do uso de outras medicagdes (Ferraz, 1999).

[.2.2. Sintomas nao-motores

Com a progressao da DP, outras complicagbes n&o-motoras podem
ocorrer, entre elas, as alteracbes neuropsiquiatricas. Essas alteracfes
compreendem: altera¢des cognitivas, alucinagdes, mania, ansiedade, crises de
panico e depressdo. As complicacbes nao-motoras normalmente ndo sao
responsivas ao tratamento com levodopa ou terapias dopaminérgicas
(Goldman e Litvan, 2011).

Dentre as complicacbes ndo motoras, o déficit cognitivo estd ganhando
importancia clinica, uma vez que o tratamento da doenca é cada vez mais
satisfatorio e eficaz. O déficit cognitivo prejudica a qualidade de vida dos
pacientes, tornando mais complicado o atendimento regular a neurologistas ou

médicos em geral. Essa complicacdo pode ser grave, como a deméncia, ou
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consistir de sintomas mais leves. O déficit cognitivo pode progredir ao longo do
tempo.

A deméncia associada a DP é muito comum. Um estudo de coorte
verificou que 83% dos pacientes com DP idiopéatica desenvolveram deméncia
em 20 anos (Hely et al., 2008). De acordo com Aarsland et al. (2003, 2005),
pacientes com DP possuem seis vezes mais risco de desenvolver deméncia
guando comparados com individuos normais. O tempo médio de inicio de
desenvolvimento desse sintoma é de 10 anos, porém, muitos pacientes o
apresentam logo apdés o inicio da doenca (Ezquerra et al., 2008). O déficit
cognitivo € considerado preditor do desenvolvimento da deméncia. Portanto,
diagnostico de déficit cognitivo tem sido o foco de um grande numero de
investigagOes para caracterizar a sua frequiiéncia, fendtipo clinico e identificacéo
de biomarcadores.

A neuropatologia do déficit cognitivo na DP ndo é bem compreendida até
0 momento. Alguns estudos sugeriram que a patologia difusa subcortical dos
Corplsculos de Lewy possa ser responsavel por esse sintoma. Outras
investigacdes demonstraram que 0s pacientes com déficit cognitivo possuem
menor concentracdo de neurotransmissores como aceticolina, dopamina e
norepinefrina. Além disso, um dano nos circuitos neurais cortico-estriatais
parece contribuir para as alteracbes cognitivas na DP. Déficit cognitivo foi
também associado a uma neurodegeneracdo difusa da substancia branca e
cinzenta do cérebro (Weintraub e Burn, 2011). A patologia da doenca de
Alzheimer as vezes também se mostra presente na autopsia de pacientes com

DP e déficit cognitivo (Jellinger et al., 2002).
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A apresentacdo dos sintomas € bem heterogénea em termos de
dominios afetados, o paciente pode apresentar um ou mais dominios da
cognicado afetados. Essas diferencas podem estar refletindo a grande variacéo
encontrada na sua patofisiologia (Barone et al., 2011). Além disso, h4 muita
diferenca na definicdo de déficit cognitivo, na populagédo de estudo e nos testes
neuropsicoldgicos utilizados. A definicdo e escalas utilizadas para avaliar esse
sintoma trazem problemas na interpretacdo das pesquisas (Goldman e Litvan,
2011). Devido a isso, a frequéncia do déficit cognitivo muda muito entre as
populacdes e as metodologias (Barone et al., 2011).

O déficit cognitivo também ocorre com avanco da idade e est4 associado
a outras patologias como a doenca de Alzheimer, Diabetes tipo 2, doencas
cerebrovasculares e outras doengas inflamatérias (De Jager et al.,, 2012).
Como a expectativa de vida da populacdo vem aumentando, o aumento da
prevaléncia de déficit cognitivo também tem se elevado. Ainda ndo se tem um
entendimento da base molecular do déficit cognitivo e da deméncia no
processo de envelhecimento. Porém sabe-se que a idade € o maior fator de

risco para o declinio na cognicéo (Bishop et al., 2010).

[.3. O Fator neurotrofico derivado do cérebro

O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) foi descoberto em 1982
(Barde et al., 1982). Ele pertence a familia das neurotrofinas, juntamente com o
fator de crescimento neuronal (NGF), a neurotrofina-3 (NT-3) e a neurotrofina-4
(NT-4). Essa familia consiste de vérias proteinas relacionadas estruturalmente
e funcionalmente e possuem papel na diferenciacdo e sobrevivéncia de

neurénios (Knusel et al.,, 1991). As neurotrofinas, ao serem inicialmente

17



sintetizadas, sdo chamadas de pro-neurotrofinas e se ligam preferencialmente
a receptores transmembrana p75" ' ". Uma vez passando pelo processo de
clivagem, as pro-neurotrofinas sdo chamadas de neurotrofinas maduras, que
se ligam aos receptores da familia tirosina quinase (Trk) (Lu et al., 2005). A
pro-neurotrofina do BDNF (Pro-BDNF) tem efeito bioldégico diferente da
proteina do BDNF maduro. A Pro-BDNF, ao se ligar ao receptor
transmembrana p75"'", desencadeia vias de sinalizacédo de apoptose (Roux e
Barker, 2002; Greenberg et al., 2009).

Em contrapartida, a proteina madura do BDNF interage com uma
proteina de membrana tirosina quinase B (TrkB), ativando uma cascata de
sinalizagdo, que promove a sobrevivéncia, diferenciagdo e manutengdo dos
neurdnios, inclusive os neurbnios dopaminérgicos da substantia nigra (Altar et
al., 1992; Murer et al., 2001; Baydyuk et al., 2011). O BDNF é reconhecido pela
funcdo de modular a transmissédo sinaptica, regulando a sinaptogénese e a
plasticidade sinaptica (Foltynie et al., 2009; Waterhouse e Xu, 2009). Além
disso, & considerado indutor da formacg&o de long-term potentiation (LTP),
envolvido na formacao de memdria (Park e Poo, 2013).

A via de sinalizacgdo do BDNF €& considerada critica para o
desenvolvimento de diversas doencas neuropsiquiatricas e neurodegenerativas
(Pruunsild et al., 2007). Dentre essas doencas, encontram-se a doenca de
Alzheimer e a doenca de Parkinson (Lu et al.,, 2013). Um estudo in vivo
mostrou que camundongos com 18 meses possuiam menor expressdo do
RNAmM do BDNF, menores niveis de sua proteina e de seus fatores de

transcricdo em varias partes do cérebro, comparado a camundongos de trés e
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doze meses. Assim, a expressdo dessa neurotrofina parece estar associada
com a idade do individuo (Calabrese et al., 2013).

Em um estudo em ratos tratados com MPTP, que € uma neurotoxina que
causa sintomas da doenca de Parkinson em modelos animais, destruindo
neurdnios dopaminérgicos da substantia nigra, se verificou uma maior protecéo
de neurbnios dopaminérgicos em resposta a neurotoxina, quando em contato
com fibroblastos que produziam BDNF em relacdo ao controle (Levivier et al.,
1995). O mesmo se verificou em neurdonios de macacos modelo para DP
(Tsukahara et al., 1995). Esses achados sugerem que o BDNF poderia ser um
bom alvo para o desenvolvimento de um novo medicamento para DP. Além
disso, estudos post-mortem mostram uma reduzida expressao da proteina do
BDNF e de seu RNAmM na substantia nigra de pacientes com DP em relacdo a
individuos ndo portadores da doenca, sugerindo uma relagcdo do BDNF com a
sobrevivéncia dos neurdnios dopaminérgicos (Mogi et al., 1999; Parain et al.,
1999).

Segundo Murer et al., (2001) a possibilidade que a reduzida expressao
de BDNF na doenca de Parkinson seja uma consequéncia de uma terapia
cronica com levodopa ndo € descartada, mas também nédo é confirmada. A
levodopa, por outro lado, foi relacionada com um maior aumento da expressao
de RNAmM no estriado de ratos em outros estudos (Okazawa et al., 1992; Zhang
et al., 2006).

O gene do BDNF possui aproximadamente 70kb, consiste de 11 éxons,
e esta localizado no cromossomo 11pl14 (Pruunsild et al.,, 2007). O BDNF é

altamente expresso no sistema nervoso central (Murer et al.,, 2001). Sua
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secrecdo € feita tanto de maneira constitutiva quanto atividade-dependente
(Allen et al., 2013).

Um polimorfismo (G196A) na regido codificadora do gene do BDNF,
determina a substituicdo uma valina (Val) por uma metionina (Met) no codon 66
da proteina. Esse polimorfismo Val66Met (rs6265) foi previamente associado a
secrecdo atividade-dependente e ao transporte intracelular e extracelular da
proteina (Egan et al.,, 2003; Chen et al., 2004). O alelo Met parece estar
relacionado a uma menor distribuicdo da variante nos dendritos neurais e uma
menor secrec¢do de sua proteina (Egan et al., 2003).

O BDNF Val66Met tem sido o foco de varios estudos de associagdo com
funcBes cognitivas de diversas doencas neuropsiquiatricas. Esse polimorfismo
ja foi associado a uma memdria episddica comprometida, transtornos de humor
e esquizofrenia (Nagahara e Tuszynski, 2011).

Poucos estudos investigaram a influéncia do polimorfismo Val66Met
(rs6265) na doengca de Parkinson. Embora esse polimorfismo ndo esteja
associado com a patogénese dessa doenca (Hadjigeorgiou e Zintzaras, 2005),
sabe-se que essa variante foi relacionada com déficit cognitivo em amostra de
pacientes italianos com doenca de Parkinson (Guerini et al., 2009) e com a
habilidade cognitiva de planejamento da funcdo motora nesses individuos

(Foltynie et al., 2005).

l.4. A apolipoproteina E

A apolipoproteina E (APOE) é uma glicoproteina extracelular de 34 kDa,
formada por 299 aminoéacidos. Ela é altamente expressa no figado e no cérebro

(Pulkes et al., 2011). Sua func&o mais conhecida é de homeostase lipidica. Ela
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se associa a lipideos no organismo formando lipoproteinas. Essas proteinas
sao responsaveis pelo transporte de lipideos no plasma. A APOE é o principal
componente das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteinas
de alta densidade (HDL) e de quilomicrons (Mahley, 1988). Essas lipoproteinas
tém funcao de redistribuicdo de lipideos entre diferentes érgaos, redistribuicao
de lipideos entre células no mesmo tecido ou 6rgéo, e fungdes relacionadas ao
desenvolvimento, remodelamento e regeneracdo do sistema nervoso central
(Mahley, 1988; Masliah et al., 1995). A APOE € essencialmente sintetizada e
secretada por astrécitos e macréfagos. Apds a secrecdo, essa proteina fica
localizada nas juncfes sinapticas e € captada por neurdnios. Varios estudos
mostraram que a APOE mantém a integridade da juncao sinaptica a partir de
guatro mecanismos: estabilizacdo do citoesqueleto neuronal, transporte de
colesterol para neurénios em processo de reinervacgédo, regulacao da interagcéo
entre neurdnios e sua matriz extracelular e regulacdo dos niveis de calcio no
neurdnio (Masliah et al., 1996).

O gene da APOE estéa localizado no cromossomo 19g13. Sua proteina
possui trés isoformas, a APOE2, APOE3 e APOEA4 codificadas pelos alelos €2,
€3 e €4 respectivamente. Diferencas nos cédons 112 (rs429358) e 158 (rs7412)
da sua sequéncia de aminoéacidos, determinadas pela troca de uma timina por
uma citosina, geram a troca de aminoacidos arginina (Arg) por uma cisteina
(Cys). Essa troca € a base para a formacdo dos trés alelos €2 (Cys112,
Cys158), €3 (Cys112, Arg158) e €4 (Arg112, Arg1158) (de-Andrade et al., 2000;
Takeda et al.,, 2010). Dentre os alelos, o alelo €3 é o mais frequente na
populacdo brasileira (de-Andrade et al.,, 2000) assim como em todas

populacdes do mundo, até hoje descritas (Corbo e Scacchi, 1999).
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A comparagao das estruturas moleculares das isoformas da APOE ainda
ndo foi descrita. Isso porque, a proteina do alelo €4 se agrega facilmente, até
em baixas concentracdes, ndo permitindo a analise de sua estrutura. Porém, a
estrutura do alelo €3 foi obtida em 2011 pela técnica de NMR (Chen et al.,
2011). Foi observado que o cédon 112, o unico que difere entre a APOE3 e a
APOE4, se encontra numa regido préoxima a C-terminal da proteina, o que
parece resultar em mudancas estruturais no seu dominio C-terminal (Frieden e
Garai, 2013).

As isoformas da APOE ja foram associadas como fator de risco para
doencas cardiovasculares, esquizofrenia, esclerose mudltipla, além de
influenciar os niveis séricos de lipideos. O alelo €4 é um alelo de risco para a
doenca de Alzheimer esporédica e familial. Esse alelo estd associado a uma
menor idade de inicio da doenca. Atualmente, a APOE é considerada um gene
de susceptibilidade para essa patologia (Huang e Mucke, 2012).

Em estudos caso-controle que avaliam a susceptibilidade desse gene a
doenca de Parkinson, Kurz et al., (2009) descreveram a associacdo do
gendtipo homozigoto para o alelo ¢4 com a doenga. Porém muitas
investigacdes ndo observaram essa associacdo (Ezquerra et al., 2008;
Williams-Gray et al., 2009; Pulkes et al., 2011).

A doenca de Alzheimer assim como a doenca de Parkinson apresenta
declinio cognitivo, além de bases clinicas e neuroquimicas similares. Em razéo
da semelhanca dessas duas doencas neurodegenerativas a relacdo do alelo €4
com o declinio cognitivo da DP foi investigada (Huang et al., 2006). Evidéncias
sobre o papel desse polimorfismo no declinio cognitivo na DP até o momento

se mostram controversas. A associacdo do alelo ¢4 com a deméncia na DP foi

22



encontrada em alguns estudos (Pankratz et al., 2006; Papapetropoulos et al.,
2007), assim como um desenvolvimento mais rapido de deméncia nos
pacientes portadores desse alelo (Morley et al., 2012). No entanto muitos
estudos ndo mostraram essa associacao temporal (Kurz et al., 2009; Williams-
Gray et al.,, 2009). Uma meta-analise revelou associacdo do alelo €4 em
pacientes com doenca de Parkinson que apresentam deméncia com um odds
ratio de 1,74 (Williams-Gray et al., 2009). No entanto, as populacdes estudadas

até o momento sdo pequenas e diferem muito quanto aos seus resultados.
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[1.1. Justificativa

A doenca de Parkinson exerce um grande impacto nos pacientes e na
sociedade. Devido a sua alta prevaléncia e ao maior envelhecimento da
populacao, ela tende a atingir maior importancia médica. O déficit cognitivo nos
pacientes com essa doenca é muito prevalente e tdo importante quanto os
sintomas motores.

Estudos sugerem gue a etiologia desse sintoma seja devida pelo menos
em parte ao perfil genético do paciente. Consequentemente a identificacdo de
genes envolvidos na ocorréncia do déficit cognitivo na DP adquire um papel
fundamental para que se possa estabelecer estratégias de prevencdo e
tratamento desse sintoma.

O gene da APOE e do BDNF estéo ligados a neuroplasticidade sinaptica
e sao importantes alvos de estudos de cognicdo em diversas doengas bem
como no processo normal de envelhecimento. No entanto, a influéncia dos
mesmos no déficit cognitivo da doenca de Parkinson ainda foi pouco explorada

sendo portanto o objetivo desse estudo.

1I.2. Objetivo geral

Verificar se o polimorfismo no gene BDNF, o Val66Met e as isoformas
da APOE estéo associados ao déficit cognitivo nos pacientes com a doenga de

Parkinson.
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Abstract

Background: The role of genetic factors in cognitive impairment associated with
Parkinson’s disease (PD) is unclear. In this study, two variants in genes
involved with neuroplasticity were investigated. We examined whether BDNF
Val66Met or APOE variants APOE*E2, APOE*E3 and APOE*E4 were
associated with impaired cognition in Parkinson's disease.

Methods: One hundred and sixty three patients with a clinical diagnosis of
Parkinson's disease were investigated. The global cognitive abilities of the
patients were measured by the Mini-Mental State Examination (MMSE).
Poisson Regression models were used to test for associations between
genotypes and cognitive impairment controlling for covariates.

Results: Carriers of at least one BDNF Met allele presented a higher prevalence
of cognitive impairment (p=0.006 PR=1.52 CI=95% [1.12-2.05]). Non-
significant results were observed for APOE isoforms.

Conclusions: BDNF 66Met allele was associated with cognitive impairment in a
sample of PD patients, whereas no effect of APOE alleles was observed. These
results extend previously described genetic associations with cognitive

impairment in PD.

28



1. Introduction

Parkinson's disease (PD) affects 1% to 3% of people older than 65 years
[1] and is characterized by motor and non-motor symptoms. Cognitive
impairment is an important non-motor aspect of PD, and greatly affects
functioning and quality of life [2] with up to 80% of patients developing dementia
in the course of disease [3].

The pathophysiology of PD-related cognitive impairment and dementia is
still unknown. It is believed that environmental and genetic factors contribute for
the development of this symptom [4]. Among environmental factors, aging
seems to be an essential contributor to cognition performances [5]. The role of
dopaminergic deficiency as the main factor in cognitive dysfunction remains
controversial whereas genes involved in neuroplasticity have been receiving
more attention in cognitive function and present interesting findings.

Brain derived neurotrophic factor (BDNF) is a protein involved in
neuroplasticity. It promotes survival, differentiation and maintenance of neuronal
cells. BDNF appears to be a mediator in long-term potentiation (LTP), which is
involved with memory formation in the hippocampus [6]. A functional
polymorphism, Val66Met, seems to impair secretion of its protein in
hippocampal mice cells [7]. Val66Met has already been linked to smaller
volumes of multiple brain regions and impaired episodic memory function [6].
Although BDNF is not associated with PD susceptibility [8] it has been
associated with cognitive impairment [9] and planning function in PD [10].

Apolipoprotein E (APOE) is an extracellular glycoprotein of 299 amino
acids that is highly expressed in the liver and brain. Its functions include the
transport of lipoproteins, fat-soluble vitamins and cholesterol [11,10]. APOE

interacts with neurons, promoting synaptogenesis stimulation, axonal growth,
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nerve repair and preventing neuronal death [12,11]. APOE has three common
alleles: APOE*E2, APOE*E3 and APOE*EA4. Inheritance of one or two copies of
APOE*E4 was associated with increased risk and an earlier age at onset of late
Alzheimer's disease. Carrying at least one APOE*E4 allele was also associated
with more rapid cognitive decline in PD, supporting the idea of a component of
shared etiology between PD dementia and Alzheimer's disease [13,14].

In the present study, our aim was to determine if APOE and BDNF
genotypes are associated with cognitive performance in PD, as measured by

the Mini-Mental State Examination (MMSE) [15].

2. Materials and Methods
2.1 Study Subjects

A total of 163 idiopathic PD patients with age at onset of motor symptoms
after 45 years were included. Diagnostic processes and clinical evaluation were
described elsewhere [16,17]. Briefly, patients were diagnosed and recruited at
the Movement Disorders clinics at "Hospital de Clinicas de Porto Alegre" in
Brazil. Diagnosis was based on UK Parkinson Disease Society Brain Bank
criteria [18]. Patients with atypical manifestations or secondary parkinsonisms
or with monogenic forms of the disease were excluded. Patients and their
caregivers underwent a structured interview for collecting clinical and
demographic data. Information was also obtained from medical records. A
trained physician applied the Unified Parkinson’s Disease Rating Scale
(UPDRS), Hoehn & Yahr and the Mini-Mental State Examination (MMSE) for
global cognitive abilities. The hospital Ethics Committee approved the study and

all participants gave written informed consent.
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2.2 Genotyping

Peripheral blood samples were collected from all patients. DNA was
extracted by standard procedures. The BDNF polymorphism (rs6265) was
genotyped as previously described [19]. APOE was genotyped using TagMan
SNP Genotyping Assays by demand (Real Time PCR, Applied Biosystems)
according to the manufacturer’'s recommended protocol (Applied Biosystems,

CA, USA).

2.3 Statistical analyses

Allele frequencies were estimated by gene counting. Agreement of
genotype frequencies to Hardy-Weinberg expectations was tested using a
goodness of fit x° test.

The MMSE scale was analyzed as a continuous variable by Mann-
Whitney and /or Kruskal-Wallis test because this scale does not have a normal
distribution. Cognitive impairment was determined by cut-off scores validated in
Brazil, according to educational level [20]. These cut-off scores were: 20
(illiterates); 25 (1- 4 years of schooling); 26 (5- 8 years of schooling); 28 (9-11
years of schooling) and 29 (12 or more).

APOE genotypes were grouped as: APOE*E2 carriers, APOE*E3/
APOE*E3, and APOE*E4 carriers. Patients with APOE*E2/APOE*E4 (n=3)
genotype were not included in the analyses because we choose not to assign
these patients to either group. BDNF Met carriers were compared to Val/Val
homozygotes. Clinical and demographic data between genotypes were

assessed using Chi-square for categorical variables and Mann-Whitney, and
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Kruskal-Wallis for continuous variables. Non-parametric bivariate correlations
were performed using Spearmans correlation coefficient. Multiple Poisson
regression with robust variance estimators was used to assess the effect of
polymorphisms on risk of cognitive impairment. MMSE was the dependent
variable and age, gender, disease duration and European ancestry were
included as confounders. Statistical significance was defined as a two-tailed P-

value < 0.05.

3. Results

BDNF Val66Met and APOE genotype and allele frequencies are shown
in Table 1. The genotype distributions of both polymorphisms were in Hardy-
Weinberg equilibrium.

Based on MMSE cut-offs about 49% of the patients presented cognitive
impairment. Table 2 shows demographic and clinical variables by cognitive
impairment. Patients with cognitive impairment had higher disease severity (as
measured by H&Y). Cognitive impairment is somewhat more frequent in
patients with African ancestry (66.7%) than in subjects with European ancestry
(46.4%). The mean age between those with and without cognitive impairment
did not differ but a high correlation between age and MMSE score (rs=-0.181;
p=0.02) was observed. Overall mean MMSE was 24.6 +3.9. BDNF Met carriers
presented mean lower MMSE scores (~1.8 points) compared to Val/Val
homozygous subjects (p=0.005). No associations were observed for APOE
genotypes (Table 3).

Multiple Poisson regression analyses were performed to estimate the
effect of BDNF and APOE polymorphisms on cognitive impairment, after

controlling for age, gender, European ancestry and disease duration (Table 4).
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The BDNF Val66Met Met allele was associated with cognitive impairment in PD
(PR 1.52, 95% CI 1.12-2.05, p=0.006). No association was observed for
APOE*EA4 carriers or other genotypes with cognitive impairment (PR=1.15, 95%

Cl 0.84-1.58, p=0.393).

4. Discussion

In the present study, cognitive impairment was observed with a
prevalence of 49% among PD patients. The major finding reported herein was
the association of the BDNF Val66Met polymorphism with cognitive impairment.
BDNF Met carriers showed a higher frequency of cognitive impairment than
Val/Val homozygotes. This finding is supported by the evidence that this variant
seems to modulate, in an activity-dependent manner, BDNF secretion [7].
Carriers of Met allele leads to decreased neuronal dendrites distribution and
decreased targeting to secretory granules, lowering the extracellular BDNF
levels [21].

Epidemiological studies disclosed that higher age, severity of motor
symptoms, older age at onset, higher disease duration and male gender were
likely to be risk factors of PD cognitive dysfunction [2,22]. In the present study
only disease severity was associated with cognitive impairment.

Guerini et al. reported an association of the Met homozygous and
cognitive impairment in PD [9] whereas Laing et al. [23] observed that BDNF
Val66Met was not associated with cognitive impairment in normal ageing. In the
present study we showed that the presence of just one Met allele would affect
cognition. This finding is supported by a study that demonstrates that Val/Met
heterozygous form protein heterodimers that affect the protein trafficking fate

[24]. Another investigation observed that Met carriers performed better at the
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test of Tower of London which measures the ability of planning. According to
that study, the greater secretion of BDNF in Val/Val individuals may affect
working memory. BDNF synthesized by dopaminergic neurons seems to
increase receptor D3 expression [25], which inhibits working memory [10].
Notice, however that MMSE tool does not evaluate working memory, therefore
these results are not strictly comparable with those presented herein.

No association with cognition performance in PD was observed with
APOE variants in the present study. The frequency of APOE*4 allele observed
in PD patients (13%) was similar to that previously described for the southern
Brazilian population (11.5%) whereas Alzheimer’s disease patients from the
same population showed a significantly higher frequency (39%) [26]. Since the
last meta-analysis reported by Williams-gray et al., which described an
association of APOE*4 allele and dementia in PD [14], four more studies have
been published. Three of these studies did not observe an association between
APOE and dementia [27-29], whereas one presented positive results [13]. This
positive investigation was a longitudinal study and it demonstrated a faster
cognitive decline in APOE*4 carriers [13]. These conflicting findings among
studies might be due to the use of different scales to assess cognitive
impairment, small samples of PD with dementia and odds ratios heterogeneity
[14]. Overlap of neurodegenerative diseases such as AD and PD might also
contribute to bias the association.

APOE functions have been widely studied. APOE*4 isoform seems to
accumulate and aggregate more beta-amyloid (AB) protein than other isoforms,
creating AB loads that are the hallmark of Alzheimer's disease pathology.

APOE*2 and APOE*3 isoforms form dimers that contribute to regulation of AR
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loads [12]. Whereas, Parkinson's disease dementia is linked to other kind of
protein overloads [4,30], it therefore appears to have a different biologic basis
from AD. APOE isoforms seems not to be determinant to the development of
impaired cognition in PD.

The present results must be interpreted in the context of some
limitations. The association observed might be attributed to other events such
as age and ethnicity, but our results remained significant even after correcting
for important factors such as age, education, ancestry, and disease duration,
suggesting that this variant is independently associated with cognitive
impairment in PD.

Our findings cannot definitively establish whether the association we
observed between BDNF and cognitive decline is specific to PD or simply the
effect of BDNF genotype on cognitive function that may be observed in
otherwise healthy older individuals, therefore larger prospective studies with PD
patients and healthy individuals are warranted to disclose the role of this

important gene on cognitive impairment in PD.
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Table 1

Genotype and allele frequencies.

Genotypes Frequency Alleles Frequency
APOE APOE*2/APOE*2 0.007 APOE*2 0.07
APOE*2/APOE*3 0.117 APOE*3 0.80
APOE*3/APOE*3 0.630 APOE*4 0.13
APOE*2/APOE*4 0.012
APOE*3/APOE*4 0.222
APOE*4/APOE*4 0.012
BDNF Met/Met 0.04 Met 0.18
Val/Met 0.27 Val 0.82
Val/Val 0.69

Abbreviations: APOE = Apolipoprotein E, BDNF = Brain-derived neurotrophic

factor.
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Table 2
Clinical and demographic data of patients by cog_;nitive impairment.

All PD with CI PD without ClI
(n=163) (n=81) (n=82) P

Gender (male) 84(51.5%) 37(45.7%) 47(57.3%)  0.159
European ancestry 139(85.3%) 65(80.2%) 74(90.2%) 0.079
Age 68.82(9.3) 69.17(8.4) 68.45(10.1) 0.720
Age at onset 60.66(9.8) 60.25(8.9) 61.04(10.7) 0.731
Disease duration 8.16(5.1) 8.92(5.5) 7.40(4.5) 0.088
Levodopa diary 698.4(303.47) 728.8(301.59) 673.9(306.4) 0.128
dose(mg)

Education (years) 5.94(3.9) 6.44(4.0) 5.45(3.7) 0.162
Hoehn & Yahr 2.74(0.79) 2.99(0.79) 2.49(0.70) <0.001*

Abbreviations: PD = Parkinson's disease, Cl = Cognitive impairment. Tests
performed in table were: Chi-square, Mann-Whitney U, Kruskal-Wallis.
*Difference is statistically significant (p < 0.05)
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Table 3

Clinical and demographic data of patients according fo genotypes.

APOE BDNF

(n=160) (n=163)

APOI_E 2 APOE*3/APOE*3 APOI.E 4 p Met carrier Val/Val p

carrier carrier
Gender (male) 13(65.0%) 50(49.0%) 19(50.0%)  0.451 32(62.7%) 52(46.2%)  0.064
aEﬁéngS” 19(95.0%) 87(85.3%) 31(81.6%) 0.401 45(88.29%) 94(83.9%)  0.492
Age 68.15(11.1) 68.78(9.2) 69.13(8.9) 0.983 69.94(8.7) 68.31(9.6)  0.344
Age at onset 60.60(12.2) 60.41(9.7) 61.05(9.0) 0.958  61.76(10.3)  60.16(9.6)  0.379
Disease
duration 7.55(4.2) 8.37(5.56) 8.07(4.29) 0.916 8.17(5.83) 8.15(4.74)  0.677
Levodopa diary
dose(mg) 667.5(287.9)  695.6(321.9)  750.0(252.4) 0.230  734.1(371.9) 682.2(266.9) 0.745
E{‘l‘;‘;g'on 4.95(4.0) 6.04(3.8) 6.39(3.9)  0.189 5.27(3.6) 6.25(3.9)  0.125
MMSE 23.85(4.2) 25.19(3.3) 23.71(5.2)  0.332 23.43(3.9) 25.20(3.8)  0.005
L’L‘Sﬁ:{g‘:‘ 10(50.0%) 47(46.0%) 22(78.6%)  0.449 32(62.7%) 49(43.7%)  0.029
H&Y 2.5(0.76) 2.7(0.78) 2.9(0.79)  0.165 2.8(0.71) 2.7(0.82)  0.386

Data presented as n (%) or mean (z standard deviation) and compared by Chi-square, Mann-Whitney U-test, Kruskal-Wallis when appropriate. Abbreviations:

APOE = Apolipoprotein E, BDNF = Brain derived neurotrophic factor, MMSE = Mini-Mental State Examination, H&Y = Hoehn and Yahr. Cognitive impaired

patients according to Brucki et al. MMSE cut-off points for Brazilian patient
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Table 4
Poisson regression analysis of risk factor for cognitive impairment in Parkinson's
disease.

BDNF Genotypes b Standard Preyalence IC 95% P-value
Error Ratio

Val/Val 0 1

Met carrier 0.421 0.1525 1.523 1.12-2.05 0.006

BDNF = Brain derived neurotrophic factor. Adjusted for sex, age, ancestry and
disease duration



CAPITULO IV

DISCUSSAO
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A discussao especifica dos resultados obtidos no presente trabalho encontra-
se no capitulo Il dessa Dissertacdo. Neste capitulo, pretende-se discutir aspectos
mais gerais sobre o declinio cognitivo e a DP.

Ha varias ferramentas neuropsicologicas utilizadas para testar a funcéo
cognitiva na DP. O diagnéstico de deméncia possui critérios definidos como o uso do
DSM IV e do NINCDS-ADRDA. Entretanto, um consenso no diagnéstico do déficit
cognitivo ainda nao foi estabelecido. Dentre os instrumentos utilizados nos hospitais
e centros de pesquisa, as escalas globais de cognicdo (MMSE, MoCA, PD-CRS,
SCOPA-COG e MDRS) e as destinadas a dominios especificos (WAIS-IV, Wisconsin
Card Sorting Test, Tower of London Test, Hooper Visual Organization Test, entre
outras) sdo as mais aplicadas (Litvan et al., 2012). Os dominios cognitivos
abrangidos nos testes especificos sdo atencdo e memoria de trabalho, executivo,
memoaria, linguagem e o visuo-espacial. Esses testes especificos para cada dominio
mostram-se vantajosos para o diagnostico do paciente nesse sintoma tao
heterogéneo. Porém, as diferentes escalas para cada dominio diferem em suas
perguntas e em como sao administradas, o que torna as comparacdes entre estudos
muito dificeis. Novos instrumentos de medida ndo séo necessarios, contudo, mais
estudos e validacdes dos instrumentos existentes devem ser realizados (Barone et
al., 2011).

Uma vez que o0s sinais ndo sao aparentes no inicio da doenca e 0s
instrumentos ndo sdo validados, o déficit cognitivo € menos identificado e
diagnosticado. Proporcionar pontos de corte de acordo com idade e escolaridade

para as escalas para padronizar o diagnoéstico de déficit cognitivo tem se mostrado
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satisfatorio. Contudo, internacionalizar os mesmos ndo € viavel, pois as populacdes
diferem muito quanto aos seus dados demogréficos.

Estudos que caracterizem os estagios do déficit cognitivo durante o curso da
doenca de Parkinson nos pacientes estdo em andamento e aumentam as
perspectivas de uma melhor compreenséo desse sintoma. A determinagédo desses
estagios em pacientes recém-diagnosticados com DP forneceria o entendimento dos
padrdes do desenvolvimento do déficit cognitivo nos estagios iniciais da DP e como
gue ele progride. A melhor abordagem seria combinar varios instrumentos
comparando-os tanto no diagnéstico quanto na investigacdo desse sintoma. Esses
estudos poderiam auxiliar na capacidade de prevencdo e tratamento do declinio
cognitivo nos pacientes com DP.

Um importante fator de risco para o déficit cognitivo é a idade. O déficit
cognitivo ndo esta presente somente nos pacientes com DP e em outras doencas
neurodegenerativas, mas € encontrado também no envelhecimento normal. O
envelhecimento € um processo complexo e heterogéneo associado a uma grande
variabilidade individual. Baseado em evidéncias, sugere-se que 0 processo de
envelhecimento seja resultado de uma vulnerabilidade do neurénio, devido a redes
de interacdes protéicas alteradas, danos oxidativos, desregulacdo da homeostase do
célcio intracelular, autofagia, mecanismos de resisténcia a stress celular, entre
outros. O declinio na cognicdo ocorre também no envelhecimento "saudavel"
(Jellinger e Attems, 2013). Portanto, distinguir quanto do déficit cognitivo € devido a

idade e quanto a DP é uma ponto-chave necessario.
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O estudo da patofisiologia do déficit cognitivo € complexo, envolvendo
multiplos  neurotransmissores, plasticidade singptica diferenciada e uma
neurodegeneracado difusa. A associacdo de alteracdes cognitivas na DP ao
desbalanco em vias colinérgicas, dopaminérgicas e possivelmente noradrenérgicas e
glutamatérgicas levaram aos estudos de drogas como inibidores da colinesterase
(rivastigmina) e antagonista de receptor glutamatérgico (memantina) (Svenningsson
et al., 2012). A rivastigmina foi eficaz, melhorando a cognicéo global dos pacientes
para 0s quais o0 medicamento foi prescrito em relacdo aqueles que utilizaram
placebo. J& a memantina apresentou resultados inconsistentes. O tratamento do
déficit cognitivo ainda € incipiente, muitas investigacdes ainda serdo necessarias
para identificar e produzir medicamento eficazes para esse importante problema do
envelhecimento normal e patoldgico.

Como mencionado no capitulo I, 0 componente genético é indispensavel para
compreender a etiologia e a patofisiologia do déficit cognitivo. Além dos genes
investigados no presente trabalho, outros genes relacionados a neuroplasticidade
sdo importantes e ndo foram estudados nesse trabalho. Dentre eles, estdo os genes
gue codificam as neurotrofinas GDNF, NGF, NT-3 e NT-4. O GDNF exerce efeito
protetor nos neurdnios noradrenérgicos e dopaminérgicos, sugerindo que tenha
potencial efeito terapéutico na DP. O NGF €& importante na sobrevivéncia,
crescimento e manutencao de neurénios especificos, sendo produzido no hipocampo
e no cortex e tem como alvo neurdnios do sistema colinérgico no prosencéfalo basal,

neurbnios estriatais e hipocampais (Allen et al., 2013). Ja as proteinas NT-3 e NT-4

47



foram menos estudadas até hoje, mas sédo expressas em Varios locais no cérebro e
possuem funcdes semelhantes as outras neurotrofinas (Siegel e Chauhan, 2000).
Genes que codificam proteinas que formam agregados também estdo sendo
estudados como componentes do desenvolvimento do déficit cognitivo. Haplotipos do
gene da MAPT, que codifica a proteina tau e duplicacbes do gene SNCA, que
codifica a alfa-sinucleina ja foram associados a deméncia. Polimorfismos em
DYRKI1A, que codifica uma quinase que fosforila as proteinas alfa-sinucleina e a
proteina precursora do amildide também foram associados a alteragbes cognitivas
(Svenningsson et al., 2012). Provavelmente muitos outros genes relacionados ao
déficit cognitivo ainda ndo foram identificados ou estudados. O reconhecimento
desses genes bem como o aprofundamento dos estudos com os ja identificados
podera certamente permitir um melhor entendimento da base molecular do déficit

cognitivo e da deméncia no processo de envelhecimento normal e patoldgico.
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